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RESUMO 

 
Tese de Doutorado 

Programa de Pós-Graduação em Bioquímica Toxicológica 

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil. 

O papel do polimorfismo Ala16Val da Mn-SOD no acidente vascular encefálico 

crônico: um estudo clínico 

 Autor: Eduardo Tanuri Pascotini 

Orientadora: Michele Rechia Fighera 

Co-orientador: Luiz Fernando Freire Royes 

Local e data de defesa: UFSM, Santa Maria, RS. 17 de Agosto de 2019. 

 

Considerada uma das doenças neurológicas mais frequentes, o acidente vascular encefálico 
(AVE) apresenta uma alta taxa de morbidade e mortalidade, sendo que o AVE isquêmico 
corresponde a 85% dos casos. Diversos fatores estão envolvidos na etiologia da doença, como 
alterações na permeabilidade vascular, estresse oxidativo, inflamação, apoptose e dano ao 
DNA. Entre outras consequências estão os déficits cognitivos e motores, dependendo da 
magnitude e tempo da lesão. O polimorfismo de nucleotídeo único MnSOD Ala16Val (SNP) é 
uma mutação genética da enzima antioxidante superóxido dismutase e está associado a 
fatores de risco de doenças metabólicas e vasculares, como o AVE. O fator neurotrófico 
derivado do encéfalo (BDNF) é uma neurotrofina que, entre várias funções, está associada a 
regeneração tecidual após lesões vasculares cerebrais. A acetilcolina (ACh) é um 
neurotransmissor excitatório relacionado com processos mnemônicos, aprendizado e funções 
motoras. Desta forma, foi objetivo deste estudo investigar a relação entre o polimorfismo da 
Ala16Val MnSOD com os marcadores oxidativos, inflamatórios, apoptóticos e de dano ao DNA, 
bem como, com os níveis de BDNF, ACh e atividade da AChE, memória e a capacidade 
funcional de pacientes após-AVE crônico isquêmico (AVEi) crônico. Quarenta e oito pacientes 
com AVE e 50 controles saudáveis foram submetidos a questionários, exames laboratoriais e 
testes clínicos. Os resultados mostraram uma maior proporção do genótipo VV nos pacientes 
após-AVE em comparação com indivíduos saudáveis. Os pacientes com genótipo VV também 
apresentaram níveis mais elevados de 2′-7′ diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), 
nitrito/nitrato (NOX), fator de necrose tumoral-α (TNF-α), acetilcolinesterase (AChE), caspase 8 
(CASP 8), caspase 3 (CASP 3) e PicoGreen (PG), bem como, níveis diminuídos de BDNF e 
ACh. Similarmente, nos testes cognitivos (memória de trabalho e memória total) e nos testes 
motores (Escala de Equilíbrio de Berg e o teste fitness sênior - STF), os pacientes com 
genótipo VV tiveram piores resultados quando comparados com os outros genótipos (grupo 
AVE e controles). Desta forma, os resultados sugerem uma relação do polimorfismo da MnSOD 
Ala16Val com as rotas oxidativa/nitrosativa e inflamatória, culminado na ativação da cascata 
apoptótica e dano a DNA, especialmente para aqueles pacientes com genótipo VV. Além disso, 
os pacientes (VV) mostraram os piores resultados nos testes cognitivos e motores, assim 
como, níveis reduzidos de BDNF, ACh e atividade da AChE. Assim, é plausível propor que 
pacientes com AVEi com genótipo VV apresentam um pior desempenho em relaçõ à função 
cognitiva e motora, assim como, aumento nos parâmetros oxidativos e inflamatórios. Nossos 
achados também relacionaram as alterações clínicas aos níveis reduzidos de BDNF e ACh, 
sugerindo que o conhecimento da existência do polimorfismo é importante para avaliar os 
mecanismos moleculares associados à lesão neurovascular e oferecer um tratamento 
individualizado para esses pacientes. 
 

Palavras-Chave: Acidente Vascular Encefálico, Estresse Oxidativo, Inflamação, Apoptose, 
Dano ao DNA, Memória, Funcionalidade.  
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Author: Eduardo Tanuri Pascotini 
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Co-adivisor: Luiz Fernando Freire Royes 
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Considered one of the most common neurological diseases, stroke has a high morbidity and 

mortality, and corresponds to 85% of disease cases. Several factors are involved in disease 

etiology, such as changes in vascular permeability, oxidative stress, inflammation, apoptosis 

and DNA damage. Among the main consequences are cognitive and motor deficits, depending 

on the level and time of injury. The single nucleotide polymorphism Ala16Val (SNP) is a genetic 

mutation of the antioxidant enzyme superoxide dismutase and is associated with the risk factors 

of metabolic and vascular diseases, such as stroke. Brain derived neurotrophic (BDNF) is a 

neurotrofin that, among various functions, is associated with tissue regeneration after 

cerebrovascular lesions. Acetylcholine (ACh) is a neurotransmitter related to mnemonic 

processes, learning and motor functions. Thus, this study was to investigate the relationship 

between the polymorphism Ala16Val with oxidative, inflammatory, apoptotics and DNA damage 

markers, as well, with levels of BDNF, ACh, memory and functional capacity of chronic stroke 

patients. Fourthy-eight ischemic stroke patients with and fifthy healthy controls were subjected 

to questionnaires, laboratory tests and clinical trials. The results showed a higher proportion of 

the VV genotype in stroke patients compared to healthy individuals. VV genotype patients also 

showed higher levels of 2 -7 ′ ′ diclorofluorescein diacetate (DCFH-DA), nitrite/nitrate (NOX), 

tumor necrosis factor-α (TNF-α), acetylcholinesterase (AChE), caspase 8 (CASP 8), caspase 3 

(CASP 3) and PicoGreen (PG), as well as decreased levels of BDNF and ACh. Similarly, in 

cognitive tests (working memory and total memory) and tests (Berg Balance scale and the 

senior fitness test-STF), VV genotype patients had worse results when compared with the other 

genotypes (stroke and control groups). In this way, the results suggest a relationship of 

polymorphism Ala16Val with oxidative/nitrosatve and inflammatory routes, culminated in 

activation of the apoptotic cascade and DNA damage, especially for VV genotype patients. 

Moreover, VV patients showed worst results in cognitive and motor tests, as well as low BDNF 

and ACh levels. Thus, is plausible to suggest that VV patients with present a worse 

performance in relation to cognitive and motor function, as well as increase in oxidative and 

inflammatory parameters. Our findings also related clinical changes reduced levels of BDNF 

and ACh, suggesting that knowledge of Mn-SOD polymorphism is important to evaluate the 

molecular mechanisms associated with neurovascular lesion and offer a individualized 

treatment for these patients. 

 
Key-Words: Stroke, Oxidative Stress, Inflammation, Apoptosis, DNA Damage, Memory, 
Funcionality.  
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APRESENTAÇÃO 

 

No item INTRODUÇÃO está descrita uma revisão de literatura sobre os 

temas abordados nesta tese.  

Os resultados que fazem parte desta tese estão sob a forma de 

manuscrito, os quais se encontram no item ARTIGO CIENTÍFICO (manuscrito 

1 e 2). As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas encontram-se nos respectivos manuscritos e representam a 

íntegra deste trabalho.  

 Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÃO da tese apresentam 

interpretações e comentários gerais sobre os manuscritos científicos contidos 

no final neste trabalho. 

O item REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS refere-se somente as 

citações que aparecem nos itens INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO desta tese. 

 O item ANEXOS refere-se ao questionário clínico utilizado neste estudo, 

aos testes físicos aplicados, assim como o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) e o Termo de Confidencialidade.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Acidente Vascular Encefálico 
 
 
 O AVE trata-se de um bloqueio parcial ou total, de forma súbita da 

circulação sanguínea no encéfalo (NORRVING e KISSELA, 2013), que pode 

ser causada por uma oclusão embólica ou trombótica da artéria cerebral, o que 

caracteriza o AVE isquêmico (AVEi), ou por um extravasamento de sangue 

através de um vaso sanguíneo rompido, caracterizando o AVE hemorrágico 

(AVEh) (Figura 1) (WOODRUFF et al., 2011).  

 

Figura 1- AVE Isquêmico e Hemorrágico. Figura ilustrando a isquemia cerebral por placa 

ateromatosa, seja por formação local ou êmbolo, caracterizando o AVE isquêmico (A) e o AVE 

hemorrágico (B) quando há ruptura vascular. AVE – Acidente Vascular Encefálico. Criado por 

Matheus Pascotini.  

 

Entre os fatores associados para o AVE estão relacionados os 

modificáveis (MOHD ZULKIFLY  et al., 2016) e os não modificáveis 

(GOLDSTEIN et al., 2011), sendo o primeiro relacionado aos hábitos de vida e 

o segundo a questões genéticas e temporais, sendo que, estes fatores são 

múltiplos e combinados (Tabela 1), demonstrando a heterogeneidade da 

doença. Ainda, segundo Schmidt e colaboradores (2011), passados seis meses 

do acometimento do AVE, a patologia pode ser considerada crônica. 
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NÃO MODIFICÁVEIS MODIFICÁVEIS 

IDADE DOENÇAS CARDÍACAS 
SEXO DIABETE MELLITUS 
ETNIA/RAÇA CONSUMO EXCESSIVO DE ÁLCOOL 

HISTÓRIA FAMILIAR DE AVE/AIT 
ESTENOSE ASSINTOMÁTICA DA 

CARÓTIDA 
 HIPERTENSÃO 

 FUMO 
 SEDENTARISMO 
 OBESIDADE 
 FIBRILAÇÃO ARTERIAL 

 DISLIPIDEMIA 

Tabela 1: Principais fatores associados para o AVE. 

 

Entre as principais sequelas motoras pós-AVE estão a diminuição da 

força muscular, incoordenação motora e hipertonia espástica no lado 

contralateral à lesão (Figura 2) (FRANCISCO et al., 2006), resultando em perda 

da funcionalidade, através de distúrbios da marcha, perda do equilíbrio, 

incapacidade ou limitação para realização das atividades de vida diárias 

(AVDs) (BRUCK et al., 2000; MARTINS et al., 2004; NUNES e QUEVEDO, 

2004). Além disso, pesquisas demonstram efeitos danosos a processos 

cognitivos pós-AVE, como a capacidade de funcionamento executivo, 

velocidade de processamento de informações e memória (DASSONVILLE et 

al., 2016; HIMI et al., 2016). 

 

Cruzamento 
das Vias 
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Figura 2- Sintomas de AVE. Figura ilustrando o local do acometimento do AVE e as 

consequentes respostas físicas no lado contralateral em razão do cruzamento dos nervos em 

nível de tronco cerebral. Criado por Matheus Pascotini.  

 

Segundo a OMS (2010), o AVE é a terceira maior causa de mortalidade 

no mundo e a maior em termos de perda de funcionalidade e capacidade físico-

motora. Já no Brasil, segundo Garritano, et al (2012), dados recentes apontam 

que o AVE é a causa mais frequente de óbitos na população em adultos, e, 

entre aqueles pacientes que sobrevivem, 70% não retornam ao seu trabalho e 

30% necessitam de auxílio para caminhar e realizar as AVDs (BELDA-LOUIS 

et al., 2011). 

 

1.2 Patofisiologia 

 

No AVEi, há a formação de duas regiões dentro do território isquêmico, 

um território nuclear central e outra região que envolve essa área central, que é 

a zona de penumbra isquêmica (KUMAR et al., 2010). Nesta zona de 

penumbra a ausência de oxigênio é suficiente para levar à redução elétrica, 

sem despolarizar a membrana neuronal. O fluxo e o metabolismo oscilam entre 

condições adversas e possíveis, ocorrendo a viabilidade do tecido (FANN et al., 

2013). 

Incialmente após a isquemia cerebral ocorre a hipoperfusão, que, 

consequentemente gera uma insuficiente oferta de glicose e oxigênio ao 

cérebro, induzindo à falha bioenergética tanto pelo bloqueio ou pela redução da 

produção de adenosina trifosfato (ATP) (HERTZ et al., 2007; ROSSI et al., 

2007). Esta depleção energética interrompe os processos dependentes de 

ATP, começando pela Na+/K+-ATPase, resultando na falha do controle do 

gradiente iônico das membranas, e, consequentemente, aumentando o influxo 

de Na+ , Cl- e Ca2+ para dentro das células (MORO et al., 2005). 

É nesta região de penumbra, que por ainda haver disponibilidade de 

glicose e oxigênio dos vasos sanguíneos colaterais, geralmente resulta um 

diferente tipo de morte celular, dependente de pouca energia, a apoptose 

(BROUGHTON et al., 2009). Nesse sentido, as alterações clínicas relacionadas 

com o AVEi, podem ser causadas por vários mecanismos, entre os principais 

podemos citar a falha energética celular, a excitoxicidade, o estresse oxidativo, 
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a sinalização apoptótica, assim como, os processos inflamatórios (SHICHITA et 

al., 2012; ZHANG et al., 2012). 

Outro agente com importante papel na patogênese do dano cerebral é a 

liberação excessiva de glutamato, ou a excitotoxicidade glutamatérgica 

(CULMSEE e KRIEGLSTEIN, 2005). A despolarização anóxica nos neurônios 

causa a abertura dos canais de cálcio voltagem-dependentes no terminal pré-

sináptico e permite um influxo de Ca2+, induzindo a liberação descontrolada de 

glutamato na fenda sináptica. Além disso, a despolarização de neurônios 

adicionais, causando o influxo de Ca2+ e liberação de glutamato, leva a 

amplificação do insulto isquêmico inicial, e, somados a isto, a geração de RLs e 

outras espécies oxidantes, podem destruir organelas e a membrana 

plasmática, contribuindo para a disfunção da barreira hemato-encefálica e o 

edema tecidual (MORO et al., 2005; BREDER et al., 2000; MONGIN, 2007).   

O estresse oxidativo, caracterizado como um desequilíbrio entre as 

defesas antioxidantes e agentes oxidantes (SIES, 1997), tem um importante 

papel na patofisiologia do AVEi (CHERUBINI et al, 2005; SAMSON et al, 2005). 

O aumento na produção de espécies reativas (ER) como o ânion superóxido 

(O2
-) pode levar a formação de ER adicionais, como o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), radical hidroxil (OH-) e peroxinitrito (ONOO-) (HEEBA e El-HANAFY, 

2012). Além disso, esta produção aumentada de ER, podem culminar na 

ativação de citocinas pró-inflamatórias como a interleucina-1β (IL-1β) e a 

interleucina 6 (IL-6) e também do TNF-α, o que, acabará potencializando o 

aumento da peroxidação lipídica e causando disfunção vascular e danos 

proteicos e ao DNA (BANATI et al, 1993; ROTHWELL et al, 1997). (Figura 3).  

 

Peroxidação Lipídica Dano Protéico e ao DNA Disfunção Vascular 

Citocinas 

Oxidação do 

LDL 
Disponibilidade de NO 
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Figura 3- Patofisiologia do AVE. Figura demonstrativa do processo de acúmulo de espécies 

reativas, como o ânion superóxido, após o acometimento do AVE, o que leva ao aumento de 

ER adicionais como o peróxido de hidrogênio, o radical hodrixil e o peroxinitrito. Posteriormente 

levando à ativação de citocinas pró-inflamatórias como a IL-1β e a IL-6 e também do TNF-α, 

culminando no aumento da peroxidação lipídica e causando disfunção vascular e danos 

proteicos e ao DNA. Elabarado pelo Autor.  

 

Adicionalmente, muitos estudos também descrevem a participação da 

via inflamatória na patofisiologia do AVE (CHAMORRO e HALLENBECK, 2006; 

PANDYA et al., 2011) e esta resposta inflamatória pode contribuir para o dano 

isquêmico cerebral (CHAMORRO e HALLENBECK, 2006). Após o AVEi, as 

células microgliais são ativadas rapidamente em reposta a este evento 

(NAKAJIMA E KOHSAKA, 2001) e esta ativação induz a produção de citocinas 

inflamatórias, incluindo o TNF-α, o que aumenta o dano tecidual (BANATI et al., 

1993; ROTHWELL et al., 1997).  

Após a ligação do TNF-α, seus receptores podem ser interligados 

levando a ativação das caspases iniciadoras, como a CASP 8, seguido da 

ativação das caspases executoras, como a CASP 3, por meio da via apoptótica 

extrínseca (SCHNEIDER-BRACHERT et al., 2004), assim como desencadeia a 

ativação da caspase 9 (CASP 9) (executora), na via apoptótica intrínseca, 

(GROSS et al., 1999) por meio da clivagem dos membros da família dos 

fatores pró-apoptóticos Bcl-2 para iniciar o processo apoptótico induzido pela 

mitocôndria culminando no dano celular (GRAHAM, 2001; SUGAWARA, 2004). 

Além disso, a resposta inflamatória parece também estar envolvida na 

liberação e regulação de várias moléculas no sistema nervoso central, como 

fatores de crescimento e neurotrofinas (SAHA et al., 2006). (Figura 4).    
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Figura 4- Cascata Inflamatória e Apoptótica após o AVE. Rota apoptótica extrínseca e 

intrínseca seguida da isquemia cerebral. Após a isquemia cerebral (1) ocorrem repostas 

inflamatórias sistêmicas e focais. Após a liberação de citocinas inflamatórias, entre elas o TNF-

α, que liga-se ao receptor de morte na membrana celular e, através de um adaptador molecular 

(FADD), ativa a pró-caspase 8 que, por sua vez, ativa a CASP 8 (iniciadora) e a CASP 3 

(executora) (3), clivando a PARP e ativando a CAD, e, culminando no dano ao DNA e morte 

celular (rota extrínseca). A CASP 8 também, juntamente com a produção aumentada de ROS, 

é capaz de ativar uma proteína pró-apoptótica (BID) que desregula o poro de transição 

permeável da membrana, permitindo a liberação do citocromo c, que juntamente a caspase 9 

formarão o apoptossoma, e então ativarão a CASP 3, e a apoptose prossegue assim como na 

rota extrínseca (rota intrínseca). Criado por Matheus Tanuri Pascotini (2015).  

1.3 Biomarcadores de estresse oxidativo e inflamação 

 

A importância das espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs) na patofisiologia de diversas desordens 

neurológicas já foram demonstradas em diversos estudos (CHAN, 2001; 

BENEDICTO et al., 2008; NAI-WEN et al., 2014). Estas ERs não têm, 

necessariamente, um desemparalhamento na camada de valência (DROGE, 
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2002), diferentemente dos RL, que são átomos ou grupo de átomos que 

contém um ou mais elétrons desemparelhados (SOUTHORN E POWIS, 1988). 

Enquanto existentes, estas espécies buscam estabilidade reagindo com 

a matéria circundante, e, desta maneira causam danos às membranas 

celulares, proteínas e DNA (AMES et al., 1994). Os RLs são altamente reativos 

com moléculas como o DNA e os lipídios, pareando com seus elétrons e 

causando oxidação destas moléculas (DROGE, 2002). Diversas EROs e suas 

derivadas são geradas após o AVE, sendo o O2
-, o H2O2, e a mais reativa de 

todos, o OH-. O O2
- é formado na mitocôndria, a partir da aquisição de um 

elétron adicional pelo oxigênio, deixando a molécula com um elétron 

desemparelhado somente (CHAN, 2001).  

Enzimas pró-oxidantes como a xantina oxidase e NADPH oxidase 

também catalisam a geração de O2
-, sendo que este pode reagir com o NO e 

produzir o ONOO-, este um radical fortemente reativo que causa disfunção 

proteica (BECKMAN et al., 1990). O OH- é produzido através do H2O2 por uma 

reação envolvendo o cobre (Cu+1) ou ferro (Fe+2) no processo conhecido como 

reação de Fenton, assim como, a partir da união de O2
- e H2O2 na reação de 

Haber-Weiss, ou ainda, a partir do ONOO- (BECKMAN et al., 1990; CHAN, 

1996).  

Enquanto níveis fisiológicos de ER podem ser eliminados por um 

sistema antioxidante enzimático e não-enzimático eficiente (NAVARRO e 

BOVERIS, 2008), nos casos de desequilíbrio na produção destas espécies, a 

ação deste sistema se torna comprometida (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). 

Embora as EROs apresentem papéis fisiológicos relevantes, o aumento das 

concentrações que levam ao estresse oxidativo têm sido relacionado a várias 

condições patológicas (SIMS e MUYDERMAN, 2010) como o AVE 

(PASCOTINI et al., 2015). Isto ocorre principalmente devido ao cérebro ser 

especialmente propenso a danos mediados pelas espécies reativas, que está 

relacionado ao alto consumo de O2, ácidos graxos poli-insaturados e presença 

de metais de transição, e a redução das defesas antioxidantes (LESZESK et 

al., 2016).  

Entre as enzimas componentes do sistema de defesa antioxidante, a 

superóxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx), glutationa 

redutase (GSH) e a catalase (CAT) fazem parte das enzimáticas, assim como a 
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glutationa reduzida, e vitaminas A, C, D e E são parte das não-enzimáticas 

(HALLWELL e GUTTERIDGE, 1995; CHAN, 2001), e a SOD tem o papel de 

degradar o O2
- em H2O2, o qual será posteriormente convertido em água (H2O). 

(NELSON et al, 2006; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). 

A SOD (EC1.15.1.1) é uma metaloenzima que desempenha importante 

papel, já que catalisa a dismutação do radical superóxido em peróxido de 

hidrogênio e oxigênio molecular.  O H2O2, por sua vez, é degradado pela CAT 

ou GSHPx, resultando em água e O2. Existem três classes de SOD, 

dependendo de sua localização e do metal componente: SOD1, SOD2 e 

SOD3. (ZELKO e MARIANI, 2002).  

A SOD Cobre/Zinco (SOD1) é uma enzima dimérica codificada pelo 

gene humano da SOD1, necessita de cobre e zinco como cofatores e é 

encontrada no citosol ou no meio extracelular. A SOD dependente de 

Manganês (MnSOD ou SOD2) requer manganês para exercer sua atividade e é 

encontrada na mitocôndria (NELSON et al., 2006; HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2007; CHEN et al., 2011). A SOD3 é uma enzima extracelular 

dependente de cobre e zinco: é a mais recente descoberta dessa família de 

enzimas, possui um peso molecular de 135.000 Da e uma das suas 

características é a sua alta afinidade pela heparina. Além disso, SOD3 foi 

primeiramente detectada em plasma humano, linfa, ascites e fluido 

cerebroespinhal e o padrão de expressão dessa enzima é altamente restrito a 

células e tecidos específicos, em que a sua atividade pode exceder a da SOD1 

e MnSOD (ZELKO E MARIANI, 2002). 

Dentre os métodos utilizados na mensuração da produção de H2O2, um, 

baseado na fluorescência do DCFDA, está sendo reaplicado para mensuração 

de EROs na mitocôndria. O princípio do método se baseia na detecção das 

EROs sendo proporcional a um aumento nos níveis basais, o que emite uma 

intensa fluorescência verde, somente após a desacetilação e consequente 

oxidação, predominantemente, mas não exclusivamente, do H2O2 (ESPOSTI, 

2002). O DCFDA adentra as células e acumula principalmente no citosol. Para 

evitar citotoxicidade, as células devem ser preparadas com o DCFDA em 

baixas concentrações (BINDOKAS et al., 2003). O produto fluorescente, 

diclorofluorosceína (DCF), pode ser quantificado precisamente por calibrações 

padrão (ESPOSTI, 2002).  



21 

 

O NO desempenha importante papel no sistema biológico, atuando 

como uma molécula mensageira mediadora de diversas funções, incluindo 

vasodilatação, inibição de agregação plaquetária, neurotransmissão, 

aprendizado e formação da memória (MIRANDA, 2001). O NO reage com 

EROs e moléculas biológicas como o O2
-, para formar diversos produtos, entre 

eles o nitrito e o nitrato, metabólitos do NO endógeno acessíveis para análise 

quantitativa (ROMITELLI, 2007). A mensuração dos produtos finais do NO, 

NOx, são comumente utilizados para mediar a produção do NO (TATSCH, 

2011).  

Em resposta a quadros inflamatórios, infecciosos e outras mudanças 

ambientais, ocorre a liberação do TNF-α, que é uma potente molécula pró-

inflamatória, produzida por diversos tipos celulares incluindo os macrófagos, 

monócitos, linfócitos e fibroblastos (BAUND e KARIN, 2001). O TNF-α medeia 

a ativação de diversos fatores de transcrição levando a um aumento na 

expressão genética (HERBEIN e KHAN, 2008). A ligação do TNF-α aos seus 

receptores pode ativar diferentes vias sinalizadoras, entre elas, a via apoptótica 

(PARK e BOWERS, 2010). Sabe-se que o TNF-α é uma citocina altamente 

prejudicial no AVE, estando envolvida na expansão do infarto cerebral 

(BARONE et al., 1997). 

Alguns estudos já demonstraram que o processo inflamatório é dirigido 

por várias citocinas, entre elas o TNF-α, sendo que as suas concentrações vem 

se mostrando bastante elevadas em pesquisas envolvendo indivíduos pós-AVE 

(FERRARESE et al., 1999; AL-BAHRANI et al., 2007), Da mesma forma tem 

sido proposto que o TNF-α é uma importante molécula efetora na apoptose, na 

liberação do citocromo c e ativação da CASP 3 (BRADHAM et al., 1998; 

TAFANI et al., 2000).  

A AChE, uma enzima envolvida em funções imunes, é expressa nos 

linfócitos T e promove a hidrólise da ACh para colina e acetato. Esta tem 

função anti-inflamatória, pela supressão da produção de citocinas pró-

inflamatórias (KAWASHIMA e FUJI, 2003; SKOK et al., 2007). Alguns estudos 

demonstram uma ligação entre as rotas inflamatórias e a sinalização 

colinérgica (METZ e TRACEY, 2005; SHAKED et al., 2009). Especificamente, 

as vias colinérgicas anti-inflamatórias inibem a síntese e liberação de citocinas 
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através da ativação do receptor de ACh (HEJMADI et al., 2003). Já foi 

demonstrado uma inter-relação entre as reações inflamatórias e a capacidade 

de hidrólise de ACh, sugerindo que o aumento nesta capacidade induzida pelo 

estresse pode acentuar a resposta inflamatória ao AVE. A via anti-inflamatória 

colinérgica pode ser atenuada pela atividade da AChE, através da hidrólise e 

inativação da ACh, e é modulada em danos inflamatórios (KAUFER et al., 

1998).   

As citocinas inflamatórias elevadas podem, por si só, causar danos 

neurológicos, e, consequentemente, a atividade da AChE pode refletir a 

intensidade da resposta neuroinflamatória em pacientes que sofreram AVE 

(ASSAYAG et al., 2010). Ainda, pode antagonizar a sinalização colinérgia vagal 

em nível dos macrófagos. (Ofek, et al. 2007; Shaked, et al., 2009), promovendo 

um efeito inflamatório sistêmico (aumento do TNF-α) a uma resposta apoptótica 

(ativação das CASP 8 e 3). De fato, níveis aumentados de TNF-α podem 

exacerbar a ligação com seus receptors e levar à ativação das caspases 

executoras como a CASP 8, através da rota apoptótica extrínsica. (MICHEAU 

and TSCHOPP, 2003; SCHNEIDER-BRACHERT et al., 2004). 

1.4 Biomarcadores de apoptose e dano ao DNA 

 

Diferente da necrose, a apoptose trata-se de uma morte celular 

programada, com mecanismos regulatórios complexos e diferenças 

morfológicas. O seu papel na homeostase tecidual é extremamente importante, 

porque um desequilíbrio em sua regulação pode ter resultados fatais. A 

apoptose por estar envolvida com patologias oncogênicas, autoimunes e 

degenerativas, incuindo a isquemia cerebral. Duas rotas executoras contribuem 

para a apoptose: a rota extrínseca e a rota intrínseca. Cada uma delas contêm 

componentes dependentes ou independentes das caspases (ZHANG et al., 

2004). Este processo se dá através de cisteínas proteases, as caspases, que 

são divididas em classe iniciadora e classe executora da apoptose. Os 

membros da classe de caspases iniciadoras são as caspases-1, -2, -5, -8, -9, -

10, -11 e -12. As caspases executoras são as caspases-3, -6 e -7 (DEGTEREV 

et al., 2003).  
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Dentro da rota apoptótica dependente das caspases, a via extrínseca é 

iniciada pela ligação dos receptores de morte celular. Esta ligação resulta na 

formação do complexo sinalizador de morte, o qual contém múltiplas moléculas 

adaptadoras. A CASP 8 então é ativada, e recruta diretamente as caspases-3 e 

-7, e a rota apoptótica extrínseca prossegue (LIOU et al., 2003; ZHANG et al., 

2004). 

A partir da clivagem de uma classe de proteínas anti-apoptóticas, a rota 

mitocondrial é estimulada e a via intrínseca de apoptose é iniciada. Esta via 

inicia com o aumento da permeabilidade mitocondrial externa, o que leva ao 

extravasamento de determinadas proteínas mitocondriais, incluindo o citocromo 

c. A ativação consequente da caspase-9, iniciadora, ativa novamente as 

caspases executoras -3 e -7 e a apoptose segue, resultando na morte celular 

(GRAHAM, 2002; LIOU et al., 2003). 

Desta forma, as análises quantitativas das CASP 8 (iniciadora) e CASP 

3 (executora), podem ser importantes indicativos de morte celular programada 

após AVEi (ZHANG et al., 2004) (Figura 4).  

 

Figura 5- Indução da apoptose pelo aumento da geração de ERO intracelular. Quando 

ERO aumentam no interior da célula ocorre o estresse oxidativo, alterações nas membranas 

mitocondriais, dissipação do potencial de membrana mitocondrial, liberação dos fatores 
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apoptogênicos para o citoplasma, culminando com a ativação da cascata das caspases e 

apoptose. Adaptado de Andrade et al. (2011) 

 

O tecido celular sofre mudanças em razão de determinados processos 

fisiológicos e patológicos, e estas mudanças são, geralmente, estimadas 

através da mensuração do conteúdo de DNA (HUNKIZER, 1992).  A 

quantificação dos ácidos nucléicos é um passo crucial em muitas aplicações 

diagnósticas e biológicas. Diversos ensaios estão disponíveis para 

quantificação do DNA solúvel, porém poucos são específicos e sensitivos para 

DNA dupla fita como o PG (VITZTHUM et al., 1999). Este método de 

quantificação apenas emite fluorescência quando se liga com o DNA dupla fita, 

diferenciando-se da maioria de outros ensaios onde a afinidade pelo DNA e 

RNA diminuem suas especificidades (HÁ et al., 2011).  

O método de quantificação do PG tem uma sensibilidade de 20 a 400 

vezes maior que outros ensaios conhecidos como Hoechst 33258, YO-PRO-1 

com corante cianina monomérico e YOYO-1 com corante cianina dimérico, 

utilizando um fluorímetro padrão (SINGER et al., 1997).  

 

1.5 Fator Neurotófico Derivado do Encéfalo – BDNF 

De acordo com McAllister (1999), o BDNF é um membro da família das 

neurotrofinas, sendo o fator neurotrófico mais distribuído no encéfalo, que tem 

um papel essencial na plasticidade e regeneração neuronal em doenças 

neurodegenerativas. Além disso, é responsável pela modulação da plasticidade 

do sistema nervoso central durante a aprendizagem e a recuperação das 

habilidades motoras (HELM et al., 2016). Nestas situações, os níveis de BDNF 

diminuem, com um aumento paralelo de substâncias pró-inflamatórias, como o 

TNF-α. (NAGATSU e SAWADA, 2005). Além disso, o BDNF pode passar a 

barreira hemato-encefálica em situações como o AVE, e exercer uma ação 

protetora no local da lesão durante a fase aguda pós-isquêmica (LAZZARO et 

al., 2007), assim podendo reduzir os riscos do AVE pelos seus efeitos 

neurotróficos e vasculares (NAVARATNA et al., 2011 ; PIKULA et al., 2013). 

A expressão do BDNF também apresenta uma relação com o 

decréscimo da função cognitiva pós-AVE e, posteriormente, com sua 

recuperação em fases mais tardias (HIMI et al, 2016). Alguns estudos 
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mostraram que o decréscimo nos níveis de BDNF correlacionam-se 

positivamente com déficits de memória em doenças neurodegenerativas (LI et 

al., 2009; ERICKSON et al., 2010), entre elas o AVE (ZHANG et al., 2012). Os 

mecanismos que permitem plasticidade neuronal pós-AVE são semelhantes 

aos que promovem a reorganização neuronal no encéfalo durante a 

aprendizagem saudável (KLEIM e JONES 2008; MURPHY e CORBETT 2009). 

O papel do BDNF na plasticidade neuronal é dependente da estimulação 

e liberação da forma madura do BDNF (mBDNF). A forma madura do BDNF se 

tornou um importante alvo de pesquisas em plasticidade neural relacionados 

com o aprendizado, secundário ao seu papel na mediação da indução e 

manutenção da potenciação de longa duração (LTP) (LU et al., 2008).  

Finalmente, seu transporte através da barreira hemato encefálica (BHE) 

não ocorre em condições normais, porém, em casos como o AVE, sim. E, esta 

migração de BDNF através da BHE, pode ser importante durante a fase de 

pós-isquêmica, pondendo ter uma ação protetora no local da lesão (LAZZARO, 

2007). 

 

1.6 Acetilcolina - ACh 

A ACh atua com função anti-inflamatória, pela supressão da produção 

de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, e atua na regulação de funções 

vitais como a memória, o aprendizado e o movimento (KAWASHIMA e FUJI, 

2003) e a AChE é uma enzima envolvida em funções imune, expressa nos 

linfócitos T, que promove a hidrólise da ACh para colina e acetato, sendo, entre 

outros, considerada uma enzima pró-inflamatória (SKOK et al., 2007).  

A ACh pode melhorar a codificação das memórias pela influência dos 

inputs aferentes ao córtex, fazendo com que os circuitos corticais respondam 

ao estímulo sensorial, enquanto diminui o feedback excitatório mediante 

retroalimentação. Estas mudanças dinâmicas resultam da potencialização dos 

inputs aferentes nocotínicos, e da inibição do feedback excitatório dos 

neurônios pré-sinápticos muscarínicos (HASSELMO, 2006).  

 

1.7 Polimorfismo MnSOD Ala16Val  

A MnSOD é uma molécula homotetramétrica composta por tetrâmeros 

de aproximadamente 23 quilodaltons (kDa) por subunidade. É uma enzima 
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antioxidante considerada como primeira linha de defesa codificada por um 

gene nuclear e é encontrada na sua forma ativa na matriz mitocondrial 

(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; BRESCIANI et al., 2013). A SOD2 uma das 

três isoformas desta enzima antioxidante, (CHEN et al, 2011), contém um gene 

com 5 exons e está localizada no cromossoma 6q25 (ROY et al, 2006). Um dos 

mais comuns polimorfismos da MnSOD é devido a substituição da alanina 16 

(GCT) com a valina (GTT), resultando no polimorfismo Ala16Val. (Figura 6). 

 

Figura 6- Estrutura da SOD 2 e Polimorfismo Ala16Val Mn-SOD. A SOD2 contém um gene 

com 5 exons e está localizada no cromossoma 6q25. Um dos mais comuns polimorfismos da 

MnSOD é devido a substituição da alanina 16 (GCT) com a valina (GTT), resultando no 

polimorfismo Ala16Val. 

 

Esta mutação pode refletir em uma redução funcional da enzima em 

nível mitocondrial, o que implicaria em uma eficiência diminuída da MnSOD 

(COLLINSON et al, 2006), sendo que, segundo Peacock e Morris (2006), a Ala-

MnSOD demonstrou uma maior efetividade no controle da geração de O2
- 

mitocondrial em relação à mutação Val-MnSOD. (Tabela 2). 

Alelo Genótipo Aminoácido Estrutura da 

Proteína 

Eficiência 

Enzimática 

A AA Alanina Alfa-Hélice 40% maior 

A/V AV Alanina/Valina Helicoidal Intermediária 

V VV Valina Beta-Lâmina Baixa 

Tabela 2 – Estruturas e características dos genótipos do Polimorfismo Ala16Val Mn-SOD.  

 

Ainda, sobre esta mutação, Palmirotta et al (2015) investigaram 

possíveis associações com a migraina e sugeriram que este polimorfismo pode 
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ser a causa de desequilíbrio oxidativo associado à depressão cortical, 

causando uma superestimulação dos neurônios trigêminais e aumento da dor. 

Apesar desta mutação ser bastante comum, outros polimorfismos podem estar 

associados ao AVE, como o Met66Val, resultando em aumento nos riscos de 

complicações após cirurgias vasculares, especialmente para os pacientes que 

possuem o alelo Met. (WESTBROEK et al., 2012). 

 

1.8 . Alterações cognitivas pós-AVE 

O AVE é responsável por um significativo declínio cognitivo em 1/3 dos 

pacientes que sofrem a patologia (SUN et al., 2014), sendo que o risco destes 

déficits ocorrerem futuramente aumenta de 5 à 8 vezes para estes pacientes 

(QU et al., 2015). Embora os mecanismos envolvidos neste déficit cognitivo 

não estejam totalmente estabelecidos, as lesões em áreas como o hipocampo, 

substância branca e o córtex cerebral contribuem para esta patogênese (SUN 

et al., 2004).  

Estes déficits podem afetar a capacidade dos pacientes em viver 

independentemente, mesmo após certa recuperação dos danos físicos, assim 

como o risco de outros acometimentos da doença aumentam, além da 

evolução para demência ou até mesmo o aumento no risco de mortalidade 

(CHANDER et al., 2015). Estes danos podem envolver dificuldades na fala, 

entendimento e compreensão, memória, processamento de informações, 

raciocínios simples e complexos (SUN et al., 2004). 

Existem terapias farmacológicas e não farmacológicas para o tratamento 

destes déficits (BAHAR et al., 2013; STRAUBMEIER et al., 2017) sendo que a 

segunda se mostra mais efetiva para os casos de danos considerados de baixo 

a moderado impacto (OLAZARÁN et al., 2010; STRAUBMEIER et al., 2017). A 

reabilitação cognitiva é considerada uma destas terapias não farmacológicas, a 

qual promove a melhora destes déficits através de diferentes rotas, como o 

aumento nos fatores de crescimento (GOMÉZ-PINILLA et al., 1998; KESSLAK 

et al., 1998; HINDLE et al., 2013).  

Neste sentido, a administração de fatores de crescimento como o BDNF, 

tem demonstrado capacidade em potencializar a função cognitiva tanto em 

condições fisiológicas quanto patológicas, e, junto da ACh, têm sido alvo de 

pesquisas e interesse no sentido de buscar a compreensão de seus papeis 
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nesta reabilitação, bem como a importância clínica que podem exercer para 

futuros prognósticos nesta patologia (YOUNG et al., 2015; HARRIS et al., 

2016). 

  

1.9 . Alterações motoras pós-AVE 

Déficits nas funções motoras são consequências comuns após o 

acometimento do AVE, sendo que 75% dos sobrevientes à esta patologia 

apresentam disfunções motoras como a diminuição da força muscular, 

incoordenação motora e hipertonia espástica no lado contralateral à lesão que 

persistem para a fase crônica da doença, lenvando a perda da funcionalidade e 

comprometendo a qualidade de vida destes pacientes (GRESHAM et al., 

2004). Durante os 6 primeiros meses após o AVE, alguma recuperação motora 

espontânea ocorre (JORGENSEN et al., 1995), porém, as melhoras futuras 

dependerão de um programa de reabilitação motora. O processo de 

reabilitação motora é uma forma de aprendizado motor (WARRAICH e KLEIM, 

2010), o qual refer-se a uma mudança no comportamento motor por prática ou 

experiência. (SCHMIDT e LEE, 2005). Desta forma, é importante que os 

indivíduos que sofreram o AVE, engagem em um programa de reabilitação 

motora, para reaprender habilidades e capacidades que foram perdidas ou 

afetadas graças a pataologia. (MANG et al., 2013). 

Este aprendizado, ou reaprendizado, motor dá-se por um processo 

chamado de neuroplasticidade (WARRAICH e KLEIM, 2010), que é definida 

pela capacidade do sistema nervoso central (SNC) em realizar mudanças na 

estrutura e funcionalidade neuronal em reposta a novas experiências. (KLEIM e 

JONES, 2008). Inicialmente, o aprendizado relacionado à plasticidade envolve 

o fortalecimento dos neurônios existentes, bem como a formação de novas 

conexões neurais que darão suporte à este aprendizado (WARRAICH e 

KLEIM, 2010; HOSP e LUFT, 2011).  

Esta neuroplasticidade pode ser detectada através de técnicas como 

estimulação cerebral não invasiva, para medir mudanças no tamanho, local e 

nos mapas de excitabilidade motora cortical, e a ressonância magnética 

funcional, que mede as alterações na ativação e recrutamento nas regiões 

encefálicas envolvidas com o movimento (WARRAICH e KLEIM, 2010). 
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Alguns estudos mostram a relação bioquímica, assim como os aspectos 

cognitivos e a funcionalidade, em fases agudas do AVE,  porém são escassos 

os trabalhos que enfatizaram seus estudos na fase crônica da doença 

(PASCOTINI et al., 2015). Da mesma forma, n o se tem descrito na literatura 

investiga  es a respeito da associa  o do polimorfismo gen tico da  Ala16Val 

MnSOD  no AVE. 

Nesse sentido, torna-se importante avaliar se existe uma relação entre o 

polimorfismo genético da MnSOD Ala16Val com as alterações clínicas, assim 

como, com marcadores oxidativos, inflamatórios e apoptóticos na fase tardia do 

AVE.  O esclarecimento da relação desse genótipo na doença neurovascular 

poderá auxiliar em um melhor conhecimento da patologia e em possíveis 

ferramentas diagnósticas e de tratamento para a população acometida. 

 
2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
- Avaliar a relação entre o polimorfismo genético da Ala16Val MnSOD com os 

os testes cognitivos e motores, assim como a relação com os marcadores 

oxidativos, inflamatórios e BNDF em pacientes após-AVE isquêmico crônico. 

 
2.2 Objetivos Específicos 
 
Comparar entre os pacientes após AVE com indivíduos saudáveis os seguintes 

parâmetros, entre os diferentes genótipos do polimorfismo da Ala16Val 

MnSOD: 

 
- Descrever as características da população em estudo em relação à idade, 

sexo, índice de massa corporal (IMC) e o polimorfismo genético da Ala16Val 

MnSOD, assim como fatores associados ao AVE como hipertensão arterial, 

diabetes, dislipidemia, tabagismo e sedentarismo.  

- Investigar os níveis séricos de nitrito e nitrato (NOx) e de diacetato de 2‟-7‟-

diclorofluorosceína (DCFDA). 

- Analisar os níveis séricos do TNF-α e BNDF. 

- Analisar as atividades séricas da ACh e AChE.  
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- Avaliar a cascata apoptótica, através da ativação das caspases 9, 8 e 3 

séricas. 

- Investigar os possíveis danos ao DNA por meio do teste de PicoGreen em 

leucócitos. 

- Avaliar os diferentes tipos de memória. 

- Analisar a capacidade funcional, por meio das valências físicas de equilíbrio, 

marcha, força de membros superiores (MMSS) e membros inferiores (MMII) e 

espasticidade. 

- Correlacionar os marcadores oxidativos, inflamatórios e apoptóticos, os níveis 

de BDNF, testes de memória e a capacidade funcional dos pacientes após-

AVE. 
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Abstract 

 

The MnSOD Ala16Val single nucleotide polymorphism (SNP) has shown to be 

associated to risk factors of vascular diseases. Brain-Derived Neurotrophic Factor 

(BDNF) plays an essential role in the plasticity and neuronal regeneration of the brain 

after vascular injuries. However, little is known about interaction between MnSOD 

Ala16Val SNP on stroke, a frequent neurologic disease that involves various interacting 

pathways, such as vascular dysfunctions, inflammation, and neurotrophic factors. In this 

sense, the objective os this study was to investigate the relationship between MnSOD 

Ala16Val SNP with BDNF levels on stroke and also its influence on nitrosative stress, 

inflammatory, apoptotic and DNA damage parameters. For this, eighty-eight subjects 

mailto:mrfighera@yahoo.com.br
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were investigated, 44 subjects post-stroke and 44 healthy controls. Questionnaires were 

applied to clinical characteristics and after laboratorial exams were collected. We 

analyzed levels of oxidative/nitrosative stress, inflammatory, apoptotic and DNA 

damage markers. We showed a higher proportion of VV genotype in post-stroke as 

compared to healthy subjects. Nitrite/nitrate (NOx), Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), 

Caspase 3 (CASP 3) and 8 (CASP 8) activation, Acethylcholinesterase (AChE) and 

Picogreen (PG) levels were higher in VV post-stroke group, as well as BDNF and ACh 

levels were lower in VV and AV post-stroke. We may suggest that V allele carries 

present a worse outcome profile after stroke, relating to nitrosative stress, inflammatory 

and apoptotic response. These events associated to a BDNF reduction, probably, 

contribute to the appearance or reincidence of stroke. 

Key-Words: MsSOD Ala16Val Polymorphism, Stroke, BDNF, Inflammation, 

Apoptosis. 

 

INTRODUCTION 

Stroke is an important disease with a high rate of morbidity and mortality [1]. 

Ischemic stroke accounts for 85% of all cases [2] and leads to functional impairments, 

with 15% to 30% of the patients presenting permanently disabled [3].  

In stroke, there is a complex cascade of molecular and cell mechanisms involved 

in ischemic cell death and are characterized by bioenergetic failure, excitoxicity, 

oxidative stress and inflammation [4, 5], beyond cytotoxicity mediated by cytokines and 

cell death pathways activation [6]. In ischemic stroke, there is a formation of two target 

areas, a nuclear central area and a penumbra area around the central. In this second area, 

what still maintain oxygen and glucose biodisponibility, usually occurs a different cell 

death, known as apoptosis [7].  

Oxidative and nitrosative stress is a condition where there is an imbalance 

between the production of reactive species (RS) and elimination of these by the 

antioxidant system [8]. These RS can cause damage to lipids, proteins and DNA, 

leading to a cascade of events wich may result in apoptosis activation [9,10]. 

One of major defenses against to RS production is a family of oxidoreductases 

known as superoxide dismutase (SODs) [11]. The manganese-dependent superoxide 

dismutase (MnSOD or SOD2) is one of three isoforms of this antioxidant enzyme [12] 

that contains a gene with five exons and is located on chromosome 6q25 [13]. One of 

the most common polymorphisms of MnSOD is due to replacement of alanine 16 
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(GCT) to valine (GTT), resulting in the polymorphism Ala16Val. This mutation can 

reflect in a functional enzyme reduction at mitochondrial level, which would imply a 

decreased efficiency of the MnSOD, being that the Ala-MnSOD has demonstrated a 

greater effectiveness in the control of generation of RS in relation to Val-MnSOD [14]. 

Also, about this mutation, Palmirotta et al (2015) [15] investigated possible associations 

with migraine and suggested that SOD2 polymorphism may cause a defective control of 

the oxidative phenomena linked to cortical spreading depression, the neurophysiological 

hallmark of migraine aura, causing an overstimulation of trigeminal neurons and pain 

triggering. Despite this mutation be quite common, some others polymorphisms could 

be associated with stroke, as the Met66Val where there is a methionine substitution for 

a valine, resulting in increased risk of poor results after vascular surgery, particularly for 

patients Met-MnSOD [16].  

Additionally, many studies also have described the participation of inflammation 

in the stroke pathophysiology [17,18]. In fact, stroke induces the release of TNF-α, a 

potent pro-inflammatory molecule, produced by various cell types including 

macrophages, monocytes, lymphocytes and fibroblasts [19]. The binding of TNF-α 

receptors can activate different signaling pathways, among them, the apoptotic pathway 

[20], trough CASP 8 and CASP 3 activation [21,22], leading to DNA damage [23,24].  

ACh is a neurotransmitter with anti-inflammatory properties, since it is able to 

suppress the production of pro-inflammatory cytokines [25], while AChE is an enzyme, 

expressed in T cells and is involved in immune function, promoting the hydrolysis of 

ACh to choline and acetate [26]. Recent studies have demonstrated a link between 

inflammatory pathways and cholinergic signaling, suggesting that cholinesterase 

activity would reflect the intensity of the neuroinflammation in stroke patients [27]. 

BDNF is a member of the neurotrophin family that plays an essential role in the 

plasticity and neuronal regeneration of the brain after acute stroke [28]. The BDNF also 

enhances the repair of DNA damage [29] and regulates antioxidant enzymes in neurons 

[30], suggesting the involvement of this neurotrofin with the oxidative stress and 

subsequent inflammation. Another study has shown that BDNF can be a powerful 

inhibitor of apoptosis-induced cell death [31]. However, the BDNF levels decrease with 

a parallel increase of pro-inflammatory substances in some chronic neurological 

diseases [32].  

Although ALA16VAL MnSOD SNP is related with various diseases [33], 

studies of its association with the late phase of stroke are still to be performed. This 



35 

 

way, the aim of this study was to investigate a relationship between the BDNF and the 

MnSOD Ala16Val SNP on the late phase stroke and its influence on increase of 

oxidative/nitrosative stress and TNF- by extrinsic apoptotic pathway activation. 

We propose that lower BDNF levels in stroke patients may be associated to 

MnSOD Ala16Val SNP by a process involving an increase of nitrosative stress, TNF- 

and caspases (3 e 8). Thus, the knowlegment of these processes is crucial importance to 

evaluate molecular mechanisms related to neurovascular injury and improve the clinic 

status and life quality of these patients. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Study population 

We performed a case-control study with eighty-eight participants that were 

divided into two groups: control group (44 healthy participants) and the chronic [34,35] 

ischemic stroke group (53 post-stroke participants). At first, participants were evaluated 

using a questionnaire. From the initial 53 ischemic stroke patients, 44 were selected 

according the following exclusion criteria: 1) systolic/diastolic blood pressure at rest 

≥180/100 mmHg, 2) rest heart rate ≥100 bpm and/or 3) alterations in two or more of the 

following parameters in the last three months: transaminases (TGO, TGP), gamma-

glutamyl transferase GGT, alkaline phosphatase, prothrombin time (TP), RNI, KTTP, 

albumin, bilirubin, creatinine, sodium, potassium, ionic calcium, urea, VSG, protein C 

reactive and hemogram (including leukocyte count). 

To analyze risk factors for stroke, internal medicine specialists diagnosed 

hypertension, diabetes mellitus, and dyslipidemia. Hypertension was diagnosed if 

subjects were taking antihypertensive agents or had a systolic blood pressure of ≥140 

mm Hg or diastolic blood pressure of ≥90 mm Hg. Diabetes mellitus was diagnosed if 

subjects were taking oral anti-hyperglycemic agents or insulin or if their fasting blood 

glucose level was ≥ 100 mg/dl. Dyslipidemia was diagnosed if subjects were taking 

dyslipidemia medication or had a serum low-density lipoprotein cholesterol level of < 

40 mg/dl, a triglyceride level of ≥150 mg/dl, or a high-density lipoprotein cholesterol 

level of ≥160 mg/dl. Smoking status was recorded as non-smoker or current smoker (if 

they had quit at least 6 months before). The study protocol was approved by the local 

institutional review boards at the authors’ affiliated institution. Informed consent was 

obtained from all the subjects or their legal surrogates (number 10555912.3.0000.5346). 

The work described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the 
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World Medical Association (Declaration of Helsinki). 

 

Biochemical analyses  

Blood samples were collected after 12 h overnight fasting by venous puncture 

into gray, purple, green and red top Vacutainers
®
 tubes (BD Diagnostics, Plymouth, 

UK) with sodium fluoride, EDTA, heparin or no anticoagulants, respectively. Plasma 

with sodium fluoride was used to measure the levels of fasting glucose and serum was 

used to AChE, CASP (8 and 3), total, HDL and LDL cholesterol, urea, creatinine, TGO, 

TGP, and alkaline phosphatase. Plasma with EDTA was used to 2′-7′-

dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) and ACh. Tube with heparin to dosage DNA 

damage, trough PG. Anticoagulants tubes were used to dosage serum levels of NOx. 

These concentrations were measured using standard enzymatic methods by the use of 

Ortho-Clinical Diagnostics
®
 reagents on a fully automated analyzer (Vitros 950

®
 dry 

chemistry system; Johnson & Johnson, Rochester, NY, USA). Plasma EDTA was used 

to quantify glycated hemoglobin A1C (HbA1C) through the Bio-Rad Variant II system, 

with HPLC by ionic change.  

 

Oxidative/nitrosative stress markers  

The ROS levelwas determined using the non-fluorescent cell permeating 

compound 2′ 7′-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) assay [36]. The 2′-7′ 

dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) is a reagent that easily crosses the cell 

membrane and has been deacetylated on by esterase enzymes, forming 2′,7′ 

diclorodihidrofluorescein (not fluorescent), which in the presence of reactive oxygen 

species (ROS), mainly hydrogen peroxide, is oxidized to 2′,7′-dichlorofluorescein 

solution that emits fluorescence. After the incubation period, thiswill be performed on 

your reading device fluorimeter to 488 nm excitation and emission 525 nm. 

Determination of serum levels of nitrite/nitrate (NOX) [37]. NOx was measured by the 

modified Griess method using the Cobas Mira automated analyzer. All incubations were 

at 37 °C and results were expressed in μmol/L. NOx was measured by the modified 

Griess method using the Cobas Mira automated analyzer as follows: 50 μL of sample 

was pipetted into the reaction cuvette and 50 μL of VCl3was added to reduce nitrate to 

nitrite after 25 s. Thus, 50 μL of Griess reagent was added. The mixture 

sample/VCl3/Griess reagent was incubated for 20 min and read at 550 nm. All 

incubations were at 37 °C and results were expressed in μmol/L. Imprecision was 
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studied using two controls at concentrations of 50 and 100 μmol/L. The intra-assay 

(within-run) precision was assessed with 10 replicate assays of each control in two 

analytical runs. Inter-assay (between-run) precision was assessed by analyzing duplicate 

assays for each of the two controls on four different days. Accuracy of the method was 

determined by replicate analysis using five determinations of four concentration levels 

of standard solution of sodium nitrate (10, 45, 90, 150 μmol/L) added to serum samples 

within a single run. Instrument carry-over was assessed using 10 replicate assays of the 

two controls (control 1: 50 μmol/L and control 2: 100 μmol/L) run repeatedly in the 

following sequence (control 1, control 2, control 1, control 2…) within a single 

analytical run. 

 

 

TNF-α determination 

The TNF-α quantification was assessed by ELISA using comercial kits for 

human (eBIOSCIENCE, San Diego, USA), according to manufacturer's instructions. 

The BD OptEIA™ test is a solid phase sandwich ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay). It utilizes a monoclonal antibody specific for TNF coated on a 

96-well plate. Standards and samples are added to the wells, and any TNF present binds 

to the immobilized antibody. The wells are washed and a streptavidin–horseradish 

peroxidase conjugate mixedwith a biotinylated anti-human TNF antibody is added, 

producing na antibody–antigen–antibody ―sandwich‖. The wells are again washed and 

TMB substrate solution is added, which produces a blue color in direct proportion to 

theamount of TNF present in the initial sample. The Stop Solution changes the color 

from blue to yellow, and the microwell absorbances are read at 450 nm. 

 

ACh determination 

The determination of acetylcholine was assessed by LC-MS, the Agilent 

Technologies 1260 Infinity chromatografy with automatic injection and mass detector 

Agilent Technologies Triple quadrupole 6430 [38]. The chromatographic column used 

for determination was a column Poroshell Column 3.0 x 100 mm 2.7 μm particle size. 

Solvents used were acetonitrile degree LC-MS, Chromasolv and LC-MS degree acetic 

acid, Sigma-Aldrich.  

Elution Isocratic condition has been established consisting of in 75% of the 

eluent (0.1%) acetic acid and 25% of Eluent B (acetonitrile). The race time was 3 
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minutes. The injection volume was 5μL and chromatographic flow of 0.6 mL/min. The 

chromatographic column was maintained at 23° C during the race. 

ESI source conditions were tested and optimized in the following values: 

temperature of 350° C, gas flow: 10 L/min, nebulizer pressure of 15 psi and capillary 

voltage of 4000 v. Mass transitions used to determine the parent and product ion have 

been tested and selected transitions were: 146.1 to 87.1 quantifier ion m/z and 146.1 to 

60.2 qualifier ion m/z. Applying these parameters optimized the chromatogram below 

was obtained for the determination of acetylcholine 

  

AChE enzyme determination 

The enzyme AChE concentration was measured in serum by standard enzymatic 

methods using Ortho-Clinical Diagnostics® reagentes in an automated analyzer (Vitros 

950® dry chemistry system; Johnson & Johnson, Rochester, NY). Acetylcholine and 

butyrylcholine iodide are the substrates of acetylcholinesterase and 

butyrylcholinesterase. The stained product formed (tiocolina) reacts with the acid 5-5′-

ditiobis-(2-nitrobenzóico) or DTNB, a reagent of the thiol (–SH) groups, forming a 

yellow colored compound (5-tio-2 nitrobenzoic or TNB). To measure 

acetylcholinesterase, we used 2.55 mL of buffer, 100 μL of DTNB, 200 μL of sample 

serum and 50 μL of etrozapine, which is a butyrylcholinesterase inhibitor. After 

incubation for 5 min, 100 μL of substrate was obtained for activity measure. 

Cholinesterase activity is expressed in international units (under the test conditions, 1 U 

= 1 μmol × min−1 ×mL−1) and it is estimated through the absorbance variation over 

time (follow the variation in absorbance at 412 nm during 5 min) in relation to its 

reference tube (inhibitor of butyrylcholinesterase). The absorbance reading was held at 

the Shimadzu Spectrophotometer 700 nm, UV-1601, Japan. 

 

Caspase determination 

CASP 8 and 3 activities were determined by Assay Kits, Fluorimetric 

(BioVision, Mountain View, CA). Activation of ICE-family proteases/ caspases 

initiates apoptosis or other cellular processes in mammalian cells. The Caspases/ICE 

Fluorometric Assay Kit provides a simple and convenient means for assaying the 

activity of caspases that recognize the sequence YVAD. The assay is based on detection 

of cleavage of substrate YVAD-AFC (AFC: 7-amino-4-trifluoromethyl coumarin). 

YVADAFC emits blue light (λmax=400 nm); upon cleavage of the substrate by 
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caspases, free AFC emits a yellowgreen fluorescence (λmax = 505 nm), which can be 

quantified using a fluorometer or a fluorescence microtiter plate reader. Comparison of 

the fluorescence of AFC from a treated sample with an untreated control allows 

determination of the fold increase in caspase activity. The activity of caspaseswere 

calculated as fluorescence intensity (FI)/min/mL=ΔFlt / (t×v), where ΔFlt=difference in 

fluorescence intensity between time zero and time tminutes, t = reaction time in min, 

and v = volume of sample in ml. 

 

Cell-free DNA  

The cell-free DNA was measured through the Picogreen assay. The Quant-iTTM 

PicoGreen
®
 dsDNA Reagent (Quant ItTM, Invitrogen, Brazil) is a fluorescent reagent 

ultra-sensible for double strand DNA (dsDNA) quantification in solution, which can 

detect at very small concentrations of DNA (up to 25 pg/mL). This assay can be used 

for dsDNA quantification in the bloodstream due to cell apoptosis and to genotoxicity 

when pure DNA molecule is exposed to a particular compound [39]. 

 

BDNF quantification 

 The BDNF serum quantification was be measured by ELISA from commercial 

kit for BDNF measurement in humans (eBIOSCIENCE, San Diego, USA), according to 

the factory instructions and homocysteine levels measured by the Immulite Analyzer 

(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, California).  

 

MnSOD Ala16Val genotyping  

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes using a DNA 

Mini Kit Purification (Mo Bio). MnSOD Ala16Val SNP was detected by PCR-RFLP 

[40]. PCR amplifications were performed in a total volume of 50 μl containing 5 μl of 

10× buffer, 1 μl of 25 mM MgCl2, 1.25 μl of 10mM dNTP, 0.5 μl of Taq Polymerase 

(Gibco Inc, Co.), 1 μl of each primer (40 pmol), 3 μl of genomic DNA (0.25 μg), and 

34.5 μl of ddH2O. The amplification primers (Gibco Inc, Co.) for a 110-bp fragment of 

the human MnSOD gene were 5′-ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG-3′ (sense 

strand) and 5′-GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3′ (antisense strand) with the following 

thermocycler parameters: an initial cycle of 95 °C for 5 min followed by 35 cycles at 95 

°C for 1 min and 61 °C for 1 min. The final cycle was followed by an extension period 

of 2 min at 72 °C. The PCR product (10 μl) was digested with Hae III (15 U; 37 °C, 6 h, 
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Gibco. Inc, Co.). Digested products (23 and 85 bp) were visualized on a 4% agarose gel 

(Amersham Biosciences Inc, Co.) stained with ethidium bromide. A mutation was 

introduced by a primer mismatch to create a restriction cut site for Hae III in the -9 

codon, and the following genotypes were observed: -9Ala/Ala (23 and 85 bp); -9Ala/ 

Val (23, 85 and 110 bp); and -9Val/Val (110 bp). 

 

Statistical Analysis 

Data were expressed as the mean±error of the mean (SEM). At first, allele 

frequencies were estimated using the gene-counting method. Chi square analysis was 

used to estimate the Hardy–Weinberg equilibrium. Then, data were analyzed by 

unpaired t test, or two-way ANOVA when appropriated. A second analysis compared 

stroke and control participants with different Ala16Val MnSOD genotypes (AA, VV 

and AV) using the analysis of variance followed by the Bonferroni post hoc test. A 

multivariate analysis using logistic regression (Backward ald odel) was also performed 

to observe the potential influence of sex and age. Correlation analyses were carried out 

using the Pearson’s correlation coefficient. Statistical analyses were performed using 

the SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, version 22, Chicago, USA) 

software in a PC-compatible computer. Significance was set at P ≤ 0.05. 

 

Results 

Table 1 lists the baseline characteristics of the study subjects, where can be 

observed the approximate average age and gender distributions, and that there were no 

significant differences in the percentage of smokers. In relation to the average BMI (p < 

0.0001) and the percentage of hypertensive (p < 0.0001), sedentary (p < 0.05), glucose 

(p < 0.001), cholesterol (p < 0.0001), LDL (p < 0.001) and triglycerides (p < 0.001) it 

was possible to observe significant differences between the control group and the stroke 

group.   

In Figure 1 we can observe the genotype distribution, according to the chi-square 

analysis, with differences between the control group and stroke group in AA genotype, 

being higher frequency in the control group, and in the VV genotype, being higher 

frequency in stroke group (χ2 = 8.523; p < 0.05). 

In Figure 2 are represented DCF and NOx levels. Firstly, is possible to observe 

that there was no difference regarding the DCF in comparison between groups or among 

genotypes. In relation to NOx, there was no difference between the stroke group and the 
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control group regardless of genotype [F (2.74 = 45.74); p < 0.001]. Then, using a post-

hoc analysis, we observed larger values of the VV stroke group in relation to AV (t = 

4.678; p < 0.05) and AA (t = 4.346; p < 0.05) stroke group. 

In Figure 3 are shown the results regarding TNF-α (A), AChE (B) and ACh (C). 

In the first graph, the statistical analysis showed that the stroke group showed increased 

levels of TNF-α when compared to the control group, regardless of the genotype [F 

(2.74) = 5.932; p < 0.001] and that, in the post-hoc analysis, the stroke group VV 

showed higher levels that the AA (t = 7.648; p < 0.001) and AV (t = 6.636; p < 0.001) 

stroke and control groups. In relation to AChE levels, we observed a significant increase 

in the AV [F (2.74) = 2.859; p < 0.05] and VV [F (2.74) = 4.050; p < 0.001] stroke 

group as compared to the control group, as well as in respect of the VV stroke group 

with AV (t = 4.171; p < 0.05) and AA (t = 5.308; p < 0.01) stroke groups. Finally, in 

relation to ACh levels, the stroke group, in all genotypes showed lower values 

compared to the control group [F (2.74) = 4.246; p < 0.05] and post-hoc analysis 

showed that VV stroke group presented lower values in relation to AV (t = 4.427; p < 

0.05) and AA (t = 9.836; p < 0.001) stroke groups, as well as the AV stroke group when 

compared to AA stroke group (t = 4.732; p<0.05). 

The activity levels of CASP 8 and 3, and the PG quantification are shown in 

Figure 4. In relation to the activities of CASP 8 and 3, we have observed higher levels 

in stroke group compared to control in the genotype AV [F (2.74) = 6.623; p < 0.001] 

and VV from CASP 8 [F (2.74) = 12.35; p < 0.001] as well as in relation to genotype 

AV [F (2.74) = 5.687; p < 0.001] and VV of CASP 3 [F (2.74) = 10.56; p < 0.001]. Still, 

the VV stroke group demonstrated higher levels than AV (t = 14.32; p < 0.001) and AA 

(t = 25.20; p < 0.001) stroke groups, as well as the AV stroke group when compared to 

AA stroke group (t = 9,277; p < 0.001) in relation to CASP 8, and high values in the 

comparison of VV stroke group with the AV (t = 13.62; p < 0.001) and AA (t = 22.10; p 

< 0.001) stroke group related to CASP 3 after post-hoc analysis. About PG 

quantification levles, we observed higher values in the stroke group compared to the 

control group, regardless of the genotype [F (2.74) = 53.95; p < 0.0001]. Yet, when 

comparisons were made between the genotypes through post-hoc analysis in the stroke 

group, VV group presented higher values compared to the AV and AA groups (t = 

4.332; p < 0.05). 

In Figure 5, are represented the results of BDNF quantification levels. On initial 

analysis, whereas the comparison of stroke and control group we can observe lower 
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levels of the first against the second, regardless of genotyping [F (2.74) = 77.73; p < 

0.0001]. Then, using a post-hoc analysis, we observed lower values of the VV stroke 

group in relation to AV (t = 5.883; p < 0.01) and AA (t = 15.98; p < 0.001) stroke 

groups, as well as in the comparison between the AV stroke group with the AA stroke 

group (t = 8.942; p < 0.001). Finally, in relation to BDNF levels, the AA control group 

presented higher values compared to the AV (t = 11.31; p < 0.001) and VV (t = 10.94; p 

< 0.001) control groups.  

 

Discussion 

 According to results we show that the VV genotype was more prevalent in 

stroke group, suggesting that this polymorphism can be associated with this disease. 

Similarly, patients with VV genotype showed lower BDNF levels, as well as higher 

AChE, TNF-α, nitrosative stress, caspases (-8and -3) activation and DNA damage. To 

our knowledge, this is the first study to investigate the influence of the MnSOD 

Ala16Val and BDNF in chronic stroke and its relation with the increase of nitrosative 

stress and TNF-α, culminating in activation of extrinsic apoptotic pathway and DNA 

damage. 

Recent studies have indicate that there is a close relationship between MnSOD 

and BDNF [41]. The treatement with BDNF increased MnSOD expression and reduced 

cellular apoptosis in human angiogenics cells. The same authors found that the NFkB 

inhibition reduced BDNF regulation in the MnSOD expression, indicating that the 

NFkB signaling may contribute, at least in part, to the increase in MnSOD activity [41]. 

 In addition, these findings also suggest a relationship between BDNF and 

inflammation, since NFkB activation may occur by TNF-α modulation [42]. Acoording, 

TNF-α can act in their respective receptors [43] and cause the activation of NFkB, 

promoting intracellular calcium concentrations, as well as the production of RS [44,45] 

in stroke patients [46].  

Studies showed that inefficient antioxidant defenses, as the MnSOD, potentiates 

the cerebral infarction after ischemia [47] and that the MnSOD Ala16Val polymorphism 

is associated with an increased risk of vascular disease [48]. In fact, the MnSOD has 

been considered an effective therapeutic target in preventing ischemic [47], and our 

results corroborate with that idea since between individuals wiht stroke, prevailed the 

VV genotype, being possible that the accumulation of RS can lead to a destabilization 
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of the inflammatory pathway and promote the activation of caspases, such as caspases-8 

and -3 [49,50], resulting DNA damage.  

Mitochondrial stability changes, resulting in the release of proteins, are essential 

for the activation of the apoptotic pathway, through the CASP 3, which in turn induces 

cellular damage, such as DNA fragmentation [51,52]. In addition, the O2- activate 

caspases in different tissues such as liver and endothelial cells [53,54], and has its 

activity inhibited by the action of SOD. In the present study, we have seen the increase 

in caspases 8 and 3 in VV stroke group, probably due to a mitochondrial destabilization 

and an increase in the release of inflammatory factors, which may cause cell damage 

and induce apoptosis [55].  

In fact, inflammation is a complex response to injuries, such as body tissue 

damage, pathogens, ischemia, autoimmune damage, among others [56]. The O2- have 

pro-inflammatory roles, causing lipid peroxidation and oxidation, DNA damage, 

forming the ONOO- and recruiting neutrophils [57-59]. In this way, by its action 

eliminating the O2-, the MnSOD can be considered also as an anti-inflammatory 

enzyme[60]. 

Importantly, the MnSOD expression is regulated in areas of inflammation by RS 

and pro-inflammatory mediators [61,62]. This inflammatory modulation positively 

regulates the expression of MnSOD, which in turn negatively regulates inflammation by 

suppression of NF-κB. In addition, cytokines such as TNF-α, can stimulate the 

expression of MnSOD mRNA in an attempt to contain the inflammation [61]. Thus, the 

increased activity of the MnSOD [49,63] may be a reflection of a partially driven 

feedback loop by inflammatory cytokines in stroke patients. However, those individuals 

with allele V, has the MnSOD less effective in 30-40% in relation to the allele A, 

suggesting that reducing the effectiveness of MnSOD can decrease the suppressing 

inflammatory transcription factors [63]. 

BDNF can provide trophic support to cholinergic neurons, regulating his size, 

innervation, and neurochemical differentiation during development [64,65]. In addition, 

BDNF can increase the maturation of cholinergic neurons [66] and some studies have 

reported a positive feedback between cholinergic activity and neurotrophins, such 

BDNF [66,67]. In the central cholinergic system, studies of conventional AChE 

inhibitors have demonstrated that fluctuant inhibition of AChE can upregulate the 

expression of neurotrophins, like BDNF[68,69]. 
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Some studies have shown a connection between the inflammatory and 

cholinergic signalling routes [27,70,71]. Cholinergic anti-inflammatory pathways 

inhibits the synthesis and release of cytokines via ACh specific receptor activation [72]. 

In this line, an interrelation between the inflammatory reactions and the ability of ACh 

hydrolysis was described, indicating that the increase in this capacity may have been 

induced by stress, and thus accentuate the stoke inflammation [73], especially, as 

observed in this study, in patients with the VV genotype. In this sense an increase in 

AChE activity can increase the lymphocytes proliferation and pro-inflammatory 

cytokines secretion such as TNF-α, and so contributing to the inflammatory process by 

decreasing the ACh concentration in the extracellular space [74]. In fact, Hanin et al., 

(2014) [75] have suggested the importance of colinergic pathway in vascular disorders 

since carriers of AChE SNPs presented AChE elevation in postmortem human córtices 

and a higher risk for arterial hypertension and other diseases, such as stroke [76]. 

In conclusion, we found an association of MnSOD Ala16Val polymorphism 

with stroke, related to lower peripheral BDNF and ACh levels as well as higher 

nitrosative stress, inflammatory and apoptosis-related markers, especially to patients 

with VV genotype. Altogether, these data suggests an important role of BDNF in 

maintenance of redox balance after stroke, contributing to decrease in inflammatory and 

apoptic response. Moreover, it corroborates previous findings showing common SNPs 

to be related to stroke development and, indicating the understanding of gene to 

environment interactions is key to prevent, treat and perhaps avoid stroke once a genetic 

background is known. 
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Figure Legends 

Fig. 1 Genotype distribution, according to the chi-square analysis, with differences 

between the control group and stroke group in AA genotype, being higher frequency in 

the control group, and in the VV genotype, being higher frequency in stroke group (*) 

Fig. 2 The levels of DCF (A) and NOx (B) are presented. Comparisions between stroke 

and control groups (*). Comparisions between genotypes in stroke and/or control 

groups (#) 

Fig. 3 The levels of TNF-α (A), AChE (B) and ACh (C) are presented. Comparisions 

between stroke and control groups (*). Comparisions between genotypes in stroke 

and/or control groups (#) 

Fig. 4 The activity levels of CASP 8 (A), CASP 3 (B) and the PG (C) quantification are 

showed. Comparisions between stroke and control groups (*). Comparisions between 

genotypes in stroke and/or control groups (#) 

Fig. 5 Quantification levels of BDNF. Comparisions between stroke and control groups 

(*). Comparisions between genotypes in stroke and/or control groups (#) 
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Table 1 - Baseline characteristics of study subjects. 

        Characteristic        

 

Stroke Group(n=40) 

 

Control Group (n=40) p Value 

Age  

 

63 ± 2.1 

  

56 ± 1.6 

 

>0.05 

Male (%) 

 

67.5 

  

55 

 

>0.05 

BMI (Kg/ m
2
) 

 

26.7 ± 0.3                                 

  

22.4 ± 0.4                        

 

<0.0001 

Hypertension (%)                   

 

82.5 

  

0 

 

<0.0001 

Smokers (%)                            

 

5 

  

0 

 

>0.05 

Sedentary (%)                

 

47.5 

  

0 

 

<0.05 

Glucose (mg/dl) 

 

97.9 ± 4.2 

  

81.5 ± 1.1 

 

<0.001 

Cholesterol (mg/dl) 

 

189.0 ± 7.9 

  

150.3 ± 2.2 

 

<0.0001 

HDL (mg/dl) 

 

51.0 ± 2.1 

  

55.2 ± 1.4 

 

>0.05 

LDL (mg/dl) 

 

110 ± 8.3 

  

75.4 ± 2.5 

 

<0.001 

Triglycerides (mg/dl) 

 

143.1 ±9.5 

  

102.2 ± 6.1 

 

<0.001 

     
 

 
 

Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) or percentage.  
 

Significant Values = p<0,05. BMI = Body Mass Index, AP = Alkaline 

Phosphatase.  
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Figure 2 
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Figure 4 
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Abstract 

The MnSOD Ala16Val single nucleotide polymorphism (SNP) has shown to be 

associated to risk factors of several metabolic and vascular diseases. However little is 

known about relation of MnSOD Ala16Val SNP on motor and cognitive impairment in 

stroke, a frequent neurologic disease that involves various clinic and molecular changes, 

such as memory and motor deficits, neurotransmitters dysfunction and neurotrophic 

factors reduction. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) is a member of the 

family of neurotrophins, which has an essential role in regeneration in 

neurodegenerative diseases as well as has a relation with motor and cognitive function 

in stroke. ACh is a neurotransmitter that plays an important role in the regulation of 

numerous vital functions, including memory, learning and movement. In this sense, the 

objective of this study was to evalute if MnSOD Ala16Val SNP may be associated to 

cognitive and motor impairments, as well as if ACh and BDNF levels are related to 

clinical impairment in stroke patients. Forty-eight stroke patients and 50 healthy 

controls were submitted to questionnaires, laboratorial exams and clinical tests. 

Neupsilin and motor (Senior Fitness Test and Balance Berg Scale) tests, BDNF and 

ACh levels were performed. Statistical analysis showed a worse performance in 

working and total memory, as well as in motor tests in VV post-stroke. Additionally, a 

lower BDNF and ACh levels in VV and AV post-stroke were observed. Thus, it is 

plausible propose that stroke patients with VV genotype present a poor outcome in 

relation to cognitive and motor function. Our findings related these clinical impairments 

to BDNF and Ach levels, suggesting that the knowlegment of polymorphism existence 

is crucial to evaluate molecular mechanisms associated to neurovascular injury and 

improves the treatment of these patients.  

 

Key-Words: MsSOD Ala16Val Polymorphism, Stroke, BDNF, Motor Impairment, 

Cognitive Deficits. 
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INTRODUCTION 

 

Stroke is a neurological disorder with a high rate of morbidity and mortality [1]. 

Ischemic stroke accounts for 85% of all cases [2] and leads to functional impairments, 

with 15% to 30% of the patients presenting permanently disabled [3]. Between the main 

motor injuries related to stroke there are decreased muscle strength, motor 

incoordination and spastic hypertonia [4], resulting in functionality decreased through 

gait disorders, loss of balance, disability or activities of daily life limitations [5-7].  

In addition, studies have also showed damaging effects to cognitive processes 

post-stroke, such as functioning executive ability, information processing speed and 

memory [8,9].   

In stroke, there is a complex cascade of molecular and cell mechanisms involved 

in ischemic cell death and are characterized by bioenergetic failure, excitoxicity, 

oxidative stress and inflammation [10,11]. Oxidative stress is characterized as an 

imbalance between antioxidant defenses and oxidizing agents [12] and has an important 

role in stroke pathophysiology [13,14]. Among antioxidant enzymes, the superoxide 

dismutase (SOD) has role of degrade O2- in H2O2, which will later be converted into 

water (H2O) by the other antioxidant enzymes [15-17]. There are three classes of SOD, 

depending on your location and metal component: SOD1, SOD2 and SOD3 [18]. 

Manganese-dependent superoxide dismutase (Mn-SOD or SOD2), one of three 

isoforms of this antioxidante enzyme [19], contains a gene with 5 exons and is located 

on chromosome 6q25 [20]. One of the most common polymorphisms of Mn-SOD is due 

to replacement of alanine 16 (GCT) and valine (GTT), resulting in the polymorphism 

Ala16Val. This mutation can reflect in a functional enzyme reduction the mitochondrial 

level, which would imply a decreased efficiency of the enyme. The Ala-MnSOD has 

demonstrated a greater effectiveness in the control of generation of O2- about 

mitochondrial mutation Val-MnSOD [21]. 

BDNF is a member of the family of neurotrophins, being the most neurotrophic 

factor distributed in the brain, which has an essential role in neuronal plasticity and 

regeneration in neurodegenerative diseases [22]. This neurotrophin can pass the blood-

brain barrier in situations such as stroke, and exert a protective effect at the site of injury 

during acute phase post-ischaemic [23] and can reduce the risks of the stroke by its 
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neurotrophic and vascular effects [24,25]. Recent data indicate that there is a close 

relationship between MnSOD and BDNF [26,27].  

The expression of BDNF also has a relationship with motor and cognitive 

function decline post-stroke and with your recovery at later stages [9]. Some studies 

have shown that lower levels of BDNF correlate positively with memory deficits in 

neurological diseases [28, 29], including stroke [30]. 

ACh is a neurotransmitter that has an important role in the regulation of 

numerous vital functions, including memory, learning and movement, especially in 

hippocampus [31]. Another ACh function is related with the muscle function, once in 

the somatic nervous system the muscular contraction occurs trough this 

neurotransmitter release by axonal branches [32]. In this context, some studies had 

showed relation between memory and motor function with cholinergic levels (ACh) and 

neurotrophic factors, such as BDNF [33, 34, 32].  

Then, we decide to evalute if MnSOD Ala16Val SNP may be associated to 

cognitive and motor impairments in stroke patients, and if these parameters may be 

related with ACh and BDNF levels.  

 

MATERIAL AND METHODS 

Study population 

We performed a case-control study with 103 participants that were divided into 

two groups: control group (50 healthy participants) and the stroke group (53 post-stroke 

participants). At first, participants were evaluated using a questionnaire. From the initial 

53 stroke patients, 48 were selected according the following exclusion criteria: 1) 

systolic/diastolic blood pressure at rest ≥180/100 mmHg, 2) rest heart rate ≥100 bpm 

and/or 3) alterations in two or more of the following parameters in the last three months: 

transaminases (TGO, TGP), gamma-glutamyl transferase GGT, alkaline phosphatase, 

prothrombin time (TP), RNI, KTTP, albumin, bilirubin, creatinine, sodium, potassium, 

ionic calcium, urea, VSG, protein C reactive and hemogram (including leukocyte 

count). 

To analyze risk factors for stroke, internal medicine specialists diagnosed 

hypertension, diabetes mellitus, and dyslipidemia. Hypertension was diagnosed if 

subjects were taking antihypertensive agents or had a systolic blood pressure of ≥140 

mm Hg or diastolic blood pressure of ≥90 mm Hg. Diabetes mellitus was diagnosed if 

subjects were taking oral anti-hyperglycemic agents or insulin or if their fasting blood 
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glucose level was ≥ 100 mg/dl. Dyslipidemia was diagnosed if subjects were taking 

dyslipidemia medication or had a serum low-density lipoprotein cholesterol level of < 

40 mg/dl, a triglyceride level of ≥150 mg/dl, or a high-density lipoprotein cholesterol 

level of ≥160 mg/dl. Smoking status was recorded as non-smoker or current smoker (if 

they had quit at least 6 months before). The study protocol was approved by the local 

institutional review boards at the authors’ affiliated institution. Informed consent was 

obtained from all the subjects or their legal surrogates (number 10555912.3.0000.5346). 

The work described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the 

World Medical Association (Declaration of Helsinki). 

 

Biochemical analyses  

Blood samples were collected after 12 h overnight fasting by venous puncture 

into gray, purple, green and red top Vacutainers
®
 tubes (BD Diagnostics, Plymouth, 

UK) with sodium fluoride, EDTA, heparin or no anticoagulants, respectively. Serum 

was used to mesuare AChE, total, HDL and LDL cholesterol, urea, creatinine, TGO, 

TGP, and alkaline phosphatase. Plasma with EDTA was used to ACh. These 

concentrations were measured using standard enzymatic methods by the use of Ortho-

Clinical Diagnostics
®
 reagents on a fully automated analyzer (Vitros 950

®
 dry 

chemistry system; Johnson & Johnson, Rochester, NY, USA). Plasma EDTA was used 

to quantify glycated hemoglobin A1C (HbA1C) through the Bio-Rad Variant II system, 

with HPLC by ionic change.  

 

MnSOD Ala16Val genotyping  

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes using a DNA 

Mini Kit Purification (Mo Bio). MnSOD Ala16Val SNP was detected by PCR-RFLP 

[36]. PCR amplifications were performed in a total volume of 50 μl containing 5 μl of 

10× buffer, 1 μl of 25 mM MgCl2, 1.25 μl of 10mM dNTP, 0.5 μl of Taq Polymerase 

(Gibco Inc, Co.), 1 μl of each primer (40 pmol), 3 μl of genomic DNA (0.25 μg), and 

34.5 μl of ddH2O. The amplification primers (Gibco Inc, Co.) for a 110-bp fragment of 

the human MnSOD gene were 5′-ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG-3′ (sense 

strand) and 5′-GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3′ (antisense strand) with the following 

thermocycler parameters: an initial cycle of 95 °C for 5 min followed by 35 cycles at 95 

°C for 1 min and 61 °C for 1 min. The final cycle was followed by an extension period 

of 2 min at 72 °C. The PCR product (10 μl) was digested with Hae III (15 U; 37 °C, 6 h, 
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Gibco. Inc, Co.). Digested products (23 and 85 bp) were visualized on a 4% agarose gel 

(Amersham Biosciences Inc, Co.) stained with ethidium bromide. A mutation was 

introduced by a primer mismatch to create a restriction cut site for Hae III in the -9 

codon, and the following genotypes were observed: -9Ala/Ala (23 and 85 bp); -9Ala/ 

Val (23, 85 and 110 bp); and -9Val/Val (110 bp). 

 

ACh determination 

The determination of acetylcholine was assessed by LC-MS, the Agilent 

Technologies 1260 Infinity chromatografy with automatic injection and mass detector 

Agilent Technologies Triple quadrupole 6430 [35]. The chromatographic column used 

for determination was a column Poroshell Column 3.0 x 100 mm 2.7 μm particle size. 

Solvents used were acetonitrile degree LC-MS, Chromasolv and LC-MS degree acetic 

acid, Sigma-Aldrich.  

Elution Isocratic condition has been established consisting of in 75% of the 

eluent (0.1%) acetic acid and 25% of Eluent B (acetonitrile). The race time was 3 

minutes. The injection volume was 5μL and chromatographic flow of 0.6 mL/min. The 

chromatographic column was maintained at 23° C during the race. 

ESI source conditions were tested and optimized in the following values: 

temperature of 350° C, gas flow: 10 L/min, nebulizer pressure of 15 psi and capillary 

voltage of 4000 v. Mass transitions used to determine the parent and product ion have 

been tested and selected transitions were: 146.1 to 87.1 quantifier ion m/z and 146.1 to 

60.2 qualifier ion m/z. Applying these parameters optimized the chromatogram below 

was obtained for the determination of acetylcholine. 

 

BDNF quantification 

 The BDNF serum quantification was be measured by ELISA from commercial 

kit for BDNF measurement in humans (eBIOSCIENCE, San Diego, USA), according to 

the factory instructions and homocysteine levels measured by the Immulite Analyzer 

(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, California).  

 

Memory Evaluations 

 The memory evaluations were be performed in both study groups through a 

battery of cognitive tests (Neupsilin) that measured five types of memory: working 

memory, verbal episodic memory semantics, semantic memory, visual memory, 
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memory foresight and total memory [36]. The tests were carried out by specific training 

for such psychological. 

 

Functional Capacity Evaluation 

 The functional capacity of individuals results to certain physical and motor skills 

that will enable them to perform the activities of daily life (ADL) with certain level of 

functionality, among them are the strength and muscle tone of superior limbs (SL) and 

Inferior Limbs (IL), the static and dynamic balance and walking (gait) [37]. So for the 

present research are used the following functional tests: the STF Test [38] and the Berg 

Balance Scale [39].  

 

Statistical Analysis 

Data were expressed as the mean±error of the mean (SEM). At first, allele 

frequencies were estimated using the gene-counting method. Chi square analysis was 

used to estimate the Hardy–Weinberg equilibrium. Then, data were analyzed by 

unpaired t test, or two-way ANOVA when appropriated. A second analysis compared 

stroke and control participants with different Ala16Val MnSOD genotypes (AA, VV 

and AV) using the analysis of variance followed by the Tukey post hoc test. A 

multivariate analysis using logistic regression (Backward ald odel) was also performed 

to observe the potential influence of sex and age. Correlation analyses were carried out 

using the Pearson’s correlation coefficient. Statistical analyses were performed using 

the SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, version 22, Chicago, USA) 

software in a PC-compatible computer. Significance was set at P ≤ 0.05. 

 

 

Results 

Table 1 lists the baseline characteristics of the study subjects. We did not 

observe differences in average age, gender distributions, and percentage of smokers. In 

relation to the average BMI (p < 0.0001) and the percentage of hypertensive (p < 

0.0001), sedentary (p < 0.05), glucose (p < 0.001), cholesterol (p < 0.0001), LDL (p < 

0.001) and triglycerides (p < 0.001), it was possible to observe significant differences 

between the control group and the stroke group.   

In Table 2, we showed results of neuropsychological tests according to 

genotype. Statistical analysis revealed higher values in working [F (2.84) = 8.87; 
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p<0.01] and total memory [F (2.84) = 11.49; p<0.0001] in control group as compared to 

stroke group. Post-hoc analysis demonstrated that VV genotype had lower results in 

relation to working memory (q=5.532; p<0.001) as compared to AA stroke group and 

VV genotype presented lower total memory levels in relation to AV (q= 4.385; p<0.05) 

and AA (q= 4.293; p<0.05) stroke groups.  

According to the chi-square analysis, we observe a difference on the genotype 

distribution between the control group and stroke group. We found higher frequency of 

AA genotype in the control group and VV genotype in stroke group (χ2 = 8.523; p < 

0.05), data not shown. 

Figure 1 represents the upper (A) and lower (B) limb strength as part of STF 

test. The statistical analysis showed that stroke group has lower values of upper [F 

(2,92)= 14.5; p< 0.0001] and lower [F (2, 92) = 6.397; p < 0.0001] limbs strength when 

compared to control group. The post-hoc analysis showed that VV stroke group presents 

lower values of upper (q= 8.55; p<0.0001 and q=5.47; p<0.002) and lower (q= 9.43 and 

q= 8.31; p<0.001) limbs strength as compared to AA and AV stroke groups, 

respectively.  

The results related to Balance Berg Scale (A), TUG (B) and Gait Test (C) are 

presented in Figure 2. In figure 2A, statistical analysis showed that stroke group 

presented a lower score in Berg balance Scale as compared to control group [F (2,92)= 

30.28; p< 0.001). Post-hoc analysis showed that VV stroke group had lower score in 

relation to AV (q= 13.8; p< 0.01) and AA (q = 19.07; p< 0.001) stroke groups. In figure 

2B, we observed that stroke group spend more time to realize the TUG test than control 

group [F (1,92)= 86.6; p< 0.0001]. Post-hoc analysis showed that AA, AV and VV 

stroke group had lower score in relation to control group. In figure 2C, our results 

revealed that control group walked more distance as compared to stroke group [F 

(2,92)= 5.525; p < 0.005) in gait test, completing the STF tests. In post-hoc analysis, we 

observed that AA (q= 9.04; p < 0.0001) and AV (q = 7.93; p < 0.0001) walked more 

distance as compared to VV stroke group.  

In table 3, we show results about levels of BDNF and Ach levels. Statistical 

analysis showed lower levels of BDNF [F (2,92)= 138.1, p<0.0001] and Ach [F (2, 92) 

= 16.73; p< 0.0001] in the stroke group as compared to control group. The post-hoc 

analysis showed lower BNDF levels in VV stroke group as compared to AV (q= 6.54, 

p< 0.0002) and AA (q= 18.25, p< 0.0001) stroke groups. In relation to ACh, post-hoc 
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analysis showed that VV stroke group presented lower values as compared to AV (t = 

6.88; p < 0.0001) and AA (q= 14.81; p< 0.0001) stroke groups. 

 

Discussion 

   

In this study, we showed the association of the MnSOD Ala16Val with cognitive 

and motor capacity impairment in stroke. Additionally, patients with VV genotype also 

showed lower ACh and BDNF levels in comparison with AA and AV patients. These 

finding are consistent with the results of previous studies that suggest that the MnSOD 

Ala16Val polymorphism is a poor prognostic factor for clinic and laboratorial 

parameters in stroke [40-42, 27].  

In agreement, Kim et al, (2013) [43], have showed that BDNF SNP Val66Met, a 

SNP wich reduces BDNF activivy depending on genotype, presented a relation with 

poor outcome on memory and motor function in humans post-stroke. Additionally, 

studies have showed that BDNF expression is correlated with poststroke motor and 

cognitive function recovery, as well as decreased BDNF expression aggravated motor 

and cognitive impairment in stroke [30, 44, 45]. Scalzo et al. [33] have also showed that 

lower BDNF levels were correlated with poor balance, as assessed by the Berg Balance 

Scale, more time spent at the Timed Up & Go Test, reduced speed of gait, and shorter 

distance walked during the Six-Minute Walk Test in humans with neurodegenerative 

disorders. Taken togheter, these results corroborate with our study, which stroke 

patients with lower BDNF levels and VV genotype of MnSOD polymorphism presented 

poor results in functional and cognitive tests.  

In this sense, recent studies have indicated that there is a close relationship 

between expression of MnSOD enzyme and BDNF [26, 27]. The treatment with BDNF 

increased MnSOD expression and reduced cellular apoptosis in human angiogenics 

cells. The same authors found that the NFkB inhibition reduced BDNF regulation in the 

MnSOD expression, indicating that the signaling through BNDF may contribute, at least 

in part, to the increase in MnSOD expression [26, 45], corroborating with our findings. 

Besides the findings aforementioned, other studies have also showed the 

relationship between cholinergic system and BDNF in motor and memory functions, 

since BDNF may promote the survival rate and growth of motor and cholinergic 

granules, as weel as basal of forebrain cholinergic neurons [46,47]. 
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According, BDNF can provide trophic support to cholinergic neurons, regulating 

its size, innervation, and neurochemical differentiation during development [47,48]. The 

BDNF can increase the maturation of cholinergic neurons [49] and some studies have 

reported a positive feedback between cholinergic activity and neurotrophins, such 

BDNF [49,50]. In the central cholinergic system, studies of conventional AChE 

inhibitors have demonstrated that fluctuant inhibition of AChE can upregulate the 

expression BDNF [51-53]. In this line of view, another study suggested the correlation 

between BNDF and Ach in motor function since this neurotrophin facilitates synaptic 

transmission in mature and newly-formed mouse motor neuromuscular junctions via 

enhancement of vesicular ACh transport [54]. 

Additionally, others studies have showed that polymorphism in cholinergic 

genes are related to cognitive decline in patients with Alzheimer's disease [55, 56]. 

Hanin et al., (2014) [57] have suggested the importance of colinergic pathway in 

vascular disorders since carriers of AChE SNPs presented AChE elevation in 

postmortem human córtices and a higher risk for arterial hypertension. 

In conclusion, we found an association of MnSOD Ala16Val polymorphism 

with poor memory and motor function. Our findings related these clinical impairments 

to lower BDNF and ACh levels in patients with VV genotype. Thus, information about 

MnSOD genotype could provide insight into the type and magnitude of clinical 

manifestations may have across individuals and potentially help guide an individualized 

prescription of treatment to enhance motor and cognitive rehabilitation poststroke.  

 

Figure Legends 

Figure 1: The values of upper (A) and lower (B) limbs strength of the STF test are 

presented. Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). *P<0.05 

was considered significant as compared AA, AV and VV stroke group with AA, AV 

and VV control groups. #P<0.05 was considered significant as compared VV stroke 

group with AV and AA stroke groups. 

Figure 2: Values of (A) Berg balance scale, (B) Timed Up and GO (TUG) and (C) Gait 

test. (A) Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). *P<0.05 was 

considered significant as compared AA, AV and VV stroke groups with VV, AV and 

AA control groups and 
#
P<0.05 as compared VV stroke with AA and AV stroke groups. 
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Figure 2 
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Table 1 - Baseline characteristics of study subjects. 

        Characteristic        

 

Stroke Group (48) 

 

Control Group (50) p Value 

Age  

 

66 ± 2.1 

  

58 ± 1.6 

 

>0.05 

Male (%) 

 

70.5 

  

61 

 

>0.05 

BMI (Kg/ m
2
) 

 

27.3 ± 0.3                                 

  

23.4 ± 0.4                        

 

<0.0001 

Hypertension (%)                   

 

78 

  

0 

 

<0.0001 

Smokers (%)                            

 

8 

  

0 

 

>0.05 

Sedentary (%)                

 

55.5 

  

0 

 

<0.05 

Glucose (mg/dl) 

 

100.8 ± 4.2 

  

78.5 ± 1.1 

 

<0.001 

Cholesterol (mg/dl) 

 

178.5 ± 7.9 

  

153.5 ± 2.2 

 

<0.0001 

HDL (mg/dl) 

 

48.0 ± 2.1 

  

53.2 ± 1.4 

 

>0.05 

LDL (mg/dl) 

 

116 ± 8.3 

  

73.6 ± 2.5 

 

<0.001 

Triglycerides (mg/dl) 

 

155.1 ±9.5 

  

106.2 ± 6.1 

 

<0.001 

 

Baseline characteristics of the study subjects. Data are expressed as mean ± standard error 

of the mean (SEM) or percentage. Significant values = p<0.05. BMI = Body Massa Index,  

AP = Alkaline Phosphatase.  
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Table 2: Neuropsychological test of study subjects according to genotypes. 

  Control 

 

 

 
 

Stroke 

  Neuropsychological Test AA AV VV AA  AV VV 

  

Memory Tests 
 

         Working Memory 1.78 ± 0.20 1.63 ± 0.43 1.36 ± 0.11 1.09 ± 0.29 1.06 ± 0.14 0.04 ± 0.38*# 

   Verbal Memory   -0.38 ± 0.17  -0.26 ± 0.23  - 0.57 ± 0.24  -1.08 ± 0.66  -0.51 ± 0.68  -0.75 ± 0.51 

   Long-Therm Semantic 

Memory 0.50 ± 0.39 0.42 ± 0.65 0.14 ± 0.32  - 0.02 ± 0.18 0.08 ± 0.23  -0.30 ± 0.36 

   Short-Term Visual 

Memory 0.23 ± 0.01 0.23 ± 0.02 0.21 ± 0.0 0.10 ± 0.13  -0.32 ± 0.54  - 0.13 ± 0.41 

   Prospective Memory 0.54 ± 0.01 0.52 ± 0.03 0.48 ± 0.03  -0.06 ± 0.44 0.001 ± 0.3  - 0.20 ± 0.35 

   Total Memory 1.27 ± 0.14 0.59 ± 0.17 0.41 ± 0.15 0.35 ± 0.31 0.37 ± 0.32  -0.75 ± 0.29*# 

 Temporal-Spatial 

Orientation 0.28 ± 0.0 0.29 ± 0.0 0.29 ± 0.0  -0.20 ± 0.57  - 0.01 ± 0.45  - 0.35 ± 0.44 

 Attention 

         Inverse Count 0.19 ± 0.01 0.17 ± 0.0 0.17 ± 0.0 0.13 ± 0.11 0.08 ± 0.10 0.12 ± 0.10 

   Digits repetition 1.04 ± 0.12 1.11 ± 0.10  0.80 ± 0.15 0.37 ± 0.23  0.43 ± 0.18 0.35 ± 0.24 

   Total attention 0.73 ± 0.07 0.76 ± 0.05 0.50 ± 0.10 0.47 ± 0.33 0.41 ± 0.28  0.43 ± 0.39 

 Perception 0.20 ± 0.32 0.35 ± 0.40 0.28 ± 0.35 0.08 ± 0.32  -0.27 ± 0.38  -0.44 ± 0.31 

 Language 
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  Oral language 0.41 ± 0.14 0.55 ± 0.0  0.40 ± 0.14 0.27 ± 0.47 0.32 ± 0.29  0.19 ± 0.36 

   Written language 0.32 ± 0.19 0.50 ± 0.29 0.40 ± 0.19 0.23 ± 0.22 0.27 ± 0.22  -0.23 ± 0.24 

   Total language 0.62 ± 0.12 0.52 ± 0.22 0.51 ± 0.15  0.49 ± 0.29  0.43 ± 0.06  -0.29 ± 0.22 

 Praxes 0.97 ± 0.19 1.01 ± 0.15 0.97 ± 0.13 0.60 ± 0.50 0.53 ± 0.19 0.25 ± 0.41 

 Executive Function 

         Total verbal fluency    0.18 ± 0.20   -0.05 ± 0.17 0.20 ± 0.23  -0.49 ± 0.38  -0.37 ± 0.29  - 0.65 ± 0.20 

   Problems Resolution 0.24 ± 0.11 0.25 ± 0.15 0.34 ± 0.0 0.11 ± 0.38  0.10 ± 0.20  0.08 ± 0.33 

  

Neuropsychological tests according to genotype. Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). *P<0.05 

was considered significant as compared AA, AV and VV stroke groups with VV, AV and AA control groups. 
#
P<0.05 as 

compared VV stroke with AA and AV stroke groups. 
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Table 3: The levels of BDNF and ACh in Control and Stroke groups according to genotypes. 

  

  Control 

 

 

 
 

Stroke 

  Biomarker AA AV VV AA  AV VV 

  

BDNF (pg/ml) 32.18±0.88 22.10±1.20 17.71±0.65 24.04±0.74* 15.46±0.48* 10.08±0.57*# 

          

 ACh (µg/L) 37±1.08 37.21±1.42 27.69±3.03 21±1.87* 13.53±1.19* 7.09±0.61*# 

  

The levels of BDNF and ACh. Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). *P<0.05 was considered significant as compared 

AA, AV and VV stroke groups with VV, AV and AA control groups. 
#
P<0.05 as compared VV stroke with AA and AV stroke groups.  
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4. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo mostramos que o polimorfismo da Ala16Val MnSOD, 

especificamente, o genótipo VV, foi mais prevalente em indivíduos com AVEi. Além 

disso, os pacientes com este genótipo apresentaram piores desempenhos nos 

testes cognitivos e motores quando comparados aos indivíduos saudáveis e aos 

pacientes com genótipo AA e AV. Interessantemente, os pacientes com genótipo VV 

apresentaram maiores níveis de TNF-α, NOx, caspases, dano ao DNA, assim como, 

níveis reduzidos de BDNF e ACh, sugerindo que este polimorfismo pode ser um 

fator agravante da doença nesta população. Para nosso conhecimento, este é o 

primeiro estudo a investigar a influência da Ala16Val MnSOD no AVEi e sua relação 

com a piora nas funções motoras e cognitivas associadas a mudanças nos 

parâmetros laboratoriais. Neste sentido, este estudo reforça a necessidade atual de 

entender as influências genéticas associadas aos fenótipos, e sugere uma possível 

relação com o AVE.  

 O estresse oxidativo é uma condição onde ocorre um desequilíbrio entre a 

produção das ERs e a capacidade de eliminação destas espécies pelo sistema 

antioxidante. Normalmente o O2, após sua utilização na fosforilação oxidativa em 

nível mitocondrial, é reduzido à H2O, entretanto, reduções parciais de O2, levam à 

formação de EROs, como O2
-, o H2O2 e o OH- e ERNs, como o ONOO- pela reação 

com óxido nítrico (NO) (HEEBA e El-HANAFY,  2012). Estas ERs podem causar 

danos aos lipídios, proteínas e ao DNA, levando à uma sinalização de eventos em 

cascata descendente ou favorecer à apoptose (FINKEL, 1998; THANNICKAL e 

FANBURG, 2000).  

Enquanto níveis fisiológicos de ERs podem ser eliminados por um sistema 

antioxidante enzimático e não-enzimático eficiente (NAVARRO e BOVERIS, 2008), 

nos casos de desequilíbrio na produção destas espécies, a ação deste sistema se 

torna comprometida (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). Entre as enzimas 

componentes do sistema antioxidante, a MnSOD está presente na mitocôndria e é a 

primeira em uma cadeia enzimática que medeia a formação de EROs gerados pela 

redução parcial de O2 (LI e ZHOU, 2011), sendo a MnSOD que degrada o O2
- em 

H2O2, o qual será posteriormente convertido em água (H2O) pelas demais enzimas 

do sistema (CHEN et al, 2011).  
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Embora as EROs apresentem papéis fisiológicos relevantes, o aumento das 

concentrações que levam ao estresse oxidativo têm sido relacionado a várias 

condições patológicas (SIMS e MUYDERMAN, 2010) como o AVE (PASCOTINI et 

al., 2015). Isto ocorre principalmente devido ao cérebro ser especialmente propenso 

a danos mediados pelas espécies reativas, que está relacionado ao alto consumo de 

O2, ácidos graxos poli-insaturados e presença de metais de transição, e a redução 

das defesas antioxidantes (LESZESK et al., 2016). Nesse sentido, estudos mostram 

que a falência das defesas antioxidantes, como a MnSOD agrava o infarto cerebral 

após isquemia (HUANG et al., 2012) e o polimorfismo Ala16Val MnSOD está 

associado a um risco aumentado de doença vascular (DUARTE et al., 2010). Na 

verdade, a MnSOD tem sido considerada um alvo terapêutico eficaz na prevenção 

isquêmica (HUANG et al., 2012). Assim, nossos dados corroboram com essa ideia 

desde que nós mostramos que o polimorfismo da MnSOD está relacionado com as 

condições patológicas do SNC, como no AVE, uma vez que o aumento do genótipo 

VV foi observado nesses pacientes. Dessa forma, é possível que o acúmulo de O2 

possa conduzir a uma desestabilização mitocondrial, ativação da via inflamatória e 

da cascata de apoptose celular (WATTS et al., 2013).  

Então, as mudanças na estabilidade mitocondrial, resultando na liberação de 

proteínas, são fundamentais para a ativação da via intrínseca apoptótica. No SNC, 

estas proteínas levam à ativação de caspase-3, que por sua vez induz a danos 

celulares, tais como a fragmentação do DNA (GALLUZZI et al., 2007; KROEMER et 

al., 2009) Além disso, os ânions superóxidos ativam as caspases em vários tecidos, 

tais como fígado e células endoteliais (CONDE DE LA ROSA et al., 2006, PARK et 

al., 2010); e tem a sua atividade inibida pela ação da SOD. Mais especificamente, foi 

mostrado que a MnSOD pode diminuir o volume do infarto, dano tecidual e apoptose 

cerebral em um modelo de oclusão da artéria cerebral média, que foi relacionado 

com a diminuição da caspase 3. Este efeito foi parcialmente explicado por um papel 

protetor mediado pela MnSOD após uma isquemia permanente (HUANG et al., 

2012). Em nosso estudo, vimos o aumento das caspases 8 e 3 em pacientes VV, 

provavelmente devido a uma desestabilização mitocondrial e um aumento na 

liberação de fatores inflamatórios, o que pode provocar danos nas células e induzir a 

apoptose (CERNE et al., 2013). 

Nesse contexto, os resultados deste estudo mostraram que os indivíduos que 

sofreram AVE configuram o maior percentual da genotipagem VV, e ainda que estes 
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sujeitos mostraram níveis elevados de fatores inflamatórios como o TNF-α e AChE 

em relação aos genótipos AA e AV, bem como, níveis menores na relação com 

estes genótipos quanto aos níveis de ACh. 

De fato, a inflamação é uma resposta complexa à estímulos danosos ao 

corpo, como os danos teciduais, patógenos, dano autoimune, isquemia, entre outros. 

(NATHAM, 2002). Inúmeras células e moléculas associadas à inflamação removem 

estes estímulos danosos e reparam os danos teciduais. Este processo de cura inclui 

a destrui  o de “elementos estranhos” e o auto-reparo dos tecidos. Se esta 

destruição associada ao reparo programado não ocorre corretamente, os danos 

inflamatórios podem persistir ou, até mesmo intensificarem-se, dando origem à 

novas ou patologias ou à reincidência de anteriores (LENNARD-JONES, 1989; 

AKIYAMA et al, 2000). Os O2
- têm papéis pró-inflamatórios, causando peroxidação 

lipídica e oxidação, dano ao DNA, formando o ONOO- e recrutando neutrófilos para 

os locais de inflamação. (DEITCH et al, 1990; DROY-LEFAIX et al, 1991; 

SALVEMINI et al, 1996). Desta forma, por sua ação eliminando os O2
-, a MnSOD 

pode ser considerada também como um agente com propriedades anti-inflamatórias 

(LI e ZHOU, 2011). 

Importantemente, a expressão de MnSOD é regulada em locais de inflamação 

por EROs e mediadores pró-inflamatórios (WONG e GOEDDEL, 1988; TSAN et al., 

2001). Esta modulação inflamatória regula positivamente a expressão da MnSOD, 

que por sua vez regula negativamente a inflamação por supressão do NF-κB. Al m 

disso, as citocinas, tais como TNF-α, pode estimular a express o de mRNA da 

MnSOD na tentativa de conter a inflamação (WONG e GOEDDEL, 1988). Dessa 

forma, a atividade aumentada da MnSOD (DUARTE et al., 2010; SUTTON et al., 

2003) pode ser um reflexo de uma retroalimentação parcialmente conduzida pelas 

citocinas inflamatórias observadas nos pacientes com AVE. Entretanto, aqueles 

indivíduos com o alelo V, tem a MnSOD menos eficaz em 30-40% em relação ao 

alelo A, sugerindo dessa forma que a redução da efetividade da MnSOD, pode falhar 

na supressão de fatores de transcrição inflamatórios (SUTTON et al., 2003), 

contribuindo para o aumento da inflamação e danos celulares como aqueles 

observados nos pacientes desse estudo, principalmente nos portadores do alelo V. 

Dados recentes indicam que existe uma estreita relação entre MnSOD, 

inflamação e BDNF (HE e KATUSIC, 2012). Em células angiogenicas, He e Katusic  

(2012) encontraram que a inibição de NFkB bloqueou a regulação da  MnSOD 
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induzida por BDNF, indicando que a sinalização de NFkB pode contribuir 

parcialmente para o aumento da atividade da MnSOD em relação ao BDNF. Além 

disso, esses achados também sugerem uma relação entre BDNF e mitocôndria, o 

que pode parcialmente ocorrer devido a modulação inflamatória (MARKHAM et al., 

2014). Outro dado interessante, é que o TNF-α pode atuar nos seus respectivos 

receptores (PARK e BOWERS, 2010) e causar a ativação de NFkB, um fator de 

transcrição que migra para o núcleo da célula e pode promover elevadas 

concentrações de cálcio intracelular, assim como a produção de espécies reativas 

(NATHAN e XIE, 1994; HEMMENS e MAYER, 1998). Estes radicais livres podem 

induzir uma disfunção celular, resultando na ativação de caspases, tais como as 

caspases-8 e -3, e consequentemente, causando dano no DNA (SUGAWARA et al., 

2004).  

De fato, em resposta a quadros inflamatórios e infecciosos causados por 

diversas patologias, entre elas o AVE, ocorre a liberação do TNF-α e a sua ligação a 

seus receptores específicos (BAUND e KARIN, 2001). Assim, o TNF-α pode ativar 

diferentes vias sinalizadoras, entre elas, a via apoptótica (PARK e BOWERS, 2010). 

Nesse sentido, níveis aumentados de TNF-α podem resultar em liga  es em maior 

número com seus receptores, conduzindo a ativação das caspases executoras, 

como a CASP 8 por meio da via apoptótica extrínseca (MICHEAU e TSCHOPP, 

2003; SCHNEIDER-BRACHERT et al., 2004), e assim resultar na ativação da CASP 

3, culminando no dano ao DNA (CHEN et al, 1998), pela ativação da CAD e a 

clivagem de diversos substratos proteicos como a PARP (SUGAWARA et al., 2002). 

Esses dados corroboram com nossos resultados desde que encontramos um 

aumento nos níveis de TNF-α, CASP 3 e dano ao DNA. 

Por outro lado, a CASP 8 também desencadeia a via apoptótica intrínseca, 

por meio da clivagem dos membros da família dos fatores pró-apoptóticos Bcl-2, 

iniciando o processo apoptótico induzido pela mitocôndria (GROSS et al, 1999; 

ZHAO et al, 2001). Seguido destes eventos há a indução a um aumento 

subsequente de espécies reativas e liberação de fatores apoptogênicos 

mitocondriais, tais como citocromo c, para o citosol. Liberado o citocromo c, junto 

com dATP e o fator-1 de ativação de protease apoptótica (Apaf-1) formam o 

apopotosoma, que por sua vez recruta e ativa a caspase-9, finalmente levando a 

ativação da CASP 3 e consequente disfunção celular (NAMURA et al., 1998; 

BUDIHARDJO, et al., 1999; GRAHAM, 2001; LIOU et al, 2003).  
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Considerando que o TNF-α reduz níveis de BDNF e assim colabora com a 

ativação das caspases, podemos propor que estes dados podem explicar os 

resultados encontrados em nosso estudo. Também é importante mencionar que 

BDNF desempenha um papel importante na proteção neuronal e neurogênese no 

AVEi, o que corrobora a sua relevância neste estudo (ARUMUGAM et al., 2010;. 

BÉJOT et al., 2011; GAO et al., 2010; PLOUGHMAN et al., 2009). Além disso, foram 

encontrados níveis séricos diminuídos de BDNF correlacionados com os níveis 

reduzidos de BDNF no encéfalo (PLOUGHMAN et al., 2009). 

A ACh é um neurotransmissor com propriedades anti-inflamatórias, uma vez 

que é capaz de suprimir a produção de citocinas pró-inflamatórias (KAWASHIMA e 

FUJI, 2003), enquanto a AChE é uma enzima envolvida em funções imune, 

expressa nos linfócitos T e que tem como função promover a hidrólise da ACh para 

colina e acetato (SKOK et al, 2007). Algumas pesquisas já mostraram ligação entre 

as rotas inflamatórias e a sinalização colinérgica (METZ e TRACEY, 2005; SHAKED 

et al., 2009; BEN-ASSAYAG et al, 2010).  

As vias colinérgicas anti-inflamatórias inibem a síntese e liberação de 

citocinas através da ativação do receptor de ACh (HEJMADI et al, 2003). Alguns 

estudos demonstram uma inter-relação entre as reações inflamatórias e a 

capacidade de hidrólise de ACh, de forma que o aumento nesta capacidade pode ter 

sido induzido pelo estresse, e assim, acentuar a reposta inflamatória ao AVE 

(KAUFER et al., 1998), principalmente, como observamos em nossos resultados, 

nos pacientes portadores do genótipo VV.  Neste sentido um aumento da atividade 

da AChE pode aumentar a proliferação de linfócitos e a secreção de citocinas pró-

inflamatórias, como o TNF-α, e ent o colaborar para o processo inflamatório, 

diminuindo a concentração de ACh no espaço extracelular (REARDON et al, 2013).  

Observamos em nossos achados que os pacientes pós-AVE apresentaram 

níveis de ACh e BDNF menores em relação ao grupo controle, e que aqueles 

pacientes com genótipo VV, estes valores eram ainda mais baixos, sugerindo a 

atuação do polimorfismo Ala16Val da MnSOD como um agravante neste quadro, 

além de que alguns estudos demonstram relações importantes entre a memória e as 

funções motoras com os níveis colinérgicos (ACh e AChE) e de fatores neurotróficos 

como o BDNF (SCALZO et al, 2010; ZHAO-HUI et al, 2012; DIEF et al 2015).   

O BDNF é uma neurotrofina, membro da família das de fatores de 

crescimento, responsável pela modulação da plasticidade do sistema nervoso 
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central durante a aprendizagem e a recuperação das habilidades motoras (HELM et 

al, 2015). É o fator de crescimento mais bem distribuído no encéfalo, tendo 

influência na função e sobrevivência de diversas populações neuronais e sistemas 

de neurotransmissão (NILSSON et al, 1998). Trata-se de um fator envolvido na 

neuroproteção, neurogênese e neuroplasticidade, e vem sendo identificado como 

tendo um papel chave na mediação do aprendizado motor e na reabilitação pós-AVE 

(HASSELMO, 2006). 

Recentes avanços no entendimento do papel do BDNF na neuroplasticidade 

podem ter fornecido informações importantes no desenvolvimento de novas 

estratégias de reabilitação pós-AVE (VANDERBERG et al, 2004; PLOUGHMAN et 

al, 2009; KNAEPEN et al, 2010). 

Estes efeitos benéficos são induzidos através do TrKB, um receptor do BDNF. 

A primeira rota ativada envolve a 3-fosfatidilinositida quinase (PI3K) e a proteína 

quinase B (Akt). BDNF diminui a apoptose (YAO et al, 2012) e induz a reconexão 

funcional das sinapses hipocampais (FANG et al, 2013). A segunda rota é a da 

quinase relacionada ao sinal extracelular de TrkB (ERK), a qual media a plasticidade 

e o crescimento neuronal (DING et al, 2011).  

Desta forma, sua relação com a neuroplasticidade é bem documentada, e em 

nossos resultados observamos o decréscimo nos níves desta neurotrofina nos 

pacientes pós-AVE, principalmente naqueles com o alelo V, assim como para esta 

mesma população nós observamos os piores resultados para as análises de 

memória e de funcionalidade. 

Além das propriedades inflamatórias, a rota colinérgica central, no hipocampo, 

atua de forma importante na regulação de numerosas funções vitais, incluindo a 

memória, o aprendizado e o movimento (COYLE et al, 1983).    

Estudos mostram que bloqueios de receptores colinérgicos muscarínicos 

prejudicam a aquisição de novas memórias, porém não afetam as memórias 

previamente estabelecidas (ATRI et al, 2004; HASSELMO e MCGAUGHY, 2004), e 

também podem prejudicar a memória de trabalho estimulada (GREEN et al, 2005).  

Outra importante função da ACh tem relação com a função muscular, uma 

vez que no sistema nervoso somático a contração muscular ocorre pela liberação 

deste neurotransmissor pelas ramificações axonais (DIEF et al, 2015). 

Neste sentido o papel da acetilcolina pode ser importante nos possíveis 

déficits cognitivos e motores consequentes de patologias neurodegenerativas como 
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o AVE. Em nossos resultados, obeservamos que os resultados mais deficitários nos 

testes de memória (trabalho e total) e função motora (escala de equilíbrio de Berg e 

o teste STF) foram apresentados pelos pacientes pós-AVE com o genótipo VV.  

Em seu estudo, Kim et al (2013) demonstrou que um polimorfismo do BDNF, 

o Val66Met, que reduz a atividade do BDNF dependente do genótipo, apresentou 

uma relação com a piora na memória e na função motora em pacientes que 

sofreram AVE. Ainda, outros estudos têm demonstrado que a expressão do BDNF 

está relacionada com a recuperação cognitiva e motora pós-AVE, assim como uma 

expressão deficitária desta neurotrofina pode agravar os déficits nestes aspectos no 

AVE (COOK et al, 2012; ZHANG et al, 2012; RAVINA et al, 2018).  

Como visto anteriormente, estudos recentes têm apontado uma relação 

próxima entre a expressão da enzima Mn-SOD e o BDNF (HE e KATUSIC, 2012; 

PASCOTINI et al, 2015), indicando que a sinalização através do BDNF pode 

contribuir, pelo menos em parte, para o aumento na expressão da Mn-SOD (HE e 

KATUSIC, 2012; RAVINA et al, 2018). Além disso, outros estudos também têm 

demonstrado uma relação entre o sistema colinérgico e o BDNF nas funções 

motoras e cognitivas, a partir do fato que o BDNF pode promover a taxa de 

sobrevivência e crescimento dos grânulos colinérgicos e motores, assim como os 

neurônios colinérgicos do prosencéfalo (MCALLISTER, 2001; MURER et al, 2001). 

De fato, o BDNF tem um importante papel como suporte no trofismo dos 

neurônios colinérgicos, regulando seu tamanho, invervação e diferenciação durante 

seu desenvolvimento (CROWLEY et al 1994; MCALLISTER, 2001). O BDNF pode, 

também, potencializar a maturação dos neurônios colinérgicos (YUEN et al, 1996) e 

alguns estudos têm demonstrado um feedback positivo entre a atividade colinérgica 

e neurotrofinas como o BDNF (YUEN et al, 1996; WARD e HAGG, 2000).  

Além disso, no sistema colinérgico central, estudos sobre inibidores 

convencionais da AChE têm demonstrado que a inibição desta enzima pode regular 

positivamente o BDNF (LINDEFORS et al, 1992; DA PENHA et al, 1993; 

BETANCOURT et al, 2007). Na sequência, no estudo de Gaydukoy et al, 2019, foi 

sugerida uma correlação entre o BDNF e a ACh nas funções motores, uma vez que 

aquela neurotrofina facilitaria a transmissão sináptica em junções neuromusculares 

maduras e recém formadas em ratos através da potencialização do transportador 

vesicular de ACh.  
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5 Conclusão 

 

Finalmente, os resultados apresentados neste estudo sugerem uma possível 

rota oxidativa-nitrosativa, inflamatória, apoptótica e de dano ao DNA, associada a 

níveis reduzidos de BNDF, nos pacientes com AVE crônico, principalmente naqueles 

com o alelo V do polimorfismo da MnSOD (AV e VV). Estes dados sugerem um 

importante papel do BDNF na manutenção do equilíbrio oxidativo após o 

acometimento do AVE, contribuindo na diminuição da resposta inflamatória e 

apoptótica. Desta forma, estes resultados corroboram com estudos prévios que 

demonstraram que outros polimorfismos genéticos estão relacionados ao 

desenvolvimento do AVE e, assim, indicando que o entendimento das interações 

genéticas pode ser a chave para prevenção, tratamento e, quem sabe, até evitar o 

acometimento da patologia. 

Além disso, observamos uma associação do polimorfismo Ala16Val da Mn-

SOD com a piora das funções cognitivas e motoras nos pacientes que sofreram 

AVE. Estes achados relacionam estes déficits clínicos com os níveis diminuídos de 

BDNF e ACh, principalmente naqueles com o genótipo VV. Assim, informações 

sobre os genótipos deste polimorfismo podem ajudar no esclarecimento sobre o tipo 

e a magnitude das consequências clínicas, e contribuir como guia na prescrição de 

um tratamento individualizado mais adequado para reabilitação cognitiva e motora 

após o AVE. 
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ANEXO I 
 

Questionário Avaliação Clínica 
 

Identificação 

1. SAME: 2. Idade                                        3.Data: 

4. Retorno nº: 5. Procedência:  

6. Escolaridade:  

7. Familiar: Renda R$ 

8. Informante: Escolaridade 
Fornecimento de Informações 

9. Paciente:  (  ) 1. Informa tudo.   (  )2. Informa parcialmente.   (  )3. Não informa. 
 

10. Acompanhante (grau de  relação, p.ex: mãe):..............................................................................................  
      (  ) 1.Informa tudo.     ( ) 2.Informa parcialmente.    ( ) 3. Não informa. 
 

Caracterização 

11. Tomografia- Lado do AVE:   
1. ( ) direito 2.( ) esquerdo 
 

12. Tempo do AVC 
1. ( )  > 6m -12 m  2. ( ) >12-24m   3. ( ) >24m 
 

13. Faz uso de alguma medicação? 
1. (   ) Não   2. (   ) Sim. Quais? ____________________________________________________________________ 
 

14. Faz fisioterapia? 
 1.(   ) Não   2. (   ) Sim 
 

15. Fez Fisioterapia? 
1.(   ) Não   2. (   ) Sim 
 

16. Pressão arterial 
1. (  ) <130x85 normal  2. (  ) >130x85-139x89 limítrofe  3. (  ) >140x90 -160x 100 H.L  4. (  ) >160x100-180x110 moderada  
5(  ) >180x110 grave 
 

17. Frequência Cardíaca em Repouso 
1. (  ) < 100bpm 2. (  ) >100bpm 
 

18. Peso: _________Kg     
 

19. Altura: _____________m      
  

20 IMC:_________________ 
 

Fatores de Risco 

21 .  Etnia/Raça 
(   )1. Branco (   )2.Pardo  
(   )3. Preto    (   )4. 

 22. História familiar de AVC/ATI 
1.(  ) Sim 
2.(  ) Não 

23. Doenças cardíacas 
(  )1. Sim  
(  )2. Não 
 

24. Diabete Mellitus  
1. (   )Sim 
2. (   )Não    

25. Consumo excessivo de álcool 
(  )1. Sim  
(  )2. Não 
 

26. Hipertensão 
(  )1. Sim 
(  )2. Não 
 

27. Fumo 
1.(  ) Sim 
2 (  )Não 

28. Obesidade 
1.(  ) Sim 
2.(  ) Não 

29. Sedentarismo pré AVE 
1.(  ) Sim 
2.(  ) Não 

30. sedentarismo pós AVE 
1.(  ) Sim 
2.(  ) Não 
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ANEXO II 
 

Escala de Equilíbrio de Berg 
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ANEXO III 
 

Teste STF 
 

1- Levantar e sentar na cadeira em 30 s. 
 
Paciente sentado em uma cadeira sem encostos com os braços cruzados à frente 
deve levantar e sentar quantas vezes conseguir em 30s. 
 
Uma prática antes do teste, no mesmo dia.  
 
2 – Arm curl (Flexão de cotovelo). 
 
Paciente sentado na cadeira sem encostos segurando um peso livre na mão do 
braço dominante. Realizar o máximo de flexões em 30s. 
 
Utilizar membro superior esquerdo e membro superior direto. 
 
Pesos:  
Homens = 4Kg 
Mulheres = 2Kg 
 
Uma prática antes do teste, no mesmo dia.  
 
3 – 6-minute walk (caminhada de 6 minutos) 
 
Paciente vai caminhar a maior distância possível em 6 minutos em uma área 
quadrada de 50m com divisões de 5m em 5m. 
 

 
 
4 – Chair sit-and-reach (Sentar na cadeira e alcançar o pé). 
 
Paciente sentado em cadeira, sem encostos e escorada na parede.  
 
Estender uma perna à frente e em seguida tentar tocar os dedos do pé sem flexionar 
o joelho. 
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Investigador mede o que faltar para alcançar os dedos do pé como medida negativa 
e o que passar dos dedos como medida positiva.  
 
5 – Back scratch (Coçar as costas). 
 
Paciente tentará encostar uma mão na outra por trás das costas, vindo uma por 
baixo e outra por cima. 
 
Investigador mede negativamente o que faltar para encostar as mãos e 
positivamente o que passar do encontro dos dedos. 
 
Praticar duas vezes antes, no mesmo dia. Depois realizar duas vezes o teste ficar 
com o melhor resultado. 
 
6 – 8- Foot Up-and-Go. (Levantar e ir)  
 
Paciente sentado na cadeira sem encostos escorada na parede. Ao sinal levanta e 
caminha o mais rápido possível até contornar um cone postado à sua frente e voltar 
a sentar na cadeira. 
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ANEXO IV 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
 
Título do projeto: “O PAPEL DO POLIMORFISMO Mn-SOD Ala16Val NA 
FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO CRÔNICO: UM 
ESTUDO CLÍNICO”. 
Pesquisadora responsável: Dra. Michele Rechia Fighera 
Instituição/departamento: HOSPITAL UNIVERSITÁRIO DE SANTA MARIA/ CCS. 
Telefone para contato: 55- 3220-8178 (ambulatório de Fisioterapia) 
Local da coleta de dados: AMBULATÓRIO DE FISIOTERAPIA DO HOSPITAL UNIVERSITÁRIO 
DE SANTA MARIA. 

 
1- O projeto de pesquisa será realizado no Ambulatório de Fisioterapia do 

Hospital Universitário de Santa Maria (HUSM) e terá como objetivo investigar o 
envolvimento da via apoptótica e de dano ao DNA em pacientes após AVE.  

2- Antes do início do tratamento será coletada amostra de sangue e 
aplicado um questionário clínico. 

3- O sangue será coletado para análise bioquímica antes do início do 
protocolo de tratamento e após o seu término. A amostra de sangue será coletada 
por uma enfermeira e uma farmacêutica, alunas dos programas de pós-graduação 
de farmacologia e bioquímica da UFSM. 

4- A amostra de sangue será realizada por punção periférica da veia do 
antebraço. A coleta de sangue, não causará risco para a sua saúde e bem-estar. 

5- Participando do estudo você irá responder algumas perguntas sobre sua 
dor, suas atividades diárias, dados pessoais e médicos. 

6- Você não terá nenhum gasto participando do projeto e sua participação 
será por sua própria vontade. 

7- Sua identidade e suas respostas serão mantidas em segredo (caráter 
anônimo dos prontuários) e somente os/as pesquisadores/as envolvidos terão 
acesso „as informa  es. Entretanto, os dados coletados nesta pesquisa poder o ser 
publicados em revistas médicas e provavelmente apresentados em congresso. As 
informações contidas nas fichas serão guardadas e poderão ser usadas em outros 
estudos, sendo sempre seu nome mantido em sigilo. 

8- Você tem o direito de fazer qualquer pergunta sobre o projeto aos/as 
pesquisadores/as. Você pode parar sua participação no estudo a qualquer momento 
se não estiver satisfeito com o tratamento proposto e procurar outros recursos 
médicos. 

9- Nós achamos que os resultados deste projeto poderão ajudar na sua 
qualidade de vida e de muitos outros pacientes com quadro clínico semelhante ao 
seu. 

10- Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou 
tratamentos propostos neste estudo, o participante tem direito a tratamento médico 
na Institui  o, bem como „as indeniza  es legalmente estabelecidas. 
 
               Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que 
li ou que foram lidas e explicadas verbalmente para mim, descrevendo o estudo 
Título do projeto: “O PAPEL DO POLIMORFISMO Mn-SOD Ala16Val NA 
FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO CRÔNICO: UM 
ESTUDO CLÍNICO”. 
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               Eu discuti com a médica Michele Rechia Fighera, sobre a minha decisão 
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais os propósitos do estudo, 
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade (lido e anexado por escrito „a este termo de consentimento que irei 
assinar) e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 
participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento 
hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo 
e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o 
mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa 
ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 
 
 
_______________________    ____________________ 
Assinatura do/a Participante                                         N. identidade(CI) 
 
 
 
 
_______________________________ 
Assinatura do responsável pelo estudo 
       
 Data: ___/___/___ 
 
Endereço para contato: Ambulatório de fisioterapia - Hospital Universitário de Santa 
Maria, HUSM. Faixa de Camobi, Km 9 – Campus Universitário. CEP: 97105-900 
Santa Maria/RS – Brasil. 
Telefone: 55- 3220-8178 
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ANEXO V 
 

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE 
 

Título do projeto: “O PAPEL DO POLIMORFISMO Mn-SOD Ala16Val NA 
FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO CRÔNICO: UM 
ESTUDO CLÍNICO”. 
 
Pesquisador responsável: Michele Rechia Fighera 

Instituição/Departamento: UFSM / Departamento de Neuropsiquiatria 

Telefone para contato: 55- 3220-8178 (ambulatório de Fisioterapia) 

Local da coleta de dados: AMBULATÓRIO DE FISIOTERAPIA DO HOSPITAL 

UNIVERSITÁRIO DE SANTA MARIA 

 
 

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a 

privacidade dos pacientes cujos dados serão coletados através da ficha de avaliação 

no Ambulatório de Fisioterapia. Concordam, igualmente, que estas informações 

serão utilizadas única e exclusivamente para execução do presente projeto. As 

informações somente poderão ser divulgadas de forma anônima e serão mantidas 

na sala do departamento de Neuropsiquiatria (sala número 1446/ prédio do Centro 

de Ciências da Saúde por um período de 4 anos sob a responsabilidade do Prof.(a) 

Pesquisadora Michele Rechia Fighera. Após este período, os dados serão 

destruídos. Este projeto de pesquisa foi revisado e aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da UFSM em ...../....../......., com o número do CAAE ......................... 

 

 

Santa Maria,..........de ............................de 20...... 

 

 

      ......................................................................... 

Assinatura do pesquisador responsável 

 


