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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurolégica de etiologia
multifatorial. E caracterizada por degeneracdo progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia nigra caracterizados pelo alto conteudo de
dopamina. A doenca somente se manifesta quando ha perda (morte) de 75%
destes neurdnios. Varios fatores adquiridos, tais como exposicdo ambiental a
pesticidas, metais e hidrocarbonetos, disfuncdo mitocondrial, alteracées
relacionadas com a sintese, transporte e metabolismo da dopamina e a formacao
de radicais livres parecem estar envolvidos com o dano e morte dos neurénios da
substancia nigra na DP. Mutacdes no gene da alfa-sinucleina podem também ser
encontradas em uma parcela de afetados pela DP. Tendo em vista que alguns
trabalhos da literatura mostraram que o aminoacido homocisteina (Hcy)
apresenta-se com concentracdes elevadas no sangue de pacientes com DP, o
presente trabalho visou verificar os niveis plasmaticos ndao somente de Hcy, mas
também de vitamina B12 e acido félico, e determinar os fatores envolvidos com as
alteragbes destes niveis, como o fumo, alcool, hipertensdo arterial sistémica,
diabete mélito, cardiopatia isquémica, ingestao de L-DOPA, duracao da doenca e
outros. Enfatize-se que as associacoes verificadas até agora entre os niveis de
Hcy no plasma de pacientes afetados por DP ainda néao estdo bem esclarecidas e
nao estabeleceram se a Hcy é fator causador da disfuncao neurol6gica ou apenas
um marcador dessa doenca decorrente de alteracbes de outros fatores.
Verificamos inicialmente que a Hcy estava aumentada em cerca de 30 % nos
afetados por DP, relativamente aos controles da mesma idade, sem qualquer
alteragédo nos niveis séricos de vitamina B12, &cido félico, uréia, creatinina e acido
arico. Verificamos também que o uso de fumo estava associado com uma
deficiéncia de acido félico nestes pacientes e nos controles normais e, que a
deficiéncia desta vitamina estava inversamente associada ao aumento dos niveis
de Hcy. Os niveis plasmaticos de Hcy estavam também inversamente
correlacionados com os de vitamina B12 e positivamente com a idade nos

pacientes com DP. Ja nos controles, a Unica correlagdo significantiva foi dos



niveis de Hcy com os de vitamina B12 de forma inversa. Verificamos ainda
através de regressdao multipla que nos pacientes com DP o maior determinante
dos niveis plasmaticos de Hcy foram os niveis de acido félico, enquanto que nos
controles normais foram os de vitamina B12. Além disso, na comparagao entre
pacientes e controles, a diferenca dos niveis plasmaticos de Hcy entre esses dois
grupos se acentuava (esses niveis aumentavam mais ainda nos pacientes)
quando os niveis de acido félico eram mais baixos. Observamos também em
nosso estudo que o uso de alcool, a diabete mélito, a hipertensdo arterial
sistémica, a cardiopatia isquémica, o sexo, o0 uso de L-DOPA e a duracédo da
doenca nao alteraram os niveis plasmaticos de Hcy, acido félico e vitamina B12
nos pacientes. Desta forma, tendo em vista os efeitos deletérios da Hcy sobre o
sistema nervoso central, preconiza-se que nos pacientes com DP seja
administrado acido félico para que os niveis de Hcy se normalizem, deixando de
ser um possivel agente neurotoxico que juntamente com outros determinam uma

pior evolugdo da doenca.



ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a neurological disorder of multifactorial etiology.
It is characterized by progressive degeneration of dopaminergic neurons of the
substantia nigra, which contains high amounts of dopamine. The disease is
clinically manifested when 75 % or more of these neurons are lost. Various
acquired factors, such as environmental exposure to pesticides, metals and
hydrocarbonides, mitochondrial dysfunction, deficient synthesis, transport or
metabolism of dopamine and free radical generation are involved in the damage
and death of substantia nigra neurons. Mutations in the alpha-sinuclein gene may
also be found in affectted patients with PD. Since some reports have shown that
the blood concentrations of the amino acid homocysteine (Hcy) are increased in
patients with PD, the present work aimed to measure the plasma levels of Hcy, as
well as vitamin B12 and folic acid, and to determine the factors involved in
alteration of these levels, such as smoke, hypertension, diabetes mellitus,
isquemic cardiopathy, L-DOPA and others. It should be emphasized that the
associations observed so far between Hcy plasma levels in patients with PD did
not establish whether Hcy causes neurological dysfunction or is a marker of this
disorder due to other factors. We initially observed that plasma Hcy levels were
increased at around 30 % in patients affected by PD compared to age matched
controls, without modifications on serum concentrations of vitamin B12, folic acid,
urea, creatinine and uric acid between these groups. We also verified that smoke
was associated with a deficit of folic acid in PD patients and in controls and that
deficiency of this vitamin was inversely correlated to the increase of Hcy levels.
Plasma Hcy levels were also inversely correlated with those of vitamin B12 and
positively correlated with the age of the patients. In controls, we found an inverse
correlation between plasma Hcy levels and vitamin B12 concentrations. We also
found that the major determinant of plasma Hcy levels in PD patients were folic
acid, whereas in the controls was vitamin B12. Besides, the difference between
plasma Hcy concentrations in PD patients and controls increased when serum
folic acid concentrations were low. We also observed in our investigation that

alcool, diabetes mellitus, hypertension, isquemic cardiopathy, sex, L-DOPA and



duration of the disease did not alter plasma Hcy, folic acid and vitamin B12 levels
in the patients. Therefore, considering the deleterious effects of Hcy on the central
nervous sytem, we postulate that folic acid should be supplemented to patients
affected by PD in order to normalize plasma Hcy levels, therefore avoiding a
possible neurotoxic agent that together with others determine a worse evolution of
this disease.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurolégica de etiologia
multifatorial dependente da idade, bem como de fatores ambientais e genéticos.
Foi descrita pela primeira vez, em 1817, pelo médico inglés James Parkinson. E
caracterizada por degeneragdo progressiva dos neurdnios dopaminérgicos na
substancia negra, causando perda da pigmentacao da substancia. Os neurdnios
da substancia nigra contém quantidades altas de dopamina, sendo necessario
gue ocorra aproximadamente uma perda de mais ou menos 75% da dopamina ou
neurénios que contem dopamina, para que ocorram sintomas da DP. Ha uma
perda de axbnios, que partem desta regido e se projetam para o neoestriado. A
lesdo da via dopaminérgica nigroestrial determina diminuicdo da transmissao
dopaminérgica no corpo estriado, especialmente no putdmen (MARJAMA-LYONS
E SHOMON, 2003).

Varios fatores adquiridos sao suspeitos de estarem envolvidos com a DP,
tais como exposicdo ambiental a pesticidas, metais e hidrocarbonetos, disfuncao
mitocondrial, alteracdes relacionadas com a sintese, transporte e metabolismo da
dopamina e a formacao de radicais livres (MOLACE et al. 2003; KLODOWSKA
DUDA et al 2005).

Em uma parcela de portadores de DP observa-se mutagcdo no gene da
alfa-sinucleina, o que acarreta alteracao molecular da proteina, fazendo com que
haja agregacdes andmalas entre proteinas da mesma ou de outras classes.

Conforme estudos, em alguns grupos familiares portadores de doenca de
Parkinson familial, pdde-se observar uma importante mutagdo no gene da alfa-
sinucleina. Esta proteina atipica possui uma substituicio de uma alanina e uma
treonina na posicao 53 (A53T). Uma hipdtese proposta para explicar o surgimento
dos Corpos de Lewy (CL) seria que essa alteracdo molecular predisporia a alfa-

sinucleina a agregar-se entre outras proteinas da mesma classe ou entre
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proteinas de outras classes (por exemplo: subunidades neurofibrilares)
(POLYMEROPQULOQOS et al., 1997). No entanto, em outro estudo, Higuchi et al.
(1998) avaliaram a presenca dessa mutacdo (A53T) em 329 casos esporadicos
de doenca de Parkinson (DP), Deméncia com Corpos de Lewy (DCL) e doenca de
Alzheimer e sua presenga nao foi observada em nenhum dos casos, 0 que sugere
0 nao envolvimento dessa mutacdo nessas doencgas neuroldgicas.

O termo parkinsonismo se refere a qualquer condicao de anormalidade de
movimentos, com destruicdo dos neurbnios dopaminérgicos, semelhantes a DP.
O parkinsonismo secundario pode ser causado por varias situacées, tais como
acidente vascular cerebral, encefalite ou meningite. Outras doencas neuro
degenerativas tais como a paralisia supranuclear progressiva, a degeneracao
corticoestriatal, podem também lesar esses neurdnios dopaminérgicos, causando
essa patologia. Medicagdes tais como o haloperidol, metoclopramida, fenotiazina,
pimozide, cinarizina, flunarizina, reserpina e alfametildopa sado outras causas
comuns de parkinsonismo secundario. Substancias toxicas (MPTP, Cu, Mn, Hg),
acidentes vasculares, traumaticos e tumores cerebrais também sdo causas de
parkinsonismo secundario. Causas menos freqlentes de parkinsonismo
secundario incluem overdose de narcoticos ou anestésicos utilizados em cirurgia,
exposicdo a toxinas e envenenamento por monoxido de carbono, quando esses
agentes lesam o0s neurOnios dopaminérgicos. O parkinsonismo secundario
causado por antipsicéticos é geralmente reversivel, mas aquele causado por
toxinas, infec¢des, drogas ou outras doencas com dano cerebral podem nao ser
reversiveis. Os sintomas de parkinsonismo incluem a rigidez de tronco, bracos,
pernas e regiao facial, tremor fino, algumas formas de paralisia e anormalidades
de movimentos. O parkinsonismo secundario mais freqlientemente se associa a
déficit cognitivo resultando em deméncia (HANG. et al, 2004)

Em resumo, fatores ambientais, exposicdo a substancias téxicas,
alteracoes genéticas, alteracdes hormonais e outros fatores também podem
desencadear a DP. A figura 1.1 mostra o sistema dopaminérgico no cérebro

humano, distinguindo a localizacdo da substancia nigra.
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Sistema dopaminérgico

Lobo . Estriado
frontal : ' :

Area tegmental ventral

Figura l.1. Sistema Dopaminérgico no Cérebro Humano
Fonte: DAVIS & GECK, 1974

1.2. Fatores de Risco da doenca de Parkinson

e Sexo

A DP afeta ambos os sexos, mas varios estudos encontraram a DP com
predominancia maior em homens. Na China, a DP ocorre trés vezes mais em
homens do que em mulheres (MARJAMA-LYONS E SHOMON, 2003).

Outro estudo envolvendo africanos, hispanicos e caucasianos demonstrou
menor incidéncia de DP em mulheres. Uma pesquisa mostrou um aumento de
duas vezes mais DP em homens italianos do que em mulheres italianas
(MARJAMA-LYONS E SHOMON, 2003).

O hormbnio estrégeno pode atuar como agente neuroprotetor das células

dopaminicas do cérebro, evitando a morte das mesmas.
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Em mulheres portadoras de DP, observa-se menopausa precoce e baixa
reposicao hormonal pdés-menopausa (HIRAYAMA, 2006).

e [dade

O envelhecimento esta associado ao aumento do risco de adquirir-se a DP.
A incidéncia da doencga, para pessoas com idade inferior a 50 anos, é de 10 por
100.000, entretanto a incidéncia aumenta para 200 por 100.000 em pessoas com
idade entre 60 a 80 anos.

Estima-se que 5% a 10% de pacientes com DP experimentaram os
primeiros sintomas antes dos 45 anos e o pico da incidéncia dos sintomas entre
55 e 60 anos. O numero de pessoas diagnosticadas com DP diminui depois dos
80 anos, mostrando que nao é sé o envelhecimento que leva a DP (HIRAYAMA,
2006).

e Etnia

Estudos mostram que ha uma prevaléncia maior da DP na populacao
caucasiana, em torno de 100 a 300 casos por 100.000 pessoas na América do
Norte e Europa. Na Asia e na Africa a prevaléncia € menor, com 50 casos por
100.000. Entretanto recentes estudos com imigrantes asiaticos e africanos,
residentes na América do Norte, mostram uma prevaléncia e incidéncias
semelhantes aos caucasianos americanos, mostrando a importancia do meio
ambiente e de outros fatores (HIRAYAMA, 2006).

e Geografia

A DP é mais predominante em certas regides. As causas podem ser muitas
e devem ser mais bem estudadas. Neste particular, 31 por 100.000 pessoas, que
residem na Libia sdo portadores de DP, enquanto em Bombaim, na india, as
taxas sao de 328 por 100.000 pessoas. Além disso, ha um aumento da incidéncia
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de DP em pessoas que vivem no meio rural que pode, possivelmente, estar
relacionado com o contato com herbicidas e outras substancias téxicas
(MARJAMA-LYONS E SHOMON, 2003).

¢ Produtos Toxicos

Herbicidas e pesticidas, drogas, aluminio, metais pesados (cobre, chumbo,
ferro, manganés), monodxido de carbono, solventes organicos e outras
substancias toxicas desencadeiam morte das células dopaminicas levando o

aparecimento da DP.

e MPTP — 1 Metil 4 Fenil 1,2,3,6 Tetrahidropiridina

Em 1982, um grupo de viciados jovens na Califérnia repentinamente
desenvolveu uma forma grave de DP (Sindrome do Viciado Congelado) e a causa
foi atribuida MPTP (1 metil 4 fenil 1,2,3,6, tetrahidropiridina), droga substituta da
heroina, que causou a destruicdo irreversivel dos neurdnios dopaminérgicos
nigroestriatais.

A droga MPTP ¢é metabolizada pela MAO-B (monoaminoxidase B)
produzindo MPP+ e altas taxas de Radicais livres (RL), diminuindo formacéo de
ATP, devido a inibicado da enzima NADH (nicotinamida adenina nucleotideo
hidrogénio). Com a diminuigdo da formacdo de ATP, que é a chave energética
molecular da célula, ocorre a morte celular (HANG. 2004)

e Genéticos

Alteracbes genéticas decorrentes de mutagbes acarretam alteracbes no
DNA, alterando a sintese protéica. Este parece ser a causa em algumas formas
familiares de DP. Neste sentido, alguns estudos indicam que a DP pode dever-se
a defeitos nas proteinas envolvidas na degradagédo das proteinas alfa-nucleina e

ou parkina. Dai, na DP considerada de origem genética, o erro esta localizado nos
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genes da alfa-nucleina ou parkina. Tais defeitos levariam ao aumento dessas

proteinas, ao decorrer do tempo, sob a forma de Corpos de Lewy.

1.3 Manifestacoes Clinicas

A DP é caracterizada clinicamente por sintomas neurolégicos como tremor
de repouso, rigidez muscular e lentiddo anormal de movimentos (bradicinesia).
Encontramos também outros sintomas, como depressao, ansiedade, irritabilidade,
perda olfatéria, dificuldade na escrita, perda das funcdes cognitivas, alteracdes da
voz com dificuldade na articulacdo das palavras, alteracées urinarias, restricao

respiratéria com diminuicdo da amplitude toracica e disfungéo erétil.

1.4 Etiologia (Causas Genéticas e Ambientais)

As causas da DP estao relacionadas a varios fatores, tais como a idade,
virus, substancias téxicas (pesticidas, metais, hidrocarbonetos), mutagdes que
alteram a expressdo génica, estresse oxidativo e outros. O uso do tabaco,
radiacdes, processos inflamatérios e aumento de radicais livres também podem

desencadear a DP.

1.4.1 Radicais Livres (RL)

Sao estruturas quimicas que possuem um elétron desemparelhado
ocupando um orbital atdbmico ou molecular. S&o altamente reativos, podendo
combinar-se com moléculas integrantes da estrutura celular e agregarem-se

anomalamente com proteinas citoplasmaticas causando neurodegeneracao.
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O metabolismo normal do neurotransmissor dopamina produz radicais
hidroxilas (OH*) e perdxido de hidrogénio (H2O.), os quais na presenca de
depositos de ferro, no cérebro, podem inibir a cadeia respiratéria celular e

ocasionar neurotoxicidade.

1.4.2 Estresse Oxidativo

Quando ocorre um desequilibrio entre a formagdo de RL e enzimas
antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo, devido ao aumento da quantidade de
RL, acarretando alteracées celulares, com efeitos deletérios sobre o DNA,
alterando a transcricao génica e a sintese de proteicas (LIESUY, 2002).

Danos oxidativos em 4&cidos nucleicos causam neurodegeneragao
dopaminérgica da substancia nigra, liberando a hidroxiguanosina (8-HGO) que
esta elevada em pacientes com DP.

Quando a quantidade de dopamina na substancia nigra diminui, ocorre
interacdo com varias moléculas (perdxidos) formando RL téxicos. O processo
oxidativo com a formacdo aumentada de RL é prejudicial aos neurbnios da
substancia nigra, podendo leva-los a morte.

No metabolismo da dopamina ha geragao de peréxido de hidrogénio o qual
forma RL e para combater a formacdo dos radicais hidroxilas e superdxido
existem processos que envolvem a enzima superdxido-dismutase que catalisa a
conversao do radical superéxido (O2-) em H.O,, que sofrera agdo da enzima
glutationa peroxidase, liberando H,O e glutationa-disulfeto que é a forma oxidada
da glutationa. Em cérebros saudaveis, os peréxidos sao detoxificados na

presenca da glutationa.

1.4.3 Disfuncao Mitocondrial
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Mitocondrias sao organelas citoplasmaticas que existem em todos vegetais
e animais, em quantidades proporcionais as atividades aerdbicas de cada um,
sendo variavel nas diferentes células (CONRADT, 2006). A funcado das
mitocéndrias é fundamentalmente producao de energia, € respiracao celular com
concomitante producédo energética, localizando-se preferencialmente nas regioes
onde existe grande consumo energético (LY & VERSTREKEN, 2006).

Alteracbes no DNA mitocondrial, associadas ao estresse oxidativo,
aumento das taxas de ferro e disfungdes genéticas contribuem para o surgimento
da DP e de outras patologias neurodegenerativas. Descobriu-se que o0 uso da
droga MPTP (1 metil 4 fenil 1, 2, 3, 6, tetrahidropiridina) em humanos e animais
desencadeava a morte neuronal no cérebro, com grande diminuicao da taxa de
dopamina.

A droga MPTP é metabolizada pela MAO-B (monoaminoxidase B),
produzindo MPP+ e altas quantidades de RL, que diminuem formacédo de ATP,
devido a inibicdo da enzima NADH desidrogenase ou complexo | da cadeia
respiratéria. Com a diminuicao da formacao de ATP, ocorre a morte celular. Todo
este processo ocorre no da mitocéndria.

A coenzima Q 10 (CoQ10) chamada de ubiquinona, que atua como
antioxidante, captando os RL téxicos, esta deficiente na DP. Vérios herbicidas

como a rotenona, que inibe o complexo | da cadeia respiratéria, podem causar DP.

1.5 Achados Neuropatoldgicos

Apo6s a manifestagbes clinicas, a DP afeta os ganglios da base e mais
especificamente a substancia nigra, caracterizando-se por perda de neurdnios
dopaminérgicos. Pode ocorrer também degeneracdo das terminagdes nervosas
no corpo estriado, acarretando diminuicdo de dopamina no corpo estriado. No
cérebro humano, os nucleos da base (substancia nigra, estriado, globus pallidus,
nuacleo subtalamico e talamo) conectam entre si as partes do cérebro que

controlam as fungdes motoras com o cértex motor.
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Quando uma parte deste sistema nao funciona adequadamente, como
acontece na DP, todo o sistema é afetado. O resultado final com a diminuicdo da
dopamina no sistema nervoso central € a inibicado dos sinais elétricos do cértex
motor. Esta parte do cérebro tem tantas conexdes com funcées motoras
sensitivas e de raciocinio, incluindo o tronco cerebral, onde se pensa que muitas
alteracoes presentes na DP, incluindo as varias conexdes e sinais, possam levar
aos sintomas motores tais como bradicinesia, tremores e rigidez e cognitivos da
doenca.

Medicamentos e tratamento cirdrgico tentam restaurar a atividade e fungao
dopaminérgica normal do circuito motor para permitir o retorno das habilidades

motoras normais.

1.5.1 Corpos de Lewy

Os corpos de Lewy (CL) sado formados por um grupo de proteinas que
pode ser encontrado dentro do citoplasma de algumas células cerebrais,
tipicamente em pacientes com DP. Os CL s&do arredondados e identificados pela
coloracao hematoxilina-eosina ou através de imunocitoquimica pela antiubiquitina.
Podem se apresentar fora dos neurénios com formas ovais ou alongadas em
varias regides do cérebro, entretanto quando se localizam na via nigroestrial sdo
patognoménicos da DP. Os CL, embora raramente, podem também ser
visualizados em células neurais de pessoas nao portadoras de DP, como por
exemplo, em idosos com envelhecimento normal.

As proteinas que compdem os CL sdo as alfa-sinucleina e a ubiquitina-
ligase.

A alfa-sinucleina, ou condigcdes fisioldgicas, reage com fosfolipidios de
membranas, regula a diferenciacao celular, participando da morfologia e fisiologia

sindptica e da neurotransmissao dopaminérgica.
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A ubiquitina-ligase é uma importante enzima que desdobra e decompde as
cadeias polipeptidicas grandes e anormais, com a finalidade de eliminar essas
proteinas que nao sao necessarias para a funcao cerebral.

Acredita-se que os CL podem ser o resultado da degeneracdao dos

neuronios.

1.5.2 Dopamina

Em um adulto normal existe cerca de 400.00 neurdnios dopaminérgicos no
Sistema Nervoso Central (SNC), os quais liberam dopamina para estimular os
receptores do sistema motor. A dopamina é elaborada por uma série de reacdes
bioquimicas e degradada por duas importantes enzimas, a MAO
(monoaminoxidase) e a COMT (catecol-o-metiltransferase), levando a formacéao

dos produtos o acido diidroxifenilacético (DOPAC) e o acido homovanilico (HVA).

Dopamina 3-Metoxidopamina
Ho./'*\}CchHENHZ " COMT | CHQO[‘//\ CH,CH,NH,
HOL/; ' HO\__ 4,/,J

MAO - MAO
Hoﬂ"”‘\jCHECHo COMT CHZ0 [/\JCHECHO
Lol 85l
HO \\'// ~
Aldeido A!del’do
desidrogenase desidrogenase
"> ’\-\
Ho{f” “%,CH,COOH COMT CHSOU/ “\]CHECOOH
HO \\\//J HO \\\;5:7;
Acido diidroxifenilacético Acido homovanilico
(DOPAC) (HVA)

Figura 1.2. Principais vias do Metabolismo da dopamina no cérebro
Fonte: HANG, 2004
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A dopamina é encontrada em quantidades mais abundantes no corpo
estriado, relacionado com a coordenagdao dos movimentos, mas também ocorre
em altas concentracdes em certas partes do sistema limbico e hipotalamo.

A sintese da dopamina consiste na conversao da tirosina em DOPA,
seguida de descarboxilacao para formar dopamina.

COOH
CH,—CH—NH, Tirosina
HO
Etapa limitante Tirosina hidroxilase
?OOH
HO CH,—CH—NH,» DOPA

.

HO
DOPA descarboxilase

e SE—

HO CHy,—CHy; —NH, Dopamina
HO

Dopamina (-hidroxilase

—

(?H
HO CH—CH,—NH, Noradrenalina
HO
Feniletanolamina
N-metiltransferase

HO CH—CH,—NH—CH;  Adrenalina

a L,

HO

Figura 1.3. Biosintese das catecolaminas
Fonte: HANG, 2004
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1.6 Tratamento

Os medicamentos usados para tratar a DP sao divididos em:

e Medicamentos para substituir, estimular e aumentar a atividade
dopaminérgica, com o objetivo de melhorar a fungcao motora (levodopa);

e Medicamentos que mimetizam a acdo da dopamina nos receptores D+, D2
ou D3 (bromocriptina, pergolida, lisurida, promipexol);

e Medicamentos que inibem a MAO - B (selegilina);

e Medicamentos que inibem a COMT (tolcapone e entacapone);

¢ Medicamentos que liberam a dopamina (amantadina);

e Medicamentos antagonistas do receptor colinérgico muscarinico

(benzatropina).

1.6.1 Levodopa

E um aminoacido (3,4 — dihidroxi - fenilalanina) precursor da dopamina,
que sob a acdo da enzima dopadescarboxilase da origem a dopamina. A
administracdo da Levodopa aumenta as quantidades de dopamina no cérebro.

Nao deve ser usada isoladamente no inicio da doenca, entdo se usam
medicamentos menos potentes.

E uma droga importante, considerada de primeira linha, entretanto no
passado foi usada, unicamente, com resultados ndo muito satisfatérios. Por isso
usam-se de modo concomitante inibidores da dopadescarboxilase que agem
perifericamente (carbidopa, benserazida).

A levopoda é bem absorvida na parte proximal do intestino delgado. No
entanto, alimentos gordurosos e ricos em proteina, ingeridos proximos ao horario

da ingestao do medicamento dificultam sua absorcdo. Uma porcédo importante da
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levopoda é metabolizada em dopamina antes de atingir o cérebro, pela
dopadescarboxilase.

Alguns pacientes respondem bem ao tratamento nos primeiros 4 — 5 anos,
pois ainda existem neurénios com condicées de armazenar a dopamina produzida
pela medicacdo. Com a evolucdo da doenca, diminui a capacidade de
armazenamento de dopamina nas células cerebrais devido a degeneracado das
mesmas e a eficacia do medicamento diminui.

Novas drogas devem entdo ser utilizadas para aumentar a agao da

levodopa.

1.6.2 Carbidopa / Levodopa

E considerado o mais efetivo medicamento para controlar tremor, rigidez e
bradicinesia; esta associacdo reduz a dose necessaria em 10 vezes menos,
todavia, com o passar do tempo, a eficacia vai gradativamente diminuindo.

E bem absorvido no intestino delgado, embora uma por¢éo importante seja
desativada pela MAO da parede intestinal, entretanto, no geral é muito benéfica
ao paciente.

Apresenta alguns efeitos colaterais indesejados tais como discinesia
(movimentos involuntarios de contorcdo), efeito liga-desliga (piora e melhora os
sintomas em poucas horas), nauseas, anorexia, hipotensdo e alteracdes

psicolégicas, na forma de alucinacoes.

1.6.3 Agonistas da Dopamina

Sao substancias com acdes semelhantes a dopamina, entretanto nao

necessitam de transformacdes enzimaticas para atuarem. Nao sao tdo potentes
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como a dopamina. Agem nos receptores da dopamina que se localizam nas
células do estriado. Existem receptores D+, D,, D3 e outros subtipos.

Os principais agonistas utilizados foram os derivados do ergot (derivados
do espordao do centeio). Os principais sdo: bromocriptina (Parlodel, Bagren),
pergolida (Celance), lisurida (Dopergin) e cabergolina.

Recentemente foram langcados agonistas ndo derivados do ergot tais como

o pramipexol (Mirapex, Sifrol) e ropinerol (Requip), que possuem maior eficacia.

1.6.4 Inibidores de MAO — B

A enzima MAO-B age no cérebro, na transformacao da dopamina em seu
metabdlito, o acido homovanilico. E responsavel pela remocdo natural da
dopamina e atua diminuindo a velocidade de remocéo da dopamina, aumentando
o tempo de vida util e elevando as taxas de dopamina.

Pode ser administrada com a levopoda, aumentando a eficacia temporal da

droga, entretanto ndo deve ser usada a noite, pois ocasiona insoénia.

1.6.5 Inibidores da COMT

Outra enzima de grande importancia no metabolismo da dopamina catecol-
o-metil-transferase (COMT) é responsavel juntamente com a MAO-B pela
remocao da dopamina, todavia também age sobre a levodopa, transformando-a
em 3-o-metildopa, sem efeito terapéutico, ocasionando perda significativa da
levopoda. Medicamentos como o tolcapone (Tasmar) e o entacapone (Comtan)
sao utilizados para aumentar a eficacia da levodopa. O tolcapone atua tanto fora
como dentro do cérebro, o entacapone atua apenas fora do cérebro. Os efeitos
colaterais sdo semelhantes aos da levodopa, podendo surgir hipotensao arterial e

diarréia, que quase sempre obriga a retirada do medicamento.
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1.6.6 Amandatina

A amandatina foi introduzida como farmaco antiviral, sendo descoberta em
1969, como benéfica para a DP. Atua como antagonista de receptores excitatérios
nos ganglios da base. A droga ainda esta sendo estudada, sabe-se que é menos
eficaz que a levopoda ou bromocriptina e seus efeitos colaterais sdo semelhantes
a levodopa. E tida como dopamina endégena e é usada na busca de novas

alternativas.

1.6.7 Anticolinérgicos

Até a levodopa ser descoberta, a atropina e correlatos foram usados no
tratamento da DP. Os receptores muscarinicos da acetilcolina exercem efeitos
excitatorios, contrarios aos da dopamina, em neurdnios do estriado e também
desempenham papel inibitério pré-sinaptico sobre as terminagcbes dopaminérgicas.
A supressao desses efeitos compensa os efeitos da dopamina, restabelecendo o
equilibrio entre acetilcolina e dopamina.

O biperideno (Akineton, Akineton-R) e trihexifenedil (Artane) sao as drogas

disponiveis deste grupo de medicamentos.

1.7 Homocisteina

Homocisteina (Hcy) é um aminoé&cido sulforoso que néo € um constituinte
dietético e ndo forma proteina. A Hcy é exclusivamente derivada da desmetilacao
da metionina, um aminoacido abundante em proteinas de plantas e animais. Ha

uma semelhanga entre a Hcy com a metionina e a cisteina, sendo os trés
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aminodcidos portadores de enxofre e estdo metabolicamente ligados entre si

(Figura 1.4).
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Figura I.4. Aminoacidos sulfurosos e suas estruturas quimicas
Fonte: HANG, 2004
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1.7.1. Metabolismo da Homocisteina

O metabolismo da homocisteina ocorre nos rins e no figado. A Unica fonte
de Hcy em seres humanos é a desmetilacdo do aminoacido essencial metionina
através de dois compostos intermediarios, a S-adenosilmetionina (SAM) e a S-
adenosilhomocisteina (SAH) (FINKESLTEIN e MARTIN, 1986). A SAM é doadora
de grupos metila para mais de 100 reacbes quimicas envolvendo
metiltransferases, incluindo aquelas do DNA, RNA, proteinas e lipidios (SCOTT et
al., 1994). A metilacdo do DNA tem um papel critico na expresséao e regulacao
génicas (FRISO et al., 2002). Com a transferéncia do grupo metila, a SAM
transforma-se em SAH que é depois de convertida em Hcy e adenosina pela SAH
hidrolase que esta amplamente distribuida nos tecidos. A Hcy pode ser
metabolizada através de duas rotas alternativas: 1) sendo irreversivelmente
degradada através de transulfuragdo em cistationina e ap6s em cisteina (principal
rota) ou 2) remetilada a partir de 5-metiltetrahidrofolato para metionina. Essas
reacdes ocorrem principalmente no figado e no rim e utilizam os cofatores acido
félico, vitamina B6 e vitamina B12. No entanto, a remetilacdo de Hcy € uma fonte
importante de grupamentos metila no cérebro (SCOTT et al., 1994). Neste
particular, numerosas reacées de metilagdo ocorrem no cérebro, tais como a
sintese e a degradacdo de neurotransmissores, fosfolipidos de membrana e
metilagcdo de DNA (Figura 1.5). Além disso, é conhecido que a enzima cistationina
B sintase (CBS) tem sido detectada no cérebro humano (ICHINOHE et al., 2005).
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Figura 1.5. Metabolismo da Homocisteina. SAM, S-Adenosil Metionina; SAH, S-
Adenosilhomocisteina; HCY, Homocisteina; Met, Metionina; Gly, Glicina, THF,

Tetrahidrofolato, MTHF, 5 Metiltetrahidrofolato; GSH, Glutatido Reduzido.
Fonte: PANIZ et al. 2005.

As concentracdes intracelulares de Hcy estdo sob controle efetivo, que
atuam principalmente nas enzimas de remetilacdo e transulfuragdo. Quando a
Hcy penetra na corrente sangiinea, devido a alta reatividade do seu grupo tiélico,
€ rapidamente oxidada ou se une a outra molécula de Hcy, formando homocistina
ou entdo a grupos tidlicos de outras moléculas, tais como a cisteina, gama-
glutamilcisteina, glutatido ou proteinas, formando pontes dissulfetos. Em
condigdes normais, apenas 1 a 2 % da Hcy se encontra no plasma como tal,
sendo que a maior parte (98 %) esta sob forma oxidada (ANDERSSON et al.,
1995). O figado e o rim sdo os 6rgaos que mais degradam e excretam Hcy.

No que se refere as concentracbes de Hcy no plasma e no LCR, as
concentracdes plasmaticas desse aminoacido sdao cerca de 20 a 100 vezes
maiores do que as do liquido céfalo raquidiano (LCR). Estudos em animais de

experimentacao indicam que a Hcy € transportada para o cérebro por um receptor
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especifico saturavel e também por difusdo simples (GRIEVE et al., 1992;
GRIFFITHS et al., 1992). Esse transportador pode importar Hcy do plasma para o
cérebro e vice-versa, sendo considerado um transportador bidirecional (GRIEVE
et al., 1992). Além disso, foi demonstrado em cultura de neurbnios que a Hcy
pode ser produzida dentro do cérebro e que esse aminoacido pode alterar a
integridade da barreira hemato-encefalica (HO et al., 2002).

O metabolismo da Hcy envolve varios cofatores, tais como folatos,
vitaminas B2, B6 e B12, que sdo usados na remetilagdo. A vitamina B6 é usada
na via transulfuragdo. Caréncia de folato, ou vitaminas B6 e B12, causam
alteragbes no metabolismo da homocisteina, acarretando hiperhomocisteinemia.
FIG.15.

Mutagbes genéticas que envolvam as enzimas metilenetetrahidrofolato
redutase (MTHFR), a metionina sintase (MS) e a cistationina-p-sintase (CBS)
também produzem hiperhomocisteinemia. Mutacbes que atinjam dois alelos
idénticos podem desencadear alteragdes, resultando uma severa
hiperhomocisteinemia e levando a uma doenga rara chamada homocistindria.

A Hcy ¢é sintetizada através da S-adenosilmetionina (SAM) e S-
adenosilhomosisteina (SAH). O grupo metila é transferido para a homocisteina
formando a metionina, este processo € realizado pelas enzimas metionina sintase
(MS) e homocisteina-betaina metiltransferase (BHMT) dependentes de vitamina
B12.

A homocisteina é também convertida a cisteina através da via de
transulfuracéo, iniciada pela vitamina B6 dependente-cistationina 3 sintase (CBS).
O ciclo de folato forma 5-metiltetrahidrofolato (CH3, THF) para a remetilacao da
Hcy para metionina.

1.7.2 Hiperhomocisteinemia

A hiperhomocisteinemia corresponde a uma situacdo com aumento das

concentracdes circulantes de Hcy total em jejum, devendo-se principalmente a



38

defeitos da remetilacdo da Hcy. Niveis elevados de Hcy geralmente resultam de
um distarbio no metabolismo intracelular deste aminoacido, que é dependente da
atividade das enzimas intimamente envolvidas com o seu metabolismo, bem
como de seus cofatores acido félico, vitamina B12 e vitamina B6.

A hiperhomocisteinemia se deve a fatores adquiridos e/ou genéticos
(FOWLER et al., 1987). Na primeira categoria a hiperhomocisteinemia é leve a
moderada, devendo-se a fatores nutricionais como concentracbes baixas de
algumas vitaminas do complexo B, que participam no metabolismo da Hcy, como
cofatores ou substratos, sendo considerados estes como as mais comuns causas
de hiperhomocisteinemia moderada (HAYNES, 2002). Neste particular, as
concentragdes plasmaticas de Hcy estdo inversamente correlacionadas com as
concentragdes plasmaticas de vitamina B12, vitamina B6 e principalmente de
folato, que dependem fundamentalmente da ingestao adequada dessas vitaminas
(GRAHAM e O’CALLAGHAN, 2002). Por outro lado, as concentracdes
plasmaticas de Hcy em jejum, se regularizam nesses casos pela restricao
dietética de Hcy e pela suplementagao de acido félico e de vitamina B12, mas nao
de vitamina B6 (Homocysteine Lowering Trialists Collaboration, 1998). A
insuficiéncia renal também provoca hipermocisteinemia devido a menor filtracao
glomerular (WOLLESEN et al.,, 1999). O sexo também influéncia os niveis
plasmaticos de Hcy, sendo maiores nos individuos do sexo masculino e
parecendo estar relacionado com a atividade da remetilacdo e transmetilacdo da
Hcy (BOSTON e CULLETON, 1999). Neste particular, verificou-se um aumento
dos niveis plasmaticos de Hcy apds a menopausa € uma diminuicdo desses
niveis apos suplementacao de estrégenos a transexuais, refletindo a influéncia de
horménios estrogénios (GILTRAY et al.,, 1998). Além disso, acredita-se que os
niveis circulantes diferenciais de Hcy, em ambos o0s sexos, poderiam se dever a
massa muscular maior nos homens. A idade € outro fator que influencia os niveis
plasmaticos de Hcy, sendo que esses niveis praticamente dobram da
adolescéncia a velhice. Neste particular, ndo se pode ignorar a diminuicdo da
funcdo renal e da ingestdo de vitaminas como causa dos niveis elevados de Hcy
no idoso. Ha outros fatores que alteram a concentracdo plasmatica de Hcy que

diminui durante a gestacao e aumenta em tabagistas, sedentarios, bem como no
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alcoolismo e com o uso de anticonvulsivantes. Outro achado interessante é que
consumidores moderados de alcool possuem niveis mais baixos de Hcy
(LIEVERS et al., 20032).

Ja a hiperhomocisteinemia severa ocorre em doengas genéticas ou entao
pelo tratamento com metotrexate, que provoca uma queda nos niveis de folato.
Nestes casos, 0 quadro clinico caracteristico € de sintomas neurolégicos agudos
como convulsdes e psicose. As doencas genéticas mais comuns que causam
esta forma de hiperhomocisteinemia sao as deficiéncias da cistationina B sintase
(CBS), conhecida como homocistindria, de 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) (SIBANI et al., 2000), deficiéncia funcional de metionina sintase (MS),
metionina sintase redutase (MSR), bem como defeitos do metabolismo
intracelular de cianocobalamina (Cbl) indiretamente afetando a atividade da MS.
Os achados clinicos caracteristicos de pacientes afetados por estes disturbios

incluem problemas vasculares e neuroldgicos.

1.7.3 Homocisteina e doencas Neuroldgicas

O efeito do metabolismo alterado da Hcy sobre o sistema nervoso central e
periférico € uma area de pesquisa nova que esta se expandindo e que necessita
ser mais bem explorada. Assim, pouco se tem investigado sobre o papel da Hcy e
da hiperhomocisteinemia sobre doencas neurodegenerativas, embora haja alguns
relatos na literatura demonstrando que a hiperhomocisteinemia leve a moderada
esta relacionada de alguma forma, ndo esclarecida, com algumas doencas
neurodegenerativas. De particular interesse € a evidéncia recente de que
pacientes confirmados histologicamente com doenca de Alzheimer possuem
niveis plasmaticos significativamente maiores de Hcy do que grupos controles. Foi
verificado também que niveis elevados de Hcy ocorrem no sangue de pacientes
com doenga de Parkinson, deméncia vascular e nos disturbios cognitivos da idade,
bem como em algumas doencas psiquiaticas do tipo esquizofrenia e depressao
(SELHUB et al., 2000; SESHADRI et al.,, 2002; ISOBE et al.,, 2005). A
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hiperhomocisteinemia foi particularmente demonstrada em pacientes com doenga
de Parkinson tratados com levodopa e em pacientes epilépticos tratados com
drogas anticonvulsivantes (LAMBERTI et al., 2005). Por outro lado, estudos
epidemioldgicos e longitudinais sugerem uma relagcao causal entre Hcy e déficit
cognitivo, ndo somente devido ao dano endotelial e cerebrovascular, mas também
a mecanismos neurotdxicos préprios da Hcy (NURK et al., 2005; SACHDEV,
2005). Outros trabalhos demonstraram uma redugdo dos niveis plasmaticos de
acido folico e vitamina B12 e/ou B6 na deméncia do idoso, mas nao evidenciaram
se a deficiéncia dessas vitaminas ou a hiperhomocisteinemia secundaria estaria
relacionada com o déficit cognitivo nesses individuos (GOODWIN et al., 1983). De
fato, embora se saiba que deficiéncias de acido félico e vitamina B12 podem
causar alteracdes neuroldgicas, pouco se sabe sobre as associacbes dessas
deficiéncias com o acumulo de Hcy sobre o dano cerebral. Alguns estudos
sugerem que a Hcy esta envolvida com dano cerebral e com o declinio cognitivo e
da memoria, porém nao foi esclarecido se os aumentos desse aminoacido ou se
as deficiéncias nos cofatores que levam a esse acumulo, sdo 0os mecanismos
fisiopatolégicos desses quadros clinicos.

Relativamente aos mecanismos neurotéxicos da Hcy, acredita-se que ela
possa causar distarbios na metilacao e/ou alteracdo no potencial redox celular,
resultando em influxo de calcio, apoptose e morte neuronal. Além disso, a Hcy é
um agonista de receptores ionotrépicos e metabotrépicos, além de causar
estresse oxidativo (HO et al., 2003) e déficit do metabolismo energético em tecido
cerebral (STRECK et al., 2002, 2003). Também foi verificado que alguns efeitos
neurotoxicos da Hcy podem ser prevenidos, ao menos parcialmente, pelo uso de
suplementacao de folato, enfatizando o papel neurotéxico da deficiéncia de acido
félico ou pela restauracdo dos niveis normais de Hcy através da suplementagéo
com esse cofator. Antagonistas de receptores glutamatérgicos ou antioxidantes
também reduziram os efeitos neurotdxicos da Hcy, refletindo a importancia do
sistema glutamatérgico e da geracao de espécies reativas nesta acao. Por outro
lado, ndo se pode também descartar que os metabdlitos da Hcy (acido
homocisteico, etc.) também atuem como agentes neurotdxicos, visto que eles

também podem estar em concentragdes elevadas em situacbes com
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hyperhomocisteinemia. Assim, foi demonstrado que a Hcy e alguns de seus
metabdlitos parecem atuar sobre a funcdo neuronal ativando receptores
glutamatérgicos ionotrépicos e metabotrépicos (LIPTON et al., 1997; SHI et al.,
2003; ZIEMINSKA et al., 2003; SELLEY, 2003). No entanto, enfatize-se que nao
esta ainda estabelecido se os metabdlitos da Hcy causam disfung&o neuronal em
menor ou maior grau que a propria Hcy e também em que concentragdes isso
ocorre (fisiolégicas ou suprafisioldgicas). No entanto, devemos considerar que as
maiorias dos estudos sobre os mecanismos neurotoxicos da Hcy foram feitos em
neurdnios cultivados e com concentragdes suprafisiolégicas de Hcy, assim como
em animais de experimentacdo e ndao em seres humanos. Desta forma, as
diferencas metabdlicas e genéticas entre roedores e seres humanos podem
limitar a extrapolacdo dos dados obtidos em roedores para a espécie humana, o
que salienta o valor da presente investigacdo em seres humanos.

Tendo em vista que alguns trabalhos da literatura mostraram que a Hcy
induz a produgdo de radicais livres, produzindo dano oxidativo em cérebro
(STARKEBAUM e HARLAM, 1986; STRECK et al., 2003) e ja que o estresse
oxidativo tem sido encontrado em tecidos de pacientes com doencas
neurodegenerativas € mais especificamente com a doenca de Parkinson, o
presente trabalho visou determinar os niveis plasmaticos ndo somente de Hcy,
mas também de vitamina B12 e 4cido félico, e determinar fatores envolvidos com
alteragbes destes niveis, como o fumo, alcool, hipertensdo arterial sistémica,
diabete mélito e outros nesta doenca. Enfatize-se que as associacdes verificadas
até agora entre os niveis de Hcy no plasma de pacientes afetados pela doenca de
Parkinson nao estabeleceram se a Hcy é fator causador da disfuncao neuroldgica

ou apenas um marcador dessa doenca decorrente de alteracdes de outros fatores.

1.8 Acido Folico

O acido félico foi inicialmente estudado, na década de 1930, por Wills e

colegas, sendo chamado de fator de Wills, o qual foi retirado de extratos crus de
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figado. Em 1943, o acido folico (pteroilglutamico) foi purificado por Stokstad. Foi
cristalizado por Pfiffner e colegas também em 1943. Em 1945, Angier e colegas

sintetizaram e determinaram a sua estrutura (Figura 1.6).
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Estrutura do acido félico (acido pteroil glutamico)

Figura 1.6. Estrutura quimica do acido félico
Fonte: Gregory, 1998

O &cido félico, folacina ou acido pteroilglutdmico € um derivado da vitamina
B, também conhecido por vitamina By, hidrossoluvel, eficiente no combate a
anemia e as doengas cardiovasculares. A caréncia de acido félico acarreta
diminuicdo do crescimento, anemia megaloblastica e outros disturbios sanglineos,
glossites e disturbios no trato gastrointestinal. O acido félico esta envolvido em um
grande numero de processos bioquimicos essenciais para a vida, tem importante
papel na metilacgdo do DNA e na sintese de purinas e pirimidinas. Tem acéo
importante na conversdao de homocisteina em metionina, tendo a vitamina B12
como cofator, na conversao da serina em glicina, na sintese do timidilato e no
metabolismo da histidina.

Varios agentes quimioterapicos inibem a enzima dihidrofolato redutase, tais
como: metotrexato, trimetoprim e pirimetamina. Os compostos mais conhecidos
que interferem com a absorcao, utilizacdo e armazenagem dos folatos sdo os
contraceptivos orais, o alcool, a colestiramina (anticolesterolémico), os
antiepilépticos (barbituratos e difenil-hidantoina) e a sulfasalazina (sulfonamida
usada no tratamento da colite ulcerativa). Medicamentos que reduzem a acidez

intestinal, tais como antiacidos e antiulcerosos, interferem na acao do acido félico.
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Vitaminas do grupo B e vitamina C contribuem para uma boa fungdo do acido
félico.

O é&cido félico pode diminuir o risco de mal-formagdes congénitas. Tem
grande importancia na diminuicdo das ocorréncias de defeitos no fechamento do
tubo neural (DTN). Além disso, o uso terapéutico do acido foélico reduz as
concentragdes de homocisteina.

O acido félico também age na prevencao e na melhora da colite ulcerativa
e também tem sido usado no tratamento do vitiligo e na diminuicao dos processos
inflamatérios bucais e gengivais.

Causas genéticas ou deficiéncia desta vitamina tém sido relacionadas ao
cancer (BALUZ et al., 2002).

Os folatos orais sao geralmente disponiveis em duas formas: acido félico e
acido folinico. A administracdo do acido folinico proporciona que sejam
ultrapassadas as etapas de desdobramentos e reducdo, requeridas para o acido
folico, sendo, portanto mais metabolicamente ativo, capaz de aumentar a eficacia
em relagcdo ao acido folico, diminuindo o tempo intermediario gasto na reducgao
dos folatos.

O etilismo agudo ou crénico, o suplemento dietético inadequado e o
estresse provocado por varias doencgas neoplasicas causam deficiéncia de folato.

As fontes do acido folico sao: espinafre, vegetais de folhas verdes, figado,
levedo de cerveja, feijoes, fermento, sementes de trigo, beterraba, leite e
derivados, pao integral, suco de laranja, cenoura, gema de ovo, aveia e algumas
frutas. O folato dos alimentos é altamente sensivel a agentes fisico-quimicos
como: oxidagao, calor e luz ultravioleta. O cozimento prolongado pode destruir
90% do folato destes alimentos. A absorcao destes alimentos ocorre pela acédo de
uma carboxipeptidase das membranas das células mucosas. A forma reduzida
absorvida € metilada pela dihidrofolato redutase, presente em abundancia na
porcao proximal do intestino delgado (duodeno e jejuno proximal). Doencas que
acometem o jejuno podem acarretar deficiéncia de folato (espru nao-tropical e
tropical).

O é&cido fdélico é a forma mais estavel de folato, mas ndo é encontrada

naturalmente em tecidos vivos; precisa ser reduzido in vivo, 0 que resulta em di-
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hidrofolato e tetra-hidrofolato pela adicdo de atomos de hidrogénio no anel
pirazina da pteridina, nas posi¢des 7, 8 e 5, 6, 7 e 8 respectivamente (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Reducéo do folato (F) a dihidrofolato (FH2) e, em seguida, a
tetrahidrofolato (FH4), pela enzima dihidrofolato-redutase (DHFR)

Fonte: HANG, 2004

A tabela 1.1 Doses diarias recomendadas de folato na alimentacao.

Tabela I.1. Doses recomendadas de folato

o Homens 200ug/dia

o Mulheres 180 pg/dia

o Gravidez 400 pg/dia

o Lactacao 600 pg/dia (OMS)
J Bebés 20-40 pg/dia

J Criangas 50-150 pg/dia

1.8.1. Metabolismo do Acido Félico

O acido félico age como coenzima de processos de oxidacao, reducao e

transferéncia de radicais metila. Estes processos estdo relacionados com a
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ingestdo de folato, vitaminas B6 e B12 e a agdo da enzima MTHFR
(Metilenetetrahidrofolatoredutase).

O folato participa efetivamente de reacbes de metilagdo, envolvidas nas
etapas de sintese de purinas e pirimidinas, no metabolismo de aminoacidos e na
liberagéo do radical metila, onde a SAM (s-adenosilmetionina) participa em mais
de uma centena de reacbes de transferéncia da metila, doando ou recebendo o
radical. Na falta do folato as reacdes de metilacdo ficam comprometidas.

No plasma, o folato enddgeno liga-se a proteinas de baixa afinidade, tais
como a albumina, que é responsavel por mais de 50% do folato ligado. Nos
tecidos, o folato liga-se a receptores de folato reduzidos e seus analogos inativos.

O é&cido félico é geralmente bem absorvido pelo homem, entretanto o
processo de conversao para uma coenzima metabolicamente ativa € complexo. O
acido félico é inicialmente desdobrado nas células da parede intestinal em
monoglutamato (figura 1.8).
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Figura 1.8. Absorcao e ativacao do folato no intestino
Fonte: GREGORY, 1998
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No figado, este composto é reduzido a dihidrofolato (DHF, FH,) e
tetraidrofolato (THF, FH4) através da acdo da dihidrofolatoredutase. Ha
necessidade de NADPH (nicotinamida adenina nucleotideo fosfato) como cofator.
O préximo passo requer o aminodacido serina, para combinar com o fosfato de
piridoxol (vitamina B6) e transmitir o grupo hidroximetil ao tetrafolato (FH4). O
resultado é a formacéao do composto 5-10 metilenetetrahidrofolato e glicina.

O 5 -10 metilenetetrahidrofolato tém grande importancia neste processo,
proporcionando que o precursor metabolicamente ativo, 5 metilenetetrahidrofolato,
seja utilizado, na remetilagdo da homocisteina.

O folato sob as formas ativas e inativas é excretado em média de 100
pg/dia na urina e bile dos humanos.

A primeira metilacdo FH4 (THF) necessita da serina, que se converte em
glicina, de grande importancia nas etapas de sintese do DNA. Nesta reagdo com
a acao da enzima MTHFR (metilenetetrahidrofolatoredutase) ocorre a sintese do
composto 5 -10 metilenetetrahidrofolato, do qual sera doado o grupamento metila
(5 — metila THF) para a homocisteina, sob acado catalizadora da enzima
metilasintase (MS) formando a metionina. Esta etapa é chamada de remetilagéo,
um ciclo de regeneracao metionina — homocisteina — metionina.

Na caréncia de folato, ocorre o aumento das taxas de homocisteina
(hiperhomocisteinemia) e o mecanismo de regulacdo se faz através da
transulfuracdo. Nesta via, a homocisteina é convertida em cistationina, na
sequéncia ocorre a transformagdo em a-cetoglutarato e cisteina, isto ocorre
devido a acao da cistationina B sintetase (CBS) e vitamina B6.

A cisteina participa de varias vias metabdlicas, podendo dar origem a
taurina, ao sulfato inorgénico ou ser eliminada pela urina.

O SAM (s-adenosilmetionina) age tanto na remetilagio como na
transulfuragdo, inibindo a MTHFR (remetilagdo) ou ativando a CBS
(transulfuracéo), dependendo da quantidade da metionina ou folato ingerida. A
SAM tem grande importancia na sintese do DNA, sendo o folato o cofator, doando
metila para a metilacdo do DNA.

Durante o processo de doagao do grupo metila (metila FH4) a homocisteina,

gerando a metionina, ocorre a utilizagdo do FH4 em outra etapa reativa, formando
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o timidilato, que converte o DUMP (deoxiuridinamonofosfato) em DTMP
(timidinamonofosfato) e em purinas (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Transferéncia do grupo metila com a participacéo do folato
Fonte: HANG, 2004
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O caminho metabdlico da metionina, THF tetrahidrofolato; 5-10-Me-THF, 5-10- metilenetetrahidrofolato; 5-10-Me-THFR,
5-10-metilenetetrahidrofolato redutase; 5-MTHF, 5-metiltetrahidrofolato.

Figura 1.10. Metabolismo da metionina com a participacao do acido félico
Fonte: MOHAMED, 1999.

1.8.2 Acido Félico e Neurodegeneracao

Ha poucos estudos sobre a influéncia da deficiéncia de acido félico nos
processos neurodegenerativos. Neste contexto, acredita-se que a deficiéncia
dessa vitamina é um fator determinante da atrofia cortical na doenga de Alzheimer
(SNOWDOWN et al., 2000; HEIJER et al., 2003).
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1.9 Vitamina B12

A vitamina B12 é uma substancia complexa, que faz parte de uma familia

de compostos denominados genericamente de cobalaminas (figura 1.11).
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Figura 1.11. Estrutura da vitamina B12

Fonte:PANIZ,2005.

E wuma vitamina hidrossolivel, sintetizada exclusivamente por
microorganismos (GILLHAM, 1997) e encontrada em alimentos de origem animal,
tais como a carne (figado), peixes, ovos e lacticinios. A vitamina B12 utilizada
como medicamento € a hidroxicobalamina.

Todas as cobalaminas, tanto dietéticas quanto terapéuticas, devem ser
convertidas em metilcobalaminas (metila - B12) ou 5 - desoxiadenosil-
cobalamina (ado — B12) para a sua ativagao e agao no organismo.

A vitamina B12 liga-se ao fator intrinseco (Fl), proteina produzida pelo
estbmago, formando um complexo resistente a enzimas proteoliticas intestinais e
ligando-se apds, aos receptores das células epiteliais do ileo terminal, sendo
finalmente ligada a um transportador plasmatico (transcobalamina) e lancada
finalmente na circulagdo sanguinea. A vitamina B12 absorvida no ileo é
distribuida pelo corpo e o FI é eliminado pelo intestino. A vitamina B12 é
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armazenada principalmente no figado, sendo 4 mg a quantidade total de vitamina
B12 no corpo.
A vitamina B12 no organismo age como cofator humano para a realizacéao

de duas reagoes bioquimicas principais:

. Conversao do metil — FH4 em FH4

o Isomerizacao do metilmalonil — CoA em succinil-CoA

A maioria das reagdes em que a vitamina B 12 participa envolve a
redistribuicdo de hidrogénios e carbonos. Qualquer processo que altere a
absorgao da vitamina B12 acarreta deficiéncia da mesma, o que € muito frequiente
em idosos, vegetarianos e em individuos que adotam baixa dieta protéica. Na
deficiéncia genética do Fl, a absorcao da vitamina B12 é comprometida, também
levando as baixas concentracdes da mesma.

Doencas gastricas, que reduzem as secrecoes gastricas importantes na
absorcao também ocasionam a diminuicdo da vitamina B12. A deficiéncia de
vitamina B12 pode levar as alteracbes hematoldgicas (anemia perniciosa),
neurolégicas, psiquiatricas e gastrintestinais. As causas desta deficiéncia incluem:
doenca de Crohn e Whipple, gastrectomia parcial, espru, esclerodermia,
alcoolismo, hipertoreoidismo, anemia hemolitica, alimentagdo exclusivamente
vegetariana, linfoma, exposicao a éxido nitrico e HIV (VASCONCELLOS et al.,
2002).

1.9.1 Metabolismo da vitamina B12

A vitamina B12 age como cofator essencial para duas enzimas: metionina
sintase e L-metilmalonil-CoA mutase, ambas direta ou indiretamente envolvidas
no metabolismo da homocisteina (PANIZ, ET AL., 2005).

A importancia da vitamina B12 na formacdo do folato esta especificada
abaixo (figura 1.12).
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Figura 1.12. Participacao da Vitamina B12 no Metabolismo do Folato
Fonte: HANG, 2004

A vitamina B12 e o acido félico participam da sintese do DNA. O processo
inicial consiste na transformacdo da metila-FH4 em FH4 e metila-B12,
convertendo a homocisteina em metionina. A enzima envolvida na reagcéao é a
homocisteina-metionina-metiltransferase, sendo necessédria a presenca de
vitamina B12 como cofator e de metila-FH4, sendo o grupo metila transferido para
a homocisteina, formando a metionina. O FH4 forma o formil-FH4 que finalmente
origina o poliglutamato.

Outra reacdo com a utilizagdo da vitamina B12 é a isomerizacao da
metilmalonil-CoA em succinil-CoA. Este processo transforma o propionato em
succinato. Os acidos graxos de cadeia impar de carbonos, o colesterol, alguns
aminodcidos e a timina originam a metilmalonil-CoA que apés ser convertida em
sucinil-CoA ¢é oxidada no ciclo de Krebs. Na deficiéncia de vitamina B12, ocorre
acumulo de metilmalonil-CoA, com a consequente formacdo do 4acido

metilmalénico (MMA), levando a neurodegeneracao (Figura 1.13).
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Reagdes envolvendo a vitamina B12 e sintese de Hcy e MMA, 1. reagéo e metilagdo da homocisteina (metionina sintase); 2. doagéo de
grupamentos metil; 3. reagdo de isomeragdo do metilmalonil-coA para succinil-coA (L-metil malonil-CoA mutase); 4. reagdes da via de
transulfuragdo dependentes de vitamina B6 (cistationina-B-sintase e cistationina-y-liase) SAM, S-adenosil metionina; SAH, S-adenosil
homocisteina; CYS, cistationina; CIS, cisteina; a-CBT, a-cetobutirato; PRP-CoA, propionil-CoA; THF, tetrahidrofolato; 5-MTHF, 5-
metiltetrahidrofolato; 5,10-MTHF, 5,10 metileno tetrahidrofolato; AA, aminoacidos; AG, acidos graxos

Figura 1.13. Formacéao de Sucinil-CoA
Fonte: PANIZ, 2005.

A metionina sintetase participa da metilacio da homocisteina
transformando-a em metionina. O 5-metiltetraidrofolato (5SMTHF) é doador do
grupo metila e a metila-B12 participa como cofator. A metionina interage com ATP
formando a S-adenosilmetionina (SAM). A reacdo de desmetilacdo forma a S-
adenosilhomocisteina (SAH) para, apds a hidrolise, liberar a homocisteina e a
adenosina. A metilacdo da homocisteina é feita para compensar a baixa
quantidade de metionina ingerida, elevando assim as quantidades do SAM, o qual
€ doador do grupo metila. A deficiéncia da vitamina B12 acarreta aumento das
quantidades de homocisteina e diminuigdo da SAM, que levara a desmielinizagao
no sistema nervoso. Uma alteracdo diminuindo o processo de metilagao,
relacionado com a conversdo da homocisteina em metionina, acarreta a néo
conversao do SMTHF em THF adequadamente.

Quando ha um aumento de metionina, por deficiéncia de vitamina B12, a
reacdo de remetilacdo da homocisteina é comprometida e surge uma nova
alternativa metabdlica (transulfuragdo) para a homocisteina, que se combina com
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a serina formando cistationina, sendo esta reacao catalisada pela cistationina B —
sintase.

A cistationina é hidrolisada e forma cisteina e a cetobutirato. Estas etapas
sdao dependentes da vitamina B6. A metionina e a SAM ativam a enzima
cistationina B — sintase, para eliminar o excesso de homocisteina e metionina. Na
rota metabdlica da transulfuracéo ocorre a participacdo da enzima L-metilmalonil-
CoA mutase a qual age catalisando a transformacéao da metilmalonil coenzima A,
para succinil coenzima A, tendo adenosilcobalamina como cofator (HERRMANN
et al, 2000).

1.9.2 Deficiéncia de Vitamina B12 e Neurodegeneracao

A deficiéncia da vitamina B12 afeta os tecidos com rapida renovacao
celular, tais como a medula déssea. Assim, alteracdes na diferenciacao dos
eritroblastos e eritropoiese defeituosa na medula éssea sado decorrentes de
deficiéncia de vitamina B12. A vitamina B12 também € essencial para sintese do
DNA. Com deficiéncia desta vitamina, ocorre diminuicdo na sintese do DNA e
consequentemente alteracées na proliferagao celular. A anemia megaloblastica é
caracterizada por disturbio na diferenciacdo dos eritrocitos e na eritropoiese
alterada, na medula éssea, com maturacao anormal.

As alteragdes neurolégicas que a deficiéncia de vitamina B12 causa sao
decorrentes de danos crénicos e progressivos dos sistemas nervosos central e
periférico, manifestando-se com polineurites, ataxias, reflexo de Babinski,
distarbios esfincterianos e diminuicdo da acuidade visual, devido a atrofia dptica.

A caréncia de vitamina B12, também se manifesta por alteracbes
neuropsiquiatricas, sendo a mais comum a degenera¢ao combinada subaguda da
medula espinhal. No sistema nervoso central, a acao patolégica mais acentuada é
na mielina, causando degeneracdo esponjosa e desmielinizagdo difusa das
colunas lateral e posterior da medula, as mais tipicas alteragdes patolégicas. Nos

hemisférios cerebrais as alteracdes sdo semelhantes (SILVA, et al., 2000).
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Na deficiéncia da vitamina B12, encontramos comumente alteracbes de
memb©ria, disfuncbes cognitivas, deméncia e alteragdes depressivas.

A deficiéncia de vitamina B12, em gestantes, aumenta o risco de ma
formacao fetal, ocasionado defeito no tubo neural, constituindo-se numa das mais
comuns alteragdes congénitas (KIRKE, et al., 1993).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar o0s niveis plasmaticos de homocisteina e os fatores

determinantes dos mesmos em pacientes com doencga de Parkinson.

2.2 Especificos

1) Estudar se os niveis plasmaticos de homocisteina (Hcy), vitamina B12 e acido
félico estdao alterados em pacientes afetados pela doenca de Parkinson (DP)
quando comparados aos de controles normais com idade semelhante;

2) Investigar se niveis plasmaticos de Hcy se correlaciona com 0s niveis séricos
de vitamina B12, acido fdlico, uréia, creatinina e acido urico, bem como com a
idade dos pacientes com DP;

3) Investigar se niveis plasmaticos de Hcy estdo associados ao uso de L-DOPA e
a duragao da doenga;

4) Investigar se niveis plasmaticos de Hcy se correlacionam com o uso de
bebidas alcodlicas, tabagismo, raca, diabete mélito, cardiopatia isquémica ou

hipertensao arterial sistémica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Nossa amostra consistiu de 69 pacientes com doencga de Parkinson (DP) e
52 individuos controles com idade semelhante. O diagnéstico de DP foi
estabelecido por um neurologista dos Servicos de Neurologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre ou do Hospital Sdo Lucas de Porto Alegre e foi baseado
na presenca de pelo menos dois sinais cardinais e resposta ao tratamento com L-
DOPA (Unified parkinson’s disease Rating Scale (UDPRS) motor scale (FAHN et
al., 1987; HOEHN e YAHR, 1967; GELB et al., 1999). Os critérios de exclusao
foram por algumas condicdes que poderiam afetar os niveis de Hcy, tais como
depressdo ou deméncia, histéria de toxicidade por drogas, com alucinacoes,
delirio ou confusao mental, histéria de AVC e outra doenca neuroldégica do que a
DP, ou outras doencgas sérias concomitantes, tais como insuficiéncia renal ou
deficiéncias de vitaminas B6, B12 ou acido félico, doenca vascular, psiquiatrica,
céancer, desnutricdo, uso de anticonvulsivantes ou de antifolatos, e quando todas
as causas de parkinsonismo secundario (deméncia, uso de neurolépticos, etc)
tinham sido excluidas. A maioria dos pacientes utilizava L-DOPA. Os grupos
controles normais foram parentes ou amigos dos pacientes com idade semelhante
aos mesmos, sem histéria de doenca neuroldégica ou de outras condicbes que
poderiam alterar os niveis plasmaticos de Hcy. Durante as visitas aos Servigos de
Neurologia acima mencionados, foram preenchidos questionarios (Anexo 1), bem
como assinados Termos e Consentimento Livre e Esclarecido para todos os
individuos que concordaram com esta investigacdo (Anexo IlI) e a investigacao
somente foi realizada com os individuos (DP e controles) que assinaram os

termos).
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3.2 Métodos

3.2.1 Determinacao dos niveis plasmaticos de Homocisteina (Hcy)

Amostras de sangue venoso periférico foram colhidas apds 12 horas de
jejum. Para a medida da Hcy plasmatica, as amostras de sangue foram coletadas
em tubos, contendo EDTA e colocadas em um refrigerador a 4°C em tempo
inferior a 15 min apds a coleta. As amostras de plasma foram separadas em
menos de 2 horas da coleta e armazenadas a -70°C por menos de 2 meses até a

analise ser realizada.

A determinacdo quantitativa de homocisteina (Hcy) foi feita inicialmente
pelo equipamento IMMULITE 2000 (APC Medlab.). O método trata-se de um
imunoensaio competitivo (nUmero de catalogo L2KHO2 (200 testes), codigo do
teste: HCY). As amostras de plasma ou soro sdo inicialmente pré-incubadas por
30 min com S-adenosilL-homocisteina (SAH) hidrolase e ditiotreitol (DTT), sendo
posteriormente transferidas para um tubo contendo SAH-ligada a particulas na
fase solida (beads) e um anticorpo especifico para SAH marcado com fosfatase
alcalina. Apés 30 min de incubacdo, a SAH da amostra de plasma ou soro
compete com a SAH imobilizada pela ligagdo com o anticorpo. O conjugado de
enzima nao ligado é removido por lavagem com centrifugacdo. O substrato é
adicionado e a quantidade de Hcy é determinada pela emissao de luminescéncia.

Os niveis séricos de Hcy foram também medidos através de
espectrometria de massa em Tandem de acordo com Magera e colaboradores
(1999). O primeiro passo foi quantificar 40 amostras de plasma (20 de individuos
normais e 20 de pacientes com doenca de Parksinson) pelos dois métodos.
Verificamos que as dosagens feitas pelos dois métodos eram essencialmente as
mesmas. Apos isto, utilizamos apenas a espectrometria em massa Tandem para
quantificar as outras amostras de plasma. Brevemente, 100 ul das amostras de

plasma foram misturadas com 20 pl da solugdo do padrdo interno (2 nmol de
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homocistina). A reducdo dos disulfetos foi feita pela adicdo de 20u | de 500
mmol/L de dieritritol com reacdo a temperatura ambiente de 15 min. Apés, as
proteinas da amostra foram precipitadas com 200 pl de 1mL/L de acido férmico e
0,5 mL/L de acido trifluoracético em acetonitrito. A amostra foi centrifugada e o
sobrenadante utilizado para a medida de Hcy em um espectrémetro de massa em
Tandem (perki-elmer). A curva de calibracao foi preparada com concentracoes de
Hcy variando de 0 a 60 pumol/L. Os coeficientes de variagado intra e intraensaios

foram respectivamente de 2,1 e 3,2 respectivamente.

3.2.2 Determinacao dos niveis séricos acido folico, vitamina B12, uréia,

creatinina e acido urico

Para a determinacao de acido félico, vitamina B12, uréia, creatinina e acido
arico, o procedimento de armazenamento e separagdo das amostras foi
semelhante ao utilizado para a dosagem de Hcy. No entanto os tubos de coleta
nao continham anticoagulante e as determinacdes desses parametros foram,
portanto, feitas em soro. Todos esses parametros foram medidos por métodos
automatizados usando um aparelho COBAS.

A determinacao quantitativa de acido félico foi feita pelo teste Folato ADVIA
Centaur que €& um imunoenasio competitivo que utiliza tecnologia
quimioluminescence direta. O folato na amostra compete com o folato marcado
com éster de acridina no Reagente Lite por uma quantidade limitada de proteina
ligadora de folato marcada com biotina. A proteina ligadora de folato marcada
com biotina se liga a avidina, que é covalentemente ligada a particulas
paramagnéticas na Fase Sélida. No teste Folato ADVIA Centaur, a amostra é pré-
tratada para liberar o folato a partir das proteinas ligadoras endégenas na amostra.

O sistema realiza automaticamente as seguintes etapas:

e Adicao 150uL de amostra em uma cubeta;

e  Adicao 50uL de DDT/agente de liberagéo;
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e  Adicao 100uL de Proteina ligadora de folato e 200uL de Fase Sélida e
incuba durante 5,0 minutos a 37°C;

e  Adicdo 100uL de Reagente Lite e incuba durante 2,5 minutos a 37°C

e  Separa, aspira e lava as cubetas com agua reagente;

e Adicdo 300uL de Reagente Acido e a mesma quantidade de
Reagente Basico para iniciar a reacao quimiluminescéncia;

e Adicado os resultados de acordo com a opcéo selecionada, conforme
descrito nas instrucdes operacionais do sistema ou no sistema de
ajuda on-line.

Existe uma relacdo inversa entre a quantidade de folato presente na
amostra do paciente e a quantidade de unidades relativas de luz (RLUs)
detectadas pelo sistema.

Tendo em vista que os folatos sdo sensiveis a luz, exposicao a luz deve
ser minimizada durante 0 manuseio e 0 armazenamento da amostra.

Os niveis de vitamina B12 foram determinados pelo teste VB12 ADVIA
Centaur que consiste em um imunoensaio competitivo que utiliza tecnologia
quimioluminescente direta. Neste teste, a vitamina B12 proveniente da amostra do
paciente compete com a vitamina B12 marcada com éster de acridina no reagente
lite por uma quantidade limitada do fator intrinseco purificado, que esta
covalentemente ligado a particulas paramagnéticas da Fase Sélida. O teste utiliza
um agente de liberacdo (hidroxido de sodio) e DTT para liberar a vitamina B12
das proteinas ligadoras enddgenas na amostra e cobinamida para evitar a
religacdo apos a adicao da Fase Sdélida a amostra.

O sistema realiza automaticamente as seguintes etapas:

e lLava a sonda do reagente auxiliar com 100 pyL de reagente auxiliar

para T3/T4/VB12;

e  Adicdo 100uL de amostra em uma cubeta;

e Adicao 115uL de DTT/agente de liberagao;

e  Adicdo 200puL de Fase Solida e incuba durante 5,0 minutos a 37°C;

e  Adigao 200uL de Reagente Lite e incuba durante 2,5 minutos a 37°C;

e  Separa, aspira e lava as cubetas com agua reagente;
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e Adicdo 300uL de Reagente Acido e a mesma quantidade de
Reagente Basico;

e  Mostra os resultados de acordo com a op¢ao selecionada, conforme
descrito nas instrucdes operacionais do sistema ou no sistema de
ajuda on-line.

Existe uma relagdo inversa entre a vitamina B12 na amostra e as unidades

relativas de luz (RLUs) detectadas pelo sistema.

Os coeficientes de variacao intra e interensaio foram respectivamente 3,5 e

3,8 % para a vitamina B12 e de 3,9 e 4,5 % para o acido folico.

3.3. Analise estatistica

As variaveis sao apresentadas como meédias * erro padrdo da média
(continua) ou numero e percentagem (categéricas). Para os objetivos desse
estudo, definimos concentracdes plasmaticas altas de Hcy como superiores a 15
umol/L. Uma vez que o0s niveis plasmaticos de Hcy nao diferiram
significativamente por sexo, esse cut off foi utilizado para homens e mulheres. As
concentracdes séricas de acido félico foram categorizadas em altas quando acima
de 13 nmol/L e de vitamina B12 superiores a 251 pmol/L.

As associacoes entre Hcy, acido félico, vitamina B12 e outros parametros
bioquimicos foram feitas por coeficiente de correlagdo linear e por analise de
regressao multipla. O teste t de Student para amostras independentes e a analise
de varidncia de uma via também foram utilizados para varias analises
quantitativas, bem como o chi-quadrado para a comparacdo de variaveis
qualitativas. Todas as analises foram feitas usando o programa SPSS verséao 15.0.
niveis de significancia foram considerados quando o P < 0,05.
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3.4. Aspectos éticos

A presente investigacdo foi aprovada pelo Comité de Etica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (processo GPPG numero 06-419). Todos os
participantes (controles e pacientes com doenca de Parkinson) do projeto
assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da amostra (controles e pacientes com doenca de
Parkinson) quanto a idade, sexo, estado civil, hipertensao alterial sistémica,
cardiopatia isquémica, diabete mélito, insuficiéncia renal, uso de tabaco e
bebidas alcodlicas

Inicialmente procuramos caracterizar nossa amostra (controle e pacientes
com doenca de Parkinson — DP) em relacao a idade, sexo, estado civil, HAS,
cardiopatia isquémica, diabete mélito e tabagismo e uso de alcool. As tabelas IV.1
(sexo), 2 (cor), 3 (estado civil), 4 (HAS), 5 (cardiopatia isquémica), 6 (diabete
mélito), 7 (uso de tabaco) e 8 (uso de bebidas alcodlicas). Verificamos que havia
mais individuos do sexo masculino nos pacientes com DP do que nos controles
[Chi-quadrado = 6,557; P < 0,01] e que os individuos normais (controles)
consumiam mais bebidas alcodlicas (Chi-quadrado = 5,223; P < 0,05), enquanto
0s outros parametros (idade, estado civil, HAS, cardiopatia isquémica, diabete

mélito, insuficiéncia renal e uso de tabaco) nao variaram entre os dois grupos.
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4.2 Comparacao entre as concentracoes séricas de homocisteina, vitamina
B12, acido félico, uréia, creatinina, acido urico e a idade em pacientes com a
doenca de Parkinson e em controles normais

Logo a seguir investigamos se 0s niveis séricos de homocisteina (Hcy) e
de outros parametros bioquimicos, tais como acido félico, vitamina B 12, uréia,
creatinina e acido Urico, bem como a idade diferiam em individuos portadores da
doenca de Parkinson (DP), quando comparados ao controle. Verificamos que as
concentragcdes séricas de Hcy estavam significativamente maiores nos afetados
pela doenca de Parkinson (DP) do que nos controles (t (78)= 2,688; P < 0,01]
(Figura IV.1), enquanto os outros parametros bioquimicos e a idade nao diferiram
entre os dois grupos(Tabela IV.9).

Tais resultados sugerem que o aumento da Hcy observado nos pacientes
com DP provavelmente ndo se deveu a idade, as alteragées nos niveis de
vitamina B 12 ou acido félico que afetam os niveis de Hcy, ou entdo a aumentos
da uréia e creatinina que refletem a filtragdo glomerular.

No entanto, considerando que a medida que a idade avancga os niveis de
Hcy e creatinina também aumentam, resolvemos melhor identificar se os niveis de
creatinina poderiam estar associados aos niveis de Hcy separadamente nos
pacientes com doenca de Parkinson e nos controles normais. A regressao
multipla revelou que os niveis de Hcy estavam relacionados com a idade (=0,332;
P < 0,05), mas n&o com os niveis de creatinina (f=0,104; P > 0,05), nos pacientes
com DP, afastando a hip6étese de que uma menor filtracdo glomerular poderia ser
responsavel pelo nivel aumentado de Hcy. Ja nos controles normais, a regressao
multipla demonstrou que os niveis de Hcy ndo estavam associados aos de
creatinina (8 = 0,327; P > 0,05) ou idade (B = 0,225; P > 0,05) dos individuos.
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Tabela IV.1. Caracterizacdo da amostra estudada (Controles e Pacientes) quanto

ao sexo
Grupo Total
Controle Paciente
Sexo Masculino 13 (28,3%) 33 (71,7%) 46 (100%)
Feminino 39 (52%) 36 (48%) 75 (100%)
Total 52 (43,%) 69 (57 %) 121 (100%)
Chi-quadrado = 6,557; P< 0,01

Tabela IV 2. Caracterizacdo da amostra estudada (Controles e Pacientes) quanto

araca
Grupo Total
Controle Paciente
Cor Branco 32 (42,7%) 43 (57,3%) 75(100%)
Preto 2 (66,7%) 1 (33,3%) 3 (100%)
Total 34 44 78

Chi-quadrado = 0,676; P > 0,05

Tabela IV 3. Caracterizacdo da amostra estudada (Controles e Pacientes) quanto

ao estado civil

Grupo
Total
Controle Paciente
Solteiro 06 (60%) 04 (40%) 10(100%)
o Casado 26 (44,1%) 33 (55,9%) 59 (100%
Estado Civil
Separado ou Divorciado | 01 (16,7%) 05 (83,3%) 06 (
Viavo 02 (33,3%) 04 (66,7%) 06 (
Total 35 46

Chi-quadrado = 1,131; P > 0,05
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Tabela IV 4. Caracterizacdo da amostra estudada (Controles e Pacientes) quanto

a hipertensao arterial sistémica (HAS)

Grupo
Total
Controle Paciente
HAS Sim 18 (51,4%) 17 (48,6%) 35(100%)
Nao 22 (40%) 33 (60%) 55 (100%)
Total 40 50 90

Chi-quadrado = 1,131; P > 0,05

Tabela IV 5. Caracterizacdo da amostra estudada (Controles e Pacientes) quanto

a cardiopatia isquémica

Grupo
Total
Controle Paciente
_ _ . Sim 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%)
Cardiopatia Isquémica
Nao 40 (44,9%) 49 (55,1%) 89 (100%)
Total 40 50 90

Chi-quadrado = 0,809; P > 0,05

Tabela IV 6. Caracterizacdo da amostra estudada (Controles e Pacientes) quanto

a diabete mélito

Grupo
Total
Controle Paciente
) . Sim 4 (44,4%) 5 (55,6%) 9 (100%)
Diabete Mélito
Nao 36 (44,4%) 45 (55,6%) 81 (100%)
Total 40 50 90

Chi-quadrado = 0,001; P > 0,05
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Tabela IV 7. Caracterizacdo da amostra estudada (Controles e Pacientes) quanto

ao uso de tabaco

Grupo
Total
Controle Paciente
Sim 06 (60%) 04 (40%) 10(100%)
Fuma Nao 22 (48,9%) 23 (51,1%) 45 (100%)

fumou mas parou

10 (30,3%)

23 (69,7%)

33 (100%)

Total

38

50

88

Chi-quadrado = 3,3981; P > 0,05

Tabela IV 8. Caracterizagdo da amostra estudada (Controles e Pacientes) quanto

ao uso do alcool

Grupo
, Total
Controle Paciente
Alcool Sim 10 (71,4%) | 04(28,6%) 14(100%)
N&o 28 (38,4%) 45 (61,6%) 73 (100%)

Total

38

49

87

Chi-quadrado = 5,223; P < 0,01



67

Tabela IV 9. Comparacdo entre as concentracbes séricas de homocisteina,
vitamina B12, acido félico, uréia, creatinina, acido Urico e idade em pacientes com

doenca Parkinson e controles normais

Grupo N Média EPM t Sig.
imoi) - | Padents| 44 | 135 | og; | 2688 |P<001
" omoll) | paciente| 62 | 473 | 378 | 1272 |P>005
Mgl | Paciente| 62 | 124 | oar | 0729 |P>005
(rl#;cli) 5232212 gg 2?:2 }gg 1.024 | P>0,05
“maaly | pacente| 62 | 0ss | ooe | 014 |P>005
Mngals. | Pacients| 62 | 544 | 100 | 0841 |P>005
aros) | padens| 68 | eis | 1oa | 1648 |P>00

A comparagédo entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo teste
t de Student para amostras independentes.
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6 44
36

Hcy Plasmatica (4 mol/L)
0]

Controle DP

Figura IV.1. Niveis plasméaticos de homocisteina (Hcy) em controles saudaveis e
pacientes com doencga de Parkinson (DP).

Os resultados estdo apresentados como média * erro padrao da média.
(n= ndmero de casos). ** P < 0,01 (teste t de Student para amostras
independentes)

4.3 Influéncia do sexo e do uso de bebidas alcodlicas sobre as
concentracoes séricas de homocisteina, vitamina B12, acido félico, uréia,
creatinina e acido urico em pacientes com a doenca de parkinson e em
controles normais

Tendo em vista que havia mais individuos do sexo masculino com DP e
que nesses pacientes os niveis de Hcy eram significativamente superiores aos do
controle, testamos se em nossa amostra 0 sexo influencia os niveis séricos de
Hcy, bem como de outros pardmetros bioquimicos em individuos portadores da
DP.

Nao detectamos nenhuma influéncia do sexo sobre os niveis de Hcy,
vitamina B12, acido folico ou acido urico nos individuos com DP. No entanto, os
niveis de uréia (t (59)= 2,009; P < 0.05) e creatinina (t (59)= 5,304; P < 0.0001)
estavam significativamente superiores nos homens com DP (Tabela IV.10). Estes
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resultados sugerem que o sexo nao foi determinante dos niveis mais elevados de
Hcy em nossa amostra de parkinsonianos. Ja nos controles, os niveis de acido
urico estavam mais aumentados nos homens relativamente as mulheres (t (45) =
4,69; P < 0,01), enquanto os outros parametros nao variaram (Tabela IV.11).

Uma vez que foi verificada uma diferenca entre controles e pacientes com
DP quanto ao uso bebidas alcodlicas, investigamos a influéncia do alcool sobre os
niveis séricos de Hcy e outros parametros bioquimicos. Observamos que nos
parkinsonianos o uso de bebidas alcodlicas estava relacionado com o aumento
dos niveis plasmaticos de Hcy (t (43) = 3,033; P < 0,01), sem que os outros
parametros variassem (Tabelas 1V.12). Por outro lado, verificamos que apenas os
niveis séricos de acido urico (t (76) = 2,242; P < 0,05) foram significativamente
superiores nos individuos normais em uso de alcool, sem qualquer outra alteragéao
dos niveis de Hcy e dos outros parametros bioquimicos estudados, bem como da
idade (Tabelas IV.13).

Tabela IV 10. Influéncia do sexo sobre os niveis plasmaticos da homocisteina,
vitamina B12, acido fdlico, uréia, creatinina, acido Urico e a idade em pacientes
com doencga de Parkinson

Sexo N Média EPM t Sig.
molt) | Femnno | 20 | 118 | 1go |63 | P>005
"Gmory | Fommino | s | ago | awe |03 | P>005
FadoFaico | Weseng | 29 [ 116 00 | o0 | o0
e T [Wasculno [728 17434 17283 [ 005 [ <001
Croatnna | Wascuive |29 7107 T 00% 5504 | o<y
Feido e Waseung | 29|52 1028 01 | 009
e [ escine |72 24 [ 154 o772 | o0
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A comparagéao entre as medias dos controles e pacientes foi feita pelo teste
t de Student para amostras independentes.

Tabela IV 11. Influéncia do sexo sobre os niveis plasmaticos da homocisteina,

vitamina B12, acido folico, uréia, creatinina, acido urico e a idade em controles

normais

Sexo N Média EPM t Sig.
et | Fomiine | 27 | 628 | 575 |1776 | P>005
e | Fomno | 35 | e | g5 |1 | Pooos
ree | Moo | 15 | 13a | a5 [os0s | P>o00s
moa) | Famore | 38 | e | Tes |32 | P>005
“maialy | Fomnino | 35 | o087 | ooa |16%8 | P>005
Mgy | Femming | 35 | 405 | o1a |69 | P<00
(lgr?g; Femnino | 35 28;‘ 222 0,673 | P>0,05

A comparagdo entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo
teste t de Student para amostras independentes.



71

Tabela IV 12. Influéncia do uso de bebidas alcodlicas sobre os niveis plasmaticos
da homocisteina, vitamina B12, acido folico, uréia, creatinina, acido urico e a

idade em pacientes com doencga de Parkinson

Alcool N Média EPM t Sig.

Moy | Nao | sa | 12 | og7 | 10% |P>005
Vut(alprzjlr(l)?LE)%1 2 ﬁgg 3 P gg:i 0,361 | P>0,05
AC(ISS/;T;CO ﬁgﬁ 339 122 g:gg 1,018 | P>0,05
(rl#é%?_) lig?) 339 2(1):2 f;g 0,119 | P>0,05
,C(rrizt/lcrj]ll_r;a ﬁgg 339 8:33 8:gg 0,340 [P >0,05
Ac(:lr?]g/glil)co Elg?) 339 123 8’?8 0,797 | P>0,05
dade | Sim [ 4 | 868 [ 0% [ 1678 [psoos

A comparacao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo
teste t de Student para amostras independentes.



72

Tabela IV 13. Influéncia do uso de bebidas alcodlicas sobre os niveis plasmaticos
da homocisteina, vitamina B12, acido folico, uréia, creatinina, acido urico e a

idade em controles normais

Alcool N Média EPM t Sig.

Homocisteina Sim 5 9,47 0,62 0.745 P>
(4 mol/L) Nao 21 11,1 1,03 ’ 0,05
Vitamina B12 Sim 10 603 128 1217 P>
(pmol/L) Nao 25 481 38,0 ’ 0,05
Acido Foélico Sim 10 12,4 1,46 0.293 P>
(ng/mL) Nao 24 12,8 0,84 ’ 0,05
Uréia Sim 10 42 4 4,87 1412 P>
(mg/dL) Nao 25 36,3 1,93 ’ 0,05
Creatinina Sim 10 0,94 0,09 0.647 P>
(mg/dL) Nao 25 0,88 0,05 ’ 0,05
Acido Urico Sim 10 516 0,41 5 542 P<
(mg/dL) Nao 25 4,04 0,27 ’ 0,01
Idade Sim 8 57,0 4,80 0238 P>
(anos) N&o 27 58,2 2,40 ’ 0,05

A comparacao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo
teste t de Student para amostras independentes.

4.4. Influéncia da hipertensao arterial sistémica, diabete mélito e uso de
tabaco sobre as concentracoes séricas de homocisteina, vitamina B12,
acido fdlico, uréia, creatinina e acido urico em pacientes com a doenca de
Parkinson e em controles normais

Procuramos entao investigar se a hipertensao arterial sistémica, a diabete
mélito e o uso de tabaco provocam alteracdes das concentragdes séricas de Hcy,

vitamina B12, acido félico, uréia, creatinina e acido urico, bem como se individuos
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mais velhos sao mais afetados por HAS em pacientes com a doenca de
Parkinson e em controles normais.

Observamos inicialmente que a HAS nao provoca alteragdo dos niveis
séricos de Hcy, acido félico, vitamina B12 e acido urico. No entanto, a idade (t (46)
= 1,967; P < 0,05) e os niveis de uréia (t (41) = 2,174; P < 0,05) foram
significativamente maiores nos hipertensos com DP (Tabela IV.14). A idade (t (34)
= 2,431; P < 0,05) e os niveis de uréia (t (33) = 2,520; P < 0,05) também foram
maiores nos individuos controle com HAS (Tabela 1V.15).

Por outro lado, verificamos que a diabete mélito ndo interferiu em nenhum
dos parametros bioquimicos analisados nos pacientes com DP (Tabela IV.16) e
nos individuos controle (Tabela 1V.17). Devemos, no entanto, observar que os
niveis de Hcy foram 50 % maiores nos controles com diabete, ndo atingindo
significAncia pelo niumero pequeno de amostras e pela alta variabilidade dos
dados. E mister que se investigue maior esse fator no que se relaciona aos niveis
de Hcy.

No que se refere ao uso do tabaco, os individuos controles que fumavam
ativamente apresentaram uma tendéncia nao significativa de aumento da Hcy e
uma diminuig¢&o significativa do acido félico (t (22) = 2,241; P < 0,05) e da vitamina
B12 (t (23) = 2,396; P < 0,05) (Tabela IV.18). Uma diminui¢do significativa do
acido folico (t (41) = 2,504; P < 0,05), bem como um decréscimo nao significativo
da vitamina B12 e aumento nao significativo da Hcy ocorreu com os pacientes
com DP que fumavam ativamente (Tabela IV.19).
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Tabela IV 14. Influéncia da hipertensdo arterial sistémica (has) sobre os niveis

sanguineos de homocisteina, vitamina B12, acido félico, uréia, creatinina, acido

urico e a idade em pacientes com doenca de Parkinson

HAS N | Media | EPM t Sig.
imoi) | nao | 15 | 125 | 108 | 0897 [P>005
TamraS7 | Sm | 1| 80| 852 | o0 oo
Mogmly . | Nao | 20 | 125 | 1eo | 0167 |P>005

(rlri;%i) Néo bo | ass | Tee | 2174 |P<0o0
C(rrizt/lgll_r;a ﬁg”; ;;‘ 8:21 8:82 1,782 | P>0,05
Ac(ﬁgngf ° ﬁg’; ;;‘ 2:8; g:?g 1,866 |P>0,05

(lg:g; Ndo 35 | g92 | 1y | 1967 [Pso00s

A comparacao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo

teste t de Student para amostras independentes.
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Tabela IV 15. Influéncia da hipertencao arterial sistémica (has) sobre os niveis
plasmaticos da homocisteina, vitamina B12, acido fdlico, uréia, creatinina, acido

Urico e a idade em controles normais

HAS N Média | EMP t Sig.

e | or | B | 2 | 0 | e [poom
Vltzapnrwrllr(;il_l? 2 ﬁlgrlrcl) }g igg ;gg 1,219 | P>0,05
Fonides | s | 18| 120 | 9% | s [pooos
mgidl) N0 19 aao | 245 | 2520 |P<oo
C(rrizt/lgll_r;a ﬁgﬂ }8 8:2; 8:82 1,195 | P>0,05
A((::SS/SE;O rﬁgg 18 23?8 8:;3 0,968 [ P>0,05
lade | Sm | 17| 29 | 288 | o481 |P<oor

A comparagao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo teste

t de Student para amostras independentes.
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Tabela IV 16. Influéncia da diabete mélito sobre os niveis plasmaticos da
homocisteina, vitamina B12, acido fdlico, uréia, creatinina, acido urico e a idade

em pacientes com doenca de Parkinson

Dabete N | media | EPM | ¢ Sig.

oo | Nae s | 154 | oay |0001 | P>005
Viamina 12 [8im 8 e 119 et | P05
AC(ISS/;T;CO ﬁg”; 358 128 8:2‘71 1,820 | P>0,05
(mgicl) Nao % | 205 | 3% [1777 | P>oos
C(rriagt/lglLr;a Nao 5 | ose | oos |1674 | P>005
Ac('rﬂg/g['f ° ﬁg’; 358 2:28 (1)’21’3 2,993 | P <0,01
(Igr?gs) ﬁgg 453 Sg‘;g ?gg 0,985 | P>0,05

A comparacao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo
teste t de Student para amostras independentes.
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Tabela IV 17. Influéncia da Diabete Mélito sobre os niveis plasmaticos da
Homocisteina, Vitamina B12, Acido Félico, Uréia, Creatinina, Acido Urico e a

idade em controles normais

D'\i/la,b_ete N Média | EPM t s
élito
HO(Z”'?::(')S'}E;“& lﬁg?) 223 18’:13 :1),2?;481 1,862 | P >0,05
V,It?prrrllr(W)Tl/LI?1 ° l?lg?) 341 ‘5“11? g;? 0,488 | P>0,05
Aado Flco S|4 1 1ea T 31 | 107 [ P>o00s
(rl#g?é?_) rﬁgg 341 ;‘218 183? 1,951 |P>0,05
C(rrizt/'g[;a ae | s | ok | 052 | tsst |P>00s
Ac(ﬁgngfo ﬁgﬁ 341 3133 122 0,837 | P>0,05
23535) ﬁgﬁ 342 22;3 ?’z‘oﬁ 1,450 |P>0,05

A comparacao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo
teste t de Student para amostras independentes.
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Tabela IV 18. Influéncia do fumo sobre os niveis plasmaticos da homocisteina,

vitamina B12, acido folico, uréia, creatinina, acido Urico e a idade em controles

normais
Fumo N Média EPM t Sig.
Homocisteina Sim 4 12,2 2,90 1978 P>
(1 mol/L) Nao 14 9,78 0,63 ’ 0,05
Vitamina B12 Sim 5 364 59,2 5 P>
(pmol/L) Nzo 20 580 68,0 396 005
Acido Foélico Sim 5 9,64 0,93 5 041 P <
(ng/mL) Nao 19 13,7 0,90 ’ 0,01
Uréia Sim 5 35,6 6,62 0448 P>
(mg/dL) Nao 20 37.8 1,95 ’ 0,05
Creatinina Sim 5 1,02 0,38 1101 P>
(mg/qIL) Nao 20 0,83 0,17 ’ 0,05
Acido Urico Sim 5 3,94 0,60 0576 P>
(mg/dL) Nao 20 4,34 0,31 ’ 0,05
Idade Sim 6 54,2 2,56 0 924 P>
(anos) Nao 20 59,7 3,15 ’ 0,05

A comparacao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo
teste t de Student para amostras independentes.
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Tabela IV 19. Influéncia do fumo sobre os niveis plasmaticos da homocisteina,
vitamina B12, acido fdlico, uréia, creatinina, acido Urico e a idade em pacientes

com doenca de Parkinson

Fumo N Média | EPM t Sig.
Homocisteina Sim 6 15,4 3,04
(4 mol/L) N&o 19 12,8 0,98 1,072 [P >0,05
Vitamina B12 Sim 6 464 125
(pmol/L) N&o 37 416 43,5 0,817 [P>0,05
Acido Félico Sim 6 353 77,5
(ng/mL) Né&o 37 442 41,8 2,504 | P<0,01
Uréia Sim 6 41,7 5,08
(mg/dL) Nzo 37 43,9 o5q | 0342 |P>0,05
Creatinina Sim 6 0,95 0,09
(mg/dL) N&o 37 0,91 005 | 0353 |P>0.05
Acido Urico Sim 6 4,68 0,74
(mg/dL) Nao 37 6,01 Tes | 0314 [P>005
Idade Sim 7 66,7 5,92
(anos) Nao 38 68,3 1,63 0,348 | P>0,05

A comparacao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo
teste t de Student para amostras independentes.
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4.5. Influéncia dos niveis séricos de acido félico sobre os niveis plasmaticos
de homocisteina em pacientes com doenca de Parkinson e em individuos

normais

Decidimos investigar com maior profundidade a relacao entre os niveis de
acido félico, Hcy, vitamina B12 e outros parametros bioquimicos nos pacientes
com DP e nos controles saudaveis.

Inicialmente dividimos os pacientes e controles em dois grupos, com niveis
séricos de acido félico até 13 ng/mL e maiores de 13 ng/mL. A seguir,
comparamos 0s niveis de Hcy entre os pacientes com DP e os controles.
Verificamos que, os pacientes com DP apresentaram niveis de Hcy
significativamente superiores ao dos controles quando os niveis de acido folico
eram inferiores ou igual a 13 ng/mL (t (40) = 2,713; P < 0,0001) No entanto,
quando os niveis de acido félico foram superiores a 13 ng/ml, ndo houve diferenga
significativa entre os valores séricos de Hcy entre os controles e os com DP,
embora houvesse uma tendéncia desses niveis serem superiores nos pacientes
com DP (t (29) = 0,647, p=0,523) (Tabela 1V.20). Tais resultados sugerem que 0
déficit de acido félico possa estar envolvido nas diferencas encontradas entre os
niveis maiores Hcy observados nos pacientes com DP relativamente aos

controles.
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Tabela IV 20. Comparacédo entre os niveis plasmaticos de homocisteina em
pacientes com doenga de Parkinson e controles normais com concentracdes

séricas de acido folico inferiores ou superiores a 13 ng/mL

Grupo N Média EPM T Sig.
Acido Félico < 13 ng/mL
Homocisteina | Controle 19 10,1 0,90
(umolL) | Paciente | 23 14,4 1,22 2,713 | P<0,01
Acido Félico > 13 ng/mL
Homocisteina | Controle 14 10,8 1,42
(4 mol/L) Paciente 17 12,0 1,19 0,647 | P>0,05

A comparagao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo teste ¢

de Student para amostras independentes.

4.6 influéncia dos niveis séricos de homocisteina sobre os niveis de acido
félico, vitamina B12, uréia, creatinina e acido urico, bem como sobre a idade
em pacientes com doenca de Parkinson

Dividimos os pacientes com DP e dois grupos, sendo um com niveis
plasmaticos de Hcy superiores a 15 pmol/L e o outro com niveis séricos de até 15
umol/L (normais). Estudamos entéo a influéncia de Hcy sobre os niveis séricos de
acido félico, vitamina B12, uréia, creatinina e acido urico, bem como sobre a idade
dos pacientes com DP. Nao observamos nenhuma diferenca significativa entre os
varios parametros bioquimicos analisados em funcdo de quantidades altas (> 15
umol/L) ou menores (< 15 upmol/L) de Hcy (Tabela IV. 21). No entanto,
observamos que os pacientes com DP com niveis de Hcy superiores a 15
apresentaram uma idade significativamente mais avancada (t (41) = 3,014; P <
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0,01). Tais resultados sugerem que a idade influéncia os niveis de Hcy nos
pacientes com DP.

4.7 Influéncia do uso de L-DOPA sobre os niveis plasmaticos de
homocisteina, acido folico e vitamina B12 em pacientes com doenca de

Parkinson

Estudamos também o efeito do uso de L-DOPA em pacientes com DP
sobre os niveis plasméaticos de Hcy, acido félico e vitamina B12, uma vez que ha
resultados conflitantes sobre a influencia do uso de L-DOPA sobre os niveis de
Hcy em pacientes com DP. Verificamos que esses niveis nao foram
significativamente diferentes em nossos pacientes em uso ou ndo de L-DOPA
acido félico: (t (41) = 0,040; p> 0.05); vitamina B12: (t (41) = 0,043; p> 0.05): Hcy:
(t (41) = 0,290; p> 0.05) (Tabela IV. 22).

Tabela IV 21. Efeitos dos niveis plasmaticos de homocisteina sobre as
concentragdes séricas de acido folico, vitamina B12, uréia, creatinina, acido urico

e a idade dos pacientes com doenga de Parkinson

Ho(r:?]f:(i)sl}‘ﬁ;”a N Média | EPM t Sig.
AC(ISS/;?_';CO MQ;edLS1 5 ?S 12:‘71 8:;2 0276 | P>0,05
omoll) | waisdets | 14| 421 | e2s | 1189 |P>005
(rl#é?é?_) Vaisde1s | 14 | ase | ass | 1858 |P>005
,C(rr?qzt/lgll_r)la vais de 15 | 14 0os | 007 | 0867 |P>005
Aczlr?];/glil)c ° | maisdo1s | 14 iigg 01 | 1262 |P>005
(lg:g; Mado 15 | 15 ggig 1:32 3,014 | P<0,01
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A comparacao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo
teste t de Student para amostras independentes.

Tabela IV 22. Influéncia do uso de L-DOPA sobre os niveis plasmaticos de

homocisteina, vitamina B12 e acido fdlico em pacientes com doenca de

Parkinson
L-DOPA N Média EPM t Sig.

Homocisteina Sim 20 12,6 1,00

(1 mol/L) N0 5 13.0 109 | 0290 |P>005
Vitamina B12 Sim 34 439 32,5

(pmol/L) N30 9 435 g1o | 0043 [P>005
Acido Félico Sim 34 12,4 0,64

(ng/mL) N&o 9 12.4 131 | 0040 |P>005

A comparacao entre as médias dos controles e pacientes foi feita pelo
teste t de Student para amostras independentes.

4.8 Influéncia do tempo de duracao da doenca sobre as concentracoes
plasmaticas de homocisteina, vitamina B12, acido folico, uréia, creatinina e

acido urico em pacientes com doenca de Parkinson

Resolvemos entdo estudar se o tempo de duracdo da doenca tinha agao
sobre os niveis séricos de Hcy, acido félico, vitamina B12, uréia, creatinina e
acido urico em pacientes com DP. Apesar de haver uma tendéncia de aumento
gradativo das concentragdes séricas de Hcy no decorrer do tempo de doencga,
ndo houve diferenca significativa entre esses niveis, bem como nos outros

parametros bioquimicos ao longo da doenca (Tabela IV.23).
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4.9 Correlacado entre as concentracoes séricas de homocisteina com as de
vitamina B12, acido félico, uréia, creatinina, acido urico, bem como com a
idade, o peso, a altura, o indice de massa corporal em pacientes com a
doenca de parkinson e em controles normais

O proximo passo de nossa investigacao foi o de identificar associacoes
entre as diversas variaveis quantitativas para melhor avaliar a influéncia de
fatores determinantes dos niveis de Hcy em nossa amostra.

Verificamos que a Hcy se correlaciona positivamente com a idade (r =
0,494; P < 0,001) (Figura IV.2) e o acido urico (r = 0,418; P < 0,01) (Figura IV.3) e
negativamente com o acido félico (r = -0,338; P < 0,05) (Figura IV.4) nos
pacientes com DP (Tabela IV. 24). Ja nos controles, a Hcy se correlacionou
negativamente apenas com a vitamina B12 (r = -0,374; P < 0,05) (Figura 1V.5),
sem nenhuma outra correlacao significativa verificada para os outros parametros
(Tabela 1V.25). Tais resultados sugerem que nos pacientes com DP a idade esta
associada positivamente aos niveis de Hcy, o mesmo ocorrendo para 0s niveis
séricos de acido urico. O achado mais importante, no entanto, é que a deficiéncia
de acido félico provavelmente leva ao aumento da Hcy nestes pacientes. Ja nos
individuos normais, as concentracbes plasmaticas de Hcy estdo associadas
negativamente com os niveis de vitamina B12. Portanto, é possivel concluir que
nos individuos controle a deficiéncia de vitamina B12 é provavelmente um

importante determinante dos niveis plasmaticos de Hcy.
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Figura IV.2. Relagdo entre as concentragbes plasmaticas de homocisteina e a
idade dos pacientes com doenca de Parkinson
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Figura IV.3. Relacao entre as concentragdes plasmaticas de homocisteina e os

niveis séricos de &cido Urico em pacientes com doencga de Parkinson
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Figura IV.4. Relacao entre as concentragdes plasmaticas de homocisteina e os
niveis séricos de &cido félico em pacientes com doenca de Parkinson
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Figura IV.5. Relacao entre as concentragdes plasmaticas de homocisteina e os

niveis séricos de vitamina B12 em controles normais
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Tabela IV 23. Influéncia do tempo de duragédo da doenca sobre as concentracdes
plasmaticas de homocisteina, vitamina B12, acido folico, uréia, creatinina e acido

urico em pacientes com doenca de Parkinson

puragao da N | Media | EPM | F | sig
oenca
L, Até 5 anos 13 11,9 1,31
H°(m?]f:(')3|}3”a 5a 10 anos 15 139 | 123 | 12022 oPo>5
H 10 a 20 anos 12 15,2 1,95 ’
) ) Até 5 anos 15 499 49,7
V't?rmg"l’}g 2 5a10anos 18 445 | 439 | 0241 0P0>5
P 10 a 20 anos 10 468 98,2 )
;o . Até 5 anos 15 11,7 0,98
AC('SO/;OL';CO 5a 10 anos 18 118 | 105 | 0512 0P0>5
9 10 a 20 anos 10 13,2 1.10 )
,. Até 5 anos 15 39,3 3,38
(nljr%?_) 5a 10 anos 18 446 | 225 | 1,500 oPo>5
9 10 a 20 anos 10 473 | 448 ’
. Até 5 anos 15 0,94 0,24
C(rriat/'gl'_r)‘a 52 10 anos 18 098 | 019 | 0,349 oPo>5
9 10 a 20 anos 10 0,91 0,19 ’
;. - Até 5 anos 15 4,43 1,38
A‘z'rﬂo /g[')co 5a 10 anos 18 | 509 | 103 | 1305 0P0>5
9 10 a 20 anos 10 4.93 1.21 )

A comparacao entre as médias foi feita por anélise de variancia (ANOVA)

de uma via. Nenhuma diferencga significativa foi encontrada.
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Tabela IV 24. Correlacao entre as concentracdes sanguineas de homocisteina (u

mol/l) com as de vitamina B12, &cido fdlico, uréia, creatinina, acido urico, bem

como a idade em pacientes com doenga de Parkinson

N r Significancia
Vitamina B12 62 -0,204 P> 0,05
(pmol/L)
Acido félico
(ng/mL) 62 -0,353 P < 0,01
Uréia
(mg/dL) 62 0,175 P> 0,05
Creatinina
(madL) 61 0,201 P> 0,05
Acido Urico
(mo/aL) 62 0,452 P < 0,01
ldade 66 0,389 P < 0,01
(anos)

r = Coeficiente de correlacdo de Pearson.

A associacdo entre os valores de Hcy e dos outros parametros

bioquimicos foi calculada pelo coeficiente de correlacao de Pearson.
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Tabela IV 25. Correlacdo entre as concentracdes plasmaticas de homocisteina
(umol/l) com as de vitamina B12, acido félico, uréia, creatinina e acido urico, bem

como a idade em controles normais

N r Significancia
Vitamina B12 35 - 0,374 P < 0,01
(pmol/L)
Acido Fdlico 33 0,072 P> 0,05
(ng/mL)
Uréia
(ma/dL) 35 0,131 P > 0,05
Creatinina
(ma/dL) 35 0,289 P> 0,05
Acido Urico
(mo/aL) 35 0,037 P > 0,05
Idade 34 0,217 P> 0,05
(anos)

r = Coeficiente de correlacdo de Pearson.

A associacdo entre os valores de Hcy e dos outros parametros
bioquimicos foi feita pelo coeficiente de correlacao de Pearson.

Para melhor identificarmos a influéncia relativa dos niveis de acido félico,
vitamina B12 e da idade sobre os niveis séricos de Hcy, analisamos nossos
dados através de regressdao multipla com a variavel Hcy como dependente e as
demais como independentes. Verificamos que nos controles os niveis de Hcy séo
determinados pelos de vitamina B12 (8 = -0,428; P>0,05), mas nao pelos de acido
félico (B = 0,103; P>0,05) ou da idade (B = 0,195; P>0,05) (Tabela 1V.26). Por sua
vez, nos individuos com DP, os niveis de Hcy estavam associados negativamente
com os de acido folico (B = -0,250; P<0,05) e positivamente com a idade (B = -
0,279; P<0,05), mas ndo com os niveis de vitamina B12 (8 = -0,113; P>0,05)
(Tabela IV. 27).
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Tabela IV 26. Regressdo multipla entre os niveis plasmaticos de homocisteina

(variavel dependente) com a idade e as concentragdes séricas de vitamina B12 e

acido félico (variaveis independentes) em controles normais

Variavel N Beta Significancia
Vit?pmnfl’;f}S 2 35 |-0428 | P<0,01
Ac(igg/;él’_';co 33 0,103 P> 0,05

('gr?gse) 34 | 0195 P >0,05

Tabela IV 27. Regressdao multipla entre os niveis plasmaticos de homocisteina

(variavel dependente) com a idade e as concentragdes séricas de vitamina B12 e

acido félico (variaveis independentes) em pacientes com doenca de Parkinson

Variavel N Beta Significancia
Vitamina B12
(pmol/L) 62 - 0,941 P> 0,05
Acido Folico
(ng/mL) 62 -2,027 P <0,05
ldade 66 | 2203 P < 0,05

(anos)
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5. DISCUSSAO

A homocisteina (Hcy) € um aminoacido que contém enxofre em sua
molécula, ndo sendo utilizado para sintese protéica. Alimentos possuem
pequenas quantidades de Hcy. Assim, a Hcy é formada intracelularmente a partir
de metionina e sua concentracdo dentro da célula é controlada, de forma que
qualquer excesso é transportado para o plasma. No plasma, 70 % da Hcy, esta
ligada a proteinas. Disturbios no metabolismo intracelular de Hcy levam, na
maioria dos casos, a hiperhomocisteinemia e podem ser devidos a doencas
genéticas: a deficiéncia da cistationina-B-sintase (CBS), também conhecida como
homocistinaria (MUDD et al., 1989). No entanto, a prevaléncia dessa doenca é
muito rara na populacao em geral (1.335.000) e outros fatores comuns sdo muito
mais importantes para causar hiperhomocisteinemia. Entre estes, destacam-se a
idade avancada e o sexo masculino (LUSIER CACAN et al., 1996; BREE et al.,
2001). Acredita-se que a diferenca entre os sexos (Hcy maior nos homens) pode
ser devida a maior massa muscular dos homens, uma vez que a formacao de Hcy
nos musculo esquelético esta associada com a formagao de creatina/creatinina
(NORLUND et al., 1998). Nao se pode também afastar a influéncia de horménios
sexuais (ANDERSON et al., 1992). Neste particular, é interessante observar-se
que nas mulheres o aumento dos niveis sanguineos de Hcy ocorre apoés a
menopausa (WONTERS et al.,, 1995). Outro aspecto bem estabelecido é a
dependéncia das concentragdes sanguineas de Hcy com as vitaminas do
complexo B e mais especificamente com a vitamina B6, vitamina B12 e &cido
félico. Neste particular, esta bem determinado que a suplementacdo dessas
vitaminas diminuem os niveis de Hcy em individuos com niveis normais
(BROUWER et al., 1999) e aumentados (WALD et al., 2001) deste aminoacido.
Neste particular, a suplementacdo com acido félico e vitamina B12 parece ser
mais eficaz em baixar esses niveis do que com a vitamina B6 (CLARKE E
ARMITAGE, 2000). Finalmente, a comparacéao entre os efeitos do acido félico e
da vitamina B12 sobre os niveis de sanguineos de Hcy mostrou que o acido félico
€ mais efetivo em reduzir esses niveis, provavelmente porque ele participa

ativamente no metabolismo da Hcy como substrato, doando o grupo metila para a
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conversdao de Hcy a metionina, enquanto as vitaminas B6 e B12 funcionam
apenas como cofatores das enzimas envolvidas no metabolismo desse
aminodcido.

Outros fatores também determinam as concentracbes plasmaticas de Hcy,
tais como, por exemplo, o consumo de café, que esta positivamente associado
com concentracbes altas desse aminoacido em homens e mulheres
(CHRISTENSEN et al., 2001), possivelmente porque o café inibe a conversao de
homocisteina em cisteina, por ser um antagonista da vitamina B6 (GRUBBEN et
al., 2000). Além disso, o fumo esta positivamente correlacionado com as
concentracdes de Hcy. Os mecanismos exatos desse efeito ndo sdo conhecidos,
embora o fumo possa inibir enzimas, tais como a sintase da metionina (BLOM,
1998). O alcool, por sua vez, quando consumido moderadamente, diminui os
niveis de Hcy, mas quando consumido exageradamente aumenta esses niveis
(KOEHLER et al., 2001). Por outro lado, junto com a deficiéncia de CBS, foram
descritos alguns variantes genéticos freqlientes (polimorfismos) que provocam um
pequeno efeito sobre as enzimas que metabolizam Hcy, levando ao seu acumulo
no organismo (BRATTSTROM et al., 1998). Finalmente, ha alguns medicamentos
que determinam a concentragdo plasmatica de Hcy na populacéo geral (BREE et
al., 2002). Neste particular, os horménios sexuais parecem atuar neste sentido e
explicar a diferenga dos niveis de Hcy entre os sexos, como previamente
mencionado (ANDERSON et al., 1992; WOUTERS et al.,, 1995). As drogas
antifolato tais como o metrotrexate, utilizado no tratamento do céncer, elevam os
niveis de Hcy por interferir com o acido folico. Drogas utilizadas no tratamento da
doencga de Parkinson, como a L-DOPA, ao necessitarem metilagdo para serem
ativadas, podem aumentar os niveis de Hcy no plasma.

No entanto, entre todos esses fatores, os mais importantes determinantes
da hiperhomocisteinemia parecem ser as deficiéncias nutricionais de acido folico
e vitamina B12, além da insuficiéncia renal. Os niveis séricos de folato sado
inversamente proporcionais aos niveis de Hcy e tidos como os principais
determinantes dos niveis de Hcy (GILES et al., 1995; SELHUB et al., 1993, 1999).
Os niveis séricos de vitamina B12 e de vitamina B6 também se correlacionam

inversamente com os de Hcy, mas tem menor importancia. Por sua vez, é bem
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conhecido que deficiéncia de folato (GREENBLATT et al.,, 1994) e de vitamina
B12 tem efeitos adversos sobre o desenvolvimento do sistema nervoso central
(SNC).

Pacientes com defeitos genéticos que resultam em hiperhomocisteinemia
possuem disfuncdo neuroldgica que inclui retardo mental, atrofia cerebral e
convulsdes (WALKINS e ROSENBLATT, 1989; VAN DEN BERG et al., 1995). A
exposicao de neurdnios corticais e hipocampais cultivados com a Hcy aumentam
sua vulnerabilidade a excitotoxicidade (KRUMAN et al., 2000). Esses efeitos
podem estar relacionados com as propriedades pré-oxidantes deste aminoécido,
uma vez que estresse oxidativo € determinante de apoptose (BUTTKE E
SANDSTROM, 1994). Por outro lado, tem sido proposto que a Hcy pode alterar
mecanismos intrinsecos de neurodegeneracdo, mas nao agir diretamente como
uma toxina. Na realidade, evidéncia experimental revelou que niveis séricos e
cerebrais aumentados de Hcy possam nao ser suficiente para causar dano
neuronal, mas aumentam a suscetibilidade neuronal a varios insultos neurotoxicos.
Estas observacdes indicam que a hiperhomocisteinemia possa representar um
fator de risco para o sistema nervoso central.

A doenca de Parkinson (DP) caracteriza-se por disfuncédo e degeneracao
de neurbnios dopaminérgicos na substancia nigra, resultando em acinesia
progressiva, tremor e rigidez (MARSDEN, 1994). A nivel celular, o processo
patogénico na DP provavelmente estd relacionado a niveis aumentados de
estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e uma cascata bioquimica de morte
celular chamada de apoptose (TATTON, 2000). Varios dados na literatura
sugerem um papel importante para fatores genéticos e ambientais na patogénese
da DP (LANGSTON, 1998; SILVA et al.,, 2000). Embora defeitos de genes
especificos tenham sido relacionados a um numero limitado de pacientes com DP
familiar, os fatores mais ligados a fisiopatologia dos casos esporadicos desta
doenga parecem ser exposicdo a toxinas (BETARBET et al, 2000), trauma
cranioencefélico (TAYLOR et al., 1999), alta ingestdo de carboidratos (DUAN E
MATTSON, 1999) e baixa ingestdo de antioxidantes (DE RIJK et al., 1997). Neste
particular, ha varios trabalhos mostrando que os niveis de Hcy estdo aumentados
na DP (KUHN et al., 1998; YASUI et al., 2000), mas nao é ainda conhecido se
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essa manifestacao laboratorial precede ou segue o quadro clinico da doenca.
Também nao se sabe nos casos esporadicos de DP quais fatores (vitamina B12,
acido fdlico, etc.) estdo mais relacionados ao aumento dos niveis de Hcy e qual a
contribuicdo de cada um na patogénese do dano cerebral nesta doenca. Neste
particular, o uso de L-DOPA tem sido relacionado ao aumento de Hcy nestes
pacientes (MILLER et al., 1997; 2001), embora haja trabalhos que ndo chegaram
a esta conclusdo. Desta forma, permanecem pouco conhecidos os fatores
determinantes, bem como sua importancia, sobre os niveis aumentados de Hcy
em pacientes com DP e quais deles apresentam um papel importante na etiologia
da disfuncdo cerebral nesta doenca. Assim, é importante investigar associacoes
entre variaveis (fumo, alcool, HAS, etc.) presentes em enfermos com DP para
melhor identificar os fatores de risco para esta doenga e, portanto, a
vulnerabilidade destes a estas alteracbes para que se possa prevenir o
aparecimento da mesma.

A presente investigacdo demonstrou que os niveis plasmaticos de Hcy
estdo elevados em cerca de 30 % nos pacientes com DP, quando comparados
com os de controles normais da mesma faixa etaria. Embora ndao se saiba com
exatiddo os mecanismos responsaveis pela instalagcdo da DP e se 0 aumento da
Hcy contribui para a instalacéo e desenvolvimento desta doenca, foi demonstrado
que a Hcy pode ser rapidamente incorporada em neur6nios por um transportador
especifico da membrana dessas células (GRIEVE et al., 1992) e niveis cerebrais
elevados de Hcy podem causar quebras nas fitas de DNA por prejudicar o ciclo de
metilacdo do DNA (BLOUNT et al., 1997). Assim, é razoavel supor-se que a
nossa amostra de pacientes apresentou niveis cerebrais elevados de Hcy. Neste
particular, o cérebro parece ser particularmente vulneravel a altos niveis de Hcy
sérica, porque faltam duas rotas metabdlicas para a sua eliminacao, a remetilagéo
por betaina e a transsulfuracdo (FINKELSTEIN, 1998). Alguns mecanismos de
possiveis efeitos deletérios da Hcy no cérebro foram descritos. A Hcy provoca o
estresse oxidativo que parece estar relacionado com a oxidacdo de seu grupo
sulfidrila resultando na producao de superdxido e peroxido de hidrogénio (WALL
et al., 1980), bem como diminui a atividade da enzima glutationa peroxidase

(UPCHURCH et al., 1997). A Hcy também funciona como um aminoéacido



97

excitatorio, ativando os receptores glutamatérgicos metabotropicos do tipo |
(LAWAREWICZ et al., 2003) e NMDA (LIPTON et al., 1997). Os derivados da Hcy,
acidos homocisteico e cisteico, também sao agonistas dos receptores
glutamatérgicos ionotrépicos e metabotrépicos (PARSON et al., 1998; SHI et al.,
2003). Por outro lado, a Hcy promove apoptose, provavelmente através de
quebras na fita de DNA devido a transmetilagdo comprometida (KRUMAN et al.,
2000) e, possivelmente, por espécies reativas de oxigénio (CHERN et al., 2001).
Tem sido também verificado que a Hcy € um fator de risco para atrofia cerebral
em idosos (SACHDEYV et al., 2002) e para a doenca de Alzheimer, por aumentar o
acumulo do peptideo B-amildide e promover a fosforilacdo anormal da proteina
tau (KRUMAN et al.,, 2002; HO et al., 2002). Outros mecanismos de
neurotoxicidade da Hcy sdo o comprometimento do metabolismo energético
cerebral e a inibicdo da atividade da enzima Na+, K+-ATPase (STRECK et al.,
2002, 2003).

Verificamos por analise utilizando regressdao mdltipla que a deficiéncia de
folato em nossa amostra de pacientes foi provavelmente o fator mais
determinante dos niveis séricos elevados de Hcy. Neste particular, foi
demonstrado em um modelo experimental animal de DP que a deficiéncia de
folato, aliada a niveis elevados de Hcy, é determinante de degeneracdao em
neurbnios dopaminérgicos (DUAN et al.,, 2002). Verificamos também nos
controles uma correlacdo inversa dos niveis séricos de vitamina B12 com os de
Hcy, sugerindo que nos individuos normais a vitamina B12 foi determinante dos
niveis de Hcy. No entanto, convém enfatizar que os niveis séricos elevados de
Hcy ndo explicam necessariamente a neuropatogénese dos pacientes afetados
por DP.

Os niveis séricos de Hcy aumentam com a idade (ANDERSON et al., 1992)
possivelmente devido ao comprometimento da fungéo renal, que é dependente da
idade, ou entao devido a diminuicdo da atividade da enzima cistationina-p-sintase
(MELEADY e GRAHAM, 1990). O aumento dos niveis séricos de Hcy nos
pacientes com DP nao foram devidos a diferenca de idade com os controles, mas
identificamos que dentro de cada grupo (controles e DP) a idade foi proporcional

aos niveis desse aminodacido, confirmando resultados anteriores. No entanto,
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verificamos em nosso trabalho que a variacdo dos niveis de Hcy, ao longo da
idade, ndo se deveu a filtracdo glomerular diminuida, medida pelos niveis de
creatinina nos pacientes e nos controles.

Tem sido descrito que o fumo esta associado com niveis séricos elevados
de Hcy (JACQUES et al.,, 2001; BAZZANO et al.,, 2003) e com o risco de
desenvolver DP (QUIK, 2004). Em nosso estudo verificamos que os niveis séricos
de Hcy tiveram um aumento ndo significante nos pacientes com DP em uso de
tabaco, em relagdao aos controles e que os niveis séricos de acido félico estavam
significativamente diminuidos nestes pacientes. Neste contexto, foi recentemente
demonstrado que a deficiéncia de folato leva a um aumento dos niveis de Hcy e a
sensibilizacao de neurbnios dopaminérgicos a degeneracao induzida por MPTP
em camundongos (modelo animal de doenca de Parkinson), indicando que a
deficiéncia desse nutriente (acido félico), associada ou ndo ao aumento da Hcy,
pode modificar a cascata patogénica que ocorre na DP (DUAN et al., 2002).
Outros estudos mostraram que o aumento nas concentra¢des de Hcy e a redugao
do acido félico estdo associados com um comprometimento cognitivo em idosos
(MOOIJAART et al., 2005). Além disso, a associacao do tabagismo, com niveis
elevados de Hcy foi verificada em pacientes com DP portadores do polimorfismo
C677T, sendo proposto que a associacao deste polimorfismo com o fumo poderia
aumentar o risco de DP para fumantes (DE LAU et al., 2005). Entretanto,
resultados opostos surgiram de estudos epidemiolégicos mostrando que o fumo
esta associado com uma baixa incidéncia de DP, sugerindo que a nicotina possa
exercer um papel protetor ao estimular o sistema cerebral dopaminérgico
aliviando os sintomas dos doentes (QUIK, 2004). Desta forma, a influéncia do
fumo sobre a DP necessita ser melhor esclarecida.

Os niveis de Hcy estdo aumentados no alcoolismo crénico (CRAVO et al.,
1996; VAN DER GAAG et al., 2000), contudo esses niveis se regularizaram na
abstinéncia do alcool por duas semanas (HULTBERG et al. 1993). Em nosso
estudo, nenhum paciente era alcodlatra, mas pudemos constatar um aumento
significativo dos niveis de Hcy, nos pacientes que usavam alcool socialmente.
Esses niveis aumentados nao foram devidos a alteragdes na funcao hepatica,

pois esta foi normal em todos os individuos com DP. Foi previamente sugerido
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que o aumento de Hcy nos individuos que usam bebidas alcodlicas pode dever-se
a uma deficiéncia de folato, bem como da reducdo da atividade da enzima
metionina sintase causada pelo acetaldeido, um derivado do etanol (BLEICH et al.,
2000; BARAK et al., 2001). O uso crbénico do alcool leva a atrofia cortical e
subcortical e foi recentemente sugerido que esta atrofia poderia ser, ao menos
parcialmente, devida a hiperhomocisteinemia induzida pelo alcool (BLEICH et al.,
2004).

Por outro lado, foi demonstrado que o uso de L-DOPA e a duracao da
doenca nos pacientes esta associado a niveis elevados de Hcy, sendo proposto
que a hiperhomocisteinemia é causada por tratamento por L-DOPA (KUHN et al.,
1998; YASUI et al., 2000; MULLER et al., 1999; ROGER et al., 2003; RELIGA et
al., 2006; HASSIN-BAER et al., 2006). Foi também proposto que quanto mais
longa a duracao da doenca, mais L-DOPA os pacientes ingerirdo (RELIGA et al.,
2006). Em nosso estudo, ndo detectamos associacdo entre o uso de L-DOPA,
bem como da duracdo da doenca com os niveis de Hcy, o que talvez possa ter
ocorrido pelo tamanho relativamente pequeno de nossa amostra de pacientes. No
entanto, outros estudos também ndo demonstraram associacéo entre o uso de L-
DOPA e niveis plasmaticos de Hcy (BLANDINI et al., 2001; TODOROVIC et al.,
2006). Podemos entédo concluir que ndo ha uma clara correlagédo entre o uso de L-
DOPA ou duracao da doenca com os niveis séricos de Hcy.

Por outro lado, foi verificado que a hiperhomocisteinemia esta associada ao
comprometimento da cognicdo e deméncia na DP (O SUILLEABHAIN et al.,
2004), embora outro estudo recente ndo comprovasse esta associacdo (HASSIN-
BAER et al., 2006). Este aspecto n&do foi examinado em nosso trabalho.

Concluindo, a literatura tem demonstrado que a hiperhomocisteinemia é o
resultado da combinagdo de muitos fatores ambientais, principalmente
metabdlicos, mas também genéticos e farmacologicos. Nao esta ainda
completamente estabelecido que niveis elevados de Hcy promovam processos
neurodegenerativos, mas presume-se que niveis elevados deste aminoacido
possam tornar o cérebro mais vulneravel a doencas relacionadas com a idade,
entre elas a DP. No entanto, mais estudos principalmente prospectivos séo

necessarios para desvendar se os niveis de Hcy elevados, associados ou nédo a
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outras alteragdes bioquimicas e/ou genéticas (polimorfismos ou outras mutagdes)
na DP, sdo causa (fator de risco) ou conseqiéncia do desenvolvimento desta
doenca. Neste contexto, ndo se pode excluir a possibilidade de que niveis baixos
de acido félico contribuam para a neurodegeneracdo na DP, ja que foi
demonstrado que a deficiéncia dessa vitamina é um fator determinante da atrofia
cortical na doenca de Alzheimer, cujos niveis plasmaticos de Hcy também se
encontram elevados (SNOWDOWN et al.,, 2000; HEIJER et al, 2003). A
deficiéncia de acido félico também estd associada a degeneracdo do sistema
nervoso central em outras doengas neurodegenerativas (BOTTIGLIERI, 1996). No
que se refere a vitamina B12, foi também observado que a deficiéncia desta
vitamina pode causar confusdo, mudancas de personalidade, ataxia, deméncia e
dano neurolégico (ROWLAND, 1995; LINDENBAUN et al., 1988). Tendo em vista
que individuos com déficit cognitivo severo, portadores ou ndo da doenca de
Alzheimer, apresentam niveis elevados de Hcy (CLARKE et al., 1998; LEHMANN
et al., 1999), é possivel que a Hcy seja um fator de risco para a deméncia que
atinge uma percentagem consideravel de pacientes com DP. Além disso, a
deficiéncia de &cido félico também pode causar neurodegeneracao (BOTTIGLIERI,
1996). Portanto, ndo se pode excluir a possibilidade de que niveis plasmaticos
elevados de Hcy associados a deficiéncia de &cido fdlico possam agir
sinergicamente provocando dano no sistema nervoso central. Finalmente, uma
vez que niveis elevados de Hcy podem ser normalizados por suplementagao
dietética de acido folico, estas observacdes levam a possibilidade de que uma
terapia de baixo custo e bem tolerada possa ser efetiva em diminuir a incidéncia

da DP ou de suas complicacdes, como o déficit cognitivo.



101

6. CONCLUSOES

1. As concentracées plasmaticas de homocisteina (Hcy) foram
significativamente maiores nos afetados pela doenca de Parkinson (DP) do que
nos controles normais, enquanto os niveis séricos de vitamina B12, acido fdlico,
uréia, creatinina e acido Urico e a idade nao diferiram entre os dois grupos.

2. Os niveis plasmaticos de Hcy estavam correlacionados
positivamente com a idade nos pacientes com DP.

3. Nao detectamos nenhuma influéncia do sexo sobre os niveis de
Hcy, vitamina B12, acido félico ou acido urico nos individuos com DP, embora as
concentracdes séricas de uréia e creatinina foram significativamente superiores
nos homens com DP.

4. Nos parkinsonianos, o uso de bebidas alcodlicas estava
relacionado com o aumento dos niveis plasmaticos de Hcy, sem que os niveis
séricos de vitamina B12, acido fdlico, uréia, creatinina e acido Urico variassem
com o uso do alcool. Por outro lado, os niveis séricos de acido urico, foram
significativamente superiores nos individuos normais em uso de alcool, sem
qualquer outra alteracao dos niveis de Hcy e dos outros parametros bioquimicos
estudados.

5. A hipertensao arterial sistémica (HAS) ndo se correlacionou com
alteracao dos niveis séricos de Hcy, acido félico, vitamina B12 e acido urico. No
entanto a idade e os niveis de uréia foram significativamente maiores nos
hipertensos com DP e nos individuos controle com HAS.

6. A diabete mélito nao interferiu em nenhum dos parametros
bioquimicos analisados nos pacientes com DP e nos individuos controle. No
entanto os niveis de Hcy foram 50 % maiores nos controles com diabete, nao
atingindo significancia pelo numero pequeno de amostras e pela alta variabilidade
dos dados;

7. Uma diminuigédo significativa dos niveis séricos de acido félico,
bem como um decréscimo nao significativo da vitamina B12 e aumento nao
significativo da Hcy, ocorreu com os pacientes com DP que fumavam ativamente.

Os individuos controle que fumavam ativamente apresentaram uma tendéncia
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nao significativa de aumento da Hcy e uma diminuicao significativa do acido foélico
e da vitamina B12.

8. Os pacientes com DP apresentaram niveis séricos de Hcy
significativamente superiores ao dos controles, quando os niveis de acido félico
eram inferiores a 13 ng/mL, o mesmo ndo ocorrendo quando os niveis de acido
foram superiores a 13 ng/mL. Tais resultados sugerem que o déficit de acido
folico possa estar envolvido nas diferengas encontradas entre os niveis maiores
Hcy observados nos pacientes com DP relativamente aos controles.

9. Os niveis plasmaticos de Hcy, bem como nos outros parametros
bioquimicos analisados n&o foram significativamente diferentes em nossos
pacientes com DP em uso ou ndo de L-DOPA, o mesmo ocorrendo com a
duracao da doenca.

10. Os niveis plasmaticos de Hcy se correlacionam positivamente
com a idade e com o0s niveis séricos de acido Urico e negativamente com os
niveis séricos de acido folico nos pacientes com DP. J& nos controles, a Hcy se
correlacionou significativamente apenas com a vitamina B12 de forma inversa.

11. A regressdo multipla mostrou que nos individuos com DP os
niveis plasmaticos de Hcy estdo associados negativamente com os de acido félico
e positivamente com a idade, mas ndao com os niveis de vitamina B12. J4 nos
controles os niveis plasmaticos de Hcy sdo determinados pelos de vitamina B12,

mas nao pelos de acido foélico ou pela idade.
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ANEXO |

Ficha de Avaliacio de pacientes

Identificacao do paciente

Caso n’: Data da avaliacao:___ /  /
Registro do HCPA: Registro do HSL:

Nome:

CPF:

Datadenascimento: _ / /  Sexo: [1]Mas [2]JFem Profissao:

Cor: [1]branco [2]negro [3]amarelo [4] pardo [S5]outro
Estado Civil: [1] solteiro [2] casado [3] separado/divorciado [4] viivo [5] outro

Endereco Residencial:

Bairro: Cidade: CEP:

Telefone Residencial: Telefone celulat: Telefone recados:
Endereco Comercial: Telefone comercial:
Bairro: Cidade: CEP:

Nome de parente/amigo/ responsavel:

Endereco: Telefone comercial:
Bairro: Cidade: CEP:

Origem do paciente: [1] HCPA [2] HSL

Histdria Clinica

1. Desde quando sabe ser portador desta doenga?
[1] menos de 1 ano [3] entre 3 € 5 anos [5] entre 10 e 20 anos

[2] entre 1 e 3 anos [4] entre 5 e 10 anos [6] mais de 20 anos

2. Desde quando iniciaram os primeiros sintomas da doenga ?
[1] menos de 1 ano [3] entre 3 e 5 anos [5] entre 10 e 20 anos

[2] entre 1 e 3 anos [4] entre 5 e 10 anos [6] mais de 20 anos
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3. Estd usando medicamento? [1] sim [2] ndo Em caso afirmativo, quais?

Nome comercial Nome farmacoldgico

cédigo

dose intervalo de dose

4. Ja fez uso de medicamentos para esta doenga no passado?[1] sim [2] ndo.Em caso afirmativo, quais?

Nome comercial Nome farmacolégico

codigo

dose intervalo de dose

Motivos para interrupc¢ao: [1] falha [2] efeito adverso (descrever) [3] médico mandou parar [4] achou que estava curado [5] custo [6]

outro (descrever) [7] ndo lembra

5. Houve recomendacgdo de tratamento nao-farmacolégico? [1] sim [2] ndo. Em caso afirmativo, quais?

[4] outro

[5]

[1] parar de fumar
[2] diminuir consumo de alcool

[3] fazer exercicios

6. Apresenta outras doengas diagnosticadas? [1] sim [2] ndo. Em caso afirmativo, quais?

[1] diabete melito [5] cardiopatia isquémica

[2] hipotireidismo [6] insuficiéncia cardiaca
[3] hipertireoidismo [7] arritmia
[4] HAS

[13] AVC

[8] valvulopatia

[14] Outros :

9] depressao

[

[10] miopatia
[11] hepatopatia
[

12] insuficiéncia renal

7. Doencas na familia bioldgica: (caso afirmativo, registrar a idade de inicio da doenga)

Doenca Pai Mae

Dislipidemia [1]sim (idade__) [2] ndo [1]sim (idade_ ) [2] ndo
HAS [1]sim (idade__) [2] nao [1]sim (idade__) [2] ndo
Cardiopatia isquémica [1]sim (idade__) [2] ndo [1]sim (idade__) [2] ndo
AVC [1]sim (idade__) [2] ndo [1]sim (idade__) [2] ndo

[1]sim (idade__) [2] ndo [1]sim (idade__) [2] ndo
[1]sim (idade__) [2] ndo [1]sim (idade__) [2] ndo

Diabete melito

Outra doenca cronica

Filhos
[1]sim (idade__) [2] ndo
[1]sim (idade__) [2] ndo [1]sim (idade__) [2] ndo
[1]sim (idade_ ) [2] ndo [1]sim (idade_ ) [2] ndo
[1]sim (idade__) [2] ndo [1]sim (idade__) [2] ndo
[1]sim (idade_ ) [2] ndo [1]sim (idade_ ) [2] ndo
[1]sim (idade__) [2] ndo [1]sim (idade__) [2] nao

Irmaos

[1]sim (idade__) [2] ndo
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8. Fuma? [1] sim [2] ndo fuma, mas fumou cigarros por dia por anos e parou hd ___ anos [3]

nunca fumou (pule para pergunta 11)

9. O que fuma ?

[1] cigarro com filtro [4] charuto
[2] cigarro sem filtro [5] cachimbo
[3] palheiro [6]outro

10. Bebeu alguma bebida alcodlica na tltima semana ? [1] sim [2] ndo

11. Faz uso de outros tratamentos alternativos como dieta, homeopatia, chds ou espiritismo? [1] sim [2] ndo

Em caso afirmativo, citar:
(1] (3]
(2] (4]

12. Tomou algum medicamento na dltima semana?

Nome comercial Nome farmacolégico  cédigo dose

tal A

Se o paciente for do sexo masculino pular para questdo 21.

14. J4 esteve gravida? [1]sim [2]ndo

15. Gestagoes: Partos normais: Partos ceséreos:

provocados:

intervalo de dose  indicacdo

Abortos espontineos: Abortos
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16. Teve hipertensao na gravidez? [1] sim [2] ndo [3] ndo sabe [4] ndo se aplica

17. Faz uso de métodos anticoncepcionais? [1] sim [2] ndo ( 3 ) Nio se aplica

18. Qual(is) método(s) estd usando?

[1] preservativo masculino [4] DIU
[2] preservativo feminino [5] diafragma
[3] ligadura tubdria [6] vasectomia

19. Se usa ou usou pilula, preencha o quadro:

Nome comercial Nome farmacolégico codigo

tal A

Exame fisico

20. Pressao arterial

21. Peso: kg
22. Altura: m
23. IMC:

24. Escalas de Avaliag@o para doenca deAlzheimer

CDR -

25. Escalas de Avaliacdo para doenga de Parkinson
Hoehn e Yahr -
UPDRS -

[7] método hormonal

[8] ndo se aplica

data de inicio data de término



26. Escalas de Avaliagdo para Sindromes Parkinsonianas

UPDRS -

Exames Complementares

27. Creatinina: Uréia

28. Outros exames realizados:
[1] hemograma [3] homocisteina

[2] acido fdlico [4] vitamina B12

29. Tratamento farmacolégico mantido:

Nome comercial Nome farmacolégico codigo dose

A S

118

intervalo de dose ~ SES?
[1] sim [2] ndo
[1] sim [2] ndo
[1] sim [2] ndo
[1] sim [2] ndo

[1] sim [2] ndo



119

ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. IDENTIFICACAO DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo do Projeto: Influéncia da homocisteina, vitamina B12 e 4cido fdlico sobre a disfuncio
neuroldgica de pacientes com algumas doengas neurodegenerativas

Area do Conhecimento: Satide Instituicdo onde serd realizado: Hospital de Clinicas de Porto
Alegre Hospital Sdo Lucas da PUC-RS

Nome dos pesquisadores e colaboradores: Moacir Wajner, Eliseu Felippe dos Santos, Carmen R.
Vargas, Jaderson Costa da Costa, André Dalbem, Marcia L. F. Chaves, Alessandro Finkelsztejn,
Analuiza Camozzato de Padua, Renata Kochhann, Carlos Roberto de Mello Rieder

Vocé estd sendo convidado(a) para participar do projeto de pesquisa acima identificado. O
documento abaixo contém todas as informacgdes necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo.
Sua colaboragdo neste estudo serd de muita importancia para nds, mas se desistir a qualquer
momento, isso ndo causard nenhum prejuizo para vocé.

2. IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

Nome:

3. IDENTIFICACAO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

Nome: Moacir Wajner Telefone: 33165571

Profissdo: Médico Registro do Conselho N°: 5844 E-mail: mwajner @hcpa.ufrgs.br
Enderego: Rua Ramiro Barcelos, 2600, Departamento de Bioquimica, laboratério 38

3. IDENTIFICACAO DO PESQUISADOR ASSOCIADO
Nome: Mércia Lorena Fagundes Chaves Telefone: 21018520

1. Da justificativa e dos objetivos para realizacio desta pesquisa

O objetivo desta pesquisa € o de observar se as concentragdes do aminodcido homocisteina, da
vitamina B12 ou do 4cido félico estdo alteradas no sangue e no liquor de pacientes com problemas
neurolégicos (doencas neurodegenerativas). Caso alguma destas substancias possui
concentracdes alteradas nestes pacientes, € possivel que estas alteragdes estejam
relacionadas com seu problema neuroldgico. Assim, a suplementa¢do das vitaminas ou a
normaliza¢do da homocisteina poderiam trazer beneficios para o seu tratamento.

2. Do objetivo de minha participacao
Sera fundamental a participacdo do(s) sujeito(s) da pesquisa, pois o material e os dados obtidos
serdo utilizados para a verificacdo das hipdteses de trabalho.
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3. Do procedimento para coleta de dados e de amostras

A coleta de dados sera feita através de um questiondrio contendo informagdes pessoais
relacionadas a histéria clinica, estado fisico e hédbitos cotidianos dos pacientes a ser preenchido
durante uma entrevista. A coleta da(s) amostra(s) de sangue e/ou de liquido céfalo-raquidiano
(LCR) para a andlise dos parametros bioquimicos (Hcy, vitamina B12 e dcido fdlico) sera feita por
profissionais competentes acostumados com estes procedimentos logo apds a entrevista ou em
algum outro momento. O sangue serd coletado por punc¢do de veia periférica, enquanto o LCR serd
coletado por puncao lombar.

4. Da utilizacdo, armazenamento e descarte das amostras

As amostras e os dados coletados serdo utilizados para comparacdo dos varios parametros
bioquimicos com o estado patoldgico dos pacientes durante o desenvolvimento da pesquisa. Os
dados pessoais dos sujeitos da pesquisa ndo serdo divulgados. As amostras de liquidos biolégicos
serdo armazenadas anonimamente através de codificagao.

5. Dos desconfortos e dos riscos
O preenchimento do questiondrio nao acarretard desconfortos, enquanto a coleta de sangue podera
ser desconfortdvel, mas em cardter leve e por curtissima duracao.

6. Dos beneficios
Conhecendo melhor estas doengas, poderemos reconhecer os fatores de risco e possiveis solucdes
para estes problemas, ainda tdo pouco estudados na drea médica.

7. Da isencio e ressarcimento de despesas
A minha participacdo € isenta de despesas e ndo receberei ressarcimento porque ndo terei despesas.

8. Da forma de acompanhamento e assisténcia
O sujeito da pesquisa tem o direito e a liberdade de acompanhar os resultados da pesquisa através
de contato telefonico com os responsaveis pela pesquisa, disposto no item 3 deste.

9. Da liberdade de recusar, desistir ou retirar meu consentimento

Tenho a liberdade de recusar, desistir ou de interromper a colaboracdo nesta pesquisa no momento
em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo. A minha desisténcia ndo causard nenhum
prejuizo a minha saide ou bem estar fisico.

10. Da garantia de sigilo e de privacidade
Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicacdes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam mencionados.

11. Da garantia de esclarecimento e informacoes a qualquer tempo

Tenho a garantia de tomar conhecimento e obter informagdes, a qualquer tempo, dos
procedimentos e métodos utilizados neste estudo, bem como dos resultados, parciais e finais, desta
pesquisa. Para tanto, poderei consultar os pesquisadores (acima identificados) ou o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com endere¢co na Rua Ramiro
Barcelos, 2350, 2° andar, telefone (51) 2101.8304.
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Eu, , concordo em participar do presente projeto
de pesquisa e autorizo a realizagao de:

[J coleta de sangue
[J coleta de liquido céfaloraquidiano (liquor)
[J armazenamento das amostras coletadas

Declaro que obtive todas as informagdes necessdrias e esclarecimento quanto as ddvidas por mim
apresentadas e, por estar de acordo, assino o presente documento em duas vias de igual contetido e
forma, ficando uma em minha posse.

(),__de de
Pesquisador Responsavel pelo Projeto Sujeito da Pesquisa e/ou Responsavel
Testemunhas:
Nome: Moacir Wajner Nome:
RG: 4002397307 RG:
CPF/MF: 073241540/34 CPF/MF:

Telefone: 21108011 Telefone:
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