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“... ndo se pode tentar mais nada do que estabelecer o principio € a
diregdo de uma estrada infinitamente longa. A pretensao de qualquer
plenitude sistematica e definitiva seria, no minimo, uma auto-ilusao.
Aqui, a perfeicdo s6 pode ser obtida pelo estudante individual no
sentido subjetivo, de que ele comunica tudo quanto conseguiu ver’

Georg Simmel (1858-1918)
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADL: Escala de Atividades da Vida Diaria de Schwab e England.
ANOVA: Analise de variancia.

CNS: Sistema nervoso central.

COMT: Catecol-orto-metiltransferase.

CSF: Fluido cerebroespinhal.

DA: Dopamina.

DNA: Acido desoxirribonucléico.

ELISA: Imunoensaio enzimatico de alta sensibilidade.
GABA: Acido gama-amino butirico.

GP_.: Globo palido lateral.

GPw: Globo palido medial.

(h): Humana.

H.O,: Perdxido de hidrogénio.

HLA-DR: Antigenos leucocitarios humanos de especificidades DR.
HY: Escala de estadiamento de Hoehn e Yahr.

IL: Interleucina.

INFy: Interferon gama.

IS: Sistema imunoldgico.

L-DOPA: Levodopa.

LBs: Corpos de Lewy.

MAO: Monoamina oxidase.

MPP™: 1-metil-4-fenilpiridina.

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina.



NGF: Fator de crescimento neuronal.
OH": Radical hidroxila.

PD: Doenga de Parkinson.

RNAm: Acido ribonucléico — mensageiro.
ROS: Espécies reativas de oxigénio.
SD: Desvio padrao.

SN: Substancia nigra

SN.: Substancia nigra pars compacta.
SN;: Substancia nigra pars reticulada.
STN: Nucleo subtalamico.

Thalya: Nucleo ventroanterior do talamo.
Thaly;: Nucleo ventrolateral do talamo.
TNFa: Fator de necrose tumoral alfa.

UPDRS: Escala Unificada de Classificacdo da Doenga de Parkinson.
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LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Diagrama esquematico ilustrando as alteragdes que ocorrem na
organizacao funcional dos nucleos da base na PD. A espessura relativa das
setas, no esquema a direita, indica o grau de ativagao/inibicdo das vias por elas
representadas na PD. As setas pretas representam projegdes glutamatérgicas
excitatérias, setas cinza representam projecbes GABAérgicas inibitorias. A
linha pontilhada representa a projecdo que vai da SN; ao estriado (via
nigroestriatal), que € dopaminérgica. Na PD a degeneracéo da via nigroestriatal
resulta em alteragdbes nas vias estriato-palidais, que levam a uma
hiperatividade das projegcbes subtalamicas excitatérias aos nucleos de saida.
Como resultado final, a atividade GABAérgica dos nucelos de saida encontra-
se potencializada, o que representa um aumento da inibicdo exercida sobre o
talamo motor, e conseqlentemente uma redug¢ao na sinalizagao talamo-cortical

[122].

FIGURA 2. (Fig.1 - artigo) As concentragbes no soro de IL-6, nos trés grupos,

foram medidas por ELISA. P > 0,05.

FIGURA 3. (Fig.2 - artigo) Correlagédo entre a escala ADL e os valores de IL-6

no soro de pacientes PD tratados com L-DOPA (n = 23; r = -0,457; P < 0,05).

FIGURA 4. (Fig.3 - artigo) O tempo de doenga néo foi associado com a escala

ADL e os niveis de IL-6 (P > 0,05).
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TABELA 1. (Tabela 1 do artigo) Dados demograficos, bioquimicos e clinicos

dos sujeitos avaliados. NP = nao representado; * média + SD.
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INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (PD) é uma das doencgas neurolégicas mais
prevalentes na populacado idosa, representando cerca de 2/3 dos pacientes
atendidos em ambulatérios de disturbios do movimento. A prevaléncia da
doenca é de aproximadamente 160 casos por 100.000 habitantes e a
incidéncia de cerca de 20 casos por 100.000 habitantes por ano. A prevaléncia
e a incidéncia aumentam com a idade, observando-se uma prevaléncia de
cerca de 1% na populagdo com mais de 60 anos. O inicio do quadro clinico
ocorre geralmente entre 50 e 70 anos de idade. Contudo, pode-se encontrar
pacientes com inicio da doenga mais precoce, antes dos 40 anos. A PD pode
ocorrer nas diferentes ragas e classes sociais em pessoas de ambos 0s sexos,
apesar de alguns estudos epidemiolégicos demonstrarem maior freqténcia no
sexo masculino, com uma razdo de homens para mulheres de trés por dois
[10].

Essa doenga neurodegenerativa € uma condigdo cronica cuja principal
caracteristica anatomopatolégica observada é de uma perda lentamente
progressiva de células mesencefalicas da substancia nigra (SN). Estéo
presentes com frequéncia, na SN e no locus ceruleus, corpos de inclusao
citoplasmatica conhecidos como corpos de Lewy (LBs), que representam
marcadores anatomopatologicos [26][39].

O aspecto bioquimico central na PD é a diminuicdo da transmissao
dopaminérgica nos nucleos da base [39][120]. A evolugdgo da PD ¢é

progressiva, desencadeada pela perda neuronal irreversivel e incapacitante. O
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grau de gravidade pode ser avaliado por diferentes escalas, como a de Hoehn
e Yahr (HY), que apresenta cinco graus de gravidade [39].

As principais manifestagdes motoras da doenga sdo tremor de repouso,
bradicinesia (acinesia ou hipocinesia), rigidez muscular do tipo plastica,
podendo ter o sinal da roda denteada e instabilidade postural. Varios outros
sintomas (incluindo disturbios ndo motores) acompanham a PD: depresséo,
disturbios do sono, mudangas emocionais, disturbios da fala, constipagcao
intestinal e incontinéncia urinaria, dificuldades de mastigagdo e degluticao,
problemas de pele, etc [26][39].

A reposicao de dopamina (DA) estriatal é o fundamento do tratamento
clinico-farmacolégico. Séo utilizadas medicag¢des anticolinérgicas, agonistas
dopaminérgicos, levodopa (L-DOPA) (associada a benzerazida ou a
carbidopa), bem como o uso das drogas inibidoras da catecol-orto-
metiltransferase (COMT) [120].

O aparecimento das complicacbes da levodopa-terapia € um dos
problemas mais importantes no acompanhamento dos pacientes com PD,
como a presenga de flutuagbes como os fendbmenos de wearing off (piora
clinica de final de dose) e on-off (“liga-desliga” ndo relacionado com o momento
de administragdo do medicamento), as discinesias (de pico de dose, final de
dose) e outras complicagdes, notadamente as de ordem neuropsiquiatricas.
Esses fatos, associados a progressao natural da doenga, bem como a outras
co-morbidades, contribuem significativamente para uma piora na qualidade de
vida dos pacientes, para as suas atividades da vida diaria, com implicacdes nas

taxas de morbidade e mortalidade [49].
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A causa da degeneragao dos neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais €
desconhecida e inumeros fatores tém sido relacionados ao processo
etiopatogénico da PD [142]. De uma forma sucinta pode-se definir como mais
importante os seguintes: a) agcdo de neurotoxinas ambientais; b) o papel do
estresse oxidativo e produgdo de radicais livres; c) as anormalidades
mitocondriais; d) predisposi¢ao genética; e) envelhecimento cerebral.

Além destes fatores alguns estudos sugerem que anormalidades na
funcdo imunoldgica possam ser um dos mecanismos envolvidos na patogénese
da PD. A evidéncia para tais mecanismos inclui a presenca de um numero
diminuido de linfocitos periféricos [83], uma capacidade de secrecdao de
imunoglobulina diminuida [44][84] e uma alteragdo na produgao de citocinas
pelo cérebro e células sanguineas periféricas dos pacientes com PD [84][45].
Varias citocinas foram consideradas importantes contribuintes ao
desenvolvimento e progresso do processo degenerativo [14].

Um aumento da expressdo de citocinas proé-inflamatérias, tais como
interleucina-1 e 6 (IL-1, IL-6), e fator de necrose tumoral alfa (TNFa), foi
encontrado no fluido cerebroespinhal (CSF) e em cérebros de pacientes com
PD [18].

No presente estudo, determinamos o imunoconteudo de IL-6 no soro de
pacientes com PD em atendimento no Ambulatério de Disturbios do Movimento
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Comparamos o resultado obtido entre
individuos controles, individuos que faziam uso de L-DOPA e individuos que
nao haviam iniciado o tratamento com droga antiparkinsoniana. Relagdo com o
tempo de doenga, grau de envolvimento neuroldgico e estagio da doenga foram

analisados.
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REVISAO DA LITERATURA

Histdorico

A PD foi originalmente descrita em 1817 pelo médico inglés James
Parkinson numa monografia intitulada An Essay on the Shaking Palsy
[112][144][110]. Essa monografia foi baseada na observagdo de seis
pacientes, um deles encontrava-se no estagio terminal da doenga cronica. A
patologia intitulada paralisia agitante foi definida como uma doenga
caracterizada pela presenca de movimentos tremulares involuntarios, com
diminuicdo da forga muscular, tendéncia a inclinagdo do tronco para frente e
alteragdo da marcha, tendo os sentidos e o intelecto ndo afetados [110].

Anteriormente a James Parkinson, a literatura médica cita descricdes
parciais da doenga, como aquelas realizadas por Galeno, por autores egipcios
(papiros), indianos e, também, por Leonardo Da Vinci [43].

A mudangca do nome da doenga de paralisia agitante para PD (la
maladie de Parkinson) foi sugerida por Charcot, em homenagem a descricéo
classica de James Parkinson. Charcot também contribuiu na descricdo do
quadro clinico, no diagnostico diferencial e, no tratamento da doenga, pois foi 0
primeiro neurologista a sugerir uma terapéutica para a PD [34][113][57][43].

Somente em 1960, Ehringer e Hornykiewicz associaram a PD com a
deplegcdo da producdo de DA nos circuitos motores subcorticais. Grandes
doses de D-DOPA (forma dextrégira da DA) via oral foram utilizadas pela
primeira vez por Cotzias em 1967, demonstrando significativo efeito benéfico

nos pacientes com PD. Posteriormente, o uso da L-DOPA (forma levégira da
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DA) e o acréscimo de inibidores da dopa-descarboxilase permitiram uma
melhoria no tratamento, com poucos efeitos colaterais téxicos [43][117]. Apds
esse periodo, novas drogas foram descobertas e sugeridas para o tratamento

dos pacientes com PD.

Epidemiologia

A inexisténcia de testes diagnodsticos definitivos é apontada pelos
estudos epidemiologicos da PD como o maior problema de acuracia,
dificultando a comparacao de estudos em diferentes tempos ou em diferentes
locais. Em algumas comunidades, o tremor essencial soma de 10% a 40% dos
diagnosticos falso-positivos da PD [82][96]. Entretanto, nos Estados Unidos e
na Europa, a incidéncia estimada é de 7 a 19 casos por 100.000 habitantes por

ano. A prevaléncia é de 30 a 190 casos por 100.000 habitantes por ano [111].

Fatores de risco para a PD

Idade

O aparecimento da PD encontra uma idade média de 61 anos e uma
sobrevida média de 13 anos [67]. A presenga da doenga é incomum em
individuos com idade inferior aos 40 anos [111][29][79].

A razao para a prevaléncia e a incidéncia aumentarem com a idade
ainda é desconhecida. Possiveis explanagdes incluem vulnerabilidade neuronal
relacionada a idade e/ou algum mecanismo etiolégico dependente do tempo

[141].
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Género

Em muitos estudos, a prevaléncia para a PD nao difere

significativamente entre homens e mulheres [82][5][28][64][124][137].

Raca

Estudos baseados em dados de comunidade apontam uma prevaléncia
maior para a PD na Europa e América do Norte, considerando taxas
marcadamente menores no Japdo, China e Africa [101][78][123][128][129].
Esses dados sugerem um fator de risco para a PD entre a raga branca.
Estudos baseados em dados hospitalares nos Estados Unidos e Africa,
similarmente, encontram a PD em menor freqiéncia nos individuos de raca

negra [72][105][107]. Exceg¢des a essa observacdao sao os estudos no

Mississipi [129] e outro na india [17].

Trauma e estresse emocional

Traumas, como um acidente, uma cirurgia ou um intenso estresse
emocional sdo associacdes que muitos pacientes relacionam ao inicio da PD.
No entanto, até o momento nenhuma ligagdo direta com trauma ou estresse
emocional pode ser provada. Um evento traumatico talvez pudesse
desencadear sintomas ainda nao manifestos, mas isso ndo deve ser

confundido com a etiopatogenia da PD [16][35][138][118].
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Infeccéo

Um estudo [87] sugeriu que uma exposi¢cao intrauterina ao virus
influenza poderia causar uma perda de neurdnios nigrais e consequentemente
aumentar a vulnerabilidade a PD, mas esta observacdo nio foi confirmada
[37].

Fazzini, Fleming e Fahn encontraram um numero elevado de anticorpos
ao coronavirus no CSF em pessoas com PD [40]. Determinados coronavirus
tém uma afinidade pelos nuccleos da base em alguns animais, e membros
destas espécies comumente afetam animais agricolas como o0s porcos.
Analisando sob este ponto de vista, um risco maior para PD associado com a

residéncia rural pode refletir exposi¢ao ambiental a um agente infeccioso [141].

Hereditariedade

Hereditariedade é o maior fator de risco associado com a PD apds o
fator idade. A PD pode ser puramente genética. Alguns estudos apontam que
20% dos pacientes com PD apresentam um familiar de primeiro grau que
possua a doencga [7][30]. No entanto, acredita-se que para a maioria dos casos
de PD a doenga ocorra em decorréncia de uma predisposigao geneética em
individuos expostos a determinados fatores ambientais [9]. Estudos com
gémeos apontam para uma menor contribuicdo de fatores genéticos na PD,
uma vez que as taxas de concordancia entre gémeos monozigoticos e

dizigdticos sao similares [81][85][146][148][151]. Desde 1996, varios genes
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foram identificados como envolvidos na PD. As formas genéticas, no entanto,

ainda representam a minoria dos casos de PD.

Téxicos ambientais

Muitos estudos sugerem que individuos residentes em area rural que
possuam atividades ligadas a agropecuaria ou que tenham contato com
herbicidas e/ou pesticidas, ou individuos que bebem &gua de pogo,
funcionarios de industrias quimicas, mineragao de ferro e ago, e consumidores
de vegetais nao-cozidos apresentam risco mais elevado para o
desenvolvimento da PD [61][74][132]. Um estudo realizado na China
encontrou maior numero de casos de PD na area urbana, o que pode estar
relacionado a modernizagao rapida dos centros urbanos e consequentemente a
maior exposi¢do a toxicos ambientais [139][140]. A significancia destas
associacdoes deve ser determinada de forma cautelosa. Todos estes estudos
sdo limitados pelo tamanho amostral pequeno e metodologias diferentes evitam

comparacdes diretas, o que os torna inconclusivos.

Fisiopatologia da PD

Os sinais e sintomas motores da PD resultam primariamente das
alteracdes funcionais dos nucleos da base. Os nucleos da base localizam-se
no telencéfalo e consistem em cinco nucleos interconectados: o nucleo

caudado e o putamen (que juntos formam o estriado), o globo palido -
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segmentos medial (GPy) e lateral (GP.), a substancia nigra pars compacta
(SN¢) e pars reticulada (SN;), e o nucleo subtalamico (STN) [122].

Num modelo fisiolégico simplificado dos nucleos da base, a via direta
contém duas sinapses GABA(acido gama-amino butirico)-érgicas inibitorias: a)
uma € entre o estriado e o GPy ou entre o estriado e a SN;; b) a outra é entre o
GPw e o nucleo ventroanterior (Thalya) e ventrolateral (Thaly) do talamo ou SN,
e o nucleo Thal,, € Thal, do talamo. A ativacdo desta via libera o consumo
glutamatérgico (excitatoria) pelo talamo nas areas motoras, sensoriais e outras
relacionadas do cortex. A via indireta inclui uma sinapse glutamatérgica
excitatéria e trés sinapses GABA-érgicas inibitérias: a) uma € entre o estriado e
o GPy; b) outra é entre o GP_ e 0 STN, e o STN projeta fibras excitatérias para
o GPy; c) e entre 0 GPy e o talamo. Em contraste a via direta, as trés sinapses
inibitorias resultam em inibicdo das projegdes cortico-talamicas (anteriormente
ativadas) quando o circuito indireto & ativado. A atividade nas duas vias
depende, entre outros fatores, do balango entre os receptores excitatério e
inibitorio, ativados pelos neurdnios GABA-érgicos estriatais. O receptor de DA
D1-excitatério é encontrado principalmente na via direta e o receptor de DA D2-
inibitorio, principalmente na via indireta. As inervagdes dopaminérgicas da SN,
para o estriado e os neurdnios colinérgicos intraestriatais sdo alguns dos mais
importantes moduladores do circuito [64][8].

Na PD, a degeneragao dos neurénios dopaminérgicos na SN, induz uma
cascata de alteracdes que afeta todos os outros componentes do circuito [122]

(Figura1).
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Etiopatogenia da PD

Com excecgao das raras formas genéticas, a maioria dos casos de PD
nao apresenta causas determinadas, sendo assim definidos como PD
idiopatica. Varias hipoteses procuram explicar a etiopatogénese da doenca
(suscetibilidade genética, agentes tdéxicos ambientais, falha na cadeia
respiratoria mitocondrial, excesso de radicais livres e toxicos, deficiéncia de
fatores neurotropicos, envelhecimento cerebral ou a combinacdo desses
fatores) [39][79][56][58][90][104].

A caracteristica tipica da PD idiopatica € a degeneragado dos neurdnios
contendo neuromelanina no tronco cerebral, especialmente na SN; € no locus
ceruleus, os neurdnios sobreviventes apresentam inclusdes citoplasmaticas
chamadas LBs [39][120][54][80].

Os LBs sao considerados a principal caracteristica patolégica da PD,
podendo ser encontrados em outras doengas degenerativas ou mesmo em
individuos assintomaticos [52][53].

Os LBs também s&o encontrados na SN da populagdo em geral com
uma prevaléncia aproximada de 1% nas pessoas na quinta década de vida
para 6 a 10% nas pessoas aos 80 anos de idade [55]. No entanto, € incerto
que estes grupos apresentam um estado pré-clinico para PD.

A perda neuronal dopaminérgica na SN dos pacientes com PD ocorre
em diferentes regides. Maiores perdas sido observadas nas camadas
ventrolaterais, seguidas pelas perdas nas camadas mediais € em menor grau
nas células das camadas dorsais [42]. E estimado que os sinais clinicos da PD

nao ocorrem até que haja uma deplegao de cerca de 80% de DA estriatal e
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uma perda de cerca de 50% de neurbnios dopaminérgicos na SN [13].
Portanto, deve existir uma fase pré-sintomatica durante a qual exista perda
neuronal ativa sem que ocorra alguma manifestagao clinica da PD. Esta idéia &
suportada pela evidéncia de que ocorre perda celular significante em individuos
descritos como portadores assintomaticos de LBs em um modelo similar para a
PD, com predilecdo para camada ventrolateral. Assim, os LBs podem
representar essa fase pré-sintomatica em individuos com outro motivo de ébito
antes que a PD possa se manifestar clinicamente [42][41].

Na maioria dos casos de PD, os LBs sdo numerosos e facilmente
encontrados na SN e quando estdo ausentes excluem a possibilidade da
doenca. No entanto, também estdo presentes em outras condi¢des [55]. Além
da SN, os LBs podem ser encontrados em outras areas, como o locus
ceruleus, o nucleo dorsal do vago, hipotalamo, coértex cerebral, nucleos
autondémicos, etc [42]. Sua presenga em outras areas do cérebro indica que a
PD nao € somente uma doencga das células dopaminérgicas da SN.

Diversas hipoteses tém sido relacionadas ao processo etiopatogénico da
PD, sendo os mais importantes discutidos abaixo. Para cada uma destas
hipéteses ha pontos a favor e pontos contrarios, de modo que se pode pensar
que a origem da doenga se deva a uma combinagao desses fatores:

e Acao de neurotoxinas ambientais;

e O papel do estresse oxidativo e producao de radicais livres;
e As anormalidades mitocondriais;

e Predisposigao genética;

e Envelhecimento cerebral.
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A acédo de neurotoxinas ambientais

Alguns cientistas especulam que a morte dos neurdnios dopaminérgicos
na PD decorra de uma toxina exdégena ou endogena. Essa teoria é baseada na
identificacdo de um composto quimico conhecido como 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina (MPTP) que induzia quadros clinicos que mimetizam a PD. Em
1979, um estudante de bioquimica de 23 anos desenvolveu parkinsonismo
grave apods injegdes de meperidina produzidas por ele proprio em um
laboratério caseiro, apds atalhos no processo de manufatura ele contaminou
seu composto com MPTP [30]. Seletivamente os neurénios dopaminérgicos da
SN sao destruidos nos individuos intoxicados [6]. Desde entdo, foram
desenvolvidos muitos modelos animais de MPTP induzindo parkinsonismo.

O quadro parkinsoniano induzido pelo MPTP nao é idéntico ao da PD,
tendo o paciente menos tremor, maior comprometimento de equilibrio e
marcha, e prejuizo cognitivo mais evidente [77]. O MPTP nao é facilmente
encontrado no meio ambiente, no entanto a estrutura quimica do seu nucleo
responsavel por sua toxicidade é frequentemente encontrada em muitas
substéancias, tais como alguns herbicidas (por exemplo: o paraquat) [133].

Alguns estudos elegem o habito de fumar como um efeito protetor para o
desenvolvimento da PD, no entanto ainda ndo ha consenso sobre a real
participacdo do cigarro como substancia neuroprotetora. Do ponto de vista
epidemioldgico, fumantes tém maior propensao a doenga cardiovasculares, e,
desta forma, uma morte precoce; assim, como a PD é de inicio mais tardio,
seria menos frequente neste grupo. Por outro lado, a nicotina induz uma maior

liberacdo de DA e, assim, apresenta um beneficio sintomatico na PD [104].
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Apesar da busca por muitos cientistas de algum componente presente
no meio ambiente que seja capaz de produzir a PD, nenhuma toxina ambiental
pdde ser identificada até o momento. Existe uma hipétese em que todos nés
estariamos expostos a uma ou mais toxinas, porém alguns individuos seriam
incapazes de metaboliza-las adequadamente, sendo assim suscetiveis ao
desenvolvimento da doenca. Esta inabilidade de metabolizar essas toxinas
poderia ser herdada, levantando a possibilidade de causas genéticas para a
PD [88].

Existe também a hipétese de que alteracbes nas rotas metabdlicas
normais da SN;, por um defeito genético, pudessem gerar neurotoxinas
endogenas. Exemplos sdo demonstrados por estudos sobre compostos
endogenos, tais como as tetraidroisoquinoleinas e [-carbolinas, que se
assemelham a estrutura do MPTP e possuem toxicidade dopaminérgica
[56][58][90][104].

Um aspecto importante na PD, contrario ao MPTP e aos toxicos
ambientais, € que o0s sinais e sintomas ocorrem muito gradualmente.
Substancias que penetram ou se acumulam no cérebro lentamente ou

levemente toxicas seriam insignificantes devido a dificuldade de avaliagao [88].

O papel do estresse oxidativo e a producao de radicais livres

O estresse oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entre fatores
que promovem a formacéo de radicais livres e os mecanismos de defesa, os
antioxidantes. Muitos estudos acreditam que o estresse oxidativo contribui para

a patogénese da PD [97][75][15]. Os radicais livres causam dano celular
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através de uma variedade de mecanismos, entre os mais importantes sdo a
peroxidacdao dos lipidios da membrana, os danos ao DNA (acido
desoxirribunucléico), a nitritificacdo de residuos da proteina tirosina e a
agregacao protéica [48][60][126]. Acredita-se que o aumento do estresse
oxidativo na PD seja causado principalmente por disfuncdo na respiragéo
celular mitocondrial [127], ou por aumento dos niveis locais de ferro livre ou por
diminuicdo dos mecanismos de protegcao frente aos radicais livres. Tais
hipoteses foram fortalecidas por achados em modelos animais [116].

A SN é rica em DA, a sua oxidagao nado enzimatica leva a formacgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) tais como o perdoxido de hidrogénio
(H202). Enzimaticamente, tanto a sintese da DA pela tirosina hidroxilase, como
seu catabolismo pela monoamino oxidase (MAQO) pode levar a producéo de
H>O,. A presenca de elevados niveis de ferro na SN, catalisa a reacdo de
Fenton através da qual o H,O, da origem a formagdo de uma espécie
altamente reativa, o radical hidroxila (OH"). Os radicais OH" por sua vez, iniciam
a peroxidacgao lipidica e a morte celular. O excesso de ferro tém sido implicado
na indugdo da citoxicidade durante a PD através do acumulo de radicais OH"
[102][103].

Os niveis de glutationa reduzida estdo diminuidos na SN na PD, o que
pode evitar a inativagao do H,O, e aumentar a formacido de radicais toxicos
OH" [80].

O ferro total estd aumentado e a ferritina esta diminuida na SN¢ nos
pacientes com PD. Em adicdo, a neuromelanina, que € um produto da auto-
oxidacdo da DA, é capaz de formar um complexo com o ferro, assim

potencializando a geragao de radicais livres [38][63][69].
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A evidéncia do estresse oxidativo é suportada por varios estudos e foi

examinada muitas vezes [91][4][12][46][70][106][130][150].

As anormalidades mitocondriais

As especulagdes de disfungdes mitocondriais em pacientes com PD
foram estimuladas pela observagdo de que uma neurotoxina, MPTP, a qual é
convertida pela MAO em um metabdlito ativo 1-metil-4-fenilpiridina (MPP™) nas
células gliais e é preferencialmente armazenado na mitocondria dos neurénios
dopaminérgicos na SN, inibe o complexo | da cadeia respiratéria
[89][99][125][31].

Uma das razbes para a investigagdo da atividade enzimatica da cadeia
respiratoria tem sido os complexos que contém agrupamentos ferro-enxofre,
uma vez que pacientes com PD demonstram um excesso de ferro na SN,
particularmente de Fe™ (jon férrico), enquanto que o cérebro normal e as
enzimas da cadeia respiratéria possuem um alto contetido de Fe*? (ion ferroso)
[33][36][62][134].

Outra anormalidade também detectada na cadeia respiratoria é a
diminuic&o da glutationa. Isso pode resultar em um aumento nos radicais livres
a partir de ambos: cadeia respiratoria e metabolismo do ferro [11]. E também, o
oxido nitrico, um produto do metabolismo da DA, pode afetar a atividade
enzimatica [32].

Existe uma outra teoria que envolve o depdsito de calcio pelas
mitocdndrias, assim os niveis de calcio citoplasmaticos seriam regulados nos

neurbnios, onde os reticulos endoplasmaticos sdo exiguos. Mutagbes no
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complexo | alterando os niveis citoplasmaticos de calcio, o envolvem na
apoptose neuronal, implicando na patogenia da doencga [125].

Uma hipétese para a morte neuronal programada na PD (apoptose), é
que ela seria consequéncia de uma insuficiéncia respiratoria mitocondrial
devido a anormalidades descritas no complexo | da cadeia respiratoria. Desta
forma, uma disfungcdo mitocondrial, decorrente de fatores toxicos (exdégenos ou
enddgenos), e/ou fatores genéticos, provocaria uma cascata de eventos que
culminaria para a apoptose [56][58][90][104][19].

Estudos questionam se dentro do processo neurodegenerativo as
anormalidades mitocondriais encontradas s&do realmente os eventos primarios
da PD ou seriam apenas eventos secundarios a outros fatores

[56][58][90][104].

Predisposicdo genética

Nos ultimos anos, a importancia dada aos fatores genéticos na
etiopatogenia da PD aumentou exponencialmente, apos estudos de
Polymeropoulos et al. Com isso, foram definidas algumas formas de doencga
com heranga autossémica dominante, recessiva, genes, loci genéticos e um
fendtipo de metabolizador lento (pela pesquisa de suscetibilidade a
neurotoxinas somada a fatores genéticos) [7][90][51][59][73][131][149][145].

Genes especificos comegcaram a ser identificados em meados da
década de 90, sendo o primeiro (Park1) identificado em uma numerosa familia
italiana com padrao de heranga autossémica dominante. Este gene, localizado

no cromossomo 4q21-23, codifica a a-sinucleina, proteina que esta presente
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nos LBs [114]. A alteragdo molecular especifica no gene da a-sinucleina
resulta da mudanga de uma base, na substituicdo da treonina pela alanina no
aminoacido 53. O mecanismo de como esta alteracao protéica leva ao seletivo
dano neuronal da PD ainda é desconhecido [115].

As duas mutagdes na a-sinucleina, Ala53Thr e Ala30Pro, estao
associadas com a doenga de inicio precoce, baixa prevaléncia de tremor e
longa duragcdo da doenga comparada com a PD esporadica classica
[76][108][109][114][115].

Outros genes associados com padrdo de heranga autossémico
dominante foram Park3, Park4 e Park5, identificados, porém, em familias
isoladas [147].

Entre os genes associados a heranga autossémica recessiva, o principal
€ o gene Park2. Este gene foi inicialmente identificado em pacientes japoneses
com PD juvenil. Nestes pacientes, foram demonstrados aspectos particulares
da PD, como flutuacdo diurna dos sintomas, melhora com o sono, resposta
sustentada a L-DOPA, discinesias precoces e lenta evolucdo, bem como sua
associacao com hiperreflexia e distonias [86].

Desde a identificacdo do gene Park2, passou-se a definir essa entidade
como parkinsonismo juvenil autossémico recessivo. Este gene esta localizado
no cromossomo 6g25-27 e codifica uma proteina que possui 465 aminoacidos,
a parkina [68][23][24].

Os genes Park 3, 4, 5, 6 e 7 relacionados a PD apresentam, ainda,
pequena importancia epidemiolégica e necessitam estudos adicionais [88].

As pesquisas que correlacionam suscetibilidade genética as

neurotoxinas nos pacientes com PD se concentram em um fendtipo de
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metabolizador lento, propondo que individuos com PD possuam defesas
insuficientes para reagir as agressdes externas por neurotoxinas ambientais,
ou mesmo endogenas. O gene CYP2D6 é um dos varios genes apontados
para essa suscetibilidade genética [59][121].

A relacdo de casos de PD familiar com casos esporadicos ndo esta
clara. Casos esporadicos de PD poderiam ser causados por uma mutagcdo em
um gene unico com penetrancia reduzida ou decorrente de tragos mais
complexos, em que a chance de desenvolver a doenca seria determinada por
uma interagao entre uma predisposi¢cao genética e exposicéo a fatores de risco

ambientais [88].

Envelhecimento cerebral

A prevaléncia aumentada da PD com o passar da idade sugere uma
possivel contribuicdo do envelhecimento cerebral na etiopatogenia da doenca.
Estudos histopatolégicos e neuroquimicos mostram que a SN, é
particularmente sensivel ao envelhecimento em relagdo a outras estruturas
cerebrais [42].

Estudos associam a sensibilidade ao envelhecimento cerebral a
presenca de um agente toéxico, que desencadearia processos de morte
neuronal progressiva nos pacientes com PD [56][58][90][104]. Entretanto, ha
evidéncias que tornam tal mecanismo pouco provavel. A fase pré-sintomatica
da PD ndo € maior que cinco anos e a perda neuronal na SN, é de cerca de
45% na primeira década da doenga enquanto que em individuos normais é de

apenas 4,7% [42].
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Estudos anatomopatoldgicos constataram que a porgdo da SN; que mais
sofre degeneracao na PD é a ventrolateral (cujos neurdnios projetam-se para o
putamen), enquanto que na senilidade, as regides mais evidentemente

afetadas séo a dorsal e a ventromedial da SN, do mesencéfalo [41].

Citocinas na PD

Estudos questionam o envolvimento da microglia e das citocinas na
etipatogenia da PD [56][58][90][104]. Foi sugerido que um desequilibrio no
balanco de citocinas, neurotrofinas e proteinas relacionadas a apoptose estaria
envolvido na patogénese da PD [27].

Durante uma resposta imune, varias células do sistema imune (IS)
devem comunicar com uma outra com o objetivo de coordenar o
reconhecimento e a destruicdo de organismos invasores. Algumas das
interacdes entre as células sadao mediadas por sinais de superficie,
considerando que um numero de outras interagdes, particularmente essas a
uma distadncia moderada, sdo mediadas por citocinas, um diverso grupo de
pequenos polipeptidios que medeiam e regulam as reagbes imunes e
inflamatorias. A maioria sendo todas as células do IS secretam citocinas,
normalmente seguidas de ativag&o, e cada tipo celular produz um tipo distinto
delas. O numero total de citocinas € moderadamente grande, talvez algumas
duzias, mas a complexidade da agao da citocina multiplica sua diversidade
dentro de uma grande rede reguladora [94][1].

Cada citocina individual pode possuir multipla atividade sobre diferentes

tipos de células e varias citocinas frequentemente apresentam funcdes
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relacionadas (mas raramente idénticas). Citocinas podem ter efeitos sinérgicos
ou antagonistas e podem induzir ou inibir a sintese de outras citocinas. Uma
secregao padrdao completa de citocinas pode ser regulada por outras citocinas
e sinais adicionais. Elas atuam localmente ou sistemicamente, dependendo das
taxas de sintese e utilizagdo. A rede complexa de citocinas do IS aparece como
um sistema regulador de outros 6rgdos do corpo, conduzindo uma
intercomunicacao entre o IS e outros sistemas [94].

Um tipo de citocinas com fungdes inter-relacionadas frequentemente
induzidas por uma cascata coordenada sdo as envolvidas na inflamacgao.
Essas citocinas s&o sintetizadas por macréfagos e células ndo-imunes, tais
como as células endoteliais e fibroblastos, e incluem IL-1, IL-6, TNFa e
quimiocinas. Existe uma rede complexa de estimulacdo-cruzada entre essas
citocinas que resulta numa cascata inflamatoria, causando derrame vascular,
edema, aumento da expressdo de moléculas de adesao nas células
endoteliais, atragdo quimica e ativagdo de mondcitos e granulocitos [94][1].

Estudos observaram mudangas nas populacdes de linfocitos no CSF e
sangue, sintese de imunoglobulina e citocinas, e produgao de proteinas de fase
aguda nos pacientes com PD. Estas hipoteses sdo suportadas pela observagao
da ativacédo da célula-T, a qual lidera a producédo de interferon gama (INF y)
cuja principal fungdo é ativar os macrofagos. Como em outras doencgas
neurodegenerativas, existe uma evidéncia de inflamagao, caracterizada por
uma reagao glial (especialmente a microglia), assim como um aumento da
expressdo de antigenos leucocitarios humanos de especificidades DR (HLA-
DR), citocinas, e componentes do complemento. Essas observagbes sugerem

que mecanismos do IS estdo envolvidos na patogénese da PD [27].
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O papel de mecanismos do IS nas doengas neurodegenerativas tais
como a PD é uma importante area de investigagao [3]. O processo de perda
neuronal, que lidera a ativagdo da glia e a produgédo de varias moléculas e
citocinas pré-inflamatorias, parece-se com uma inflamacéo classica, mas sem a
participacdo ou a minima de macrofagos e linfocitos do sangue [27].

Citocinas pré-inflamatérias fazem parte da resposta imune do cérebro
com injuria. Elas s&o secretadas por células imunocompetentes, e também pela
glia e neurdnios, e estdo envolvidos na comunicagao quimica entre as células e
no IS. A expressao aumentada de citocinas pro-inflamatdrias, tais como IL-1,
IL-6 e TNFa foram observadas no CSF e em cérebros de pacientes com PD
[18]. Em um modelo animal de PD induzido por MPTP foram observados niveis
aumentados de acido ribonucléico — mensageiro (RNAm) para IL-13, TNFa, IL-
6, IL-10, INFy no estriado [25].

As IL-1B e IL-6 aumentam a produgdo da proteina precursora da
amildide e a formagdo da B-amildide, e estdo envolvidos na patogénese da
doenca de Alzheimer [3]. No rato transgénico, uma maior expressédo de IL-6
causa encefalopatia com astrogliose, perda neuronal, desmielinizagdo e edema
[21].

Citocinas podem, no entanto, ter um efeito protetor sobre os neurdnios.
Por exemplo, a IL-1 amplifica a secrecdo de alguns fatores neurotréficos, tais
como o fator de crescimento neuronal (NGF) [135], e ativa os astrocitos na
diregao do crescimento pelos neuritos dos neurénios dopaminérgicos [71].

Uma elevada produgdo de IL-13 pode fornecer alguns efeitos

neuroprotetores para os neurdnios dopaminérgicos [100]. A IL-6 aumenta o
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tempo de sobrevivéncia dos neurdnios dopaminérgicos em cultura e regula a
sintese de DA [65]. Os niveis aumentados de IL-6 no CSF na PD estédo
inversamente correlacionados com a gravidade da doenga, sugerindo que uma
maior regulacéo de IL-6 ocorre para regenerar os neurdnios lesionados em um
estagio inicial da doenga [95]. Quais das duas ac¢bes opostas das citocinas
ocorre sobre os neurbnios (téxica ou protetora) pode depender do tipo de
estimulo, da concentracdo de moléculas secretadas, e da expressao e
interacao do receptor [47].

Mudangas na resposta imune (producédo de radicais toxicos pela glia,
sintese de citocinas), privagédo de fatores do crescimento, produgdo aumentada
de ROS, e disfungcdo mitocondrial foram observadas na PD. Esses fatores
podem gerar uma injuria neuronal, chegando a apoptose. A apoptose previne a
liberagdo de substéncias téxicas (tais como as enzimas proteoliticas) das
células que estdo para morrer, prevenindo a ativacdo de moléculas
inflamatarias [27].

Estudos histopatolégicos de cérebros de pacientes com PD sugerem a
ocorréncia de um processo apoptotico: a perda celular ocorre gradualmente
(somente poucas células por dia), e a subsequente eliminagdo das células

mortas pela microglia local restringe o processo degenerativo [152].

Interleucina-6

A IL-6 possui um importante papel nos mecanismos de defesa. Devido a

sua atividade pleiotropica, a IL-6 foi anteriormente denominada interferon beta-

2, estimuladora de célula B fator 2, fator de crescimento
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hibridoma/plasmacitoma e fator hepatocito estimulador. A IL-6 tem um peso
molecular de 26 kDa e é expressa em uma variedade de diferentes tipos
celulares incluindo monécitos, fibroblastos e células endoteliais [119].

A IL-6 € um membro da familia das citocinas neuropoiéticas que foi
inicialmente descrita em termos de sua atividade no IS e durante a inflamacgao.
Evidéncias acumuladas apontam para um papel essencial da IL-6 no
desenvolvimento, diferenciagéo, regeneracado e degeneragédo dos neurdnios no
sistema nervoso central (CNS) e periférico. Os maiores locais de sintese de IL-
6 s&o os neurdnios e células da glia. As fung¢des da IL-6 sdo mediadas por um
sistema de receptor especifico composto de um ligante e um sinal transdutor. A
IL-6 pode exercer agbes completamente opostas sobre os neurdnios, gerando
sobrevivéncia neuronal apos injuria ou causando degeneragao e morte celular
em algumas desordens [50].

Tilgner et al [143] apontaram um envolvimento da IL-6 na proliferagao e
ativacado das células gliais relacionadas com desordens neurodegenerativas
como a PD. No entanto, Akynea et al [2] evidenciou um fator protetor da IL-6 a
varias subpopulagdes de neurdnios de algumas formas de insulto neuronal,
incluindo a neurotoxicidade por MPP*. Cardenas and Bolin [22] adicionaram
que na auséncia de IL-6, os neurdnios dopaminérgicos sao mais vulneraveis ao
MPTP.

Uma marcada observagao suporta um envolvimento potencial da IL-6 na
PD, devido a sua imunoreatividade elevada na regido dopaminérgica
nigroestriatal dos pacientes com PD [92][98]. Em concordancia com este
estudo, pacientes com PD demonstram elevados niveis de IL-6 no CSF

[18][95][98].
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Muller et al [95] ao encontrar niveis elevados de IL-6 no CSF de
pacientes com PD identificou uma correlagdo inversa com a gravidade da
doenga, especialmente para bradicinesia mais do que para rigidez e sem
alteragao para tremor, sugerindo que uma maior regulagdo de IL-6 ocorre no
inicio ou na fase inicial do processo degenerativo. A intensidade da doenca foi
avaliada pela escala UPDRS (Escala Unificada de Classificagdo da PD) e a
parte Il desta foi subdividida segundo os sintomas predominantes bradicinesia,
tremor e rigidez.

Bessler et al [14] suporta a hipotese de que drogas dopaminérgicas
alteram o IS, apontando a L-DOPA como uma droga capaz de exercer um
efeito imuno-modulatério, estimulando a producéo de IL-6. No entanto, estudos
sugerem que niveis aumentados de citocinas na PD podem nao ser um efeito
secundario a terapia com L-DOPA [98][93].

Niveis elevados de IL-6 ndo foram identificados no plasma de pacientes
com PD [136][20], sendo que um estudo de Blum-Degen et al [18] encontrou
concentragbes plasmaticas de IL-6 reduzidas na PD, mas sem significado
estatistico comparado com controles.

Como na doenga de Alzheimer, ndo se conhece a ligagao da IL-6 com a

patogénese da PD.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar o nivel de interleucina-6 no soro de pacientes com PD em

atendimento no Ambulatério de Disturbios do Movimento no Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

Especificos

e Comparar o conteudo desta interleucina no soro de pacientes com PD com

o de individuos controles.

e Estudar alteragdes no nivel desta interleucina no soro de pacientes com PD

em relagao a utilizacido de levodopa.

e Relacionar o nivel desta proteina com o tempo de doenga, graus de

envolvimento neuroldgico e o estagio da doenca.
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Figura 1. Diagrama esquematico ilustrando as alteragdes que ocorrem na
organizacao funcional dos nucleos da base na PD. A espessura relativa das
setas, no esquema a direita, indica o grau de ativagao / inibicdo das vias por
elas representadas na PD. As setas pretas representam projecoes
glutamatérgicas excitatorias, setas cinza representam projecdes
GABAérgicas inibitdrias. A linha pontilhada representa a proje¢ao que vai da
SN. ao estriado (via nigroestriatal), que é dopaminérgica. Na PD a
degeneragao da via nigroestriatal resulta em alteragdes nas vias estriato-
palidais, que levam a uma hiperatividade das projecbes subtalamicas
excitatorias aos nucleos de saida. Como resultado final, a atividade
GABAérgica dos nucelos de saida encontra-se potencializada, o que

representa um aumento da inibicdo exercida sobre o talamo motor, e

consequentemente uma redugao na sinalizagao talamo-cortical [122].
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ABSTRACT: Interleukin-6 (IL-6) plasma concentrations were not found
elevated in Parkinson's disease (PD) patients. Aim of this study was to evaluate
IL-6 serum levels in PD patients and the effects of drugs and disease severity
on it. The IL-6 levels (P > 0.05) between PD patients and controls were similar.
However, IL-6 higher levels correlated negatively with the Activities of Daily
Living (ADL) scale (r = - 0,457; P < 0.05). Our results suggest that only marginal
effects occur on the peripheral immune system, and that the role of IL-6 on

disease progression needs to be elucidated.

KEYWORDS: Interleukin-6, Parkinson’s disease, cytokines, levodopa.
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INTRODUCTION

Parkinson's disease (PD) is characterized by a loss of dopamine (DA) in
the striatum caused by a degeneration of dopaminergic neurons in the zone
compact of the substantia nigra [1][2]. Although many different hypotheses
have been studied, the PD is a degenerative disorder of unknown etiology [3].
Several lines of evidence suggest that neuroimmune mechanisms may be
involved in the neurodegenerative process. Both microglia and astrocytes are
the sources of the potentially toxic compounds that may aggravate neuronal
injury during degenerative processes in PD. Astrocytes are generally known for
their protective actions towards neurons [4]. They secrete neurotrophic factors.
In contrast to these protective effects astrocytes may produce pro-inflammatory
cytokines and nitric oxide [5].

It has been suggested that pro-inflammatory cytokines, such as tumor
necrosis factor alpha (TNFa), interleukin 1 (IL-1) and interleukin 6 (IL-6) induce
neurodegeneration in the brains of patients suffering from Alzheimer's disease.
The inflammatory cytokine IL-6 might also be involved in the pathology of PD.
The inflammatory reaction may be related to neurodegeneration as these
cytokines increase leukocyte adhesion and migration, disrupt the blood-brain
barrier and induce glial cell activation. This could subsequently lead to the
overproduction of reactive oxygen species, the induction of apoptosis or a-
specific cytolysis induced by the activation of the complement system [3].

Pro-inflammatory cytokines are secreted by immunocompetent cells but
also by glia and neurons [3]. IL-6, a member of the neuropoietic cytokine family,

induces acute phase protein synthesis, differentiation of neuronal cells and
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improves catecholaminergic and cholinergic cell survival [6][7]. IL-6 may
support regenerative processes in the brain [8]. There is an involvement of IL-6
in the proliferation and activation of glial cells, seen in neurodegenerative
disorders [9].

Elevated IL-6 levels in the nigrostriatal region of postmortem brain
[10][11] and in the cerebrospinal fluid (CSF) [11][12][13] were reported in PD.
IL-6 higher levels in CSF in PD were associated with the beginning of the
degenerative process [13]. The IL-6 plasma concentrations were not different
between PD patients [12][14][15]. A study found that levodopa (L-DOPA), in
physiological concentrations (mean daily dosage 575 + 230 mg), presented an
immuno-modulatory effect on cells from both PD patients and controls, and
caused a stimulation of IL-6 production [16]. However, other work suggested
that the increased cytokine levels in PD patients might not be due to the
secondary effects of L-DOPA therapy [17].

In the present work, we studied IL-6 serum levels in patients with PD
treated and not treated and in control subjects using high sensitivity enzyme-
linked immunosorbent assays (ELISA). We also assessed the correlations

between their serum levels and some clinical feature.
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MATERIAL AND METHODS

Patients and controls

Serum was collected from 40 patients (23 PD patients receiving L-DOPA
and 17 virgin of therapy) from the Movement Disorders Clinics of the Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. All patients were examined by a neurologist and
were diagnosed as having probable PD using as criteria the presence of three
of four cardinal features (rest tremor, muscle rigidity, bradykinesia and
asymmetric onset) and no alternative explanations for the findings [18].
Furthermore, all patients showed a good response to L-DOPA. The patients that
had been recently diagnosed were followed after treatment and were excluded
of the study when not showed a good response to antiparkinsonian drugs, these
patients were selected from a screening of individuals of the community through
external communication (newspaper). Age varied from 41 to 84 years.

PD patients treated with antiparkinsonian drug received only L-DOPA
associated to a dopa-decarboxylase inhibitor; already these received
attendance from the Movement Disorders Clinics of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Age varied from 52 to 83 years.

A similar age and sex community group (n=23) without neurological
findings or disorders affecting the central nervous system (CNS) was selected
as the comparison group for the study. Age varied from 48 to 76 years. They
were selected of individuals of the community.

The clinical stage of PD was evaluated according to the classification of

Hoehn and Yahr (HY) [19], in which higher values represent to higher degree of
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dependence and the Schwab and England Activities of Daily Living (ADL) scale
[20], in which smaller values are associated to higher degree of severity of
disease. Subjects with metabolic disturbances, other neurological diseases
except PD or with inflammation or infectious disorder were excluded. The
exclusion criteria were the same between patients and controls. Drugs and
comorbidities were controlled in both groups. All subjects gave informed
consent. The medical ethics committee of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre approved the research project.

Blood samples (5 ml) from patients and controls were collected without

anticoagulant and sera were frozen at —70°C until analyzed.

Interleukin-6

The Biotrak™ human (h) IL-6 ELISA system from Amersham Biosciences
was used for measuring IL-6 in serum of all patients and controls. The assay
system is based on a solid phase ELISA, which utilizes an antibody for (h) IL-6
bound to the wells of a microtitre plate together with an antibody to (h) IL-6
conjugated to biotin and streptavidin-HRP detection. The optical density was

determined at 450 nm.

Statistical Analysis

Comparison between the three groups was made by using the Chi-

square test for gender and the one-way analysis of variance (ANOVA) (Tukey

test) for age and IL-6. Statistical analysis, between the groups of PD patients
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with L-DOPA therapy and the virgin of therapy, were performed with Chi-square
(Yates Correction) test for first symptom and predominant symptom, t-test for
time of disease, and Mann-Whitney test for HY and ADL scales. To evaluate the
role of L-DOPA in creating immunological alterations, IL-6 serum levels of
patients receiving L-DOPA treatment and PD patients without antiparkinsonian
drug therapy were compared using the t-test. Correlations are presented with
Pearson’s coefficient, for IL-6 within the group treated. P < 0,05 was considered

statistically significant.
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RESULTS

The demographic, biochemical and clinical characteristics of patients and
controls are depicted in Table 1. The age (P > 0.05) and the gender (P = 0.097)

were not statistically different in three groups (P > 0.05). There was not statistic

difference between PD patients treated and not treated for first symptom (P

0.749), predominant symptom (P = 0.23) and HY (P = 0.155) and ADL (P
0.807) scales. Figure 1 shows that the IL-6 serum concentrations were similar in
three groups.

IL-6 levels did not vary between PD patients that are treated with L-
DOPA (mean daily dosage 563.0 + 242.8 mg) and the no treated (P = 0.328).

IL-6 serum concentrations in the group with L-DOPA therapy presented a
negative correlation with ADL scale (which decreases with the severity of PD)
(r=-0.457, P < 0.05) (Fig.2). However, there were not associations between L-
DOPA dosage, time of disease (Fig.3), HY scale and IL-6 levels in this group.
Furthermore, time of disease not presented correlation with ADL scale (Fig.3),

but with HY scale presented correlation positive (r= 0.485, P < 0.02).
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DISCUSSION

The present study detected not a significant difference of IL-6 in the
serum of PD patients in relation to the control. Other authors showed this same
result in plasma of PD patients [12][14][15]. A study [12] compared IL-6 levels
between control subjects, PD and Alzheimer’'s disease patients by ELISA, PD
patients were rated in the stages | to Ill according to HY. Other study [14]
examined IL-6 plasma concentrations in patients with PD without any previous
treatment. Already other study [15] analyzed IL-6 levels in PD patients by
ELISA in four different phases according to a cyclic exercise protocol; blood
samples were drawn before the exercise session. However, elevated IL-6 levels
in the CSF [11][12][13] and nigrostriatal dopaminergic region [10][11] of PD
patients were well documented.

One of the objectives of the present study was to detect the effect of L-
DOPA on IL-6 levels in serum. A study suggested that the alterations of the
cytokines levels in PD patients might not be due to the secondary effects of L-
DOPA therapy [17]; while other attributed to the drug itself a stimulatory effect
on |IL-6 production [16]. We found not alterations in the IL-6 levels with to L-
DOPA administration.

Abnormal immune functions have been postulated to be one of the
mechanisms underlying the pathogenesis of PD. The evidence for such
mechanisms include the alterations of cytokines production by brain of patients

with PD [21][22]. IL-6 is known to play a key role in the interaction between the

nervous and immune system, e.g., in the so-called acute phase response [12].
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Although glial cells may be involved in the pathophysiology of several
degenerative diseases, they have been poorly studied in PD. Recent evidence
supports the possibility that glial cells secrete factors that have either protective
or deleterious effects on dopaminergic neurons [23]. Signals that activate
microglia [7][24][25] and astrocytes [7][24][26][27][28][29][30] such as
neurotransmitters (e.g. noradrenaline, histamine, substance P) and
inflammatory mediators trigger IL-6 synthesis and release.

As in astrocytes, pro-inflammatory cytokines such as IL-1p e TNFa are
potent stimulators of neuronal IL-6 synthesis [31]. The fact that IL-6 synthesis in
brain cells may be induced by pro-inflammatory cytokines and neurotransmitters
/ neuropeptides, supports the concept of a tight cross-communication between
neurons and glial involving IL-6. This may be of significance not only for
maintaining brain homeostasis and neuronal differentiation, but also for
pathological processes occurring during CNS neurodegeneration [32].

Cytokines synthesis may trigger neuronal injury, leading to apoptosis.
Apoptosis prevents the release of toxic substances from dying cells, preventing
the activation of aggressive inflammation. Histopathology of PD brains suggests
the occurrence of an apoptotic process [3]. Therefore, theses changes may be
secondary or compensatory responses.

We found an inverse correlation between serum IL-6 levels and
ADL scale, indicating that the progression of the disease was associated with
the increased levels of IL-6. The patients with clinically less severe degree
presented IL-6 levels similar to controls. The increase of this protein levels with
the increase of the PD severity might be a consequence of neuronal damage of

other brain regions, which occurs with the progression of PD. Furthermore,
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inflammation initiate by neuronal damage in the striatum and substantia nigra in
PD may aggravate the course of the disease [33]. The association suggested
between high IL-6 levels in serum in patients with disease more advanced
needs to be investigated; maybe the use of drug for bigger time or a lesion
more diffuse of CNS can be an explanation.

In conclusion, our results suggest that only marginal effects occurs on
the peripheral immune system, and that the neuroimmune dysfunctions found
for other studies in post mortem brain and CSF in the PD patients seem to be
limited to the CNS. A study [34] found that early IL-6 production in the CNS
exceeded serum IL-6 levels by several orders of magnitude and that a
correlation between CSF and serum IL-6 was found only after trauma and

corresponded to a severe dysfunction of the blood-brain barrier.
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Table 1. Demographic, biochemical and clinical data of subjects evaluated. NP

= not performed; * mean + SD.

PD patients without  PD patients with L- Controls
treatment (n = 17) DOPA (n = 23) (n =23)

Age (years)* 65.3 £ 13.1 66.5+ 8.8 60.0+7.8 >0.05
Gender (male/female) (%) 41.2/58.8 65.2/34.8 34.8/65.2 0.097
Time of disease (years)* 2.8+3.9 8.1+6.1 NP 0.002
First symptom (tremor/rigidity) (%) 82.4/17.6 78.3/21.7 NP 0.749
Predominant symptom

82.4/17.6 65.2/34.8 NP 0.230
(tremor/rigidity) (%)
L-DOPA dosage* NP 563.0 + 242.8 NP -
HY scale (< 3/ > 3) (%) 70.6/29.4 47.8/52.2 NP 0.155
ADL scale (> 70/ < 70) (%) 64.7/35.3 60.9/39.1 NP 0.807
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Figure 1. Serum IL-6 concentrations in three groups were measured by ELISA.
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Figure 3. Time of disease was not associated with ADL scale and IL-6 levels (P

> 0,05).
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RESUMO: As concentragdes plasmaticas de interleucina-6 (IL-6) ndo se
encontram elevadas nos pacientes com doenca de Parkinson (PD). O objetivo
desse estudo foi avaliar os niveis de IL-6 no soro de pacientes com PD e os
efeitos da L-DOPA e da gravidade da doenga sobre estes niveis. Os niveis de
IL-6 (P > 0,05) entre os pacientes PD e controles foram similares. Contudo,
niveis elevados de IL-6 correlacionaram-se negativamente com a escala de
Atividades da Vida Diaria de Schwab e England (ADL) (r = -0,457; P< 0,05).
Nossos resultados sugerem que ocorrem somente efeitos marginais sobre o
sistema imune periférico e que o papel da IL-6 sobre a progressao da doencga

precisa ser elucidado.

PALAVRAS-CHAVE: Interleucina-6, doenca de Parkinson, citocinas, levodopa.
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INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (PD) é caracterizada por uma perda de
dopamina (DA) no estriado causada por uma degeneragcao dos neurbnios
dopaminérgicos na zona compacta da substancia nigra [1][2]. Embora muitas
hipéteses diferentes tenham sido estudadas, a PD é uma desordem
degenerativa de etiologia desconhecida [3]. Varias linhas de evidéncia sugerem
que mecanismos neuroimunes estdo envolvidos no  processo
neurodegenerativo. Ambos microglia e astrécitos sdao fontes de compostos
potencialmente tdxicos que podem agravar a injuria neuronal durante os
processos degenerativos na PD. Os astrécitos sdo geralmente conhecidos por
suas agdes protetoras sobre os neurbnios [4]. Eles secretam fatores
neurotroficos. Em contraste a esses efeitos protetores, os astrocitos podem
produzir citocinas pro-inflamatdrias e éxido nitrico [5].

Sugere-se que citocinas pro-inflamatérias, tais como o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa), a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6) induzem
neurodegeneragdo nos cérebros de pacientes que sofrem de doenga de
Alzheimer. A citocina inflamatéria IL-6 pode também estar envolvida na
patologia da PD. A reagcdo inflamatéria pode estar relacionada a
neurodegeneragao, pois essas citocinas aumentam a adesao e migragao de
leucdcitos, rompem a barreira hematoencefalica e induzem a ativagcdo das
células da glia. Isso pode, subsequentemente, conduzir a uma maior produgéo
de espécies reativas de oxigénio, a indugao da apoptose ou a uma citdlise

especifica induzida pela ativagao do sistema complemento [3].
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Citocinas pré-inflamatorias sao secretadas por células
imunocompetentes e também pela glia e neurdnios [3]. A IL-6, um membro da
familia neuropoiética de citocinas, induz a sintese de proteina de fase aguda, a
diferenciagdo de células neuronais € aumenta a sobrevivéncia das células
colinérgicas e catecolaminérgicas [6][7]. A IL-6 pode manter processos
regenerativos no cérebro [8]. Existe um envolvimento da IL-6 na proliferacéo e
ativagcao de células gliais, visto nas desordens neurodegenerativas [9].

Niveis elevados de IL-6 na regido nigroestriatal do cérebro pds-morte
[10][11] e no fluido cerebroespinhal (CSF) [11][12][13] foram encontrados na
PD. Niveis elevados de IL-6 no CSF na PD foram associados com o inicio do
processo degenerativo [13]. As concentragdes plasmaticas de IL-6 ndo foram
diferentes entre os pacientes PD [12][14][15]. Um estudo encontrou que a
levodopa (L-DOPA), em concentracdes fisiolégicas (dosagem média diaria 575
+ 230 mg), apresentava um efeito imuno-modulatério sobre as células de
ambos pacientes PD e controles, e causou uma estimulacdo da producido de
IL-6 [16]. Contudo, outro trabalho sugeriu que os niveis aumentados de
citocinas nos pacientes PD possam nao ser devido a efeitos secundarios da
terapia com L-DOPA [17].

No presente trabalho, nds estudamos os niveis séricos de IL-6 em
pacientes com PD tratados e n&o-tratados e em sujeitos controles usando
imunoensaio enzimatico de alta sensibilidade (ELISA). Nés também avaliamos

as correlagdes entre seus niveis no soro e algumas caracteristicas clinicas.
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MATERIAL E METODOS

Pacientes e controles

O soro foi coletado de 40 pacientes (23 pacientes PD recebendo L-
DOPA e 17 virgens de terapia) do Ambulatério de Disturbios do Movimento do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Todos os pacientes foram examinados
por um neurologista e foram diagnosticados como provavel PD usando como
critério a presenca de trés de quatro caracteristicas cardinais (tremor de
repouso, rigidez muscular, bradicinesia e inicio assimétrico) e nenhuma
explicacado alternativa para os achados [18]. Além disso, todos os pacientes
demonstraram uma boa resposta a L-DOPA. Os pacientes que tinham
diagndstico recente foram seguidos apos tratamento e foram excluidos do
estudo quando ndo demonstravam wuma boa resposta a drogas
antiparkinsonianas, estes pacientes foram selecionados a partir de uma triagem
de individuos da comunidade através de comunicagéo externa (jornal). A idade
variou entre 41 e 84 anos.

Os pacientes PD tratados com droga antiparkinsoniana receberam
somente L-DOPA associada a um inibidor da dopa-descarboxilase; ja estes
recebiam atendimento no Ambulatoério de Disturbios do Movimento do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. A idade variou entre 52 e 83 anos.

Um grupo da comunidade com idade e sexo similares (n=23) sem
achados neuroldgicos ou disturbios afetando o sistema nervoso central (CNS)
foi selecionado como um grupo para comparagao no estudo. A idade variou

entre 48 e 76 anos. Eles foram selecionados de individuos da comunidade.



83

O estagio clinico da PD foi avaliado de acordo com a classificacdo de
Hoehn e Yahr (HY) [19], em que os maiores valores representam um maior
grau de dependéncia; e a escala de Atividades da Vida Diaria de Schwab e
England (ADL) [20], em que os menores valores estao associados a um maior
grau de gravidade da doencga. Sujeitos com alteragdes metabdlicas, outras
doengas neurolégicas exceto PD ou com quadro inflamatério ou infeccioso
foram excluidos. Os critérios de exclusao foram os mesmos entre pacientes e
controles. Drogas e co-morbidades foram controladas em ambos os grupos.
Todos os sujeitos forneceram consentimento informado. O projeto de pesquisa
foi aprovado pelo comité de ética médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

Amostras de sangue (5 ml) dos pacientes e controles foram coletadas

sem anticoagulante e os soros foram congelados a —70°C até a analise.

Interleucina-6

O sistema Biotrak™ de ELISA para IL-6 humana (h) da Amersham
Biosciences foi utilizado para medir a IL-6 no soro de todos os pacientes e
controles. O sistema de ensaio é baseado em uma fase sélida da ELISA, que
utiliza um anticorpo para a IL-6 (h) ligado aos pogos de uma placa padrao,
juntamente com um anticorpo para IL-6 (h) conjugado a biotina e a deteccao

com streptavidina-HRP. A densidade 6ptica foi determinada a 450 nm.
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Andlise estatistica

Comparacao entre os trés grupos foi feita usando o teste Qui-quadrado
para o género, e a analise de variancia (ANOVA) (teste de Tukey) para a idade
e IL-6. Analises estatisticas, entre os grupos de pacientes PD com levodopa-
terapia e os virgens de terapia, foram realizadas com o teste Qui-quadrado
(Correcao de Yates) para o primeiro sintoma e o sintoma predominante, teste-t
para o tempo de doenga e teste de Mann-Whitney para as escalas HY e ADL.
Para avaliar o papel da L-DOPA na criacdo de alteragdes imunoldgicas, os
niveis séricos de IL-6 de pacientes recebendo tratamento com L-DOPA e
pacientes PD sem terapia com droga antiparkinsoniana foram comparados
usando teste-t. Correlacbes sao apresentadas com o coeficiente de Pearson,
para IL-6 no grupo tratado. P < 0,05 foi considerado significante

estatisticamente.
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RESULTADOS

As caracteristicas demograficas, bioquimicas e clinicas dos pacientes e
controles estao descritas na Tabela 1. A idade (P > 0.05) e o género (P =
0.097) nao foram estatisticamente diferentes nos trés grupos. Nao existiu
diferenca estatistica entre os pacientes tratados e nao tratados para o primeiro
sintoma (P = 0.749), o sintoma predominante (P = 0.23) e as escalas HY (P =
0.155) e ADL (P = 0.807). A Figura 1 demonstra que as concentragdes séricas
de IL-6 foram similares nos trés grupos.

Os niveis de IL-6 ndo variaram entre pacientes PD que sao tratados com
L-DOPA (dosagem média diaria 563.0 £ 242.8 mg) e os nao tratados (P =
0.328).

As concentragdes de IL-6 no soro do grupo com levodopa-terapia
apresentaram uma correlacdo negativa com a escala ADL (cujo escore é
menor quanto mais gravemente comprometido estiver o paciente) (r = -0.457, P
< 0.05) (Fig.2). Contudo, nao existiram associagdes entre a dosagem L-DOPA,
o tempo de doencga (Fig.3) a escala HY e os niveis de IL-6 neste grupo. Além
disso, o tempo de doenca nao apresentou correlacdo com a escala ADL
(Fig.3), mas com a escala HY apresentou correlagao positiva (r = 0.485, P <

0.02).
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DISCUSSAO

O presente estudo nao detectou uma diferenga significante de IL-6 no
soro de pacientes com PD em relagdo ao controle. Outros autores
demonstraram esse mesmo resultado no plasma [12][14][15]. Um estudo [12]
comparou os niveis de IL-6 entre sujeitos controles, pacientes PD e pacientes
com doenca de Alzheimer por ELISA, os pacientes PD foram classificados
entre os estagios I-lll de acordo com a escala de HY. Outro estudo [14]
examinou as concentracdes plasmaticas de IL-6 em pacientes PD nao tratados
anteriormente. Ja outro estudo [15] analisou os niveis de IL-6 em pacientes PD
por ELISA em quatro fases diferentes de acordo com um protocolo de exercicio
ciclico; amostras de sangue foram coletadas antes da sessao de exercicio.
Contudo, niveis elevados de IL-6 no CSF [11][12][13] e regido dopaminérgica
nigroestriatal [10][11] de pacientes PD foram bem documentados.

Um dos objetivos do presente estudo foi detectar o efeito da L-DOPA,
sobre os niveis de IL-6 no soro. Um estudo [17] sugeriu que alteragdes nos
niveis de citocinas nos pacientes PD possam nao ser devido a efeitos
secundarios da terapia com L-DOPA, enquanto que um outro [16] atribuiu a
prépria droga um efeito estimulador sobre a producdo de IL-6. Nos néo
encontramos alteragdes nos niveis de IL-6 com a administracao de L-DOPA.

Funcbes imunes anormais tém sido postuladas como um dos
mecanismos subjacentes a patogénese da PD. A evidéncia para tais
mecanismos inclui alteracbes na produgdo de citocinas pelo cérebro de

pacientes com PD [21][22]. Conhece-se o papel chave da IL-6 na interacao
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entre o sistema nervoso e o imune, por exemplo, na suposta resposta de fase
aguda [12].

Embora as células gliais possam estar envolvidas na patofisiologia de
varias doengas degenerativas, elas sdo pobremente estudadas na PD. Uma
evidéncia recente suporta a possibilidade de que células gliais secretam
fatores, que possuem ou efeitos protetores ou deletérios sobre os neurbnios
dopaminérgicos [23]. Sinais que ativam a microglia [7][24][25] e astrdcitos
[71[24][26][27][28][29][30] tais como neurotransmissores (por exemplo,
noradrenalina, histamina, substancia P) e mediadores inflamatdrios iniciam a
sintese e a liberacao de IL-6.

Como nos astrocitos, citocinas pro-inflamatérias tais como IL-18 e TNFa
sao estimuladores potentes da sintese de IL-6 neuronal [31]. O fato de que a
sintese de IL-6 nas células cerebrais possa ser induzida por citocinas pro-
inflamatdrias e neurotransmissores / neuropeptideos, suporta o conceito de
uma forte comunicagédo-cruzada entre neurénios e glia envolvendo IL-6. Isso
pode ser importante ndo somente para a manutencao da homeostase cerebral
e diferenciacdo neuronal, mas também para os processos patolégicos
ocorridos durante a neurodegeneragado do CNS [32].

A sintese de citocinas pode desencadear injuria neuronal, conduzindo a
apoptose. A apoptose previne a liberagao de substancias toxicas pelas células
que estao para morrer, evitando a ativacdo da inflamagao agressiva. Estudos
histopatolégicos de cérebros PD sugerem a ocorréncia de um processo
apoptaotico [3]. Portanto, essas mudancas podem ser secundarias ou respostas

compensatorias.



88

Nés encontramos uma correlagao inversa entre os niveis de IL-6 no soro
e a escala ADL, indicando que a progressao da doenca foi associada com os
niveis aumentados de IL-6. Os pacientes com, clinicamente, menor grau de
incapacidade apresentam niveis de IL-6 similares aos controles. O aumento
dos niveis dessa proteina com o aumento da gravidade da PD pode ser uma
consequéncia do dano neuronal de outras regides do cérebro, que ocorre com
a progressao da PD. Além disso, uma inflamagao iniciada por dano neuronal no
estriado e substancia nigra na PD podem agravar o curso da doenca [33]. A
associagao sugerida entre os niveis elevados de IL-6 no soro de pacientes com
doenga mais avangada precisa ser investigada, talvez o uso prolongado da L-
DOPA ou uma lesdo mais difusa do CNS possa ser uma explicacao.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que ocorrem somente efeitos
marginais sobre o sistema imune periférico e que disfungbes neuroimunes
encontradas por outros estudos no cérebro pds-morte e CSF nos pacientes PD
parecem estar limitadas ao CNS. Um studo [34] encontrou que a producéao
precoce de IL-6 no CNS excedia os niveis de IL-6 no soro em varias ordens de
magnitude e que uma correlagdo entre IL-6 no CSF e soro foi encontrada
somente apods trauma e correspondia a uma severa disfuncdo da barreira

hematoencefalica.
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Tabela 1. Dados demograficos, bioquimicos e clinicos dos sujeitos avaliados.

NP = nao representado; * média + SD.

Pacientes PD sem Pacientes PD com Controles

tratamento (n=17)  L-DOPA (n = 23) (n=23)

Idade (anos)* 65.3 + 13.1 66.5+ 8.8 60.0+7.8 >0.05
Género (masculino/feminino) (%) 41.2/58.8 65.2/34.8 34.8/65.2 0.097
Tempo de doenga (anos)* 2.8+3.9 8.1+6.1 NP 0.002
Primeiro sintoma (tremor/rigidez) (%) 82.4/17.6 78.3/21.7 NP 0.749
Sintoma predominante (tremor/rigidez) (%) 82.4/17.6 65.2/34.8 NP 0.230
Dosagem de L-DOPA* NP 563.0 £ 242.8 NP -

Escala HY (< 3/ > 3) (%) 70.6/29.4 47.8/52.2 NP 0.155

Escala ADL (> 70/ <70) (%) 64.7/35.3 60.9/39.1 NP 0.807
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Figura 1. As concentragdes no soro de IL-6, nos trés grupos, foram medidas

por ELISA. P > 0,05.
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Figura 2. Correlacdo entre a escala ADL e os valores de IL-6 no soro de

pacientes PD tratados com L-DOPA (n = 23; r = -0,457; P < 0,05).
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Figura 3. O tempo de doenga nao foi associado com a escala ADL e os niveis

de IL-6 (P > 0,05).
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