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RESUMO

CARVALHO, Claudia Bueno Abdalla. Relagédo entre a Doenga de Parkinson e o gene
LRRK2: um estudo na populacéo brasileira. 2011. 172 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2011.

A doenca de Parkinson (DP) € a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente
depois da Doenca de Alzheimer, afetando aproximadamente 1% da populacdo com idade
superior a 65 anos. Clinicamente, esta doenca caracteriza-se pela presenca de tremor em
repouso, bradicinesia, rigidez muscular e instabilidade postural, os quais podem ser
controlados com a administracdo do levodopa. As caracteristicas patoldgicas da DP incluem a
despigmentacdo da substancia nigra devido a perda dos neurbnios dopaminérgicos e a
presenca de inclusdes proteicas denominadas corpos de Lewy nos neurbnios sobreviventes.
As vias moleculares envolvidas com esta patologia ainda sdo obscuras, porém a DP é uma
doenca complexa, resultante da interacdo entre fatores ambientais e causas genéticas.
MutacgOes no gene leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2; OMIM 609007) constituem a forma
mais comum de DP. Este gene codifica uma proteina, membro da familia de proteinas ROCO,
que possui, entre outros dominios, dois dominios funcionais GTPase (ROC) e quinase
(MAPKKK). Neste estudo, os principais dominios do gene LRRK2 foram analisados em 204
pacientes brasileiros com DP por meio de sequenciamento dos produtos da PCR. Através da
analise de 14 exons correspondentes aos dominios ROC, COR e MAPKKK foram
identificadas 31 variantes. As alteragdes novas, p.C1770R e p.C2139S, possuem um potencial
papel na etiologia da DP. Trés alteracdes exdnicas (p.R1398R, p.T1410M e p.Y2189C) e
nove intronicas (c.4317+16C>T, ¢.5317+59A>C, ¢.5509+20A>C, ¢.5509+52T>C,
€.5509+122A>G, ¢.5657-46C>T, ¢.6382-36G>A, €.6382-37C>T e ¢.6576+44T>C) sdo
potencialmente ndo patogénicas. Ao todo, dezessete variantes exdnicas e intrdnicas
constituem polimorfismos j& relatados na literatura (p.R1398H, p.K1423K, p.R1514Q,
p.P1542S, ¢.4828-31T>C, p.G1624G, p.K1637K, p.M1646T, p.S1647T, c.5015+32A>G,
€.5170+23T>A, ¢.5317+32C>T, p.G1819G, ¢.5948+48C>T, p.N2081D, p.E2108E e
€.6381+30A>G). A frequéncia total de alteragdes potencialmente patogénicas ou patogénicas
detectadas em nossa amostra foi de 3,4% (incluindo a mutagdo p.G2019S, anteriormente
descrita em 2 artigos publicados por nosso grupo: Pimentel et al., 2008; Abdalla-Carvalho et
al., 2010), sendo a frequéncia de mutagdes nos casos familiares (11,1%) cerca de seis vezes
maior do que a encontrada nos casos isolados da DP (1,8%). Os resultados alcangados neste
estudo revelam que mutagfes no gene LRRK2 desempenham um papel significativo como
fator genético para o desenvolvimento da DP em pacientes brasileiros.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson. Mutacdes génicas. Gene LRRK2.



ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease after
Alzheimer’s disease, affecting nearly 1% of people above 65 years of age. The major clinical
symptoms of this disease are: resting tremor, bradykinesia, rigidity, postural instability and a
positive response to dopamine replacement therapy. Pathological findings include selective
degeneration of dopaminergic neurons within the substantia nigra, with proteinaceous Lewy
body inclusions in surviving cells. The pathogenesis of PD is not yet completely understood,
however, both genetic and environmental factors contribute to the disease phenotype.
Mutations in the leucine-rich repeat kinase 2 gene (LRRK2; OMIM 609007) represent the
most frequent genetic known cause of familial and sporadic PD. The LRRK2 gene encodes a
protein, member of the ROCO protein family, that contains both GTPase (ROC) domain and
kinase (MAPKKK) domain, as well as, other motifs. In this study, we have screened the main
domains of the LRRK2 in a group of 204 PD Brazilian patients. The screening was performed
by direct sequencing of the PCR products. By the analysis of 14 exons corresponding to ROC,
COR and MAPKKK domains, we identified 31 sequence variations. The novel variants,
p.C1770R and p.C2139S, may play a role in the PD pathogenesis. Three exonic alterations
(p.R1398R, p.T1410M and p.Y2189C) and nine intronic variants (c.4317+16C>T,
€.5317+59A>C, ¢.5509+20A>C, ¢.5509+52T>C, ¢.5509+122A>G, ¢.5657-46C>T, c.6382-
36G>A, €.6382-37C>T and ¢.6576+44T>C) seem to be not pathogenic. A total of 17 exonic
and intronic alterations were previously described in the literature as non-pathogenic
polymorphisms (p.R1398H, p.K1423K, p.R1514Q, p.P1542S, ¢.4828-31T>C, p.G1624G,
p.K1637K, p.M1646T, p.S1647T, c.5015+32A>G, ¢.5170+23T>A, ¢.5317+32C>T,
p.G1819G, ¢.5948+48C>T, p.N2081D, p.E2108E and c.6381+30A>G). The frequency of
pathogenic mutations or potentially pathogenic variants was 3.4% (including the p.G2019S
mutation, previously described in our previous report: Pimentel et al., 2008; Abdalla-
Carvalho et al., 2010). In familial cases (11.1%) this frequency was approximately six times
higher than in sporadic cases (1.8%). Our results suggest that LRRK2 mutations have an
important contribution to PD development among Brazilian population.

Keywords: Parkinson’s disease. Gene mutations. LRRK2 gene.
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INTRODUCAO

A doenca de Parkinson

Descrita pela primeira vez por James Parkinson em 1817, a doenca de Parkinson (DP;
OMIM 168600) € a doenca neurodegenerativa motora mais comum e a segunda doenca
neurodegenerativa mais frequente depois da Doenga de Alzheimer (Tanner & Aston, 2000).
Sua incidéncia é similar no mundo todo afetando aproximadamente 1% da populagdo com
idade superior a 65 anos, aumentando para 4-5% aos 85 anos (Fahn, 2003). Esta condicdo é
mais prevalente em homens do que em mulheres e cerca de 4% dos pacientes desenvolvem a
DP antes dos 50 anos (Belin & Westerlund, 2008).

Devido ao aumento da expectativa de vida da populagdo mundial, espera-se que a
prevaléncia da DP aumente consideravelmente (Lin et al., 2009). O impacto desta doenca esta
relacionado a sua taxa de mortalidade que é duas a cinco vezes mais alta em pacientes do que
em controles, resultando na reducdo da qualidade de vida e da expectativa de vida (Lin et al.,
2009). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostram que a
populacdo idosa no Brasil tem tomado proporcdes significativas. Entre 1998 e 2008, a
proporcéao de idosos aumentou de 8,8% para 11,1%, revelando que em 2008 o contingente de

pessoas de mais de 60 anos somava cerca de 21 milhdes (IBGE, 2009) (gréafico 1).
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Gréfico 1 - Proporcédo de idosos (em percentagem) de 60 e 65 anos ou mais de idade
no Brasil de 1998 a 2008.

1.1
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Fonte: IBGE, Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios 1998/2008. (1): Exclusive a
populacdo rural de Ronddnia, Acre, Amazonas, Roraima, Para e Amapa.

As caracteristicas patoldgicas da DP incluem a despigmentacdo da substancia nigra do
mesencefalo devido & perda progressiva dos neurénios dopaminérgicos e a presenca de
inclus@es proteicas citoplasmaticas denominadas corpos de Lewy nos neurdnios sobreviventes
(Forno, 1996). Acredita-se que os corpos de Lewy sdo formados como resposta citoprotetora
aos niveis excessivos de proteinas anormais potencialmente toxicas nos neurdnios (Andrade et
al., 2010). A perda de neurdnios e a presenca de inclusdes proteicas também sdo observadas
em outras regides cerebrais do sistema nervoso central e periférico, incluindo o bulbo
olfatorio, o nucleo da medula oblonga, a ponte, o locus coeruleus, a amigdala, o ndcleo basal
de Meynert, e nos estagios avancados da doenca, o estriado e o cortex cerebral (Para revisao:
Gomez & Ferrer, 2010). A deficiéncia de dopamina no sistema nervoso causa anomalias nos
circuitos motores resultando nas manifestacdes clinicas da DP (Belin & Westerlund, 2008).

Clinicamente, esta doenca caracteriza-se pela presenca de trés sintomas motores
principais (i) tremor em repouso, (ii) bradicinesia, (iii) rigidez muscular e instabilidade

postural, os quais podem ser controlados com a administracdo de um precursor exdgeno da
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dopamina, o levodopa (. -3,4-dihidroxifenilalanina). Entretanto, esta substancia é ineficaz no
tratamento de sintomas ndo motores que podem também ser observados em pacientes com DP
e, muitas vezes, precederem aos sintomas motores. Os dados prospectivos relacionados aos
sintomas ndo motores sdo ainda raros, mas apontam que constipacdo, hiposmia (disfuncao
olfativa) e disturbio comportamental do sono REM podem preceder o diagndstico formal da
DP. A perda da sensibilidade olfativa, por exemplo, ocorre em 70 a 90% dos pacientes com
DP (Andrade et al., 2010). Dentre outros sintomas ndo motores, destacam-se depressao,
ansiedade, disturbios do humor, disautonomia, déficit cognitivo e perda de peso (Alves et al.,
2008; Andrade et al., 2010; Dauer & Ho, 2010). Contudo, um diagnostico definitivo da
doenca requer a confirmacdo p6s-morte de analises histopatoldgicas de tecido cerebral (Alves
et al., 2008), pois a presenca de inclusdes € um critério utilizado para diferenciar a DP de
outras desordens associadas com parkinsonismo (Forno, 1996).

Atualmente ndo ha cura para esta doenca e as vias moleculares envolvidas com esta
patologia ainda sdo obscuras, porém considera-se a DP uma doenca complexa, resultante da
interacdo entre fatores ambientais e causas genéticas (Thomas & Beal, 2007). Durante muitos
anos, a DP foi vista como uma doenca ndo genética, sendo inumeros fatores ambientais
apontados como causa desta doenga, tais como, a utilizacdo de drogas sintéticas, doencas
infecciosas, exposicdo a substancias toxicas, exposicdo a herbicidas e pesticidas (paraquat,
rotenona), vida rural, consumo de agua de pogo e traumas na cabeca (Hardy, 2006).

Entretanto, estudos de associacdo genética e a identificacdo de familias com uma clara
heranca mendeliana da doenca trouxeram evidéncias de que os fatores genéticos
desempenham um importante papel na etiologia da DP (Duvoisin, 1998) (tabela 1).
Familiares de pacientes com a doenga possuem um risco 3 a 4 vezes maior de desenvolver a

DP, comparados com pessoas da populagdo normal (Autere et al., 2000).



Tabela 1 - Genes e loci descritos envolvidos na doenca de Parkinson familiar.
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Locus génico e - Idade de
posicéo Gene* Proteina h - manifestacdo da OMIM®*xx
Bmi eranca
cromossdmica DP
e 38-65 anos
(=PARKA4) SNCA a-sinucleina AD 163890
24-48 anos
(4921)
PARK?2 .
(6025.2-G27) PRKN Parkin AR 30 anos 602544
PARK3
(2p13) i - AD 60 anos 602404
PARKS5
(4p14) UCHL1 UCHL1 AD 55-58 anos 191342
PARKG6
(1p35-p36) PINK1 PINK1 AR 20-40 anos 608309
PARK?7
(1p36) DJ1 DJ1 AR 20-40 anos 606324
PARKS LRRK2 ou
(1212) LRRK2 Dardarina AD 50-70 anos 609007
PARKY ATP13A2 ATP13A2 AR 20-40 anos 606693
(1p36)
PARK10
(1p32) l - AD 50-60 anos 606852
PARK11 .
(2436-q37) GIGYF2 - AD tardio 607688
PARK12 Cromossomo .
(X021-25) } - X tardio 300557
PARK13
(2p13) HTRA2  HtrA2 ou Omi - tardio 606441
PARK14 . .
(22q13.1) PLA2G6 PLA2G6 AR juvenil 612953
PARK15
(22912-13) FBXO7 FBXO7 AR precoce 260300
PARK16 ] ] ] ] _
(1932)
1921 GBA GBA AD - 606463
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*SNCA, a-synuclein; PRKN, Parkin; UCHL1, ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1,
PINK1, PTEN-induced putative kinase 1; DJ1, oncogene DJ1; LRRK2, leucine-rich repeat
kinase 2; ATP13A2, ATPase type 13A2; HTRA2, HTRA serine peptidase 2; PLA2G6,
phospholipase A2, group VI; FBXO7, F-box only protein 7; GBA, Glucocerebrosidase
(Belin & Westerlund, 2008; Biskup et al., 2008; Schulz, 2008; Seol, 2010 - com
modificagdes).

**AD — autossémica dominante/ AR — autossomica recessiva.

***OMIM®, Online Mendelian Inheritance in Man®.

Dos genes identificados, seis estdo associados a formas recessivas de parkinsonismo:
PRKN, PINK1, DJ1, ATP13A2, PLA2G6 e FBXO7 e outros cinco, SNCA, UCHL1, LRRK2
GIGYF2 e GBA estéo associados a formas dominantes da doenga. O gene HTRAZ2 ainda néo foi
associado a um tipo determinado de heranga.

Dados da literatura sinalizam que mutacdes em alguns destes genes comprometem
determinadas vias metabdlicas como o sistema ubiquitina-proteossomo e a funcgdo
mitocondrial (Biskup et al., 2008; Schulz, 2008) (figura 1).

Mutacoes em

UCHL1
Agregacao de
proteinas
Mutacd - (alpha-sinucleina)
ST DISFUNCAO
UBIQUITINA
PROTEOSSOMA
Mutacoes em
PINK 1 Proteinas
——- erroneamente =— oy
CELULAR
dobradas
Deficiéncia
de ATP
e ," Mutagoes em
DISFUNCAO
MITOCONDRIAL

Fosforilacido \ ESTRESSE
anormal OXIDATIVO

Mutacoes no
LRRK2

Figura 1 - Vias comuns ligadas a patogénese da DP. As mutacfes patogénicas nos genes
SNCA, Parkin, UCHL1, PINK1, DJ1 e LRRK2 causam a DP devido a disfuncdo do sistema
ubiquitina-proteossomo, a disfuncdo mitocondrial e ao estresse oxidativo, comprometendo
vias importantes na sobrevivéncia e na fungdo neuronal dopaminérgica (Farrer, 2006; Wood-
Kaczmar et al., 2006; Thomas & Beal, 2007 - com modificacgdes).
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A disfungéo do sistema ubiquitina-proteossomo resulta em um controle de qualidade
de proteinas alterado, o que leva a agregacéao acelerada de proteinas dentro da célula (Kruiger
et al., 2002; Skovronsky et al., 2006). A agregacdo da a-sinucleina representa um passo
crucial na patogénese da DP, visto que esta proteina é o principal componente dos corpos de
Lewy. MutacGes no gene Parkin prejudicam a funcdo da proteina Parkin que é uma ubiquitina
E3-ligase, envolvida na degradacdo de proteinas via ubiquitina-proteossomo e que pode estar
localizada na mitocondria, possuindo um papel no aumento da biogénese mitocondrial.
UCHL1 possui fungdes ubiquitina-hidrolase e ubiquitina E3-ligase e mutacOes neste gene
promovem a agregacdo de proteinas. A disfuncdo mitocondrial leva ao aumento da producéo
de espécies reativas de oxigénio e a reducdo na producdo de ATP, o que pode comprometer o
sistema ubiquitina-proteossomo. Mutac¢Ges no gene PINKL1 interferem na fungdo mitocondrial,
prejudicam a sintese de ATP e aumentam a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(Gandhi et al., 2009). Além disso, PINK1 pode modular a atividade e a estabilidade de Parkin
indicando que estas proteinas podem atuar na mesma via (Dodson & Guo, 2007). DJ1
codifica uma proteina antioxidante e sua funcdo chaperona previne o dobramento incorreto de
proteinas. MutacGes em DJ1 estdo associadas com o estresse oxidativo e possivelmente com a
apoptose celular (Farrer, 2006; Wood-Kaczmar et al., 2006; Dodson et al., 2007; Thomas &
Beal, 2007) (figura 1).

Particulamente, mutacdes no gene LRRK2 constituem a forma mais comum da DP.
Cerca de 10% da proteina LRRK2 esta localizada na membrana mitocondrial externa (West et
al., 2005). Entre os diferentes dominios funcionais, a proteina LRRK2 possui o dominio
catalitico serina/treonina quinase (MAPKKK). Mutagfes patogénicas neste dominio e em
outros dominios da proteina sdo responsaveis por aumentarem sua atividade quinase (West et
al., 2007). A fosforilacdo anormal de proteinas possivelmente inclui proteinas da mitocondria,
podendo afetar diretamente a funcdo mitocondrial (Henchcliffe & Beal, 2008; Lin et al.,
2009) (figura 1).

O gene LRRK2

O gene leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2, OMIM 609007) estd localizado na
regido cromossémica 12912 no locus PARKS (Paisén-Ruiz et al., 2004; Zimprich et al., 2004;
Funayama et al., 2005). Este gene possui 51 exons distribuidos em 144 Kb de extensdo, sendo
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expresso em humanos em diversas regides, como coracdo, placenta, pulméo, figado, muasculo
esquelético e pancreas (Paisdn-Ruiz et al., 2004; Miklossy et al., 2006). Seu transcrito de 9
Kb é expresso em todas as células do sistema nervoso (Miklossy et al., 2006) sendo
amplamente identificado na substancia nigra, no nucleo caudatum e no putamen (Zimprich et
al., 2004) (figura 2).

Cartes motor

Caudatum
Putarnen

Estriadn

Clobus pallidus

Mucleo subtaldmmco

Substancia negra

Medula

Figura 2 - Sec¢do lateral de um cérebro humano com a porc¢éo anterior para a esquerda. As
principais regides do cérebro afetadas na DP estdo destacadas em amarelo (Farrer, 2006).

A proteina LRRK2

Conhecida também como dardarina, termo derivado da palavra Basca dardara que
significa tremor, a proteina LRRK2 ¢é formada por 2.527 aminoécidos com massa molecular
de 286 kDa (Paizan-Ruiz et al., 2004) (figura 3). Esta proteina pertence ao grupo de proteinas
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ROCO dentro da superfamilia Ras/GTPase e possui sete dominios. Um dominio ARM
(armadillo), ANK (ankyrin repeat) e LRR (leucine rich repeat) estdo presentes na metade N-
terminal da proteina, seguidos por um dominio ROC (Ras - renin-angiotensin system - em
proteinas complexas) e um dominio COR (C-terminal of ROC). O dominio catalitico de
tirosina quinase, MAPKKK (mitogen activated protein kinase kinase kinase) e o dominio
WDA40 estdo presentes no final C-terminal da proteina (Giasson & Van Deerlin, 2008; Lesage
& Brice, 2009; Sheng et al., 2010) (figura 3).

Gene LRRK2

Figura 3 - Esquema do gene LRRK2 e de sua proteina, mostrando a regido no cromossomo 12
onde ele se encontra, a estrutura do gene LRRK2 e da proteina LRRK2. ARM- dominio
armadillo; ANK- dominio ankirina; LRR — dominio rico em repeti¢fes leucina; ROC —
dominio ROC; COR — dominio COR; MAPKKK — dominio MAPKKK; WD40 — dominio
WD40 (Lu & Tan, 2008, Kumari & Tan, 2009; Sheng et al., 2010 - com modificacgdes).
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Além da proteina LRRK2, trés outras proteinas pertencem a familia ROCO (termo
combinado de ROC e COR) em humanos: leucine-rich repeat kinase 1 (LRRK1), death-
associated protein kinase (DAPK1) e malignant fibrous histiocytoma-amplified sequence with
leucine-rich tandem repeats-1 (MASL1) (figura 4). Destas proteinas, a LRRK1 exibe o maior
grau de similaridade com a proteina LRRK2 (70% de homologia dos dominios ROC, COR e
MAPKKK) (Guo et al., 2006; Dachsel et al., 2010a). At¢ o momento, ndo ha relatos
indicando que estas proteinas estejam relacionadas a DP. Entretanto, um recente estudo in
vitro mostrou que a LRRK1 e a LRRK2 podem se associar e formar um heterodimero,
indicando uma possivel interacdo entre as duas proteinas (Dachsel et al., 2010b). Além disso,
a avaliacdo de variantes no gene LRRK1 em pacientes portadores da alteragcdo p.G2019S no
LRRK2, mostrou que o polimorfismo p.L416M no gene LRRK1 foi associado a diminuicéo da

idade de manifestacdo da DP nestes individuos (Dachsel et al., 2010b).
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Figura 4 - Esquema das proteinas da familia ROCO e seus respectivos dominios. ARM-
dominio armadillo; ANK- dominio ankirina; LRR — dominio rico em repeti¢cdes leucina; ROC
— dominio ROC; COR — dominio COR; MAPKKK — dominio MAPKKK; WD40 — dominio
WD40; CaM K - dominio célcio/calmodulina-regulado por quinase; Death — dominio death
com funcéo apoptdtica (Fonte: Guo et al., 2006; Dashsel et al., 2010a).

Em relacdo aos seus dominios, a proteina LRRK2 possui multiplos dominios de
interacdo proteina-proteina (armadillo, ankirina, LRR e WD40) o que sugere que ela seja uma
proteina multifuncional e que forme complexos com outras proteinas (Lesage et al., 2007a;
Kumari & Tan, 2009). Dominios armadillo sdo identificados em muitas proteinas de
eucariotos. Proteinas com esta estrutura podem estar envolvidas com o citoesqueleto e com
vias de sinalizacdo, dentre outras fungdes (Tewari et al., 2010).

Repeticdes de ankirina sdo encontradas em diversas proteinas bacterianas e de
eucariotos, incluindo proteinas do citoesqueleto, fatores de transcricdo, proteinas de

sinalizac&o e de regulacdo do ciclo celular (Mata et al., 2006b).
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Proteinas que contém regides ricas em repeti¢cdes leucina (LRRS) estdo associadas a
diversas funcdes que envolvem interagdo proteina-proteina, como interagdes com receptores
de horménios, inibicdo de enzimas, adesao celular, trafego celular, processamento de RNA e
ligacdo a substratos para ubiquitinacdo (Kobe & Kajava, 2001).

Dominios WD40 tém sido implicados na transducéo de sinais, no processamento de
pré-RNAm e no arranjo do citoesqueleto. O dominio COR possui uma fungdo ainda
desconhecida (Smith et al., 1999).

Os dominios ROC-GTPase e MAPKKK estdo envolvidos na regulacdo
intramolecular da proteina LRRK2 (Guo et al., 2007; Deng et al., 2008). Dominios ROC-
GTPase se assemelham a familia de GTPases Rab (Ras no cérebro) que estdo envolvidas na
sinalizacdo mitogénica, no transporte vesicular, na reorganizacdo do citoesqueleto e no
transporte nucleo-citoplasma (Guo et al., 2006).

Enzimas com dominios MAPKKK compartilham um centro catalitico conservado,
comum a proteinas serina/treonina quinases e tirosina quinases. Elas exercem sua funcao
catalisando a transferéncia de y-fosfato do ATP para residuos de tirosina em substratos
proteicos (Hubbard & Till, 2000). Cascatas de MAPquinases sdo0 mecanismos chaves para a
regulacdo de muitas funcdes celulares, tais como o crescimento celular, a transformacéo e a
apoptose. Elas podem ser iniciadas através de proteinas Ras, responsaveis por transmitirem o
sinal extracelular de um receptor a uma cascata de quinases citosélicas, ativando proteinas
MAPKKK. Uma vez ativadas, estas proteinas fosforilam e ativam proteinas MAPKK, que por
sua vez, fosforilam e ativam proteinas MAPK, as quais fosforilam substratos citosolicos e
nucleares relacionados a varias funcdes celulares (Guo et al., 2006).

A presenca de ambos os dominios ROC-GTPase e MAPKKK na proteina LRRK2
representa um mecanismo analogo a pequenas GTPases (H-Ras), que ativam proteinas
quinases (Moore, 2008). A ligacdo do GTP a uma GTPase leva ao recrutamento e a ativacao
de uma quinase. Quando o GTP é convertido a GDP a associacdo entre a GTPase e a quinase
termina (Dauer & Ho, 2010). O dominio ROC possui atividade GTPase, sendo responsavel
por hidrolizar o GTP. Sua ligacdo ao GTP é necesséria para estimular a atividade quinase do
dominio MAPKKK (Smith et al., 2006; Ito et al., 2007; Guo et al., 2007). In vitro, a atividade
quinase da LRRK2 ¢é aumentada pelo tratamento com analogos do GTP nao hidrolizaveis ou
repremida pelo tratamento com GDP. A atividade quinase pode também ser prejudicada pela
presenca de mutacdes que comprometem a hidrélise do GTP. Contudo, ndo ocorre um efeito
inverso, visto que mutacgdes que prejudicam a atividade quinase ndo influenciam na ligacéo ou

hidrolise do GTP. Além disso, mutacbes no dominio COR também influenciam na atividade
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quinase, mostrando que este dominio pode estar envolvido no mecanismo de regulacdo da
LRRK2 (West et al., 2007).

Predominantemente, a proteina LRRK2 é um dimero formado pela interacdo dos
dominios ROC de cada monémero (Deng et al., 2008; Greggio et al., 2008). Deng e
colaboradores (2008) propuseram um modelo de regulagdo da proteina LRRK2, sugerindo
que a atividade quinase ¢ alterada pela mudanca de conformacéo através da ligagdo ao GTP
(estado ativo) e GDP (estado inativo) (figura 5). Assim, quando o dominio ROC se liga ao
GTP, ocorre a dimerizacdo de COR, o0 que induz a autointeragdo do dominio MAPKKK,
resultando em sua atividade de fosforilacdo. Com a conversdo do GTP ao GDP, mudancas
conformacionais em ROC interrompem o dimero COR e MAPKKK, inativando a atividade

quinase (Deng et al., 2008) (figura 5).

Figura 5 - Modelo de regulagdo do dimero LRRK2 proposto por Deng e colaboradores
(2008). (A) Com a hidrdlise do GTP a GDP, mudancas conformacionais no dimero ROC
(verde e amarelo) interrompem o dimero COR (azul claro) e MAPKKK, inativando a
atividade quinase (azul). (B) Na ligacdo ao GTP o dominio ROC dimérico (verde e amarelo)
induz a dimerizagdo de COR (azul claro), induzindo a auto-interagdo do dominio MAPKKK,
resultando em sua atividade de fosforilacdo (vermelho) (Deng et al., 2008).
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A proteina LRRK2 esta presente no citosol e pode estar associada a varias organelas
(Gloeckner et al., 2006). Em celulas de mamiferos, esta proteina localiza-se nas mitocondrias,
em membranas microssomais, no reticulo endoplasmatico, no complexo de Golgi, nos
microtUbulos, nos endossomos, nos lisossomos e no envelope nuclear (West et al., 2005;
Gloeckner et al., 2006; Hatano et al., 2007). Em pacientes com DP, a proteina LRRK2 pode
ser encontrada nos corpos de Lewy (Zhu et al., 2006; Alegre-Abbarategui et al., 2008).
Embora a LRRK2 esteja presente em ambos citosol e membranas de organelas, um estudo
realizado em células cerebrais de camundongos e primatas mostrou que a presenca da LRRK2
em diferentes compartimentos celulares esta relacionada a sua atividade. A associagdo da
LRRK2 a membranas esta ligada a eventos bioquimicos como a diminuicéo de seu nivel de
fosforilacdo em certos sitios, aumento de sua dimerizacdo, ligacdo mais eficiente ao GTP,
atividade kinase aumentada, quando comparado a sua presencga no citosol, mostrando que o
dimero associado a membranas representa a forma ativa da proteina. Isto sugere que eventos
pos traducionais, como a fosforilacdo da proteina LRRK2, contribuem para a regulacdo de sua

funcdo (Berger et al., 2010) (figura 6).
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citosol membrana

Figura 6 - Esquema do modelo proposto para a regulacdo da LRRK2. No citosol, a LRRK2
estd mais fosforilada e presente na forma de monémero, onde ela pode se translocar para a
membrana. Ligada a membrana, esta proteina esta menos fosforilada e em forma de dimero,
estando mais propensa a se ligar ao GTP, com atividade quinase aumentada e,
consequentemente, podendo fosforilar seus substratos (Berger et al., 2010).

Provaveis fungdes da LRRK2 e interagdo com outras proteinas

Embora a estrutura da proteina LRRK2 seja bem definida, a elucidacéo de sua funcéo
bioldgica necessita ser esclarecida (Habig et al., 2008). Em neurdnios, esta proteina esta
relacionada a regulacdo do crescimento dos neuritos, visto que a diminuicao de sua expressao
resulta no aumento do tamanho dos neuritos e da ramificacdo (MacLeod et al., 2006).

Alguns estudos tém sido realizados na tentativa de identificar possiveis substratos e
proteinas que interagem com a LRRK2. A proteina moesina, um membro da familia de

proteinas ERM (exrin/radixin/moesin), envolvidas na ancoragem do citoesqueleto de actina a
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membrana plasmaética, foi descrita como alvo para a fosforilacdo da LRRK2 in vitro (Jaleel et
al., 2007). Em humanos e em Drosophilas, a LRRK2 pode fosforilar in vitro e in vivo a
proteina 4E-BP, que é um regulador negativo da proteina mediadora de traducéo elF4E, a
qual atua na resposta ao estresse e na manutencdo neuronal dopaminérgica. A fosforilacdo de
AE-BP impede sua ligag&o inibitdria a elF4E, aumentando o estresse oxidativo em neurdnios
dopaminérgicos de Drosophila (Imai et al., 2008).

O dominio ROC da LRRK2 pode interagir com o segundo dominio de RING-finger de
Parkin, entretanto, a relacdo fisiologica entre estas duas proteinas ainda ndo € clara (Smith et
al., 2005). A interacdo in vitro do dominio ROC ocorre também com proteinas formadoras de
microtibulos, o e B tubulinas. A nivel celular, a LRRK2 colocaliza com a e 3 tubulinas em
neurdnios do hipocampo primarios de ratos. Esta associacao é de extrema relevancia, uma vez
gue os microtubulos sdo componentes celulares envolvidos na patogénese de vérias doencas
neurodegenerativas (Gandhi et al., 2008). Shin e colaboradores (2008) caracterizaram a
interacdo da LRRK2 com a GTPase Rab5b, uma proteina reguladora do transporte de
vesiculas da membrana plasmatica a endossomos. Ambas as proteinas colocalizam em regides
pré-sinapticas e a superexpressao ou a inibicdo da proteina LRRK2 prejudica a endocitose de
vesiculas sinapticas, sugerindo que esta proteina pode estar envolvida em defeitos de
transmissao sinaptica (Shin et al., 2008). Outra proteina, a chaperona Hsp90, pode interagir
com o dominio kinase da LRRK2 in vivo e a inibicdo de Hsp90 interrompe esta ligacéo e leva
a degradacdo proteossdmica da LRRK2 (Wang et al., 2008).

Proteinas da familia DVL (DVL1 a 3), envolvidas na orientacdo axonica, na
formacé&o sindptica e na manutencdo neuronal, podem interagir com o dominio ROC-COR da
LRRK2. Além disso, DVL1 e LRRK2 colocalizam em neuritos de células dopaminérgicas
SH-SY5Y diferenciadas. Estes dados sugerem uma possivel regulacdo da LRRK2 por estas
proteinas, tendo em vista que proteinas DVL interagem e medeiam a ativagdo de pequenas
GTPases com similaridades estruturais ao dominio ROC (Sancho et al., 2009). In vitro, a
LRRK2 pode fosforilar, através de seu dominio kinase, a serina 129 da a-sinucleina. Este
residuo é comumente fosforilado quando a a-sinucleina estd depositada nos corpos de Lewy.
Além disso, a presenca da mutacdo p.G2019S na LRRK2 conferiu uma maior capacidade de
fosforilar a a-sinucleina, explicando como o ganho de fungdo causado por esta mutacdo pode
estar relacionado a DP (Qing et al., 2009).

Um trabalho realizado em células dopaminérgicas SH-SY5Y que expressavam
baixos niveis da LRRK2 mostrou atraves microarray que 187 genes estavam diferencialmente
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regulados. Estes genes estdo envolvidos, dentre outras fungdes, na orientagdo axonal, no
desenvolvimento do sistema nervoso, no ciclo celular, no crescimento celular, na
diferenciacéo celular, na comunicacdo celular, em cascatas de MAPKKK e na transducédo de
sinais (Habig et al., 2008). Outro estudo mais recente mostrou que individuos com DP
portadores da mutagéo p.G2019S apresentaram uma alteracdo no padrdo de expressao génica
em células do sangue mononucleadas. Muitos genes que foram desregulados estdo envolvidos
em sistemas afetados na DP como o sistema ubiquitina-proteosomo, a via de oxidagéo
mitocondrial e a apoptose. Além dessas vias, foram detectadas alteracdes na expressao de
genes envolvidos em cascatas de MAPK, ciclo celular, adesdo celular, citoesqueleto,
metabolismo lipidico, transcricdo, traducdo e transporte vesicular (Mutez et al., 2010).

Mutacbes no gene LRRK2 versus Doenga de Parkinson

Um estudo de ligacdo em uma extensa familia japonesa com DP autossémica
dominante de manifestacdo tardia levou a identificagdo de um locus no cromossomo 12
denominado PARKS8 (Funayama et al., 2002). A ligacdo desta regido cromossdémica com a
DP foi posteriormente confirmada em duas familias de ancestralidade europeia que
apresentaram mutacfes no gene LRRK2 (Paisan-Ruiz et al., 2004; Zimprinch et al., 2004).
Desde entdo, inimeras pesquisas foram realizadas a fim de correlacionar mutagdes neste gene
com o desenvolvimento da DP.

Até o momento, sete mutacBes missense associadas com a forma autossémica
dominante da DP ja tiveram o seu carater patogénico confirmado: ¢.4321C>T (p.R1441C),
€.4321C>G (p.R1441G), c.4322G>A (p.R1441H), c.5096A>G (p.Y1699C), c.6055G>A
(p.G2019S), ¢.6059T>C (p.12020T) (Healy et al., 2008; Nuytemans et al., 2010) e ¢.4309
A>C (p.N1437H) (Aasly et al., 2010). Nenhuma alteracdo frameshift (Nichols et al., 2007) ou
delecdes e duplicacbes envolvendo grande parte do gene LRRK2 foram identificadas (Paisan-
Ruiz et al., 2008).

A maioria dos pacientes com mutagdes no LRRK2 exibem caracteristicas similares aos
casos esporadicos da DP, incluindo boa resposta ao tratamento com carbidopa/levodopa.
Grande parte dos pacientes com mutacOes neste gene recorre aos neurologistas quando

manifestam tremor de repouso e bradicinesia, similar aos casos esporadicos (Biskup & West,
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2009). Entretanto, estudos em um grande numero de pacientes com muta¢fes no LRRK2
indicam que estes apresentam sintomas mais brandos em relagdo aos pacientes com DP
idiopatica (Healy et al., 2008). Além disso, na maioria dos pacientes ocorre perda neuronal
dopaminérgica e 0s corpos de Lewy estdo presentes, embora algumas diferencas patologicas
tenham sido observadas (Bonifati, 2007; Giasson & Van Deerlin, 2008). Em poucos
individuos com muta¢des no LRRK2 os corpos de Lewy foram ausentes e somente inclusdes
ubiquitina-positivas ou tauopatias foram detectadas (Zimprinch et al., 2004; Gaig et al.,
2007). A patologia pleiomorfica pode ocorrer entre portadores de uma mesma mutacéo e até
dentro de uma mesma familia (Zimprinch et al., 2004).

A mutagdo mais comum no gene LRRK2, a ¢.6055G>A (p.G2019S), esta situada no
exon 41 dentro do dominio MAPKKK da proteina (Di Fonzo et al., 2005, 2006a; Gilks et al.,
2005; Mata et al., 2005; Nichols et al., 2005). Esta mutacdo encontra-se difundida em
diversas populagcdes mundiais, constituindo a causa mais comum de DP (Aasly et al., 2005;
Bras et al., 2005; Lesage et al., 2005; Gaig et al., 2006; Goldwurm et al., 2006; Infante et al.,
2006; Kay et al., 2006; Mata et al., 2006a; Ozelius et al., 2006; Punia et al., 2006; Zabetian et
al., 2006; Ferreira et al., 2007; Xiromerisiou et al., 2007; Pimentel et al., 2008). Entretanto,
sua frequéncia varia muito de acordo com a origem geografica e étnica da populacao
estudada. Uma prevaléncia extremamente alta da mutacdo p.G2019S foi encontrada entre
pacientes arabes do Norte da Africa (37% de casos familiares e 41% de casos esporadicos)
(Lesage et al., 2006) e entre pacientes judeus Ashkenazi (~29% de casos familiares e ~13%
de casos esporadicos) (Ozelius et al., 2006). Na Africa do Sul esta frequéncia é de 2%
(Bardien et al., 2010) e a p.G2019S néo foi identificada na Nigeria (Okubadejo et al., 2008).
Em pacientes com DP do Norte da Europa esta alteracdo esta presente em uma baixa
frequéncia (Aasly et al., 2005; Bialecka et al., 2005; Carmine et al., 2006; Pchelina et al.,
2006; Williams-Gray et al., 2006) em comparagdo com pacientes do Sul da Europa, como a
Italia (1,3 a 5,7% de casos familiares e 0,4 a 2% de casos esporadicos) (Goldwurm et al.,
2005; 2006; Marongiu et al., 2006; Civitelli et al., 2007; Squillaro et al., 2007). A prevaléncia
da mutagdo p.G2019S em pacientes com DP na Espanha e em Portugal varia de ~6-18% dos
casos familiares e ~3-6% dos casos esporadicos (Bras et al., 2005; Gaig et al., 2006; Infante
et al., 2006; Mata et al., 2006a; Ferreira et al., 2007). Na Ameérica do Norte, a frequéncia da
mutacdo p.G2019S varia de 0,5-5% (Deng et al., 2005; Farrer et al., 2005; Nichols et al.,
2005; Kay et al., 2006; Johnson et al., 2007). Em contrapartida, em populacGes asiaticas
(chineses, japoneses, coreanos e indianos) esta alteracdo é rara (<0,4%) (Lu et al., 2005; Tan
et al., 2005; Fung et al., 2006; Punia et al., 2006; Zabetian et al., 2006; Lin et al., 2008). No
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Chile, a mutagdo p.G2019S foi encontrada em 3% dos pacientes com DP (Perez-Pastene et
al., 2007). No Uruguai, a frequéncia da p.G2019S foi de 4,8% e no Peru esta frequéncia foi
significantemente menor (0,4%) (Mata et al., 2009). Similar a frequéncia encontrada no Peru,
a alteracdo p.G2019S estava presente em 0,3% dos pacientes com DP mexicanos (Yescas et
al., 2010). Um estudo realizado por nosso grupo, mostrou que ~2% dos pacientes brasileiros
com DP eram portadores desta alteracdo (Pimentel et al., 2008).

Um importante fator a ser considerado no aconselhamento genético € o fato da
penetrancia da mutacdo p.G2019S ser incompleta. Sua penetrancia aumenta com a idade
variando de 17-33% aos 50 a 55 anos e de 24-100% aos ~80 anos, dependendo da amostra
estudada e do método utilizado para o célculo (Kachergus et al., 2005; Lesage et al., 2005;
Goldwurm et al., 2007). Apesar da penetrancia da mutacdo variar com a idade, individuos
homozigotos para a p.G2019S sdo clinicamente idénticos aos individuos heterozigotos
(Ishihara et al., 2006).

Um outro hotspot mutacional no gene LRRK2 esta localizado no exon 31 onde trés
mutacdes diferentes afetam um mesmo residuo da proteina (c.4321C>T, p.R1441C;
€.4321C>G, p.R1441G; ¢.4322G>A, p.R1441H) (Zimprich et al., 2004; Mata et al., 2005;
Zabetian et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006a). A variante p.R1441G é muito freqliente em
pacientes com DP do Norte da Espanha, sendo a prevaléncia mais alta encontrada nas
populacbes bascas (8%) (Paizan-Ruiz et al., 2004; Mata et al., 2005; Gaig et al., 2006),
indicando ser esta alteracdo possivelmente restrita a estas populag¢fes. Entretanto, a mutagédo
p.R1441G também foi identificada com baixa frequéncia na América Latina, no Chile e
México (0,3%), sendo a origem étnica dos pacientes incerta (Yescas et al., 2010). Um estudo
da penetrancia desta alteracdo na Espanha mostrou que ela variou de 12,5% aos 65 anos a
83,4% aos 80 anos (Ruiz-Martinez et al., 2010). J& a mutacdo ¢.4321C>T (p.R1441C) foi
encontrada numa frequéncia de 3,4% entre pacientes italianos com historia familiar da DP. A
outra mutacdo neste codon, ¢.4322G>A (p.R1441H), é bem menos frequente (Di Fonzo et al.,
2006a; Simon-Sanchez et al., 2006; Yescas et al., 2010).

A variante ¢.7153G>A (p.G2385R) esta localizada no exon 48 do dominio WDA40,
sendo comum entre pacientes asiaticos com DP (Di Fonzo et al., 2006b; Fung et al., 2006;
Farrer et al., 2007; Funayama et al., 2007; Tan, 2007; Tan et al., 2007). Em 2006, Di Fonzo e
colaboradores encontraram essa variante em, aproximadamente, 10% da populacédo chinesa de
Taiwan com DP e em 5% dos individuos controles, ndo sendo a mesma observada entre

ocidentais. Outra analise em populacdes asiaticas identificou esta alteracdo em 6,7% dos
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casos de DP de manifestacéo tardia, em 9,4% dos casos de manifestacdo precoce e em 3,9%
dos individuos controles (Farrer et al., 2007). Desta forma, a mutacéo p.G2385R representa

um fator comum de risco para a DP especifico da populacéo asiatica (Di Fonzo et al., 2006b;
Funayama et al., 2007; Tan et al., 2007).

Um segundo fator de risco para a DP na populagdo asiatica é a alteracdo p.R1628P,
localizada no exon 34 do dominio COR. Esta variante possui maior frequéncia em pacientes
com DP, quando comparada a populacdo controle (Lu et al., 2008; Ross et al., 2008; Tan et
al., 2008; Pulkes et al., 2010).

Devido ao fato dos exons 31 e 41 constituirem hotspots mutacionais, a grande maioria
dos estudos restringe o teste genético a estes exons (Healy et al., 2008). Estudos de triagem de
toda a regido codificante do gene LRRK2 sdo conduzidos em menor escala, visto o grande
nimero de exons existentes neste gene (51 exons) (Berg et al., 2005; Khan et al., 2005;
Paizan-Ruiz et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006a; Mata et al., 2006a; Johnson et al., 2007;
Nichols et al., 2007; Paisan-Ruiz et al., 2008). No entanto, muitas alteracfes genéticas tém
sido identificadas ao longo do gene e avaliadas quanto a sua patogenicidade ou ao risco
aumentado para o desenvolvimento da DP (Giasson & Van Deerlin, 2008). A maioria das
alteracbes se agrupa na regido do gene que codifica os dominios LRR, ROC, COR,
MAPKKK e WDA40, sugerindo que estas regides da proteina exibem um papel critico no
mecanismo de neurodegeneracdo associado a DP (Di Fonzo et al., 2006a).

Recentemente, foi criado um banco de dados nomeado PDmutDB (Parkinson Disease
Mutation Database) que disponibiliza ndo so6 as variantes identificadas no gene LRRK2 mas
também alteracGes encontradas em outros genes relacionados a DP (Nuytemans et al., 2010).
A tabela 2 mostra as variantes ex6nicas no gene LRRK2 definitivamente patogénicas ou de

natureza patogénica ainda ndo definida (Biskup & West, 2009; PDmutDB).


http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB/

Tabela 2 - Variantes no gene LRRK2 encontradas em pacientes com DP.
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Variante Dominio Evidéncia da Atividade Atividade Referéncias
patogenicidade* quinase in GTPase in
vitro vitro
p.E10K N-terminal | Média conservagio N&o descrita N&o descrita | Nichols et al., 2007.
p.S52F N-terminal | Média conservagao N&o descrita N&o descrita | Lesage et al., 2009
p.A211V ARM Média conservagio N&o descrita N&o descrita | Xiromerisiou et al., 2007.
p.E334K ARM Média conservagio N&o descrita N&o descrita | Nichols et al., 2007.
p.N363S ARM Média conservacédo N&o descrita N&o descrita | Lesage et al., 2009.
p.V366M ARM Altamente conservado N&o descrita N&o descrita | Nuytemans et al., 2009
p.R506Q ARM Altamente conservado N&o descrita N&o descrita | Nuytemans et al., 2009
p.K544V N-terminal | Média conservacéo N&o descrita N&o descrita | Xiromerisiou et al., 2007.
p.K616R N-terminal | Média conservacao Nao descrita Nao descrita | Wang et al., 2010.
p.M712V ANK Média conservacdo Né&o descrita N&o descrita | Paisan-Ruiz et al., 2008.
p.R793M ANK Média conservacdo Nao descrita Nao descrita | Berg et al., 2005.
p.1810V ANK Média conservacdo Nao descrita Nao descrita | Lesage et al., 2009.
p.Q923H N-terminal | Média conservacao Nao descrita Na&o descrita | Camargos et al., 2009.
p.Q930R N-terminal | Média conservacao Nao descrita Nao descrita | Berg et al., 2005.
p.S973N N-terminal | Média conservacao Nao descrita Nao descrita | Haubenberger et al.,,
2007.
p.11006M LRR Nao conservado Nao descrita Nao descrita | Nuytemans et al., 20009.
p.R1067Q LRR Média conservacdo Nao descrita Na&o descrita | Skipper et al., 2005
p.S1096C LRR Média conservacdo Nao descrita Nao descrita | Berg et al., 2005
p.Q1l111H LRR Média conservacdo Nao descrita Nao descrita | Nichols et al., 2007.
p.L1114L LRR Segregando Nao descrita Nao descrita | Zimprich et al., 2004.
p.L1122V LRR Nao conservado Aumentada Na&o descrita | Zimprich et al., 2004;
West et al., 2007.
p.A1151T LRR Média conservacdo Né&o descrita N&o descrita | Schlitter et al., 2006.
p.L1165P LRR Média conservacdo Né&o descrita N&o descrita | Chen-Plotkin et al., 2008.
p.11192V LRR Média conservacdo Né&o descrita N&o descrita | Nichols et al., 2007.
p.S1228T LRR Média conservacédo Nao descrita Nao descrita | Berg et al., 2005; Macedo
et al., 2009.
p.R1325Q ROC Média conservacdo Nao descrita Nao descrita | Nuytemans et al., 2008.
p.11371V ROC Média conservacdo N&o alterada N&o descrita | Paisan-Ruiz et al., 2005;
West et al., 2007; Lesage
et al., 2009.
p.T1410M ROC Altamente conservado N&o descrita N&o descrita | Lesage et al., 2009.
p.N1437H ROC Altamente conservado | Aumentada Diminuida Aasly et al., 2010.
p.R1441C/G/H | ROC Altamente conservado/ | Aumentada/ Diminuida Paisan-ruiz et al., 2004;
segregando ndo alterada Zimprich et al., 2004;
West et al, 2005;
Zabetian et al., 2005;
Jaleel et al., 2007; Lewis
et al., 2007; Lesage et al.,
2009.
p.Al1442P ROC Altamente conservado N&o descrita Né&o descrita | Huang et al., 2007.
p.K1468E ROC Média conservacdo N&o descrita N&o descrita | Nuytemans et al., 2008.
p.R1483Q ROC Média conservacdo N&o descrita N&o descrita | Nuytemans et al., 2008.
p.P1542S COR Média conservacdo N&o descrita N&o descrita | Mata et al., 2005.
p.V1613A COR Média conservacdo N&o descrita N&o descrita | Pchelina et al., 2008.
p.R1628P COR Média conservacdo N&o descrita N&o descrita | Mata et al., 2005.
p.Y1699C COR Altamente conservado/ | Aumentada/ Diminuida Paisan-ruiz et al., 2004;

segregando

nao alterada

Zimprich et al., 2004;
West et al., 2005; Jaleel et
al.,, 2007; Lewis et al.,
2007; Luzo6n-Toro et al.,
2007; Tan et al., 2010.
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Variante Dominio Evidéncia da Atividade Atividade Referéncias
patogenicidade* quinase in GTPase in
vitro vitro
p.R1725Q COR Média conservacao N&o descrita Né&o descrita | Shojaiee et al., 2009a.
p.R1728L/H COR Média conservacao N&o descrita N&o descrita | Paisan-Ruiz et al., 2008.
p.L1795F COR Altamente conservado N&o descrita Né&o descrita | Nichols et al., 2007.
p.Q1823K COR Média conservacao N&o descrita Né&o descrita | Shojaiee et al., 2009a.
p.M1869T/V COR Média conservacédo Né&o descrita Né&o descrita | Di Fonzo et al., 2005;
Farrer et al., 2005; Mata
et al., 2005; Paisan-Ruiz
et al., 2008.
p.1874Stop COR Média conservagdo N&o descrita N&o descrita | Di Fonzo et al., 2005.
p.R1941H MAPKKK | Média conservacéo Diminuida/ N&o descrita | Khan et al., 2005; Jaleel
ndo alterada et al., 2007; Luzon-Toro
et al., 2007.
p.Y2006H MAPKKK | Média conservacao N&o descrita N&o descrita | Lesage et al., 2007a.
p.12012T MAPKKK | Média conservacéo Diminuida N&o descrita | Zimprich et al., 2004,
West et al., 2007; Luzdn-
Toro et al., 2007; Jaleel et
al., 2007.
p.G2019S MAPKKK | Altamente conservado/ | Aumentada Na&o descrita | Di Fonzo et al., 2005;
segregando Gilks et al., 2005; Nichols
et al., 2007; West et al.,
2007; Liu et al., 2008;
Lesage et al., 2009.
p.12020T MAPKKK | Altamente conservado/ | Aumentada/ N&o descrita | Zimprich et al., 2004;
segregando diminuida/ Gloeckner et al., 2006;
ndo alterada Jaleel et al., 2007; Luzbn-
Toro et al., 2007; West et
al., 2007.
p.T2031S MAPKKK | Média conservagao N&o descrita N&o descrita | Lesage et al., 2007b.
p.T2141M C-terminal | N&o conservado N&o descrita N&o descrita | Paisan-Ruiz et al., 2008.
p.R2143H WDA40 N&o conservado N&o descrita N&o descrita | Paisan-Ruiz et al., 2008.
p.D2175H WDA40 N&o conservado N&o descrita N&o descrita | Shojaiee et al., 2009a.
p.Y2189C WD40 Média conservacao Né&o descrita Né&o descrita | Nuytemans et al., 2008;
Jasinska-Myga et al.,
2010.
p.T2356l WD40 Né&o conservado Né&o alterada N&o descrita | Khan et al., 2005; Jaleel
et al., 2007; Johnson et
al., 2007.
p.G2385R WD40 Média conservacédo Né&o alterada/ N&o descrita | Mata et al., 2005; Di
diminuida Fonzo et al., 2006b; Fung
et al., 2006; Farrer et al.,
2007; Funayama et al.,
2007; Jaleel et al., 2007;
Tan, 2007; Tan et al.,
2007; West et al., 2007.
p.V2390M WD40 Média conservacao N&o descrita N&o descrita | Clarimon et al., 2008.
p.M2397T WD40 Média conservacao N&o descrita N&o descrita | Mata et al., 2005.
p.L24391 WD40 Altamente conservado N&o descrita N&o descrita | Shojaiee et al., 2009b.
p.L2466H WD40 Média conservacao N&o descrita N&o descrita | Paisan-Ruiz et al., 2008.
p.Q2490Nfs WD40 Altamente conservado N&o descrita N&o descrita | Nuytemans et al., 2009.
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Tabela 2 (pagina anterior) - As mutacdes definitivamente patogénicas estdo destacadas em
verde e o restante das variantes sdo aquelas associadas com a DP, mas que ndo tiveram seu
valor patogénico ainda confirmado. As variantes que constituem polimorfismos conhecidos
ndo estdo incluidas nesta tabela.

*Média conservacdo: o aminoacido alterado € conservado somente em mamiferos ou em
outros vertebrados. Altamente conservado: o aminoécido alterado é altamente conservado
entre as espécies. Segregando: a alteracdo segrega com a DP na familia (Biskup & West,
2009; PDmutDB).

Mais recentemente, estudos envolvendo grandes amostras caso-controle foram
realizados, a fim de investigar o papel de alteracGes genéticas comuns em modular o risco de
desenvolvimento da DP. Na China, uma amostra totalizando 2.614 pacientes e controles
mostrou que o individuo portador de ambas as variantes, p.G2385R e p.R1628P, possui um
risco 1,9 vezes maior de desenvolver a DP, quando comparado a individuos portadores de
somente uma dessas variantes. Entretanto, se o individuo for também portador dos
polimorfismos, p.R1398H ou p.N551K, este risco é reduzido em aproximadamente 1,5 vezes
(Tan et al., 2010). Corroborando estes dados, a andlise in vitro da alteracdo p.R1398H
mostrou que ela pode ter uma funcdo protetora, uma vez que esta alteracdo diminui a
atividade quinase da proteina LRRK2 (Tan et al., 2010). A investigacdo de 932 pacientes e
controles da Cingapura identificou um haplotipo de risco para a DP no gene LRRK2,
compreendendo 25 SNPs, altamente prevalente na amostra caso e que aumenta
significantemente o risco para a DP, quando presente em duas copias (Skipper et al., 2005).

Analises em maior escala, conduzidas também em outros loci, mostraram a associacgao
de variantes comuns com a DP. Um locus localizado 38,4 Kb proximal ao gene LRRK2
envolvendo 5 SNPs, foi fortemente associado a DP, indicando a primeira evidéncia que
variantes proximas ao gene LRRK2 podem estar associadas a DP (Satake et al., 2009). Outro
estudo (Simén-Sanchez et al., 2009) identificou um SNP, proximal ao gene LRRK2, que foi
associado ao risco aumentado de desenvolver a DP. Estes dados mostram que além de
mutacdes patogénicas serem importantes para a manifestacdo da DP, variantes comuns
situadas ndo s6 no gene LRRK2, mas também em outros genes que causam DP, podem

conferir um risco aumentado para o desenvolvimento da doenca (Satake et al., 2009).


http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB/
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Associacdo de mutacoes no gene LRRK2 com outras doencas

As caracteristicas pleiomdrficas identificadas em cérebros de pacientes portadores de
mutagdes no gene LRRK2, tais como tauopatia, paralisia supranuclear e deméncia com corpos
de Lewy, sugerem que alteracfes na proteina LRRK2 podem estar envolvidas em multiplos
processos celulares levando a outras doencas neurodegenerativas além da DP (Santos-
Reboucas et al., 2009; Zahao et al., 2009). Além disso, o gene LRRK2 esta localizado no
cromossomo 12, dentro de um locus relacionado a doenca de Alzheimer familiar de
manifestacdo tardia (Pericak-Vance et al., 1997), o que sugere que este gene pode estar
associado a manifestacdo de outras doencas, como a doenca de Alzheimer. Tendo em vista
estas evidéncias, alguns estudos tém sido realizados a fim de investigar uma possivel relacdo
entre mutagdes no gene LRRK2 e o desenvolvimento da doenca de Alzheimer, embora a
maioria ndo tenha encontrado uma associacgdo positiva. Um estudo realizado por nosso grupo
em uma amostra de 180 pacientes brasileiros com doenca de Alzheimer mostrou que a
mutacdo p.G2019S foi identificada em baixa frequéncia (0,5%) (Santos-Reboucas et al.,
2009). Em individuos com doenga de Alzheimer da Noruega, América do Norte, China e
Italia a alteracdo p.G2019S ndo foi detectada (Hernandez et al., 2005; Toft et al., 2005; Lee
et al., 2006; Zabetian et al., 2006; Tedde et al., 2007). Além disso, dois estudos realizados na
Asia mostraram que o polimorfismo p.G2385R foi presente em frequéncia similar em
pacientes com doenca de Alzheimer e em controles (Chang et al., 2010; Tan et al., 2009).

Contudo, a ligagdo de mutagdes no gene LRRK2 com a doenca de Alzheimer néo pode
ser excluida, j& que esta associagdo ainda é controversa e pouco entendida (Santos-Reboucas
et al., 2009). Em 2008, nosso grupo relatou um paciente de 86 anos com DP e doenga de
Alzheimer, portador da mutacdo p.G2019S (Santos Rebougas et al., 2008). Um outro estudo
em pacientes com doenca de Alzheimer da Asia mostrou que o polimorfismo p.R1628P pode
estar associado ao risco duas vezes maior de desenvolver a doenga, uma vez que a alteracédo
p.R1628P foi significantemente mais frequente nestes pacientes (3,5%) do que em controles
(1,6%) (Zhao et al., 2009).

A associacdo do gene LRRK2 com o desenvolvimento de cancer tem sido apenas
sugestiva. Em 1980, pesquisadores comecaram a observar que a maioria dos pacientes com
DP tém incidéncia de cancer diminuida, com algumas excec@es, principalmente, no caso de
melanoma (Garber, 2010). Individuos com DP tém um risco duas a cinco vezes aumentado de

desenvolver melanoma (Olsen et al., 2005). Alguns genes de Parkinson mostram uma
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possivel associagdo entre estas duas doencas. O gene Parkin pode ter uma funcéo de supressor
de tumor, uma vez que ele est4 localizado no brago longo do cromossomo 6, um segmento
alterado em varios tipos de canceres. Uma alta expressdo de DJ-1 tem sido encontrada em
muitos canceres. Em relacdo ao gene LRRK2, a alteracdo mais comum em sua proteina,
p.G2019S, estd na mesma posic¢do estrutural de uma mutagdo (p.V600E) identificada em outra
proteina quinase que é responsavel por metade de todos os casos de melanoma maligno
(BRAF quinase), mostrando uma possivel relacdo deste gene e o cancer (Garber, 2010). Um
recente estudo em pacientes com DP judeus Ashkenasi mostrou que portadores da mutacédo
p.G2019S possuiam um risco aumentado de desenvolver cancer em relacdo aos outros
pacientes sem a mutacdo (Saunders-Pullman et al., 2010). Entretanto, outro estudo mostrou
que a prevaléncia da mutacdo p.G2019S em pacientes judeus Ashkenasi com melanoma
maligno nao foi estatisticamente diferente da prevaléncia desta mesma alteracdo em controles
Ashkenasi (Hassin-Baer et al., 2009).

O efeito de mutacgdes na proteina LRRK2: estudos in vitro e modelos animais

Diversos estudos funcionais da proteina LRRK2 mutante tém sido realizados e o
mecanismo patogénico observado é o ganho de func¢do, consistente com o padrdo de heranca
dominante da DP (Moore, 2008). A maioria das mutagOes patogénicas incluindo a p.R1441C,
p.R1441G, p.Y1699C, p.G2019S e p.12020T aumentam a atividade quinase (West et al.,
2005; Gloeckner et al., 2006; West et al., 2007; Guo et al., 2007). Entretanto, outros estudos
ndo mostraram diferencas significativas na atividade quinase para as alteragdes p.R1441C,
p.R1441G e p.Y1699C (Greggio et al., 2006; Jaleel et al., 2007) ou houve diminuigdo da
atividade quinase para a p.12020T (Jaleel et al., 2007). As mutagdes p.G2019S e p.12020T
ocorrem no dominio MAPKKK, dentro do segmento de ativacéo da funcdo quinase, altamente
conservado nas proteinas ortdlogas a LRRK2 e em todas as quinases de eucariotos
(Hernandez et al., 2005; Nichols et al., 2005). Estas substitui¢bes causam a introducao de
novos sitios potenciais de auto-fosforilacdo e 0 aumento da atividade quinase da proteina
(Gloeckner et al., 2006).

As alteracGes patogénicas p.R1441C e p.R1441G, localizadas no dominio ROC-
GTPase, diminuem a hidrdlise do GTP o que leva ao aumento da atividade quinase no
dominio MAPKKK (Lewis et al., 2007; Li et al., 2007; Guo et al., 2007; Deng et al., 2008).
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Evidéncias sugerem que o mecanismo pelo qual as altera¢cbes no dominio ROC diminuem a
hidrélise do GTP é o fato delas enfraquecerem a estrutura de dimero, o que poderia prejudicar
a hidrolise do GTP, com o consequente aumento do tempo de ligacdo ao GTP (Deng et al.,
2008). Por exemplo, os residuos p.R1441 e p.11371, afetados em pacientes com DP, estdo
situados em uma regido no dominio ROC importante para estabilizacdo do dimero (Deng et
al., 2008). Similar aos dados obtidos para as alteracbes mais comuns no gene LRRK2, a
alteracdo p.N1437H no dominio ROC, recentemente identificada em uma familia com DP da
Noruega, foi responsavel por aumentar a atividade quinase e a ligagdo ao GTP in vitro (Aasly
etal., 2010).

A nivel celular, a expressdo de proteinas LRRK2 mutantes (p.R1441C, p.Y1699C,
p.G2019S e p.12020T) é prejudicial, causando toxicidade em cultura de celulas, com a
formacdo de inclusdes citoplasmaticas (Smith et al., 2005; Greggio et al., 2006). Um estudo
realizado por MacLeod e colaboradores (2006) mostrou que a expressdo em neurdnios
corticais de ratos da proteina mutante p.G2019S ou p.12020T levou a progressiva redugdo do
tamanho dos neuritos e da ramificacdo, em comparacao com a proteina selvagem. Em células
SH-SY5Y, a expressao da mutante LRRK2/p.G2019S resultou na diminuicdo do tamanho dos
neuritos e no aumento de vacuolos de autofagia (Plowey et al., 2008).

Apesar dos dominios de interacdo proteina-proteina serem investigados em menor
escala, alguns estudos tem mostrado a importancia destes dominios na fungéo da proteina. Um
estudo em células neuronais de camundongos mostrou que a remoc¢do do dominio WD40 da
proteina LRRK2 mutante (p.R1441C ou p.G2019S) impediu a formacdo do dimero, a
atividade de autofosforilagdo e a morte neuronal, sugerindo que a autofosforilacdo e a
dimerizagdo da LRRK?2 séo necessarias para a neurotoxicidade (Jorgensen et al., 2009).

Muitos modelos animais tém sido desenvolvidos nos dltimos anos a fim de se
entender 0os mecanismos pelos quais mutacBes na proteina LRRK2 levam & doenca de
Parkinson (Sheng et al., 2010). Um estudo realizado por Lin e colaboradores (2009) revelou
uma importante ligacdo entre as proteinas a-sinucleina e LRRK2. A co-expressao da LRRK2
selvagem ou mutante (p.G2019S) com a a-sinucleina mutante (p.A53T) acelerou
significantemente a neurodegeneracdo em camundongos transgénicos, quando comparado a
modelos em que a LRRK2 ndo era expressa (Lin et al., 2009). Modelos de camundongos
nocauteados para LRRK2 devido a introducdo da mutagdo p.R1441C exibiram
neurodegeneracdo dopaminérgica depois dos dois anos de idade, devido a alteragdes nos
niveis de dopamina estriatal e na funcdo do receptor de dopamina D2 (Tong et al., 2009).

Outro experimento com camundongos nocauteados para a LRRK2 mostrou que eles exibiram



42

um acumulo e agregacao de a-sinucleina no cérebro. Entretanto, o 6rgdo mais prejudicado foi
o rim, onde a LRRK2 é expressa em altos niveis. Foi verificado neste 6rgdo um aumento de
proteinas ubiquitinizadas, prejuizos na via de autofagia lisossdmica e aumento da morte
celular por apoptose, mostrando que a LRRK2 participa de vias importantes relacionadas a
degradacéo de proteinas durante o desenvolvimento de camundongos (Tong et al., 2010).

Em moscas (Drosophila melanogaster) que expressaram a LRRK2 mutante p.R1441C
ocorreu uma perda significante dos neurbnios dopaminérgicos acompanhada de efeitos
comportamentais complexos dependentes da idade. As moscas transgénicas apresentaram
déficit de locomocdo e degeneracdo da retina em comparacdo as moscas controles. Estes
organismos também se tornaram mais sensiveis a rotenona, um pesticida que aumenta o
estresse oxidativo, sugerindo uma potencial relagdo entre o ambiente e a genética (Venderova
et al., 2009).

A expressdo de fragmentos da LRRK2 contendo o dominio GTPase reduziu
significantemente a viabilidade das células de Saccharomyces cerevisae quando comparado a
fungos que expressaram outras regides da LRRK2. A viabilidade dos fungos foi modulada por
mutacdes que alteram a atividade GTPase. As mutacGes p.R1441C/G e p.Y1699C diminuiram
a atividade GTPase e foram associadas com defeitos no trafego vesicular endocitico e em vias
de autofagia, corroborando outros estudos que verificaram que a reducdo da atividade GTPase
é toxica para a célula. Experimentos feitos em células neuronais mostraram similaridades dos
efeitos tdxicos observados em fungos, sugerindo que o fungo € um modelo preditivo de
células de mamiferos (Xiong et al., 2010).

O primeiro estudo in vivo em Zebrafish mostrou que esta espécie possui uma proteina
(XM_68270) ortologa da LRRK2 de humanos exibindo um alto grau de conservacgéo. A perda
total da expressdo da LRRK2 ocasionou retardo no desenvolvimento, lentiddo no crescimento,
tamanho reduzido do cérebro, edema no coragdo e nivel reduzido da enzima tirosina
hidroxilase no cérebro. Além disso, a expressdo da LRRK2 com o dominio WD40 deletado
resultou em neurodegeneracdo com a perda dos neurénios dopaminérgicos e desorganizacao
do trato axonico no cérebro (Sheng et al., 2010).

Tendo em vista a importancia do gene LRRK2 e as evidéncias de que mutacdes neste
gene estdo intimamente relacionadas a anomalias do sistema nervoso e a DP, torna-se
extremamente importante a investigacdo genética de individuos brasileiros com DP,
objetivando um maior conhecimento das causas dessa doenca e melhorando nosso
entendimento acerca do papel de mutagdes no gene LRRK2, crucial para o desenvolvimento
de futuras estratégias terapéuticas.
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1 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar se mutacGes no gene LRRK2
constituem um fator genético relevante na etiologia da DP na populacédo brasileira. Com esta

finalidade, temos como objetivos especificos:

v’ Rastrear a presenca de mutacdes nas regides do gene LRRK2 que codificam os principais
dominios da proteina (dominios ROC, COR e MAPKKK) em pacientes brasileiros com
DP;

v’ Estabelecer correlacbes gendétipo-fenotipo entre os pacientes identificados com alteracdes
patogénicas no gene LRRK2, de forma a avaliar se o quadro clinico destes individuos é

diferente daqueles com DP idiopética, ou seja, se representam um subtipo da doenca;

v" Ao identificar alteracdes ainda ndo descritas no gene LRRK2, realizar estudo de segregacédo
nas familias, analise de amostra controle normal e analise in silico das variantes
identificadas, de forma a compreender se as alteracdes contribuem para o desenvolvimento

da doenca ou se elas constituem polimorfismos;

v' Gerar dados relativos a frequéncia destas alteracdes na amostra de pacientes com DP e
comparéa-las as frequéncias encontradas em outras populacdes, de forma a contribuir para

um melhor entendimento do papel deste gene na etiologia da DP.
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2 METODOLOGIA

2.1 Pacientes

Foram incluidos neste estudo 204 pacientes ndo aparentados de ambos 0s sexos (72
mulheres e 132 homens), portadores da DP idiopatica (faixa etaria: 33 a 88 anos/X: 62,0 +
11,9). A idade média de manifestacdo da DP entre os pacientes avaliados foi de 53,4 + 12,5
anos, variando de 14 a 83 anos. Dentre estes pacientes, 36 (17,6%) relataram histdria familiar
da DP em parentes de 1° ou 2° graus e 0s outros 168 pacientes (82,4%) eram casos isolados.
Setenta e seis pacientes manifestaram a DP antes dos 50 anos de idade (37%), enquanto que
128 pacientes manifestaram a doenca com idade igual ou superior a 50 anos (63%).

Com excecdo de 7 casos de nacionalidade portuguesa (3,4%), todos 0s pacientes sao
brasileiros, residentes do Estado do Rio de Janeiro (197 pacientes) e Goias (7 pacientes). Eles
foram avaliados por médicos neurologistas especialistas em distirbios do movimento ligados
a centros de referéncia: Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ, Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho/UFRJ, Instituto de Neurologia Deolindo Couto/UFRJ, Santa Casa de
Misericordia do Rio de Janeiro e Hospital Geral de Goiania. Os médicos neurologistas
procederam a analise clinica, seguindo os critérios clinicos/patolégicos aceitos para a DP
(Hughes et al., 2001) e levantaram a historia familiar dos probandos. Foram incluidos na
pesquisa apenas 0s pacientes com DP idiopatica, sendo os casos de parkinsonismo secundario
excluidos.

Além dos pacientes com DP, participaram deste estudo 327 individuos voluntarios
saudaveis (201 mulheres e 126 homens; faixa etaria: 50 a 81 anos/X: 64,3 + 8,9), que nédo
apresentavam sinais ou sintomas da DP ou de qualquer outra doenca neurodegenerativa, para
fazerem parte da amostra controle. Todos estes individuos sdo brasileiros e residentes do
Estado do Rio de Janeiro.

Os individuos participantes foram esclarecidos com relagdo aos objetivos da
pesquisa e convidados a participar do estudo. A coleta de material biolégico para a analise
molecular teve inicio somente apo6s a autorizacdo destes individuos, mediante assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido prdprio para pacientes e controles (anexos A e B).

As condutas adotadas neste projeto seguiram as normas éticas do CONEP/Ministério da
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Saude (Resolucdo 196/96) que regem as pesquisas envolvendo seres humanos. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(REG. 0004.1.2006) (anexo C).

2.2 Extragéo de DNA gendmico

Dois kits comerciais foram utilizados para a extracdo de DNA. Em todos os pacientes
do Rio de Janeiro, a extracdo foi feita a partir da coleta de 5 mL de sangue periférico,
utilizando-se tubos vacutainer contendo anti-coagulante EDTA. A coleta de sangue foi
realizada por um técnico em andlises clinicas, seguindo normas de plena assepsia. O DNA
gendmico foi extraido utilizando-se o Kit comercial GFX Genomic Blood DNA Purification
Kit (GE Healthcare), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante.

Nos pacientes oriundos de Goidas, a extracdo foi feita a partir da coleta da saliva
utilizando-se o Kit ORAGENE™ DNA self-collection (DNAGENOTEK) de acordo com as
instrugdes descritas pelo fabricante. As recomendagfes para a coleta adequada da saliva
consistiram em ndo beber, fumar ou mastigar 30 minutos antes da utilizacdo do frasco coletor.

Apds a extracdo, duas aliquotas de DNA foram feitas para cada paciente, em

microtubos de 1,5 mL, sendo uma delas armazenada a 4°C e a outra a -20°C.

2.3 Estimativa da concentracéo e da integridade do DNA

Para avaliar a integridade do DNA, as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 0,8% (INVITROGEN) diluida em tampao TBE 1X [Tris 89 mM (GE
Healthcare), acido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. A 25 mL do gel
de agarose foi adicionado 1,0 uL de brometo de etideo a 10 ug/uL (MERCK). No preparo das
amostras, 1 uL da aliquota de DNA foi acrescentado a 1 uL de corante de corrida [azul de
bromofenol 0,25% (GE Healthcare), xileno cianol 0,25% (GE Healthcare), glicerol 30%
(ISOFAR)] e a 8 uL de agua deionizada (MilliQ). A eletroforese foi realizada a 60 V, por 1

hora em cuba horizontal [Horizon 58 (INVITROGEN)], utilizando-se como tampédo de
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corrida TBE 1X. Apo6s a corrida, o gel foi visualizado em um transiluminador de luz
ultravioleta [modelo TM 20 (UVP)]. A intensidade e a integridade da banda de cada amostra
foram comparadas com o padrdo de DNA de Bacteriéfago A (INVITROGEN) de 100 ng/uL.
A concentracdo das amostras de DNA foi estimada através de espectrofotometria em
um biofotdbmetro 6131 (EPPENDORF). No preparo das amostras, 5 puL da aliquota de DNA
foram diluidos em 65 uL de agua deionizada (MilliQ) e colocadas em uma cubeta propria
para a leitura do biofotdmetro. Uma diluicdo de 5 puL de tampdo TE [Tris 10 mM (GE
Healthcare)-HCI (MERCK); EDTA 1 mM (GE Healthcare); pH 7,4] em agua deionizada
(MilliQ) para um volume final de 70 pL foi usada como branco na calibragcdo do
equipamento. A estimativa da concentracdo da amostra, bem como o seu grau de pureza, foi

calculada pelo equipamento com a configuracdo de quantificacdo de DNA de dupla fita.

2.4 Rastreamento de mutacgdes no gene LRRK2

2.4.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

No presente estudo, foram analisadas as regides do gene LRRK2 que codificam 0s
principais dominios da proteina, os dominios ROC, COR e MAPKKK. Os exons 31 (que
codifica parte do dominio ROC) e 0 41 (que codifica parte do dominio MAPKKK) ja haviam
sido anteriormente analisados e estes dados resultaram em dois artigos, publicados por nosso
grupo (anexos D e E). Para a amplificacdo dos fragmentos génicos correspondentes aos exons
29 e 30 que codificam o dominio ROC, 32, 33, 34, 35, 36, 37 e 38 que codificam o dominio
COR e 39, 40, 42, 43 e 44 que codificam o dominio MAPKKK e a parte inicial do dominio
WD40 do gene LRRK2, foram utilizados 13 pares de oligonucleotideos (INVITROGEN), a
maioria descrita por Di Fonzo e colaboradores (2005). Apenas o par de oligonucleotideos
utilizado para amplificar os exons 36 e 37 foi descrito por Berg e colaboradores (2005)
(tabela 3). As regides de limite exon/intron que incluem os sitios doadores e receptores de
encadeamento correspondentes a cada exon também foram analisadas. As condigdes finais
das reacOes estdo especificadas na tabela 4. Todas as reacdes de amplificacdo foram feitas em
tubos de 0,2 mL.
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Tabela 3 - Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos exons que codificam o0s
dominios ROC, COR e MAPKKK do gene LRRK2 (Berg et al., 2005; Di fonzo et al., 2005).

Dominio Exon Oligonucleotideos Tamanho do
fragmento
2 PARKS8 29F 5’ gTgTgACATgTAAAAgAACTC 3’ 426 pb
PARKS 29R 5° AATTCCATACAgTCTACCAgg 3’
ROC o PARKS 30F 5° CCTAgTAAAAACCCAgAATAg3’ 397 pb
PARKS8 30R 5" AgACTgAAgCAATTTTTgCC 3’
2 PARKS8 32F 5° AACTgT TAgCACTgAATTTgC 3’ 412 pb
PARKS8 32R 5’ AgTggCCTATTAAAgAACCg 3’
23 PARKS8 33F 5° AAAATgAggAAgTTggACTAg 3’ —
PARKS8 33R 5° TgCTCTgggCgCCATCTg 3’
2 PARKS8 34F 5° ggCCACATggTTgCTAgAgA 3’ 483 pb
COR PARKS8 34R 5 TCAgTAggAggTTTACACTAgAAECAA 3’
o PARKS 35F 5° ACCTTCATTgACTTTAAgCAg3’ 329 pb
PARKS 35R 5’ gCCATCTCCCTAATTTCTCT 3’
366 37 PARKS8_36-37F 5° TggATCTTAATgTgCAgggg 3’ 900 pb
PARKS8_36-37R 5 CAgCAT TCAAACCCTCAAATC 3’
28 PARKS8 38F 5° TAgAgAAATATAggATTggTTAg 3’ pr—
PARKS 38R 5 ATTATAACAAATATATgAAgA CAg3’
2 PARKS8 39F 5’ CAATgAAACAAgTAggTCAgg 3’ 208 pb
PARKS8 39R 5’ gTATgCAAAATAAgAgTTCCAg 3’
0 PARKS 40F 5’ CCATgTTCAgCCTgTTgATgC 3° 375 pb
PARK8 40R 5° CACAgTgTTACTgggAAgTg 3’
A 4o PARKS 42F 5’ACAgCCTggTTTAgAACATC 3’ 384 pb
PARKS8 42R 5° AAggAATTAAgCATACAACTAC 3’
s PARKS 43F 5 TTCTTTgCAATgTCTggACC 3’ .
PARKS8 43R 5° gAgCATgTgAgeTTTTggC 3’
" PARKS 44F 5 CAgAgCTATAACACTTCAZTC 3’ 409 pb
PARKS 44R 5’ gTTCTAACAgAAggCTAATTg 3’




Tabela 4 - Condicoes utilizadas na PCR para a amplificagdo dos fragmentos correspondentes aos exons 29, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
42,43 e 44 do gene LRRK2.

Exons do gene LRRK2
Reagentes

Exon 29 | Exon30 | Exon32 | Exon 33 | Exon34 | Exon 35 | Exons 36-37 | Exon 38 | Exon 39 | Exon 40 | Exon 42 | Exon 43 | Exon 44

Tampado de reagéo

1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X
10X (BIOTOOLS)*
dNTPs 5 mM
(GE 100 uM | 100 uM | 200 uM | 200 uM | 200 uM 200 uM 300 uM 200puM | 100 puM | 100 uM | 200 uM | 200 uM | 200 uM
HEALTHCARE)
MgCl,50 mM
2,0 mM 1.8mM | 40mM | 40mM | 20mM | 4,0 mM 4,0 mM 40mM | 20mM | 20mM | 40mM | 40mM | 4,0mM
(BIOTOOLS)
Oligonucleotideo F
10 uM 04uM | 0,36 uM | 0,6 uM 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM

(INVITROGEN)
Oligonucleotideo R
10 pM 04uM | 036 uM | 0,6 uM | 04uM | 0,4uM | 0,4 uM 0,4 uM 04uM | 04uM | 04puM | 04pM | 04puM | 04 uM

(INVITROGEN)
Taq DNA polimerase

1U/uL 10U 09U 10U 10U 10U 10U 10U 10U 10U 10U 10U 10U 10U
(BIOTOOLYS)
DNA ~50 ng 1,0 uL 1,0 uL 15uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
Volume final 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL 25 L 25 L 25l 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL

*Tampado de reagdo 10X [KCI 5 mM, Tris HCI 7,5 mM - pH 9,0, (NH4)>SO42 mM].
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As reacOes de PCR foram conduzidas em um termociclador Veriti modelo 9902
(APPLIED BIOSYSTEMS) sob as condigdes de ciclagem (desnaturagéo inicial, ciclos de
desnaturacdo, anelamento e extensao, e extensdo final) descritas abaixo. Apds a amplificacdo,

0s produtos da PCR foram armazenados a -20°C.
Condicoes de ciclagem:

Andlise dos exons 29, 30, 32, 33, 35, 36-37, 39 ¢ 40
95°C — 6 minutos

95°C — 1 minuto

60°C — 1 minuto 30 ciclos
72°C — 1,5 minutos

72°C — 7 minutos

Andlise dos exons 42, 43 e 44
95°C — 6 minutos

95°C — 1 minuto

61°C — 1 minuto 30 ciclos
72°C — 1,5 minutos

72°C — 7 minutos

Analise do exon 34
95°C — 6 minutos

95°C — 1 minuto

60°C — 1 minuto 30 ciclos
72°C — 2 minutos

72°C — 7 minutos

Analise do exon 38
95°C — 6 minutos

95°C — 1 minuto
58°C — 1 minuto 30 ciclos
72°C — 2 minutos

72°C — 7 minutos
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2.4.2 Avaliacdo da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da reacéo

Para a avaliacdo da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da reacao,
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (INVITROGEN), diluida
em tampdo TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), &cido boérico 89 mM (MERCK), EDTA 2
mM (GE Healthcare)]. Durante seu preparo, foi adicionado a 25 mL do gel de agarose 1,0 uL
de brometo de etideo a 10 ug/uL (MERCK). No preparo das amostras, 4 uL da aliquota da
reacdo de PCR foram adicionados a 2 uL de corante de corrida [azul de bromofenol 0,25%
(GE Healthcare), xileno cianol 0,25% (GE Healthcare), glicerol 30% (ISOFAR)].

A eletroforese foi realizada a 80 V, por 30 minutos em cuba horizontal [Horizon 58
(INVITROGEN)], utilizando-se como tampdo de corrida TBE 1X. Apo6s a corrida, o gel foi
visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta [modelo TM 20 (UVP)]. Para
confirmacgédo do tamanho do amplicon foi utilizado o padrdo de peso molecular 1 kb DNA
ladder (INVITROGEN).

2.4.3 Purificacédo dos produtos da PCR

Apos a amplificacdo, 20 uL do produto da PCR foram purificados utilizando-se o Kit

de purificacdo [AccuPrep® PCR Purification Kit (BIONEER)], seguindo o protocolo descrito

pelo fabricante.

2.4.4 Sequenciamento automatico

As reacOes de sequenciamento foram preparadas em um volume final de 20 pL,
utilizando-se o Kit Big Dye Terminator v3.1 (APPLIED BIOSYSTEMS), contendo: 1,0 uL
de oligonucleotideo a 3,2 pmol (senso ou anti-senso), 1,0 uL do tampdo (APPLIED
BIOSYSTEMS), 1,0 uL (cerca de 60 ng) do DNA purificado e 0,5 puL do Kit Big Dye
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Terminator (APPLIED BIOSYSTEMS). As reacdes foram realizadas em tubos de 0,2 mL ou
em uma placa contendo 96 pocos [MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (APPLIED
BIOSYSTEMS)] e conduzidas no termociclador Veriti modelo 9902 (APPLIED
BIOSYSTEMS). A ciclagem compreendeu 35 ciclos de desnaturagdo a 96°C por 15
segundos, anelamento a 50°C por 10 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos.

Para a precipitacdo das reacdes de sequenciamento em tubos de 0,2mL, foram
adicionados ao produto da reacdo 64 uL de etanol absoluto gelado (ISOFAR) e 16 uL de agua
deionizada (MilliQ). O material foi homogeneizado em um agitador para tubos (PHOENIX) e
deixado a temperatura ambiente por 15 minutos para a precipitacdo. Apos este tempo, 0s
tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 20 minutos (microcentrifuga EPPENDORF). O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 250 uL de etanol 70%
(ISOFAR). O material foi novamente homogeneizado e levado a centrifugacdo por 10
minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi retirado utilizando-se uma micropipeta e as
amostras precipitadas foram protegidas da luz e deixadas a temperatura ambiente por pelo
menos 12 horas para a secagem. As amostras secas foram conservadas a -20°C. Para a
aplicacdo no sistema de sequenciamento, o material precipitado foi ressuspenso em 10 uL de
solucdo de formamida [Hi Di Formamida (APPLIED BIOSYSTEMS)], submetido ao
agitador de tubos por 5 segundos e transferido para a placa de sequenciamento contendo 96
pocos (APPLIED BIOSYSTEMS).

Para a precipitacdo das reagdes de sequenciamento feitas diretamente na placa, foi
adicionado a cada reacdo 80 uL de isopropanol a 75% (MERCK). A placa foi deixada a
temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugada a 3.000 rpm por 50 minutos (centrifuga
de placas SIGMA 2-16P). Depois da centrifugacéo, a placa foi invertida em um papel toalha,
que logo ap6s foi retirado, sendo outro papel colocado abaixo da mesma. A placa invertida foi
centrifugada a 900 rpm por 1 minuto. Para a secagem, a placa foi colocada em um
termociclador Veriti modelo 9902 (APPLIED BIOSYSTEMS) por 5 minutos a 75° C e
posteriormente mantida a -20°C. Para a aplicacdo no sequenciador, foi adicionado a cada
reacdo 10 uL de solucdo de formamida [Hi Di Formamida (APPLIED BIOSYSTEMS)] e a
placa foi centrifugada a 900 rpm por 1 minuto.

As placas contendo as reacGes de sequenciamento juntamente com a formamida
foram levadas ao termociclador PTC-100 (MJ RESEARCH) ou a um termociclador Veriti
modelo 9902 (APPLIED BIOSYSTEMS) por 5 minutos a 95°C para a desnaturacédo e,

imediatamente, incubadas em gelo para permitir a manutencdo da desnaturacdo das amostras.
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Parte das reacdes feitas foi conduzida em um sequenciador automéatico ABI Prism 3730
(APPLIED BIOSYSTEMS) da Plataforma Gendmica (PDTIS - Instituto Oswaldo Cruz -
Fiocruz). Outra parte das reacdes foi processada em um sequenciador automatico ABI Prism
3130 (APPLIED BIOSYSTEMS) na Plataforma Gendmica do IBRAG/UERJ.

A anélise das sequéncias foi realizada atraves dos programas Chromas Lite verséo
2.0 (TECHNELYSIUM) e BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 6.0.6 (Isis
Pharmaceuticals, Inc). As seqléncias obtidas foram alinhadas com o fragmento
correspondente a sequéncia selvagem do gene LRRK2 (nimero de acesso AY792511),
acessada no banco de dados Ensembl (endereco eletronico:
“http://www.ensembl.org/index.html”). Os individuos que apresentaram variacdo nas
sequéncias tiveram uma nova aliquota do DNA analisada para a confirmacdo da variante

encontrada.

2.5 Andlise das alteracdes ¢.4229C>T (p.T1410M), ¢.5308T>C (p.C1770R), c.6415T>A
(p.C2139S) e ¢.6566A>G (p.Y2189C) em individuos controles.

Cada uma das alteracfes que apresentaram dividas em relacdo a sua patogenicidade
foi analisada em 210, dos 327 individuos controles selecionados. A analise da alteracdo
€.4229C>T foi realizada através da técnica de PCR-RFLP. A amplificacdo do fragmento
referente ao exon 30 foi realizada de acordo com a reacdo de PCR descrita no item 3.4.1 e 0s
fragmentos resultantes foram verificados em gel de agarose, conforme descrito no item 3.4.2.
A digestdo dos produtos de PCR foi realizada com a enzima de restricdo Hgal (NEW
ENGLAND). As amostras da digestdo foram preparadas com 15,5 puL de agua deionizada
(MilliQ), 9 pL do produto da PCR, 3 pL de tampdo da enzima (1X NEBuffer 4) (NEW
ENGLAND) e 5U da enzima Hgal e foram mantidas por 16 horas em banho de aquecimento
(Modelo 100 — FANEM) a 37 °C.

O produto digerido da PCR foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 5%
ndo-desnaturante. A composicdo do gel consistia em 1,25 mL de solucdo de acrilamida
(PHARMACIA BIOTECH): bis acrilamida 20% (19:1) (PHARMACIA BIOTECH), 0,25 mL
de tampdo TBE 10X, 35 pL de persulfato de aménio 10% (USB), 5 pL de TEMED
(INVITROGEN) e 3,46 mL de &gua deionizada (MilliQ). Oito microlitros do produto da

digestdo foram adicionados a 2,0 pL de corante de corrida e a preparacgdo foi aplicada no gel.



53

A eletroforese foi realizada em uma cuba vertical Mini-Protean (BIO RAD) a uma voltagem
de 110V por aproximadamente 1 hora.

Ao término da eletroforese, o gel foi imerso sob agitacdo moderada em uma solucao
fixadora [acido acetico 0,5% (ISOFAR), etanol 10% (ISOFAR)] por 2 minutos, corado em
uma solucdo de nitrato de prata [&cido acético 0,5% (ISOFAR), etanol 10% (ISOFAR) e
AgNO3 0,2% (MERCK)] por 10 minutos e lavado em &gua destilada por 20 segundos. Apés a
lavagem, o gel foi revelado em uma solucéo contendo 3% de hidréxido de sodio (ISOFAR) e
0,1% de formaldeido (MERCK) por 10 minutos e fixado em uma solucdo fixadora [acido
acético 0,5% (ISOFAR), etanol 10% (ISOFAR)] por 2 minutos. Para analise do exon 30 foi
utilizado o padréo de peso molecular 1 kb DNA ladder (INVITROGEN), uma amostra de
DNA néo-digerida e uma amostra de uma paciente, sabidamente positivo para a mutacdo
€.4229C>T (p.T1410M), para fins comparativos (figura 7). O fragmento da PCR de 397 pb é
clivado na presenca do alelo C (selvagem) em dois fragmentos de 209 pb e 188 pb. Na
presenca do alelo T (mutado) o amplicon néo é clivado (figura 7).
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Individuo sem a
mutacdo p.T1410M

nao-digerido
Paciente com a
mutacéo p.T1410M

1 kb DNA ladder
Produto da PCR

1 2 3 4

Figura 7 - Esquema da digestdo dos produtos da PCR com a enzima Hgal. Linha 1: Padréo
de peso molecular 1 kb DNA ladder; linha 2: Fragmento referente ao produto de PCR ndo
digerido; linha 3: Fragmentos referentes a digestdo de uma amostra de uma paciente sem a
mutacdo ¢.4229C>T (p.T1410M); linha 4: Fragmentos da digestdo de uma amostra de uma
paciente heterozigoto para a mutagéo ¢.4229C>T (p.T1410M) no gene LRRK2.

O estudo das alteragdes ¢.5308T>C (p.C1770R), c.6415T>A (p.C2139S) e c.6566A>G
(p.Y2189C) em individuos controles foi feito através da amplificacdo dos fragmentos génicos
referentes aos exons 36 e 44, descrita nos itens 3.4.1 e 3.4.2. A reacdo de PCR foi purificada e
sequenciada, conforme ja descrito nos itens 3.4.3 e 3.4.4.

A anélise estatistica usada para comparar a frequéncia de alteracbes nos pacientes e
nos controles, em particular, a alteracdo p.T1410M, foi feita através do teste exato de Fisher,
com P<0,05 considerado estatisticamente significativo. Este calculo, bem como o calculo de
odds ratio (OR) e do intervalo de confianca de 95%, foi realizado utilizando-se o programa
GraphPad InStat verséo 3.01.
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2.6 Ferramentas eletronicas

A analise de predicbes dos efeitos das alteragdes que causam substituicbes de
amino&cidos na proteina foi realizada utilizando-se as ferramentas eletronicas PolyPhen-2
(Adzhubei et al., 2010), PMut (Ferrer-Costa et al., 2005) e SIFT (Ng & Henicoff, 2003).
Esses programas consideram determinados parametros (como a conservagao do aminoacido
em proteinas homdlogas e as propriedades fisicas dos aminoacidos) para classificarem uma
substituicdo como patogénica ou neutra.

O programa PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) classifica a alteragdo
como provavelmente prejudicial (quando se supde com alta probabilidade que a alteracao
afete a estrutura ou a funcédo da proteina), possivelmente prejudicial (quando se supde que a
alteracdo afete a funcdo ou a estrutura da proteina), benigna (quando a alteracdo
provavelmente ndo causa nenhum efeito) e ndo conhecida (quando a falta de dados néo
permite ao programa fazer a predicao).

A ferramenta PMut (http://mmb.pcb.ub.es/PMut/) possui uma taxa de sucesso maior
que 80% (Ferrer-Costa et al., 2005) e classifica uma alteracdo como patogénica ou neutra.
Para tal classificacdo, o programa fornece valores de NN output e de confianca. Se o valor de
NN output € maior que 0,5, a mutacédo € predita como patogénica. O valor de confianga é um
valor que permite verificar se a predi¢cdo € muito ou pouco confidvel, variando de 0 (pouco
confiavel) a 9 (muito confiavel).

O programa SIFT (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html) fornece um score que prediz
se a mutacdo é deletéria ou toleravel. Substituicbes de aminoacidos com valores menores que
0,05 sdo preditos serem deletérios.

As ferramentas eletronicas SpliceView e NNSPLICE versdo 0.9 foram utilizadas para
a avaliagdo do impacto de variantes intronicas em sitios doadores e receptores do
encadeamento do RNA. Estes programas sd@o baseados na predicdo de sequéncias de
encadeamento, tendo em vista a alta frequéncia de certos nucleotideos em determinadas
posicdes, formando sequéncias que podem ser reconhecidas por proteinas envolvidas no
encadeamento. O programa SpliceView pode ser acessado no endereco eletronico:
“http://www.itba.mi.cnr.it/webgene/” e o programa NNSPLICE, no endereco eletronico:
“http://www.fruitfly.org/seq_tools/ splice.html”.

Através do endereco eletronico “http://www.ncbi.nlm.nih.gov /BLAST/Blast.cgi” o

programa BLASTP foi acessado com o objetivo de identificar sequéncias de proteinas


http://mmb.pcb.ub.es/PMut/
http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html
http://www.itba.mi.cnr.it/webgene/
http://www.fruitfly.org/seq_tools/%20splice.html
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homdlogas & LRRK2 entre diferentes espécies de organismos. Para alinhar e comparar estas
seqliéncias com a seqliéncia da proteina LRRK2 humana, o programa ClustalW foi utilizado

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/).

2.7 Estudo de modelagem molecular e dinamica molecular

Esta parte do estudo foi realizada no Laboratério de Bioquimica de Proteinas e
Peptideos da FIOCRUZ, com a orientagdo do Dr. Floriano P. Silva-Jr.

2.7.1 Busca de estruturas cristalograficas homologas aos dominios de interesse

Inicialmente, foi feita uma busca das estruturas cristalograficas homologas aos
dominios ROC e WD40, onde as alteracdes identificadas neste estudo que apresentaram
duvidas em relacdo a sua patogenicidade estdo localizadas. Esta busca foi feita através do
servidor EXPASy Proteomics Server (http://www.expasy.ch/). Nesta pagina, o banco de dados
UniProtKB (http://www.uniprot.org/) foi acessado, o qual possui a opcdo de pesquisa:
Sequence similarity searchs (BLAST) (http://www.expasy.org/tools/blast/), na qual foi
submetida a sequéncia de amino&cidos desejada, relativas aos dominios ROC ou WD40. Nao
foi possivel identificar estruturas cristalograficas de proteinas homologas ao dominio WD40
no local onde estdo situadas as mutagOes identificadas neste estudo. Somente a estrutura
cristalogréfica do dominio ROC foi identificada. Esta estrutura foi relatada por Deng e
colaboradores (2008) e possui o numero de acesso “2ZEJ”. Para obter o arquivo referente a
estrutura cristalografica do dominio ROC, o numero de acesso “2ZEJ” foi submetido no

banco de dados RSCB Protein Data Bank (www.pdb.org).


http://www.expasy.ch/
http://www.uniprot.org/
http://www.expasy.org/tools/blast/
http://www.pdb.org/
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2.7.2 Visualizacéo da estrutura cristalografica do dominio ROC

Para a visualizacdo da estrutura cristalografica do dominio ROC foi utilizada a
ferramenta Swiss-Pdb Viewer 4.0.1, acessada no enderego eletronico “http://spdbv.vital-
it.ch/” e instalada em Windows Vista. Esta estrutura cristalografica estd em forma de dimero,
com as cadeias A e B representado cada um dos mondmeros. Observou-se que determinadas
regides na cadeia A (aminoacidos 1357-1367 e 1379-1387) e na cadeia B (aminoacidos 1358-
1364 e 1379-1387) estavam ausentes. Para a modelagem dessas regides foram utilizados dois
programas diferentes: SWISS-MODEL e Modeller 9v7.

2.7.3 Modelagem das regides ausentes na estrutura cristalografica do dimero ROC

2.7.3.1 Ferramenta SWISS-MODEL

O  programa  SWISS-MODEL  pode ser utilizado no  endereco
“http://swissmodel.expasy.org/”. Este programa gerou um modelo em forma de monémero
tendo como referéncia a cadeia B da estrutura cristalografica original (2ZEJ). O monémero
gerado no programa SWISS-MODEL foi nomeado como “cadeia B modelada swiss-model”.
Para a construcdo do dimero, foi utilizado o programa Swiss-Pdb Viewer 4.0.1. Neste, a
“cadeia B” da estrutura original “2ZEJ” foi deletada, restando apenas a “cadeia A”. O modelo
“cadeia B modelada swiss-model” foi entdo sobreposto a cadeia A de “2ZEJ” através da
opgao “Fit — magic fit”, sendo depois utilizada a opcao “Fit — improve fit”. A formagao do
dimero foi feita com a uni&o dos dois mondmeros, selecionando as duas cadeias e utilizando a
opcao “edit — create merged layer from selection”. A proteina dimérica foi nomeada “dimero
cadeia B swiss-model”. Posteriormente, foi feita uma minimiza¢do de energia no programa
Swiss-Pdb Viewer, através da opgdo “energy minimization” e o modelo final foi nomeado

“dimeroROC-swiss-model”.


http://spdbv.vital-it.ch/
http://spdbv.vital-it.ch/
http://swissmodel.expasy.org/
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2.7.3.2 Ferramenta Modeller 9v7

Este programa foi obtido no endereco eletronico “http://salilab.org/modeller/” ¢
instalado no sistema operacional Windows Vista. Esta ferramenta possibilitou a modelagem
do dimero, tendo como referéncia a estrutura cristalografica “2ZEJ”. Foram gerados 50
modelos diferentes, dos quais 0os 5 modelos com menor energia foram selecionados. Estes
modelos foram posteriormente avaliados no programa “Structural Analysis and Verification

Server”.

2.7.3.3 Avaliacdo dos modelos obtidos, através da ferramenta “Structural Analysis and

Verification Server”

A ferramenta “Structural Analysis and Verification Server” pode ser acessada na
pagina “http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/”. Este programa foi utilizado para checar a
qualidade da estrutura proteica dos 5 modelos com menor energia, obtidos no programa
Modeller, tendo sido escolhido apenas um modelo para o estudo de dindmica molecular,

nomeado “dimeroROC-modeller”.

2.7.4 Estudo de dinamica molecular

O estudo de dinamica molecular pdde ser iniciado apos a obtencéo e o refinamento dos
dois modelos gerados pelos programas SWISS-MODEL e Modeller, nos quais a estrutura do
dimero ROC estava completa, sem nenhum aminoacido faltando.

Esta parte do estudo foi realizada utilizando o programa GROMACS, acessado no
endereco “http://www.gromacs.org/” e instalado em sistema operacional Ubuntu 9.04. Para a
utilizacdo e aprendizagem do programa foram feitos diversos tutoriais disponiveis no proprio
site do GROMACS (GROMACS Introductory Tutorial, John E. Kerrigan; Introduction to
molecular dynamics simulations and analysis, Tsjerk A. Wassenaar e Tutorial for Drug-

Enzyme Complex, John E. Kerrigan).


http://salilab.org/modeller/
http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/
http://www.gromacs.org/
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3 RESULTADOS

3.1 Alteracdes identificadas

A triagem de mutacdes no gene LRRK2 foi conduzida em 204 pacientes com DP
idiopéatica. Foram analisadas as sequéncias dos exons 29 e 30, responsaveis por codificarem o
dominio ROC, dos exons 32, 33, 34, 35, 36, 37 e 38, responsaveis por codificarem o dominio
COR e dos exons 39, 40, 42, 43 e 44, responsaveis por codificarem o dominio MAPKKK e a
parte inicial do dominio WD40. Os exons 31 e 41 ja haviam sido anteriormente analisados por
nosso grupo (Pimentel et al., 2008; Abdalla-Carvalho et al., 2010) (anexos D e E). Nestes
pacientes, foram identificadas 31 variantes de sequéncia: 15 variantes intronicas, 6 variantes
silenciosas e 10 variantes de sentido trocado (figura 8 e tabela 5). Todas as alteracGes nunca
descritas na literatura foram submetidas ao banco de polimorfismo Unico de nucleotideo
(dbSNP) e depositadas neste banco, permitindo a geracdo de um nimero de identificacdo para
cada uma delas. O banco de SNPs pode ser acessado no enderego
“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/”.

O anexo F mostra a listagem de todos os pacientes com suas caracteristicas principais
(idade, idade de manifestacdo, sexo, caso familiar ou esporadico). Os resultados de todos 0s
exons analisados, referentes a cada paciente, estdo disponiveis no anexo G. As analises
moleculares dos exons 30, 36 e 44 realizadas em individuos controles e suas caracteristicas
principais encontram-se no anexo H. Abaixo, veremos as caracteristicas das alteracdes

identificadas.
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51 exons
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Figura 8: Esquema do gene e da proteina LRRK2 com a localizagdo das variantes identificadas, mostrando em (A) as variantes intrdnicas no
gene e em (B) as alteragdes exdnicas na proteina. Os exons e 0s dominios analisados neste estudo estdo destacados em vermelho. ARM, dominio
armadillo; ANK, dominio ankirina; LRR, dominio rico em repeti¢Bes leucina; ROC, dominio ROC; COR, dominio COR; MAPKKK, dominio

MAPKKK; WD40, dominio WDA40.
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Tabela 5 - Variantes de sequéncias encontradas no gene LRRK2 e suas caracteristicas

principais.
Variacédo no Variacéo Exon/ Dominio Pacientes Numero de
cDNA?® na intron do proteico N (%) acesso do SNP°
proteina gene

c.4193G>A p.R1398H Exon 30 ROC 36 (17,6) rs7133914
€.4194T>G p.R1398R  Exon 30 ROC 2 (1,0) rs112676052*
.4229C>T p.T1410M Exon 30 ROC 4(1,9)/1(05)° rs72546327
c.4269G>A p.K1423K Exon 30 ROC 27 (13,2) rs11175964
c.4317+16C>T b Intron 30 b 1(0,5) rs111393147*
c.4541G>A p.R1514Q Exon 32 COR 3(1,5) rs35507033
C.4624C>T p.P1542S  Exon 32 COR 6 (3,0) rs33958906
€.4828-31T>C _ Intron 33 _ 162 (79,4) rs1896252
c.4872C>A p.G1624G Exon 34 COR 186 (91,2) rs1427263
C.4911A>G p.K1637K Exon 34 COR 165 (80,8) rs11176013
€.4937T>C p.M1646T Exon 34 COR 2(1,0) rs35303786
€.4939T>A p.S1647T  Exon 34 COR 67 (32,8) rs11564148
€.5015+32A>G _ Intron 34 _ 31 (15,2) rs11564205
c.5170+23T>A B Intron 35 B 141 (69,1) rs7307276
¢.5308T>C p.C1770R  Exon 36 COR 1(0,5)/0(0)®  $5263194183*
€.5317+32C>T _ Intron 36 _ 182 (89,2) rs7137665
€.5317+59A>C _ Intron 36 _ 7(34) rs73097447
c.5457T>C p.G1819G Exon 37 COR 163 (79,9) rs10878371
¢.5509+20A>C _ Intron 37 _ 8 (3,9) rs11564134
€.5509+52T>C B Intron 37 B 1(0,5) $5263194184*
€.5509+122A>G _ Intron 37 _ 1(0,5) rs17444054
€.5657-46C>T _ Intron 38 _ 1(0,5) rs17491368
€.5948+48C>T _ Intron 40 _ 49 (24,0) rs2404834
C.6241A>G p.N2081D Exon 42 MAPKKK 3 (1,5) rs33995883
€.6324G>A p.E2108E  Exon 43 MAPKKK 71 (34,8) rs10878405
€.6381+30A>G _ Intron 43 _ 1(0,5) rs72546332
€.6382-36G>A _ Intron 43 _ 1(0,5) rs113647572*
€.6382-37C>T _ Intron 43 _ 4(1,9) rs79805220
C.6415T>A p.C2139S  Exon 44 b 1(0,5)/0(0)°  rs112048985*
C.6566A>G p.Y2189C Exon 44 WD40  2(1,0)/2(1,0)° rs35658131
€.6576+44T>C Intron 44 1(0,5) rs75415619

%A posicdo no cDNA esta de acordo com a sequéncia depositada no Genbank (nimero de
acesso AY792511); ® Frequéncia em 210 controles; © Nimero de acesso para cada variante
depositada no dbSNP (banco de SNPs); *, Variantes novas depositadas por nosso grupo no

dbSNP.
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3.2 Resultados das analises in silico

As andlises in silico feitas através dos programas PolyPhen, Pmut e SIFT e do
alinhamento da sequéncia da proteina LRRK2 humana com a de outras espécies estdo
resumidas na tabela 6. Para estas andlises foram utilizadas as alteracbes missense
identificadas neste estudo que apresentaram duvidas quanto a sua patogenicidade. O
alinhamento da sequéncia da proteina LRRK2 humana nos locais das alteracdes analisadas
com as proteinas ortdlogas de outros organismos esté representado na figura 9.

Para fins de comparacdo, o polimorfismo p.S1647T ja descrito na literatura como nao
patogénico e a mutacdo comprovadamente patogénica p.G2019S também foram avaliados,
mostrando que a utilizacdo destas analises in silico pode ser Util para ajudar a predizer o valor
patogénico das alteracOes. As trés ferramentas utilizadas mostraram que a mutacao patogénica
p.G2019S pode alterar a estrutura ou a funcdo da proteina e a comparacdo das sequéncias
homologas mostraram que este residuo € muito conservado. O polimorfismo ndo patogénico
p.S1647T é neutro, de acordo com o0s trés programas utilizados, e também mostra ndo ser
conservado entre proteinas de espécies homdlogas.



Tabela 6 - Resultados das analises in silico.
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Alteracédo Programa Programa Pmut? Programa SIFT® Alinhamento
PolyPhen das sequéncias
€.4229C>T  Predicéo: Predicdo: Patogénica  Predicdo: Deletéria  Conservada
(p.T1410M) Provavelmente NN output: 0.8104 Score: 0.01
prejudicial Confianca: 6
c.4939T>A Predicéo: Predicdo: Neutra Predicdo: Toleravel Nao
(p.S1647T) Benigna NN Output: 0.2640 Score: 0.77 conservada
Confianca: 4
¢.5308T>C Predicéo: Predicdo: Patogénica Predicdo: Toleravel Né&o
(p.C1770R) Provavelmente NN Output: 0.8947 Score: 0.18 conservada
prejudicial Confianca: 7
€.6055G>A Predicéo: Predicdo: Patogénica  Predicdo: Deletéria  Conservada
(p.G2019S) Provavelmente NN Output: 0.5489 Score: 0.00
prejudicial Confianca: 0
€.6415T>A Predicéo: Predicdo: Patogénica  Predicdo: Toleravel Conservada
(p.C2139S) Provavelmente NN Output: 0.7446 Score: 0.88
prejudicial Confianca: 4
€.6566A>G Predicéo: Predicdo: Patogénica Predicdo: Tolerdvel Né&o
(p.Y2189C) Benigna NN Output: 0.9497 Score: 0.18 conservada

Confianca: 8

%A alteracdo ¢ classificada como patogénica (quando o valor de NN Output é maior que 0,5)
ou neutra, com um intervalo de confianca variando de O (pouco confidvel) a 9 (muito

confiavel).

°A alteracdo € classificada como deletéria (quando o score é menor que 0,05) ou como

toleravel.
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Mus musculus STHPH RALYLEY

Rattus novergicus STHPH RALYLE
Pan troglodytes STHPH RALYLL
Papio anubis STHPH RALYLA
Airulopoda melanoleuca STHPH RALYLE
Canis familiaris STHPH RALYLA
Equus caballus  STHPH RALYLA

Bos taurus  STHPH RALYLA

Sus scrofa STHPH RALYLA
Oryctolagus cuniculus STHPH RALYLA
Tetraodon nigroviridis GSHPHF RALYLV'

M
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LKITVPSCRKGCILL! IAKIADYGIAQYCCR LNSAELIICLMRHISI. DLSTEHHTISEEVID
LKITVPSCRKGCILL! IAKIADYGIAQYCCR LNSAELICLMRHITI. DLNTERY[ITSEEVID
LKITVPSCRKGCILL! IAKIADY|GIAQYCCR LNSAELICLMRRISI. DLNTERY[ISEEVID
LKITVPSCRKGCILL! IAKIADY|GIAQYCCR LNSAELICLMRRMSI. DLNTERYISEEVID
LKITVPSCRKGCILL! IAKIADY|GISQYCCR LNSAELICLMRHILI. NLNTEGHTTEEVSE
VRITVPSSRKGRVLL! IAKITDYGEIAQHCCS, LNSGEVILICLMRELAV. NLHTNAVTTEAIDT

Figura 9 - Sequéncia da proteina LRRK2 na regido das alteracdes missense, alinhada com ortélogos de Mus musculus (GenBank numero de
acesso AAV63976), Rattus novergicus (XP_235581.4), Pan troglodytes (XP_001168494.1), Papio anubis (ABX89281), Airulopoda
melanoleuca (EFB28823.1), Canis familiaris (XP_543734.2), Equus caballus (XP_001914702.1), Bos Taurus (XP_615760.3), Sus scrofa
(XP_01106908), Oryctolagus cuniculus (002712738) e Tetraodon nigroviridis (CAG05593.1).
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Além das anélises in silico feitas para alteraces missense, os programas SpliceView e
NNSPLICE foram utilizados para avaliar se as alteragBes intronicas e silenciosas, nunca
descritas na literatura ou com papel patogénico ainda ndo definido, podem alterar os sitios
doadores e receptores do encadeamento do RNA. Segundo as ferramentas utilizadas, as
alteracdes intronicas ¢.4317+16C>T, ¢.5317+59A>C, ¢.5509+20A>C, ¢.5509+52T>C,
€.5509+122A>G, ¢.5657-46C>T, ¢.6382-36G>A, ¢.6382-37C>T e c.6576+44T>C e a
alteracdo silenciosa ¢.4194T>G (p.R1398R) nao afetam o reconhecimento dos sitios doadores

e dos sitios receptores de encadeamento selvagens.

3.3 Caracteristicas fenotipicas dos pacientes portadores de alteracdes no gene LRRK2

Na tabela 7 estdo resumidas as caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de
alteracdes com valor patogénico ainda ndo definido. Foi observado que todos os probandos

apresentaram sintomas tipicos da DP.



Tabela 7 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com alteracdes no gene LRRK2.

Pacientes
Caracteristicas PAR1455 PAR1728 PAR1732 PAR2038 PAR1209 PAR2043 PAR1319 PAR1493
Alteracéo €.4229C>T (p.T1410M)/  ¢.4229C>T €.4229C>T €.4229C>T €.5308T>C c.6415T>A €.6566A>G c.6566A>G
C.6055G>A (p.G2019S)*  (p.T1410M)  (p.T1410M)  (p.T1410M)  (p.C1770R)  (p.C2139S)  (p.Y2189C)  (p.Y2189C)
Histdria familiar para a DP + + - - 4 + + ;
Sexo M F M F F M M M
Origem brasileira brasileira brasileira brasileira brasileira brasileira portuguesa brasileira
Idade de manifestacdo (anos) 47 55 83 47 51 68 50 62
Idade no exame (anos) 57 70 87 55 55 71 64 74
Primeiro sintoma Bradicinesia ND ND Tremor Tremor Tremor Tremor Tremor
Bradicinesia + ND ND + + + + +
Tremor de repouso + ND ND + + + + +
Rigidez + ND ND + + + 4 4
Instabilidade postural + ND ND - - - - +
Manifestacdo assimétrica + ND ND + + + 4 +
Distonia - ND ND - - - - -
Resposta ao levodopa + ND ND + + + + +
Declinio cognitivo - ND ND - - - - -

M, sexo masculino; F, sexo feminino; +, presente; - ausente; ND, informacéo nao disponivel.

*A alteracdo c.6055G>A (p.G2019S) foi descrita anteriormente em nosso artigo (Pimentel et al., 2008) (anexo D).
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3.4 Caracteristicas das variantes encontradas

Variantes identificadas no exon 30 e no intron 30

Quatro alteragdes foram identificadas no exon 30. A alteracdo ¢.4193G>A (figura 10),
resulta na troca de uma arginina por uma histidina no aminoécido 1398 da proteina LRRK2,
tendo sido identificada em 36 pacientes (8 casos familiares e 28 casos esporadicos), dos quais
dois pacientes (PAR1144 e PAR2066) sdo homozigotos (anexo G).

TAGGTCGTG AGG TAGGTCHTGAGG TAGGTATGAGG
B

Figura 10 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.4193G>A (p.R1398H). C) Alteracdo c.4193G>A
(p-R1398H) em homozigose.

A variante ¢.4194T>G resulta na mutagdo silenciosa p.R1398R (figura 11). Esta
alteracdo foi identificada em dois pacientes heterozigotos, PAR1297 e PAR1494, ambos

casos esporadicos de DP (anexo G).

TTTAGGTCG[GAGGAATTC
A

|r|| 'q |'\ l'l Iﬂ |"| |r\
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Figura 11 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteragéo ¢.4194T>G (p.R1398R).
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A variante ¢.4229C>T (figura 12), resulta na troca de uma treonina por uma
metionina no aminoacido 1410, em uma posicdo altamente conservada no dominio ROC da
proteina LRRK2 (figura 9). Ela foi identificada em heterozigose nos pacientes PAR1455,
PAR1728 (casos familiares) e PAR1732, PAR2038 (casos isolados) (anexo G). As principais
caracteristicas clinicas destes individuos estdo resumidas na tabela 7. Apenas o heredograma
referente ao paciente PAR1455 foi obtido, entretanto, a analise de segregacdo desta variante
na familia ndo foi possivel (figura 13). Este paciente também é heterozigoto para a mutagédo
p.G2019S, anteriormente descrita por nosso grupo (Pimentel et al., 2008) (anexo D). A
analise de 210 individuos controles mostrou que esta substituicdo foi presente em uma mulher
de 83 anos (anexo H, figura 14). A diferenca das frequéncias da alteracdo p.T1410M entre
individuos e controles foi estatisticamente ndo significativa (P=0,2098; odds ratio=4,18;
intervalo de confianca a 95%=0.46-37,7). Os trés programas utilizados para a andlise in silico
(PolyPhen, Pmut e SIFT) mostraram que esta alteracdo pode afetar a estrutura ou a funcéo da

proteina (tabela 6).

TTTTATGA[QGCAGCGAGC TTTTATGANGCAGCGAGC

'|
H H /' h
l |III| i\ lil II|
AN ”|||! 'u 'l r}le ”)I- Hll

Figura 12 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteragdo ¢.4229C>T (p.T1410M).
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| B4 H

33 62 59 57 55 52 50 44
IM 47
*
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Figura 13 - Heredograma da familia do paciente PAR1455 (seta). IM, idade de manifestacao
da DP; *, individuo positivo para a mutagdo ¢.6055G>A (p.G2019S) (Pimentel et al., 2008);
+, individuo positivo para a variante ¢.4229C>T (p.T1410M).

Individuo com a alteragéo
€.4229C>T
Individuo sem a alteragéo
c.4229C>T
Individuo sem a alteragéo
c.4229C>T

1 kb DNA ladder

397 pb
396 pb P
344 pb
298 pb
201 pb 29988

154 pb
134 pb

Figura 14 - Analise de individuos controles feita através de gel de poliacrilamida dos
produtos da PCR (exon 30) digeridos com a enzima Hgal. Linha 1: padrdo de peso molecular
1 kb DNA ladder; linha 2: controle com a alteracdo ¢.4229C>T (p.T1410M) no gene LRRK2;
linhas 3 e 4: controles sem a transi¢do ¢.4229C>T.
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Com o objetivo de avaliar se a alteracdo ¢.4229C>T (p.T1410M) pode comprometer o
comportamento da proteina LRRK2 in silico, os estudos de modelagem molecular e de
dindmica molecular foram iniciados. A modelagem molecular do dominio ROC foi realizada
e 0 estudo de dindmica molecular ainda se encontra em andamento. Na estrutura
cristalogréfica do dimero ROC (nimero de acesso ‘“2ZEJ”) observou-se que determinadas
regides na cadeia A (aminoacidos 1357-1367 e 1379-1387) e na cadeia B (aminoécidos 1358-
1364 e 1379-1387) estavam ausentes, como mostra a figura 15. Por isso, a modelagem
molecular para estas regifes foi realizada através dos programas SWISS-MODEL e Modeller

9v7 (figuras 16 e 17). Os modelos gerados através destes programas serdo utilizados para o

estudo de dindmica molecular.

Figura 15 - Representacdo da estrutura cristalografica do dimero ROC (nUmero de acesso
“2ZEJ”) visualizada no programa Swiss-Pdb Viewer 4.0.1. As regides em azul e amarelo
mostram, respectivamente, as cadeias A e B do dimero ROC. As setas vermelhas indicam as
regides ausentes.
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Figura 16 - Modelagem das regides ausentes feitas através do programa SWISS-MODEL. As
regibes da proteina que estavam ausentes e que foram modeladas estdo mostradas em
vermelho.

Figura 17 - Modelagem das regifes ausentes feitas através do programa Modeller 9v7. As
regibes da proteina que estavam ausentes e que foram modeladas estdo mostradas em
vermelho.
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A alteracdo ¢.4269G>A (figura 18) é silenciosa (p.K1423K) e foi identificada em 25
pacientes heterozigotos e em dois pacientes homozigotos (PAR1144 e PAR2066) (anexo G).
Todos os pacientes que apresentaram esta variante também exibiram a alteracdo c.4193G>A

(p.R1398H) descrita anteriormente o que sugere que ambas estejam em desequilibrio de

ligacdo. Seis casos possuem historia familiar da DP e 21 séo casos esporadicos.

CAGC

Figura 18 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteragédo c.4269G>A (p.K1423K). C) Alteragdo c.4269G>A
(p.K1423K) em homozigose.

A alteracdo no intron 30, ¢.4317+16C>T, foi identificada em apenas um paciente
heterozigoto (PAR1307) com DP esporadica (figura 19 e anexo G).

TETTCTEATEATTI G TGTTCTGATNATTTG

A B
|| I
|\|||I{\ |
|| ||| v_llll
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Figura 19 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteragdo ¢.4317+16C>T.
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Variantes identificadas no exon 32

No exon 32, foram identificadas duas variantes que resultam em substituicbes de
aminoacidos no dominio COR da proteina LRRK2. A alteracdo c.4541G>A resulta na troca
de uma arginina por uma glutamina na posi¢do 1514 da proteina, tendo sido identificada em
heterozigose em trés casos esporadicos da DP (figura 20, anexo G). A variante ¢.4624C>T
(p.P1542S) foi identificada em 6 pacientes heterozigotos. Destes, apenas um paciente

apresenta histéria familiar da DP (figura 21, anexo G).

CATAGATCCEJAGATCAGCT CATAGATCCNAGATCAGCT

Figura 20 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.4541G>A (p.R1514Q).

AAAAATGTGCJCAATTGAAT AAhAATGTGNCAATTGAAT

i h |
nmlmn

Wi I

Figura 21 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracédo ¢.4624C>T (p.P1542S).
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Variante identificada no intron 33

No exon 33 néo foi detectada nenhuma alteracdo. Apenas uma variante no intron 33, a
€.4828-31T>C (figura 22), foi identificada em 162 pacientes (25 casos familiares e 137 casos
esporadicos). Cinquenta e sete pacientes sdo homozigotos para a alteracéo, enquanto que 105

sdo heterozigotos (anexo G).

TAAATT[JTAGT G4’ TAAATTNTA GT G AT TARAATT[TAGTG A

A g (I l‘l I8

\
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i'ﬂ WA "'uﬂuf'ﬂ \f ’ n

i\ JY'” /\

Figura 22 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.4828-31T>C em heterozigose e (C) em
homozigose.

\

L ——~._

Variantes identificadas no exon 34 e no intron 34.

No exon 34 foram identificadas 4 alteragcbes. A alteracdo c.4872C>A (figura 23)
resulta na mutacéo silenciosa p.G1624G. Ela foi encontrada em um total de 186 pacientes (34
casos familiares e 152 casos esporadicos), dos quais 103 séo portadores heterozigotos e 83 sdo

homozigotos para esta variante (anexo G).
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'TAAGGG[JAT TATT TAAGGGNATTATT TAAGGGRJATTATT

Figura 23 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia

selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.4872C>A (p.G1624G). C) Alteracdo c.4872C>A
(p.G1624G) em homozigose.

A alteragéo silenciosa ¢.4911A>G (p.K1637K) (figura 24) foi encontrada em 165
pacientes. Um total de 27 pacientes apresenta historia familiar da doenca e 138 sdo casos

esporadicos. Cinquenta e nove pacientes sdo portadores homozigotos e 106 apresentam a
alteracdo em heterozigose (anexo G).

TTCAAA[FAAALGG. TTCAAANAALAGG. TTCAAA[Ga Ak A GG,
A

f 1 f
i || 1 a ]Ill f f I'
LAY
||h| WUVyvl

e L B, r-N

Figura 24 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo c.4911A>G (p.K1637K). C) Alteracdo c.4911A>G
(p.K1637K) em homozigose.



76

Dois pacientes (ambos casos isolados) sdo portadores heterozigotos da substituicdo
€.4937T>C (figura 25, anexo G) que resulta na troca de uma metionina por uma treonina no

aminoacido 1646 na proteina LRRK2.

AGAACTACAGTCACAGTA' éGéACTACéEGACACAGTA'

Figura 25 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.4937T>C (p.M1646T).

A variante ¢.4939T>A (figura 16) resulta na troca de uma serina por uma treonina na
posicdo 1647 no dominio COR da proteina. Ela foi identificada em 67 pacientes (11 casos
familiares e 56 esporadicos), dos quais 59 pacientes sdo heterozigotos e 8 sdo homozigotos

(anexo G).

TACATG[cacacGT, TACATGNCACAGT. TACATG[EcacacT

Figura 26 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.4939T>A (p.S1647T) em heterozigose e (C) em
homozigose.
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No intron 34, foi detectada a alteragdo ¢.5015+32A>G (figura 27), identificada em 31
pacientes heterozigotos, dos quais 6 pacientes apresentam histérico familiar da DP e o

restante sdo casos esporadicos (anexo G).

AATTGCTACETGGA&ATTC AATTGCT&CETGGA&&TTCé

Figura 27 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando
em (A) a sequéncia selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteracdo ¢.5015+32A>G.

Variante identificada no intron 35

Somente a alteracdo ¢.5170+23T>A (figura 28) foi identificada no intron 35 em 87
pacientes heterozigotos e 54 pacientes homozigotos. Destes, 25 individuos tém historia
familiar da doenca e 116 constituem casos isolados (anexo G).

GACTTATAGE&TTT' GACTTATAGATT ,GQCTTATE—‘;GE&TTT
A B"I‘

- |'F|'] |
ol Al

Figura 28 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteragdo ¢.5170+23T>A em heterozigose e (C) em
homozigose.
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Variantes identificadas no exon 36 e no intron 36.

A alteracdo exoénica ¢.5308T>C (figura 29) resulta na troca de uma cisteina por uma
arginina na posigdo 1770 na proteina LRRK2, em uma posi¢do ndo conservada no dominio
COR (figura 9). Ela foi identificada em heterozigose no paciente PAR1209 que apresenta
historia familiar da doenca (anexo G). O heredograma da paciente encontra-se na figura 30.
Ela possui uma irmé falecida que também tinha doenca de Parkinson. As caracteristicas
clinicas deste paciente estdo resumidas na tabela 7. Esta alteragdo ndo foi encontrada em 210
individuos saudaveis (anexo H). Dos trés programas utilizados para a analise in silico,

somente o programa SIFT considerou esta substituicdo ndo patogénica (tabela 6).

GTTCCTTCTGTAGAAAAG GTTCCTTCTE]GTAGAAA&G

Figura 29 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando
em (A) a sequéncia selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteracdo ¢.5308T>C (p.C1770R).

| Vign?)

P EDONDLLLnons .

50 73 72 70 69 68 67 66 64 62 61

IM 51
+

Figura 30 - Heredograma da familia do paciente PAR1209 (seta). IM, idade de manifestacdo
da DP; +, individuo positivo para a mutacdo ¢.5308T>C (p.C1770R).
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Duas alteragdes foram encontradas no intron 36. A alteracdo ¢.5317+32C>T (figura
31, anexo G) foi encontrada em 182 pacientes (113 pacientes heterozigotos e 69 pacientes
homozigotos; 32 casos familiares e 150 casos esporadicos). Sete pacientes sao portadores
heterozigotos da variante ¢.5317+59A>C, destes apenas um apresenta histéria familiar da DP

(figura 32, anexo G).

caaTTe[daacac CAATTGNAACACT. CAATTGTaAcACT.

Figura 31 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. (A)
Sequéncia selvagem do gene LRRK2. (B) Alteracdo ¢.5317+32C>T.

A B

nA R r 1
Il i . Il & i o
o [ frlaftapfnp i AR L
fi ) I |'”'|"1"|“| iR 1A Nap L AANATA A
I AU IRTRIRTA VAT e IR IRTRTRTRIATRIRTRIR
\ RV [ L L T T Ll N 1 | TR l'l Jy ¥ l.l iy |~I iy 1~| |

vy v

— = F—— o

Figura 32 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando
em (A) a sequéncia selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteracéo ¢.5317+59A>C.
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Variantes identificadas no exon 37 e no intron 37.

A alteracdo exonica ¢.5457T>C (figura 33) é silenciosa (p.G1819G) e foi encontrada
em 163 pacientes (105 pacientes heterozigotos e 58 pacientes homozigotos; 27 casos

familiares e 136 casos esporadicos) (anexo G).

TGATGGGaaGAA TGATGGNGAAGAR TGATGGIC|GAAGAA

Figura 33 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.5457T>C (p.G1819G) em heterozigose e (C) em
homozigose.

Trés variantes foram identificadas no intron 37. A ¢.5509+20A>C foi encontrada em 8
pacientes heterozigotos, com apenas um apresentando histéria familiar da doenga. A alteracdo
€.5509+52T>C foi encontrada em um portador heterozigoto (PAR1435) com DP esporadica.
Apenas um individuo (paciente PAR1154), sem historia familiar da DP, foi portador
heterozigoto da alteracdo ¢.5509+122A>G (figuras 34, 35, 36, anexo G).

AT&C&ACTTCAA&TGCTT ATACAACTT@CQA&TGCTT

Figura 34 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.5509+20A>C.
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CAE;TACTTAGAAGTGACT CE;ATACTTA@GEAAGTGACT

Figura 35 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.5509+52T>C.

TATTCAATTTAGGGAC&G .TATTCAATTTAGGGACAG

Figura 36 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.5509+122A>G.
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Variante identificada no intron 38.

O paciente PAR1247, com DP esporadica, ¢ portador heterozigoto da alteracdo

€.5657-46C>T. Seu eletroferograma encontra-se na figura 37.

GTTTTTTTGCTTGG C GTTTTTTTGCTTGG &
A B
|‘|
‘r‘ || | IH | h A
|||| ||||||| |‘ f ‘Il |'| HH Hl |I|||H I‘| I‘I

| ﬁ'J 4l Wi llil w ||.| I_Il'l ||.. f\ i \|.1 | A' VYUV 'F,% -Jﬁl JL}

Figura 37 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando
em (A) a sequéncia selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteracdo ¢.5657-46C>T.

Variante identificada no intron 40

A alteracdo intrénica ¢.5948+48C>T (figura 38) foi encontrada em 47 individuos
heterozigotos e em 2 individuos homozigotos. Doze individuos apresentam histérico familiar

da DP e 37 sdo casos esporadicos (anexo G).

GTGATC[JAGACTT GTGATCNAGACTT GTGATC[JAGACTT

Figura 38 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo ¢.5948+48C>T em heterozigose e (C) em
homozigose.
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Variante identificada no exon 42

No exon 42, a alteracdo c.6241A>G (figura 39) que resulta na troca de uma

asparagina por um &cido aspartico no aminoécido 2081 da proteina LRRK?2, foi identificada
em trés pacientes heterozigotos, sem historia familiar da DP (anexo G).

AAGTTTCCA@;’-&TGEAGTTTG

;‘a;’aGTTTCCﬁa;"LTG AGTTTG

Figura 39 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando
em (A) a sequéncia selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteracdo ¢.6241A>G (p.N2081D).

Variantes identificadas no exon 43 e no intron 43.

A alteracdo ¢.6324G>A (figura 40) resulta na mutacdo silenciosa p.E2108E no
dominio MAPKKK da proteina. Ela foi encontrada em 71 individuos (13 casos familiares e
58 esporadicos), dos quais 11 pacientes sdo portadores homozigotos (anexo G).

T GGTTG
A

GGTTG A3
B C

| | I A . |
'[\/ﬂ\llﬁ\j \il _,l'l ||'|,'| 'r,, }(‘\J_ 'M’ J\ | | M | h\ !

v A \ pll | I'

Figura 40 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteracdo c.6324G>A (p.E2108E) em heterozigose e (C) em
homozigose.

17

A -
P




84

No intron 43, trés alteracbes foram detectadas. A ¢.6381+30A>G estd presente no
paciente heterozigoto PAR1172, que ndo possui histéria familiar da DP. A ¢.6382-36G>A foi
presente em heterozigose no paciente PAR1171, um caso esporadico da DP. Quatro pacientes
sdo portadores heterozigotos da transi¢do ¢.6382-37C>T, todos constituindo casos isolados da
doenga (figuras 41, 42 e 43, e anexo G).

GAACATC TATTTTGTNC AGAACATC

Figura 41 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando
em (A) a sequéncia selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteracdo ¢.6381+30A>G.

GAGTTAACTCIGATAAGT

)
—

GAGTTAACTCMNATAAGTACT

h

P 1 r “ |
) A |rl| ||| |I| . f |H r-l ‘|| “ | | | |

Figura 42 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. (A)
Sequéncia selvagem do gene LRRK2. (B) Alteracdo ¢.6382-36G>A.

GAGTTAACTIGATAAGTAC GAGTTAACTNGATAAGTAC
A B

THN| Ty
il |||| | | ||||I ) I |
/\" i | AL Ll \'!ll Wi

U .

Figura 43 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando
em (A) a sequéncia selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteracdo ¢.6382-37C>T.
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Variantes identificadas no exon 44 e no intron 44.

O paciente PAR2043 é portador heterozigoto da alteracdo missense c.6415T>A
(p.C2139S) (figura 44), que resulta na troca de uma cisteina por uma serina em uma posi¢do
altamente conservada da proteina LRRK2, entre os dominios MAPKKK e WD40 (figura 9).
O probando tem 71 anos e apresenta sintomas tipicos da DP, tendo manifestado a doenca aos
68 anos. Suas caracteristicas clinicas estdo descritas na tabela 7. Ele apresenta historia
familiar da DP, como mostra o heredograma na figura 45. Nao foi possivel o estudo genético
de seus familiares. Para fins de comparacdo, 210 individuos controles foram analisados e a
alteracdo c.6415T>A foi ausente nesta amostra (anexo H). As analises in silico mostraram
que somente um dos programas (SIFT) apontou a variante ¢.6415T>A (p.C2139S) como
toleravel, enquanto que os outros dois programas utilizados avaliaram esta alteracdo como

patogénica.

GAATTAGTCEGTCTGACGA GAATTAGTCNGTCTGACGA
M 1

Figura 44 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteragéo c.6415T>A (p.C2139S).
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Figura 45 - Heredograma da familia do paciente PAR2043 (seta). IM, idade de manifestacdo
da DP; +, individuo positivo para a mutagdo c.6415T>A (p.C2139S).

A variante de sentido trocado ¢.6566A>G esta localizada no exon 44 e resulta na
troca de uma tirosina por uma cisteina na posicdo 2189 da proteina LRRK2 (figura 46),
localizando-se no dominio WD40, em uma posicdo ndo conservada entre as espécies de
vertebrados (figura 9). Esta alteracdo foi identificada em heterozigose em dois pacientes
(PAR1319 e PAR1493) (anexo G). O paciente PAR1319, de 64 anos, &€ um caso de DP
familiar e manifestou a doenca aos 50 anos. Sua mée e irma também apresentam DP (figura
47). O paciente PAR1493 possui 74 anos e ndo apresenta histdria familiar de DP, tendo
manifestado a doenca aos 62 anos (figura 48). A andlise molecular de seus dois irméos
saudaveis mostrou que um irmdo de 70 anos também é portador heterozigoto da mesma
alteracdo e o seu outro irmdo de 79 anos ndo apresenta a variante. O estudo da amostra
controle mostrou que 2 mulheres controles, uma de 53 e outra de 81 anos, sdo portadoras
heterozigotas da variante ¢.6566A>G (p.Y2189C) (anexo H). As analises in silico mostraram
que somente o programa Pmut apontou esta alteragdo como patogénica e 0s programas

PolyPhen e SIFT avaliaram como nao patogénica.
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GGATNCACTTCTG

CTGLAGGATRCACTTCTG CTG
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Figura 46 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia
selvagem do gene LRRK2. B) Alteragéo c.6566A>G (p.Y2189C).

Il » 164

IM 50
+

Figura 47 - Heredograma da familia do paciente PAR1319 (seta). IM, idade de manifestacéo
da DP; +, individuo positivo para a alteragdo ¢.6566A>G (p.Y2189C).
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Figura 48 - Heredograma da familia do paciente PAR1493 (seta). IM, idade de manifestacdo

da DP; +, individuo positivo para a alteracdo ¢.6566A>G (p.Y2189C); -, individuo negativo
para a alteracdo c.6566A>G (p.Y2189C).

O paciente PAR1420, sem histéria familiar da DP, apresenta a alterag@o intronica
€.6576+44T>C em heterozigose (figura 49, anexo G).

T GC AT CC ATTTGG ‘% GC AT CCATTTGG

Figura 49 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando
em (A) a sequéncia selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteracdo ¢.6576+44T>C.
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Parte da amostra de pacientes que participou deste estudo (154 pacientes) foi analisada
para 0s exons 31 e 41 e os resultados correspondentes foram publicados na revista
Neuroscience Letters (anexo D). Posteriormente, os resultados obtidos nesta tese referentes
as andlises moleculares dos dominios ROC e MAPKKK deram origem a um outro artigo
cientifico publicado da revista European Journal of Neurology (anexo E). A publicacdo
destes artigos permitiu que as alteracGes exonicas descritas, fossem depositadas no Parkinson
Disease Mutation Database (PDmutDB).
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4 DISCUSSAO

Através do sequenciamento de 14 exons do gene LRRK2, responsaveis por
codificarem os principais dominios da proteina, ROC, COR e MAPKKK, foram identificadas
31 alteracdes causadas por substituicdes de nucleotideos. Nenhuma delec¢do ou insercao foi
identificada, corroborando os dados da literatura que indicam que estes tipos de mutacdes ndo
sdo frequentes no gene LRRK2 em pacientes com DP (Nichols et al., 2007; Paisan-Ruiz et al.,
2008).

Tendo em vista a identificagdo de inimeras variantes neste trabalho, a definicdo do
valor patogénico destas alteracdes foi conduzida de forma cuidadosa, a fim de que a
frequéncia de alteracbes patogénicas em LRRK2 fosse corretamente estimada e pudéssemos
compreender se estas alteracdes contribuem para o desenvolvimento da doenca ou se elas
constituem polimorfismos.

De acordo com o banco de dados PDmutDB (Nuytemans et al., 2010), cerca de 60
variantes exénicas foram descritas no gene LRRK2 e somente 11% foram consideradas
definitivamente patogénicas. O restante das alteragdes foram classificadas como sendo de
natureza patogénica ndo clara (PDmutDB). Para que uma variante seja considerada
definitivamente patogénica, varios aspectos devem ser avaliados como a sua cosegregagao em
membros da familia, a sua baixa frequéncia em amostras controles e a verificacdo de sua
patogenicidade através de estudos funcionais (Bonifati, 2007; Healy et al., 2008; Greggio &
Coockson, 2009; Kumari & Tan, 2009).

Considerando os resultados obtidos neste estudo e os dados descritos na literatura, as
alteracbes encontradas neste trabalho foram classificadas em trés tipos: alteracGes
potencialmente patogénicas, alteracdes potencialmente ndo patogénicas e alteracbes nédo

patogénicas (polimorfismos). Abaixo, discutiremos cada uma das variantes encontradas.

Alteracdes potencialmente patogénicas

As alteragdes identificadas consideradas potencialmente patogénicas sdo as mutagdes
exonicas ¢.5308T>C (p.C1770R) e c.6415T>A (p.C2139S).


http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB/
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A mutacdo ¢.5308T>C (p.C1770R) nunca foi descrita na literatura, tendo sido
encontrada em um paciente e ausente na amostra controle. As andlises in silico através de
duas ferramentas (PolyPhen e Pmut) indicaram que esta alteracdo pode afetar a proteina e
apenas a ferramenta SIFT classificou-a como toleravel. A mutacéo p.C1770R esta situada no
dominio COR, em um aminoacido conservado na maioria das espécies, diferenciando-se
apenas em dois organismos analisados (Papio anubis e Tetraodon nigroviridis). O dominio
COR esta envolvido na funcdo quinase da proteina LRRK2. A partir da descri¢do da estrutura
cristalogréfica do dominio ROC por Deng e colaboradores (2008) foi proposto um modelo de
regulacdo da proteina LRRK2 que envolve a dimerizagdo do dominio COR, mostrando sua
importancia. Quando o dominio ROC se liga ao GTP, ocorre a dimerizagdo de COR, o que
induz a autointeracdo do dominio MAPKKK, resultando em sua atividade de fosforilacéo.
Com a conversdo do GTP ao GDP, mudancas de conformacdo em ROC interrompem o
dimero COR e MAPKKK, inativando a atividade quinase (Deng et al., 2008).

Até o momento, apenas uma alteracdo definitivamente patogénica foi descrita no
dominio COR, p.Y1699C (Paisan-ruiz et al., 2004; Zimprich et al., 2004; West et al., 2005;
Jaleel et al., 2007; Lewis et al., 2007; Luzon-Toro et al., 2007; Tan et al., 2010). Esta
alteracdo € responsavel por aumentar a atividade quinase da LRRK2 e por aumentar a ligacao
da proteina ao GTP, in vitro, indicando que o dominio COR é um potencial mediador da
atividade quinase e GTPase (West et al., 2007). In vivo, a alteracdo p.Y1699C também foi
responsavel por diminuir a atividade GTPase em células de Saccharomyces cerevisiae,
induzindo a toxicidade nestas células (Xiong et al., 2010). Além disso, a expressdo da LRRK2
mutante p.Y1699C causa toxicidade e a formacao de inclusdes citoplasmaticas em células de
linhagem neuronal (Greggio et al., 2006). Outra variante localizada no dominio COR,
p.R1628P, ndo é considerada uma mutacdo, mas constitui um fator de risco para a DP em
populacOes asidticas. Esta variante possui maior frequéncia em pacientes com DP, quando
comparada a populacdo controle (Lu et al., 2008; Ross et al., 2008; Tan et al., 2008; Pulkes et
al., 2010). Em células de rim HEK-293T, a presenca desta alteracdo foi associada a um alto
grau de apoptose, quando sujeita ao estresse oxidativo, em comparagéo a células expressando
a proteina selvagem, o que indica que a p.R1628P pode ser um fator de risco associado com a
diminuicdo da habilidade das células em atuar contra o estresse oxidativo (Zhao et al., 2009).

Além disso, o dominio COR pode interagir com outras proteinas, como as da familia
DVL (Sancho et al., 2009). Proteinas desta familia estdo envolvidas na orientacdo ax6nica, na
formagcdo sinéptica e na manutencdo neuronal, além de interagirem e mediarem a ativagdo de

pequenas GTPases com similaridades estruturais ao dominio ROC (Sancho et al., 2009). As
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proteinas DVL1, DVL2 e DVL3 podem interagir com o dominio ROC-COR da LRRK2 e a
mutacdo patogénica p.Y1699C é responsavel por enfraquecer a interacdo do dominio ROC-
COR com estas proteinas (Sancho et al., 2009).

Tendo em vista a importancia do dominio COR e o fato de alteragdes previamente
descritas neste dominio estarem fortemente associadas ao desenvolvimento da DP, a variante
p.C1770R pode ser patogénica. Além disso, esta mutacdo estava ausente em individuos
saudaveis de nossa populacao e duas ferramentas indicaram que ela pode alterar a estrutura ou
a funcéo da proteina. Portanto, a soma das evidéncias sinaliza que a variante p.C1770R possui
uma alta probabilidade de ser patogénica. Contudo, as andlises funcionais sdo importantes
para comprovar se esta alteracdo esta definitivamente associada ao desenvolvimento da DP.

A mutacdo ¢.6415T>A (p.C2139S) foi descrita pela primeira vez por nosso grupo e
estd localizada um aminoacido distal ao dominio MAPKKK. Na literatura, apenas outra
alteracdo, p.T2141M, foi descrita entre os dominios MAPKKK e WD40 (Paisan-Ruiz et al.,
2008). Entretanto, seu papel patogénico permanece indefinido, ja que esta alteracdo nédo é
conservada e nao foi possivel analisar membros da familia do probando (Paisan-Ruiz et al.,
2008). Em nossa amostra, a alteracdo p.C2139S foi detectada em um individuo com historia
familiar da DP. Esta variante afeta um aminoacido altamente conservado e as andlises in silico
através das ferramentas PolyPhen e Pmut mostraram que a p.C2139S pode afetar estrutura da
proteina LRRK2. Esta alteracdo ndo foi observada em 420 cromossomos controles da
populacdo brasileira. Apesar de sua patogenicidade ndo ter sido confirmada por estudos
funcionais, nossos resultados suportam a hipotese de que a mutacdo p.C2139S pode estar

associada a DP.

Alteragdes potencialmente ndo patogénicas

Das alteragcbes exoénicas, ¢.4194T>G (p.R1398R), ¢.4229C>T (p.T1410M) e
€.6566A>G (p.Y2189C) sdo potencialmente ndo patogénicas. Entre as variantes intronicas,
consideramos  ¢.4317+16C>T,  ¢.5317+59A>C, ¢.5509+20A>C, ¢.5509+52T>C,
€.5509+122A>G, ¢.5657-46C>T, ¢.6382-36G>A, ¢.6382-37C>T e ¢.6576+44T>C
potencialmente ndo patogénicas.

A variante ¢.4194T>G (p.R1398R) é silenciosa, ndo ocasionando troca de aminoacido

na proteina LRRK2. Esta alteracdo nunca tinha sido descrita na literatura, embora uma outra
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alteracdo missense na mesma localizacdo da proteina, p.R1398H, tenha sido identificada neste
trabalho e em outros estudos e classificada como ndo patogénica (Mata et al., 2005; Paisan-
Ruiz et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Johnson et al., 2007; Nichols et al., 2007; Lesage et
al., 2009; Nuytemans et al., 2009; Jasinska-Myga et al., 2010; Ross et al., 2010; Tan et al.,
2010). Entretanto, ndo se pode excluir a possibilidade da alteracéo silenciosa p.R1398R afetar
a expressdo do RNA. Contudo, as anélises in silico utilizando os programas SpliceView e
NNSPLICE ndo mostraram alteracdes significativas relacionadas aos sitios doador e receptor
de encadeamento selvagens.

Outro fator que favorece a classificacdo da p.R1398R como provavelmente néo
patogénica é a raridade de alteracdes silenciosas no LRRK2 que foram associadas a DP. Das
25 variantes silenciosas descritas até 0 momento (PDmutDB), apenas a p.L1114L pode estar
associada a DP, devido a sua cosegregacdo em um irmao com DP e a sua auséncia em um
irmdo saudavel e na amostra controle (Zimprinch et al., 2004). O restante das variantes
silenciosas ndo foram associadas ao desenvolvimento da doenca. Tendo em vista o carater
silencioso da alteracdo p.R1398R, o fato das ferramentas eletrénicas ndo terem identificado
alteracdes nos sitios de encadeamento selvagens e de outra mutacdo de sentido trocado no
mesmo aminoacido ser considerada um polimorfismo, consideramos a p.R1398R
potencialmente ndo patogénica.

A alteragéo ¢.4229C>T (p.T1410M) foi identificada em 1,9% dos pacientes e em 0,5%
dos controles, sendo esta diferenca estatisticamente ndo significativa. Dos pacientes, o
probando PAR1455 também é portador heterozigoto de outra mutacdo, p.G2019S, descrita em
nosso artigo (Pimentel et al., 2008) (anexo D). Entretanto, seu fendtipo foi similar ao de
pacientes portadores de uma unica alteracdo no gene LRRK2, sendo sua idade de manifestacao
(47 anos) menor do que a média encontrada em individuos com a mutacdo p.G2019S (57,5
anos) (Healy et al., 2008). Até 0 momento, poucos estudos identificaram um mesmo paciente
com duas variantes missense no gene LRRK2, embora 0 nosso estudo tenha sido o Unico que
identificou duas alteragdes nos dominios funcionais ROC e MAPKKK. Lu e colaboradores
(2008) descreveram um individuo com idade de manifestacdo de 65 anos portador de duas
variantes em heterozigose no gene LRRK2, consideradas fatores de risco para a DP na

populagéo chinesa (p.R1628P e p.G2385R), ndo sendo seu fendtipo mais severo do que o de
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individuos com apenas uma dessas variantes. Outros estudos detectaram pacientes com DP
portadores de alteracBes em diferentes genes associados a doenca (Dé&chsel et al., 2006;
Illarioshkin et al., 2007) e, como em nosso paciente PAR1455, os sintomas foram similares
aos de individuos com DP esporadica ou aos de pacientes com uma unica mutacdo no LRRK2,
apresentando variagdo apenas na idade de manifestacdo. Um individuo com duas mutagdes no
LRRK2 e em PARKIN manifestou a doenca precocemente aos 39 anos (lllarioshkin et al.,
2007). Porém, trés outros portadores de alteracdes no LRRK2 e em PARKIN ndo manifestaram
a DP antes dos 50 anos e ndo apresentaram diferencas significativas no grau de severidade da
doenca (Dé&chsel et al., 2006). Estes dados mostram que mais de um fator genético pode
contribuir para a manifestagdao da DP.

A transicdo ¢.4229C>T (p.T1410M) foi previamente descrita por Lesage e
colaboradores (2009) em 9,3% dos pacientes das ilhas do Caribe e em 4,9% dos controles
desta mesma populacgéo, sendo esta diferenca estatisticamente néo significante. Esta alteragéo
foi considerada um possivel polimorfismo ndo patogénico. Entretanto, estes autores sugeriram
gue analises posteriores sdo necessarias para testar se esta variante € um fator de risco em
populacdes caribenhas (Lesage et al., 2009). Similar a estes estudos, n6s acreditamos que a
alteracdo p.T1410M é um provavel polimorfismo, ja que a mesma estava presente em uma
mulher controle de 83 anos da populagédo brasileira e em 4,9% dos controles caribenhos.
Entretanto, devemos ter cautela na avaliacdo de sua patogenicidade. A p.T1410M afeta um
aminoacido altamente conservado, localizado no dominio ROC e as analises in silico
mostraram que esta variante pode ser patogénica. O dominio ROC é responsavel pela
atividade GTPase e a ligagdo ao GTP é essencial para a atividade quinase da proteina LRRK2
(Guo et al., 2007, Ito et al., 2007). Estudos in vitro comprovam que muta¢cdes no dominio
ROC, tais como p.R1441C e p.R1441G diminuem a hidrdlise do GTP o que leva ao aumento
da atividade quinase no dominio MAPKKK (Lewis et al., 2007; Li et al., 2007; Guo et al.,
2007; Deng et al., 2008). Através do estudo da estrutura cristalografica do dimero ROC
(Deng et al., 2008), foi verificado que o mecanismo pelo qual as alteracbes patogénicas
previamente descritas no dominio ROC (p.R1441C e p.11371V) diminuem a hidr6lise do GTP
é o fato delas enfraquecerem a estrutura do dimero, acarretando o prolongamento da ligacdo
ao GTP e prejudicando sua hidrolise (Deng et al., 2008). Estes dados mostram a importancia
de mutacGes localizadas no dominio ROC, uma vez que elas podem estar interferindo na
hidrélise do GTP, prejudicando a funcéo da proteina LRRK2. Além disso, estudos recentes
tém investigado a atividade de autofosforilacdo da LRRK2, devido ao fato da fosforilagdo de

uma ampla variedade de proteinas quinases ser um mecanismo importante para a regulacdo da
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atividade quinase (Greggio et al., 2009; Kamikawaji et al., 2009; Gloeckner et al., 2010). Trés
estudos in vitro detectaram que a proteina LRRK2 autofosforila varios residuos de serina e
treonina de seu proprio dominio ROC (cerca de 8 residuos), incluindo o residuo p.T1410,
mostrando que este aminoacido pode ser importante para a regulacdo da LRRK2 (Greggio et
al., 2009; Kamikawayji et al., 2009; Gloeckner et al., 2010).

Com o objetivo de verificar se a variante p.T1410M pode alterar o comportamento da
proteina, a analise de bioinformatica foi iniciada. A estrutura cristalografica do dimero ROC
foi obtida a partir do banco de dados RCSB, entretanto, alguns aminoacidos do dimero
estavam ausentes. Para completar esta estrutura a modelagem molecular foi realizada através
de dois programas e os dois modelos foram construidos com sucesso. Estes modelos serdo
utilizados no estudo de dindmica molecular que se encontra em andamento. Tendo em vista
que a alteracdo p.T1410M foi identificada em amostras controles, brasileira e caribenha, e o
fato de Lesage e colaboradores (2009) terem classificado esta variante como um
polimorfismo, consideramos a mesma como potencialmente ndo patogénica. Apesar disso,
devido a importancia do dominio ROC, analises funcionais sdo necessarias para determinar se
a alteracdo p.T1410M constitui um fator de risco para a DP ao invés de um polimorfismo néo
patogénico.

A Ultima variante exdnica, potencialmente ndo patogénica, a ser discutida €
€.6566A>G (p.Y2189C). Esta alteracdo foi identificada em 1% dos pacientes e 1% dos
controles. Através da analise de segregacdo desta variante na familia de um dos probandos,
esta variante também foi encontrada em um irmédo saudavel de 70 anos. Na literatura, dois
estudos relataram esta alteracdo. O estudo realizado por Nuytemans e colaboradores (2008)
identificou a p.Y2189C em um homem belga com historia familiar da DP. Os autores
mostraram que esta alteracdo possui um papel potencial na etiologia da DP, pois apesar do
residuo ndo ser conservado entre as espécies, a natureza aromatica do aminoacido foi
conservada ao longo da evolugdo. Além disso, a alteracdo p.Y2189C ndo foi encontrada em
278 individuos controles da Bélgica e sua andlise in silico mostrou que ela é deletéria para a
funcdo da proteina (Nuytemans et al., 2008). Outro estudo realizado em 92 casos familiares
de DP oriundos da Tunisia (Jasisnka-Myga et al., 2010) detectou a p.Y2189C em dois
pacientes. A alteracdo também estava presente em 6 membros da familia ndo afetados, com
idade variando de 29 a 71 anos, tendo sido ausente em um membro afetado. Analises
posteriores aumentando a amostra de pacientes com DP detectaram a p.Y2189C em 4,8% dos

casos e em 1,1% de controles, sendo esta diferenca estatisticamente significativa. Os autores
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sugeriram que a p.Y2189C pode estar associada ao risco de desenvolver a DP (Jasisnka-Myga
etal., 2010).

A variante p.Y2189C esta localizada em uma posicdo ndo conservada entre as espécies
de vertebrados analisadas, no dominio WD40. A funcdo deste dominio na proteina LRRK2
ainda é desconhecida, no entanto, dados recentes sinalizam um possivel papel para 0 WDA40.
Através de um ensaio de autofosforilagdo in vitro, formas truncadas da proteina LRRK2, com
delecdo do dominio WD40, exibiram diminuicdo na autofosforilacdo, indicando que este
dominio também € crucial para a atividade de fosforilacdo (Greggio et al., 2008). Outro
trabalho in vitro mostrou que a remoc¢do do dominio WD40 na proteina LRRK2 néo sé
diminui a sua atividade autofosforilagdo como também impede a formacdo do complexo
dimérico (Jorgensen et al., 2009). In vivo, a delecdo do WD40 na proteina LRRK2 de
Zebrafish causa perda de neurénios e déficit de locomocéo (Sheng et al., 2010). Contudo, até
0 momento, nenhuma alteracdo definitivamente patogénica foi descrita neste dominio.
Somente o polimorfismo p.G2385R esta fortemente associado a DP, sendo considerado um
fator de risco em populacdes asiaticas (Di Fonzo et al., 2006b; Fung et al., 2006; Farrer et al.,
2007; Funayama et al., 2007; Tan, 2007; Tan et al., 2007).

Nossos dados sinalizam que a variante p.Y2189C é potencialmente ndo patogénica. A
alteracdo ndo é conservada e as analises in silico utilizando duas ferramentas eletrdnicas
indicam que a c.6566A>G ndo afeta a estrutura da proteina e somente o programa Pmut
apontou esta alteracdo como patogénica. Em nosso estudo, ela foi identificada com uma
frequéncia similar em pacientes e em controles e também um irmdo normal, com idade de 70
anos, foi portador da variante. Além disso, apesar dos dois estudos descritos da literatura
afirmarem que a p.Y2189C pode estar associada a DP (Nuytemans et al., 2008; Jasisnka-
Myga et al., 2010), os dados de Jasisnka-Myga e colaboradores (2010) mostram que a
variante ndo segrega com a doenca nas familias dos probandos, indicando que a alteracdo
p.Y2189C e um provavel polimorfismo ndo associado a DP.

As variantes intronicas consideradas potencialmente ndo patogénicas sao
€.4317+16C>T, ¢.5317+59A>C, ¢.5509+20A>C, ¢.5509+52T>C, ¢.5509+122A>G, ¢.5657-
46C>T, €.6382-36G>A, €.6382-37C>T e ¢.6576+44T>C. Destas, somente a alteracéo c.6382-
37C>T foi descrita previamente através da analise molecular em pacientes com DP, tendo
sido identificada em um paciente (Paisan-Ruiz et al., 2008). Entretanto, seu valor patogénico
ndo foi discutido (Paisan-Ruiz et al., 2008). As variantes ¢.5317+59A>C, ¢.5509+20A>C,
€.5509+122A>G, ¢.5657-46C>T e c.6576+44T>C estdo descritas no banco de SNPs e foram

identificadas atraveés de consorcios responsaveis por investigar variacdes genéticas em
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diferentes grupos étnicos, como o projeto HapMap (http://www.hapmap.org). Entretanto,
estas variantes ndo foram associadas a nenhum tipo de doenga. As alteragOes c.4317+16C>T,
€.5509+52T>C e ¢.6382-36G>A sdo novas. Considerando que todas estas variantes intrénicas
parecem ndo afetar o reconhecimento dos sitios de encadeamento selvagens, segundo as
andlises realizadas utilizando as ferramentas SpliceView e NNSPLICE, acreditamos que estas

alteracdes ndo sdo patogénicas.

Alteracdes ndo patogénicas (polimorfismos)

Estdo classificadas neste grupo, as alteracBes ja descritas na literatura que
apresentaram frequéncias similares entre pacientes com DP e controles da mesma populagéo,
tendo sido consideradas polimorfismos. As alteracdes ndo patogénicas identificadas neste
estudo, relatadas também em diferentes populacGes mundiais, foram ¢.4193G>A (p.R1398H),
€.4269G>A (p.K1423K), c.4541G>A (p.R1514Q), c.4624C>T (p.P1542S), ¢.4828-31T>C,
c.4872C>A (p.G1624G), c.4911A>G (p.K1637K), c.4937T>C (p.M1646T), c.4939T>A
(p.S1647T), c¢.5015+32A>G, ¢.5170+23T>A, ¢.5317+32C>T, ¢.5457T>C (p.G1819G),
€.5948+48C>T, ¢.6241A>G (p.N2081D), ¢.6324G>A (p.E2108E) e c.6381+30A>G.

Uma descoberta interessante ¢ o fato de uma dessas alteracdes, ¢.4193G>A
(p.R1398H), ter sido associada a diminui¢do do risco para o desenvolvimento da DP na
populacéo chinesa, indicando que variagdes polimdrficas no gene podem modular o risco para
o0 desenvolvimento da DP (Tan et al., 2010). O risco de individuos portadores das alteracGes
p.G2385R e p.R1628P desenvolverem a doenga é reduzido em aproximadamente 1,5 vezes se
0 individuo também é portador do polimorfismo p.R1398H. O estudo in vitro da p.R1398H
comprovou que a presenca desta alteracdo na proteina LRRK2 diminui significantemente sua
atividade quinase, quando comparada a proteina selvagem, indicando que esta variante pode
conferir uma fungéo protetora para o desenvolvimento da DP (Tan et al., 2010).

A tabela 8 aponta todas as alteragOes identificadas neste estudo, suas classificacGes e
as respectivas referéncias na literatura, mostrando os estudos em que estas alteracGes ja foram

relatadas.
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Tabela 8 - Alteracoes identificadas neste estudo e sua classificacao.

Alteracdo

Classificacao

Referéncias bibliogréaficas®

C.4193G>A
(p.R1398H)

c.4194T>G
(p.R1398R)

€.4229C>T
(p.T1410M)

C.4269G>A
(p.K1423K)

€.4317+16C>T

C.4541G>A
(p.R1514Q)

C.4624C>T
(p.P1542S)

€.4828-31T>C

C.4872C>A
(p.G1624G)

C.4911A>G
(p.K1637K)

C.4937T>C
(p.M1646T)

c.4939T>A
(p.S1647T)

€.5015+32A>G

€.5170+23T>A

Né&o patogénica

Potencialmente
ndo patogénica

Potencialmente
ndo patogénica

N&o patogénica

Potencialmente
ndo patogénica

N&o patogénica

N&o patogénica

N&o patogénica

N&o patogénica

N&o patogénica

Né&o patogénica

N&o patogénica

Né&o patogénica

N&o patogénica

Mata et al., 2005; Paisan-Ruiz et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006;
Johnson et al., 2007; Nichols et al., 2007; Lesage et al., 2009;
Nuytemans et al., 2009; Jasinska-Myga et al., 2010; Ross et al., 2010;
Tan et al., 2010.

Lesage et al., 2009.

Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Johnson et al., 2007; Nichols
et al., 2007; Lesage et al., 2009; Wang et al., 2009; Jasinska-Myga et
al., 2010; Ross et al., 2010; Tan et al., 2010.

Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Nichols et al., 2007; Lesage
et al., 2009; Nuytemans et al., 2009; Jasinska-Myga et al., 2010; Ross
et al., 2010; Tan et al., 2010.

Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Johnson et al., 2007; Nichols
et al., 2007; Paisan-Ruiz et al., 2008; Lesage et al., 2009; Nuytemans
et al., 2009.

Di Fonzo et al., 2006; Lu et al., 2008; Wang et al., 2008; Lesage et al.,
20009.

Mata et al., 2005; Paisan-Ruiz et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006;
Schlitter et al., 2006; Johnson et al., 2007; Nichols et al., 2007; Lu et
al., 2008; Lesage et al., 2009; Shojaee et al., 2009; Jasinska-Myga et
al., 2010; Ross et al., 2010; Wang et al., 2010.

Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Schlitter et al., 2006; Johnson
et al., 2007; Nichols et al., 2007; Lu et al., 2008; Lesage et al., 2009;
Shojaiee et al., 2009b; Wang et al., 2008.

Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Johnson et al., 2007; Nichols
et al., 2007; Lesage et al., 2009; Nuytemans et al., 2009; Jasinska-
Myga et al., 2010.

Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Schlitter et al., 2006; Johnson
et al., 2007; Nichols et al., 2007; Lu et al., 2008; Lesage et al., 2009;
Nuytemans et al., 2009; Shojaiee et al., 2009b; Jasinska-Myga et al.,
2010; Tan et al., 2010; Wang et al., 2010.

Lesage et al., 2009; Shojaiee et al., 2009b; Paisan-Ruiz et al., 2010.

Lu et al., 2008; Shojaiee et al., 2009b; Lesage et al., 2009; Wang et al.,
20009.
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Alteracdo

Classificacao

Referéncias bibliogréaficas®

€.5308T>C
(p.C1770R)

€.5317+32C>T

€.5317+59A>C

C.5457T>C
(p.G1819G)

€.5509+20A>C

€.5509+52T>C

€.5509+122A>G

€.5657-46C>T
€.5948+48C>T

C.6241A>G
(p-N2081D)

C.6324G>A
(p.E2108E)

€.6381+30A>G
€.6382-36G>A

€.6382-37C>T

C.6415T>A
(p.C2139S)

C.6566A>G
(p.Y2189C)

€.6576+44T>C

Potencialmente
patogénica

N&o patogénica

Potencialmente
ndo patogénica

Né&o patogénica

Potencialmente
ndo patogénica
Potencialmente
ndo patogénica

Potencialmente
ndo patogénica

Potencialmente
ndo patogénica

Nao patogénica

N&o patogénica

Nao patogénica

Nao patogénica

Potencialmente
ndo patogénica
Potencialmente
ndo patogénica
Potencialmente
patogénica
Potencialmente
ndo patogénica

Potencialmente
ndo patogénica

Di Fonzo et al., 2006; Lu et al., 2008; Lesage et al., 2009; Wang et
al., 2010.

Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Johnson et al., 2007; Nichols
et al., 2007; Lu et al., 2008; Lesage et al., 2009; Jasinska-Myga et al.,
2010; Wang et al., 2009.

Di Fonzo et al., 2006; Lesage et al., 2009.

Di Fonzo et al., 2006; Johnson et al., 2007; Nichols et al., 2007;
Lesage et al., 2009; Nuytemans et al., 2009; Jasinska et al., 2010.

Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Johnson et al., 2007; Nichols
et al., 2007; Lu et al., 2008; Lesage et al., 2009; Jasinska-Myga et al.,
2010; Wang et al., 2009.

Lesage et al., 2009.

Paisan-Ruiz et al., 2008.

Nuytemans et al., 2008; Jasinska-Myga et al., 2010.

# Referéncias bibliograficas de estudos que identificaram as respectivas variantes em pacientes

com DP e/ou individuos controles.
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Até o momento, apenas sete muta¢fes missense identificadas no gene LRRK2 foram
associadas definitivamente a DP, o que constitui apenas 11% do total das alteracdes exdnicas
identificadas neste gene (Healy et al., 2008; Aasly et al., 2010; Nuytemans et al., 2010). Em
muitos casos, uma das dificuldades em se classificar uma variante ocorre devido a falta de
dados de segregacdo familiar, ou porque as familias sdo relativamente pequenas ou devido a
falta de acesso a estes familiares (Greggio & Cookson, 2009; Kumari & Tan, 2009). Do
mesmo modo, na maioria das vezes, as analises funcionais da proteina mutante, in vitro e em
modelos animais, tém sido realizadas apenas para as mutacdes mais frequentes e para a
grande parte das alteracdes estes dados funcionais séo ausentes.

O gene LRRK2 ¢ um gene grande, constituido por 51 exons. Devido a este fato, a
grande maioria dos estudos restringe o teste genético aos exons 31 e 41, onde sdo detectadas
as mutacdes mais frequentes (Healy et al., 2008). A tabela 9 resume os dados das principais
referéncias que sequenciaram todo o gene ou parte do gene LRRK2, além dos exons 31 e 41.
Como pode ser observado, estes estudos sdo muito diversificados quanto a selecdo de
pacientes, dominios de interesse ou exons de interesse. Por exemplo, alguns estudos
sequenciaram 51 exons do gene em pequenas amostras formadas por apenas casos familiares,
outros sequenciaram todo o gene, excluindo pacientes que ja tinham a mutacdo p.G2019S,
outros ainda, selecionaram somente 0s exons nos quais ja tinham sido identificadas alteraces
patogénicas ou potencialmente patogénicas (tabela 9). Similar ao nosso estudo, apenas um
trabalho analisou os exons relacionados aos principais dominios das proteinas (Nuytemans et
al., 2008) (tabela 9). A heterogeneidade dos estudos torna dificil a comparacdo das
frequéncias de mutacdes identificadas em outros exons, alem dos 31 e 41, entre grupos de

pacientes de diferentes popula¢fes mundiais.
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Tabela 9 - Resumo de estudos que rastrearam alteragdes no gene LRRK2 através do

sequenciamento de varios exons.

Referéncia® Populacao Regides Tamanho Numero de individuos com
analisadas  da amostra variantes potencialmente
(casos: patogénicas + patogénicas
familiares Total: N (%)°
e/ou
esporadicos)
Berg et al., 2005 alemd Gene inteiro 53 7
(familiares) Total: 7 (13,2%)
Khan et al., 2005 inglesa Gene inteiro 117 2 + 3 (p.G2019S)
(familiares) Total: 5 (4,3%)
Mata et al., 2005 europeus, Gene inteiro 100 4 +12 (R1441CIG/H) + 3
norte (familiares) (p.G2019S) + 1 (p.G2385R)
americanos Total: 20 (20%)
e asiaticos
Paisan-Ruiz et al., canadense  Gene inteiro 23 1+ 2 (p.G2019S)
2005 (familiares) Total: 3 (13%)
Skipper et al., 2005 Cingapura  Exons 23-41 160 2
(familiares e Total: 2 (1,3%)
esporéadicos
sema
mutagédo
p.G2019S)
Di Fonzo et al., chinesa Gene inteiro 15 2 + 2 (p.G2385R)
2006b (familiares e Total: 4 (26,6%)
esporadicos)
Di Fonzo et al., 50 italianos,  Gene inteiro 60 1+4 (p.G2019S) + 2 (p.R1441C)
2006a 9 brasileiros (familiares) Total: 7 (11,6%)
el
portugués
Schlitter et al., 2006 alema Exons 19, 120 1+ 3 (p.G2019S)
24,25,29, (familiarese Total: 4 (3,3%)
31, 34,35,  esporadicos)
38e41
Johnson et al., 2007 norte Gene inteiro 79 2+ 2 (p.G2019S)
americana (familiares e Total: 4 (5,1%)
esporadicos)
Nichols et al., 2007 norte Gene inteiro 88 5
americana (familiares e Total: 5 (5,7%)
esporadicos
sem a
mutacéo

p.G20195)
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Referéncia® Populacao Regides Tamanho NuUmero de individuos com
analisadas | da amostra variantes potencialmente
(casos: patogénicas + patogénicas
familiares Total: N (%)"
e/ou
esporadicos)
Nuytemans et al., belga Dominios 304 1+ 6 (p.R1441G)
2008 ROC e (familiares e Total: 7 (2,3%)
MAPKKK | esporadicos)
Paisan-Ruiz et al., norte Gene inteiro 275 5+ 4 (p.G2019S)
2008 americana (familiares e Total: 9 (3,3%)
esporadicos)
Camargos et al., brasileira Gene inteiro 8 1
2009 (familiares) Total: 1 (12,5%)
Lesage et al., 2009 francesae | Gene inteiro 226 5+ 4 (p.R1441H) + 13 (p.G2019S)
norte (familiares) Total: 22 (9,7%)
africana
Shojaee et al., 2009a iraniana Exons 3, 7, 60 4
12, 14, 15, (familiares e Total: 4 (6,6%)
16, 19, 21- | esporadicos)
25, 27, 29,
30, 32, 36,
37, 38, 40,
42, 44, 49,
50
Shojaee et al., 2009b iraniana Exons 31, 205 1+1 (p.R1441C)
34,35,41e | (familiarese Total: 2 (1%)
48 esporadicos)
Jasinska-Myga et norte Gene inteiro 92 4 + 27 (p.G2109S)
al., 2010 africana (familiares) Total: 31 (33,6%)
Nuytemans et al., belga Gene inteiro 310 3
2010 (excetoos | (familiares e Total: 3 (1%)
dominios esporédicos)
ROC e
MAPKKK)
Wang et al., 2010 chinesa Gene inteiro 9 1
(familiares) Total: 1 (11,1%)
Este estudo, 2010; brasileira Dominios 204 2 +5 (p.G2019S)
Pimentel et al., ROC, COR | (familiares e Total: 7 (3,4%)°
2008, Abdalla- e MAPKKK | esporadicos)

Carvalho et al., 2010

*Referéncias de estudos que sequenciaram varios ou todos os exons do gene LRRK2. °As
alteracbes mais comumente encontradas no gene estdo especificadas na linha acima entre
parénteses, sendo o total das alteracdes colocado em vermelho na dltima linha de cada célula,
com a respectiva frequéncia entre parénteses. ‘Os 5 pacientes de nossa amostra com a
mutacdo p.G2109S foram relatados em dois artigos publicados por nosso grupo (anexos D e

E).
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Nesta tese, os exons 31 e 41 ndo foram incluidos. Entretanto, a analise destes exons
em nossa amostra estd relatada em dois artigos publicados por nosso grupo e a mutacdo
p.G2019S foi identificada em um total de 5 probandos (2 casos familiares e 3 esporadicos)
(Pimentel et al., 2008; Abdalla-Carvalho et al., 2010 - anexos D e E). Além destas, foi
possivel detectar neste estudo duas alteracdes potencialmente patogénicas em dois casos
familiares (p.C1770R e p.C2130S). Estes resultados somam uma frequéncia total de
alteracdes patogénicas ou potencialmente patogénicas de 3,4%, sendo estas alteragdes mais
prevalentes em casos familiares (11,1%) do que esporadicos (1,8%). Contudo, esta frequéncia
pode ser ainda maior, pois ndo podemos excluir a possibilidade de encontrarmos mutacoes
nos outros exons do gene e em regides 5’ e 3’ ndo traduzidas. O estudo mais similar a0 nosso
(Nuytemans et al., 2008), analisou os dominios ROC e MAPKKK, tendo encontrado uma
frequéncia de 2,3% de individuos com mutacBes patogénicas ou potencialmente patogénicas
(tabela 9).

No Brasil, poucos estudos do gene LRRK2 foram realizados até 0 momento. Camargos
e colaboradores (2009) sequenciaram o0 gene inteiro em 8 casos familiares de DP e
identificaram uma mutacao provavelmente patogénica (p.Q923H). Barsottini e colaboradores
(2009) analisaram 119 brasileiros com DP familiar ou esporéddica apenas para algumas
alteracbes no gene (p.L1114L, p.11122V, p.R1441C, p.Y1699C e p.G2019S), tendo
encontrado ~2% dos pacientes com a mutacdo p.G2019S. Outro estudo selecionou pacientes
com DP precoce, tendo detectado a alteracdo p.G2019S em 3,6% dos pacientes (Munhoz et
al., 2008).

Similar aos nossos dados, a maioria dos estudos (tabela 9) indica que as mutacfes
p.G2019S ou p.R1441C/G/H séo mais frequentes em relacdo aos outros tipos de alteracfes
encontradas, reforcando a importancia de se rastrear prioritariamente os exons 31 e 41, antes
do restante do gene. Da mesma forma, os estudos de triagem mutacional devem ser estendidos
para as analises dos principais dominios da proteina (ROC, COR e MAPKKK) onde todas as
mutacdes definitivamente patogénicas foram identificadas (Di fonzo et al., 2006; Paisan-Ruiz
e colaboradores, 2008). Entretanto, como ndo ha evidéncias de mutacbes definitivamente
patogénicas na porcdo N-terminal da proteina, a anélise desta regido proteica ndo deve ser
prioridade (Paisan-Ruiz et al., 2008).

A tabela 10 compara a frequéncia de mutacdes nos principais genes associados
a DP. Dos 16 loci conhecidos associados a DP, amplas evidéncias de associacdo com a DP
sdo consideradas para 5 genes principais (Nuytemans et al., 2010) (tabela 10). Destes, 0 gene

LRRK2 ¢é o mais frequentemente mutado em casos de DP esporadica e familiar de
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manifestacdo tardia, constituindo a forma mais comum da DP (Nuytemans et al., 2010).
Nossos resultados revelam uma frequéncia muito similar (11,1% de mutagOes nos casos
familiares e 1,8% nos casos esporadicos) a frequéncia média identificada na populagédo
mundial (>10% de mutacbes nos casos familares e 2% nos casos esporadicos) (tabela 10),
excluindo individuos com DP judeus Ashkenasi e arabes africanos, onde esta frequéncia é
muito maior.

Os resultados detectados no presente estudo revelam que mutagdes no gene LRRK?2
desempenham um papel significativo como fator genético para o desenvolvimento da DP em

pacientes brasileiros.

Tabela 10 - Frequéncia de mutacBes nos principais genes associados a DP.

Genes* Modo de heranca Idade de Frequéncia
manifestagédo
da DP
SNCA Autossémica dominante | Precoce 2% (casos familiares)
38-65 anos
24-48 anos
PRKN Autossdmica recessiva Precoce 10-20%
~30 anos
PINK1 Autossdmica recessiva Precoce 1-7%
20-40 anos
DJ1 Autossdmica recessiva Precoce <1%
20-40 anos
LRRK2 Autossémica dominante | Tardia >10% (casos familares) e 2% (casos
esporadicos)
30% (casos familiares) e 10-40%
(casos esporadicos) em  arabes
africanos e judeus Ashkenasi

*SNCA, a-synuclein; PRKN, Parkin; PINK1, PTEN-induced putative kinase 1; DJ1,
oncogene DJ1; LRRK2, leucine-rich repeat kinase 2 (Belin & Westerlund, 2008; Lesage &
Brice, 2009; Wider et al., 2010 - com modificacdes).
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As pesquisas genéticas em individuos com DP séo importantes, pois possibilitam um
diagnostico mais eficiente em pacientes com DP, aumentam o entendimento dos mecanismos
patogénicos associados a doenca e permitem a identificacdo de potenciais genes moduladores
da doenca atraveés de estudos de ligacdo dentro das familias. Além disso, a identificacdo de
individuos portadores pré-sintomaticos possibilita pesquisas relacionadas a intervencgdes que
poderiam diminuir o progresso da doenca e identificar biomarcadores de neurodegeneracéo
(Thaler et al., 2009).

Embora ndo exista ainda uma terapia neuroprotetora para pacientes com mutacées no
gene LRRK2, uma perspectiva de intervencdo terapéutica para estes individuos seria a
modulacdo farmacoldgica da atividade quinase da LRRK2 (Bonifati, 2007). Um recente
estudo in vitro, verificou a atividade de fosforilagdo da LRRK2 na presenca de 84 inibidores
da atividade quinase, tendo sido possivel identificar 8 inibidores potencialmente eficazes (Lee
et al., 2010). Experimentos in vivo mostraram que 0s mesmos inibidores foram capazes de
atenuar a perda de neurdénios em camundongos mutados para a p.G2019S. Estes resultados
comprovam que a degeneracdo causada pela LRRK2 in vivo é dependente do aumento da
atividade de fosforilagdo e mostram que a inibicdo farmacoldgica da atividade quinase da
LRRK?2 providencia um potencial alvo terapéutico para o tratamento da neurodegeneracdo em
pacientes com DP (Lee et al., 2010).

Com isso, a identificacdo de alteracbes no gene LRRK2 e a distin¢do entre variantes
benignas, mutacBes patogénicas ou fatores de risco sdo essenciais para estimar corretamente a
frequéncia de mutacBGes associadas a DP e melhorar nosso entendimento sobre o papel
patolégico de mutagbes no LRRK2, crucial para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas.
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5 CONCLUSOES

v" A analise molecular dos exons que codificam os dominios ROC, COR, MAPKKK e a
parte inicial do WD40 (exceto os exons 31 e 41) da proteina LRRK2 revelou duas
alteracdes potencialmente patogénicas, nunca descritas na literatura, identificadas em dois
pacientes. A mutacdo ¢.5308T>C (p.C1770R) estd localizada no dominio COR e a
alteracdo c.6415T>A (p.C2139S) esta localizada entre os dominios MAPKKK e WDA40.

v" A mutacdo patogénica p.G2019S que foi descrita previamente em 5 pacientes de nossa
amostra (Pimentel et al., 2008; Abdalla-Carvalho et al., 2010), somada as duas variantes
potencialmente patogénicas identificadas neste estudo, totaliza uma frequéncia de 3,4% de
alteracdes potencialmente patogénicas ou patogénicas no gene LRRK2 encontradas em
pacientes com DP brasileiros. A frequéncia nos casos familiares (11,1%) foi cerca de seis

vezes maior do que a encontrada nos casos isolados da DP (1,8%).

v' Os resultados detectados neste estudo revelam que mutacdes no gene LRRK2
desempenham um papel significativo como fator genético para o desenvolvimento da DP

em pacientes brasileiros.
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.s* g% Universidade do Estade do Rio de Janeiro
g = 5 Departamento de Biologia Celular e Genética

U & Servigo de Genética Humana
®

% ,"g’

TERMO DE CONSENTIMENTO
Titulo do Projeto: O papel do gene LRRK2 na etiologia da Doenca de Parkinson
Instituigdo: Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Pesquisadores: Méarcia Mattos Gongalves Pimentel (coordenador); Cintia Barros Santos-Rebougas; Jodo
Santos Pereira; Ana Licia Zuma de Rosso; José Marcelo Ferreira Bezerra; Denise Hack Nicaretta; izabel
Cristina Constantino Bastos.

NOME DO PACIENTE: DN:
REGISTRO: PROCEDENCIA:

Vocé estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “O papel do gene LRRKZ2 na
etiologia da Doenga de Parkinson”, realizado pelo Servigo de Genética Humana da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro. A pesquisa tem como objetivos: investigar mutacdes neste gene em pacientes com
doenca de Parkinson e determinar a freqiiéncia dessas mutacdes que podem estar relacionadas 2 causa da
doenga.

Os resultados dessa pesquisa poderdo abrir novas perspectivas para a identificagsio de causas
genéticas, recentemente identificadas, associadas com esta patologia. Os individuos selecionados para
participarem deste projeto sfo pacientes de amhos os sexos com doenca de Parkinson de causa
desconhecida.

Todas as condutas adotadas nesta pesquisa seguirio as normas de bioética descritas na resolugéo
196/96 do Conselho Nacional de Salide. Este estudo genético terd uma duragdo de dois anos. A
participac@o do paciente neste projeto é voluntdria e, a qualquer momento, ele podera recusar-se a
participar ou retirar o seu consentimento, sem que haja penalizag&o ou prejuizo ao cuidado do paciente.

Os exames para pesquisar defeitos no gene LRRK2 serfo gratuitos e serfio realizados a partir de
uma unica amostra de sangue coletada com material descartavel. Embora esta coleta n&o apresente riscos
ao paciente, eventualmente, poder&o ocorrer desconfortos e/ou hematomas. Asseguramos, entretanto, que
todos os procedimentos sero acompanhados por uma equipe de Bidlogos tecnicamente treinada para
garantir que estas eventualidades sejam minimas ou n&o ocorram. O DNA exraido do sangue sers
armazenado no Servico de Genética Humana da UERJ sob a responsabilidade dos pesquisadores
envolvidos, cabendo ao paciente o direito de retira-lo do banco de DNA, a qualquer momento, se assim o
desejar. Cada amostra de material biolégico seré identificada por numeros especificos e poders ser utilizada
para investigagSes futuras, desde que mediante o consentimento dos doadores (ou de seus responsaveis)
e/ou da aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisa da Instituigdo.

As condigbes de sigilo quanto as informagdes coletadas e aos resultados das andlises, assim como,
a identidade dos pacientes serfio preservadas. Os resultados dos testes realizados somente ser3o
revelados ao paciente que autorizou a realizago dos exames e também serlo utilizados com fins
cientificos, podendo vir a ser divulgados em revistas cientificas, respeitando a privacidade e ¢ anonimato
dos participantes.

Ao paciente sera fomecide todo e qualquer esclarecimento que se fizer necessario antes, durante e
ap6s a realizag8o da pesquisa, que visa beneficiar os pacientes e suas familias através dos diagnésticos
encontrados.

Eu, ; identidade n°
, declaro que li e compreendi o que me foi explicado e, desta forma, autorizo
voluntariamente minha participagéo no estudo.

Rio de Janeiro, de de
Assinatura do paciente Enderego e telefone para © coordenador do projeto:
Rua S&o Francisco Xavier, 524 - Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha -
sala 500

Maracand - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20550-013

Tel: (021) 2334-0039 / 2334-0499- Fax (021) 2334-0309
Email: pimentel@uerj.br

Horério de atendimento: 8:00 ~ 17:00 horas

Assinatura do pesquisador

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador,

ique o fato & Comissao de Etica em Pesquisa da UERJ: Rua Sdo
Francisco Xavier, 524, sala 3020, bloco E, 30 andar, Maracani - Rio de
Janeiro, RJ, e-mail: etica@uerj.br
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-S’l\ %% Universidade do Estado do Rio de Janeiro
g & ¢ Departamento de Genética
2 UERJ & Servigo de Genética Humana

%2, 0 &

fSu'\w
TERMO DE CONSENTIMENTO DA AMOSTRA CONTROLE
Titulo do Projeto: Fatores genéticos de risco para a Doenga de Parkinson: Investigacdo dos genes SNCA,

PARKIN, UCH-L1, PINK1, DJ-1, LRRK2, GBA, ATP13A2, HTRAZ2 e GIGYF2 em pacientes brasileiros
Instituicdo: Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Pesquisadores: Marcia Mattos Gongalves Pimentel (coordenador); Cintia Barros Santos-Rebougas; Jodo
Santos Pereira; Ana Lucia Zuma de Rosso; Denise Hack Nicaretta.

NOME DO PARTICIPANTE: DN:
REGISTRO SERVGEN: PROCEDENCIA:

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario do projeto de pesquisa “Fatores genéticos
de risco para a Doenca de Parkinson: Investigacdo dos genes SNCA, PARKIN, UCH-L1, PINK1, DJ-1,
LRRK2, GBA, ATP13A2, HTRA2 e GIGYF2 em pacientes brasileiros”, realizado pelo Servico de Genética
Humana da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. A pesquisa tem como objetivos: investigar mutagdes
nestes genes em pacientes com doenga de Parkinson e determinar se estas alteracdes sdo causa da
doenca.

Os resultados dessa pesquisa poderdo abrir novas perspectivas para a identificacdo de causas
genéticas, recentemente identificadas, associadas com esta patologia e sua participagdo como voluntério
servird para que possamos comparar a incidéncia das alteracfes génicas encontradas nos pacientes com a
do grupo de pessoas normais, sem a doenga de Parkinson Os individuos selecionados para participarem
deste projeto sdo brasileiros de ambos os sexos sem parkinsonismo ou histéria familiar da doenga de
Parkinson.

Todas as condutas adotadas nesta pesquisa seguirdo as normas de bioética descritas na resolugéo
196/96 do Conselho Nacional de Sadde. Este estudo genético terd uma duragdo de trés anos. A
participacdo dos controles neste projeto € voluntdria e, a qualquer momento, ele poderd recusar-se a
participar ou retirar o seu consentimento, sem que haja penalizagdo ou prejuizo.

Os exames para pesquisar defeitos nos genes acima citados serdo gratuitos e serdo realizados a
partir de uma unica amostra de sangue coletada com material descartavel. Embora esta coleta ndo
apresente riscos ao paciente, eventualmente, poderdo ocorrer desconfortos e/ou hematomas.
Asseguramos, entretanto, que todos os procedimentos serdo acompanhados por uma equipe de Bidlogos
tecnicamente freinada para garantir que estas eventualidades sejam minimas ou ndo ocorram. O DNA
extraido do sangue serd armazenado no Servico de Genética Humana da UERJ sob a responsabilidade dos
pesquisadores envolvidos, cabendo ao participante o direito de retird-lo do banco de DNA, a quaiquer
momento, se assim o desejar. Cada amostra de material biolégico sera identificada por nimeros especificos
e podera ser utilizada para investigacdes futuras, desde que mediante o consentimento dos doadores (ou
de seus responsaveis) e/ou da aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Instituicso.

As condiges de sigilo quanto as informagdes coletadas e aos resultados das analises, assim como,
a identidade dos participantes seréo preservadas. Os resultados dos testes poderéo vir a ser divulgados em
revistas cientificas, respeitando a privacidade e o anonimato dos participantes.

Ao participante serd fornecido todo e qualquer esclarecimento que se fizer necesséario antes,
durante e apds a realizacéo da pesquisa, que visa beneficiar os pacientes com doenca de Parkinson e suas
familias através dos diagndsticos encontrados.

Eu i identidade n°®
, declaro que li e compreendi o que me foi explicado e, desta forma, autorizo
voluntariamente minha participagdo no estudo.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do participante Endereco e telefone para contactar o coordenador do projeto:

Rua Sao Francisco Xavier, 524 - Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha -
sala 500

Maracana - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20550-013

Assinatura do pesquisador Tel: (021) 2334.0039 / 2334.0499- Fax (021) 2334.0308

Email: pimentel@uerj.br

Horério de atendimento: 9:00 — 17:00 horas

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador,
comunique o fato & Comisséo de Etica em Pesquisa da UERJ: Rua Sao
Francisco Xavier, 524, sala 3020, bloco E, 3o andar, Maracana - Rio de
Janeiro, RJ, e-mail: etica@uerj.br
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ANEXO C — Aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa UERJ

2 Universidade do Estado do Rio de Janeiro/Sr2 Pigina | de 1
= ®  Comissdo de Etica em Pesquisa - COEP
URRY o Rua Sdo Francisco Navier, 524, bloco E., 3* andar, sala 3018 - Manicand
P k™ CLP 20850900 - Rio de Janieiro, R)

- madl. gicamwn by - Telefone: (21) 2569.34%)

PARECER COEP 043/2008

A Comissdo de Etica em Pesquisa ~ COEP. cm sua 2* Reunidio Ordindria realizada em 10 de margo de
2007, analisou o adendo ao protocolo de pesquisa n”. 0004.1.2006, scgundo as normas éticas vigentes
no pais para pesquisa envolvendo sujeitos humanos e emite scu parcecr.

PROJETO DE PESQUISA" “O papel do gene LRRK2 na etiologia da doenga de Parkinson™
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Marcia Mattos Gongalves Pimentel,

INSTITUICAO RESPONSAVEL: Instituto de Biologia Roberto de Alciintara Gomes - UER)
Area Temitica Especial: Grupo | | Genética Humana

Area do Conhecimento: 2.02. Genética

Termos-chave: Docnga de Parkinson; LRRK2: dardanna.

A pesquisadora, conforme a sohicitagdo de adendo apresentada a apreciagiio pretende, no presente, a
extensdo do projeto antcnormente aprovado no sentido de incluir a testagem de mais outros gencs

(mutagdo), que podem cstar associados & patogénesc de desordens neurodegencrativas, Para o estudo,
serd utilizado matenial j& colctado ¢ armazenado sob a guarda da pesquisadora responsivel, apds
conseatimento dos sujeitos de pesquisa (pacientes)

Apos andlise ¢ discessdo a COEP deliberou pela aprovagho do adendo supracitado,

Faz-sc necessanio apresentar Relatério Anual - previsto para setembro de 2009, para cumprir o
disposto no item VIL13.d da Res". 19696/CNS. Além disso, a COEP devera ser informada de fatos
relevantes que alterem o curso normal do estudo, devendo o pesquisador apresentar justificativa, caso
o projeto venha a ser interrompido ¢/ou 08 resultados ndo scjam publicados.

Situagfio: Adendo Aprovado

Rio de Janciro. 16 de Sctembro de 2008

&, ik
Prof. Dr, Olinto are
Coordenador da Comissdio de Etica em Pesquisa - UERJ

Ointo Pegorar.

Coomderwater
Coentanbo te Ece e Pesga - L
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Abstract

Mutalions in the Leacier.sick repedl tinase 2 (JRRKT) paoe are Kran &5 & common caese of Parkisson’s disease (FI)) among patieats from
Cliforant poographic ofgias. In (s study, we cvalusiad the provalence of LRREY mutatinas in exnes 31 and 41 in 3 cobort of 154 consocutive,
mnrizied Hrdian patiests with familial or sporadic PDD, iscludicg early asd lake onsot patiests. The LREKY p.C2019S matalica was prosont
in hetoroeypous sale in fwee index cses (~2%), and i (heee addtiossl rolatives. No carriars of this metatioa were foend smoeg 250 coatmd
chromosomes. CEaicaily, all metation-posiive patieals prasoniad 2 typical FD phenotype and 2 good fespoase to lovodope. Mulation segrogation

analysis in 3 krpo sidiing showad

pescirancoof e g (20198, Our findings sagged that e LREK2 p.C12019S metation has 3 sbsianiil

Incompio
coniribation o PD sesoepiihitity among Rracilen population and add new clues 1o cemaet research of fils dbease.

€ 2007 Elsevier frekand Lid All rights rosarvoad.

> laaciss ock ropest bamac 2 JARKD, pLi2019% mabton Derdste

Parkinson’s discase (F1)) Is 2 compies neurndegensrative move-
menl disorder chumcterized by bradykinesia, resting tremor,
rigidity and postural instabiiity [25]. its pathological features
Include seiective kes of dopaminergic seuraas In the substasin
nigra pars compacta asd the peeseace of Intracelielar Inchusioas
(Lewy bodies) &2 the surviviag neuroas [28]

Alnough the cawses of PD remaln mostly usknown, cur-
rent evideaces shows that mitochondral dysfsactos, oxidative
stress aad prodein mishandling have a ceatrad roie In PD
pathopenests, aad also reinforce thal lmportan! penetic facioes
are associated (o pathological processes underlylag the dis-
ewe [1]. The study of moaogenkc foems of PD has glven an

anthor. Tel: 455 21 290TTNED; fax: + 5521 29TV,
¥l adérezy purvente) W wer) be (MM L Mimentell

Q904 1HOS - mx froed mater © 2007 v balaad L Al ngss rosgved.

dat 10 2004/ | acdiet 2007 12.07Y

importan! contridution 10 the usderstaading of the molecular
pathways wsochind Lo n, and has also pro-
vided noved therapeutic urpels |2,9,26]. PD-reluisd mutations
were identified 1a o-sysucieta (SNCA) [36], parkin [22], DJ-
1 |3). PTEN-induced kinase ! (PINKI) [35] and Leaclos.rich
repeal kingse 2 (LRRXZ) [32,41) penes. Dominant single muea-
2oas |2 the LRRX2 pene we associued with parkinsosism that
s climically Indissinguishabie from typical, diopathic late-caset
PD 6712323741}

LRRK2 muations as cause of FI) are (requent aad spezad
Seough differcat populations. Howewver, e prevalence of
LRRK2 missesse mulations |deatified I fumital and spocadic
cases varies y betwees dsaincl ons, and some of
Sem (pRI4GIC, pRIMIG pI2012T, p.G2019S, p. 1202077,
encoded by exons 31 and 41, accousl foe 2 number of PD cases
17,27,32 41). Amoag these pathogealc amiao-acid substitutions,
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e p G010, resulfing fom C G055 A mesiiion, Is pardSou-
larly acommos causs of the disezes In pabient cohoris ol diTeest
izlhaic origies [37]. The LEREZ pulaD0 105 mulation 15 an | mpor-
Enl pesetic delermimni of FIY amosg Amb paSenis rom Mo
Alrica [23,24], Ashiesa] Jews [31], Buopeoss [6,17,15] and
MNarth Americans [21,29). Cunenl evidesce Indicoies [Derion
populations from Poriugal 4,100 msd Spain [19] smoeg Sose
wilhihe highesl prevalenoe of the poGE20 19S5 mulabon workdedde
overnll prevalesce 22-7.46% ), afler the Morh Alrkan Ambs
(305} [23.24] and Ashkenar] lews (LE3%) [31]. As exten-
s sindy usisg pensic mrkers confirmed e Fomnder evesl
of pG201%% muiiion osd showed Bl the genelic and demo-
graphic processes ol bove shaped the cumenl dssribubion of
p-GHNIAS moross Che world we mare complex thas peevioosly
moognlred [39].

The LRRXD gese eRcodes o complex prodein with mulliple
domains, oo Deown o dandarin [ 32,47 |, whose biokoglcal func-
Bom s unksown, Dol these 15 evidesce thal I 1= cyioplasmic,
as=ocizied with mEcchondria, and capable of mslophospho-
rylation [13]. It is not clear how mulabions In dosdanin lesd
o neumdzgeneraBon, Bowever, evidence demoesirales loxic
liects of mulant peolzin wien expressed within @rget cells,
lzading o lormabion of istmseurosal prolein agiregations and
izl deth [17).

I = clearly estghiished thal LEREZ muialions caoe P s
Imany gEographicnl oress and ethelc groups, osd Sl thelr preva-
lencein lamilial and sporadic comes varkes greall vy sonoss sations.
Inithis semspe, dai ghoul Be (equency of LERKZ mulnSoss
l.oBs America comsiries are scarce [34), and s Bl the preva-
lenceol these muiti o remalned undefined untl] now:. Brordllon
population, o whods, |5 fomiesd by extensive sdmixiure, esoll-
isg Irom isfercthelic omsses befween Furopeans, Amerisdioes
and Africans, and, smong FEaropean oecesiry, Poringal remaieesd)
By lar e mosl dmporan] smece, Tollowed By @1y, Spain, and
Cermany [33,35]. In ials sudy, we kooked for miabons in 2xoes
41 and 31 of LERKZ gene among Boaxdlian PO patienis.

We screened 154 comsscublvr, unrelaisd patienls with P
{100 males and 34 females), moging Eom 33 o 36 years (maas
BG4 111 prors) Sinfy-six percent of Swem bad Lyplonl e
onszl PP (=50 years) and the emoisisg oupresssd S dis-
eanp hefioer 50 years (aaly onsef); the mean oge of onssi v
540 4 117 years (rusge 14230 Exoopind for seves Pofugoese
indlew comes (4.5%) oll patiesls were Brarillas. Al peobands
e In e urbas ares of Fio de Janein, localed In Scatheasi-
m Hraxdl, and were recrulied froom g movemest disonders
clinkcs of Four major ksifuSoss of o de Joeino Siake (Pedn
Freego Uslversty Hosplinl, Clemen@ne Fraga Fllho Universgy
Hospiml, Denlindo Cows Newoiogy [nstivie osd Sanis Casg
de Mizseriodndio). The patiznis were examined By neurologl=s
specialired In movemen! disonders, Seough @ use of 3 =an-
dord prodocol, asd folliled orilevy esipbisted for b chsbcal
disgenss of PI) 18] Coses of ssoosdory osd siyplcal parkin-
=nnlEm were exciuded from the sady. Pamily hisory and sinlc
backgrousd dals were collecied. Amongst pablents, 23 (15%)
=l-reporisd o mmily higoary of P imeas age: 8294 100
VEarsmean age ol 5405 2 1002, rmege 3773 yeors) med 131
(R%) were spomdic casss (mean gges G206 2 11.3 yeaw/meas

mgE onsel 50+ 120, mnpge 1453 pems) The probasd’s
Emiliex were mosly of minsd asoesiry (o= 135, Pornpoes:
(=12}, Nalian (A =3}, Spanish (8= 1}, Poll=h{n = 1)and Swiss
descent (2=11 The resemch proiooo] was appeoved by the lesil-
lutional sthics commitiess, and wrillen Informed corssni wWis
obizned fom all subjecs.

Carnoimic DA was lsolsied rom per pheral Bood usisg slan-
dard procedures, and exons 31 oed 41 of the LERREZ pane were
mmplined by POR soconding do DN Ponxo e al. [6]. Puriled
mmplicoes were squenced in boll dimeciioes wseg By D Ter-
munaior Kl {Applied Biosysiems) and resolwed on an ABI 3730
Cemetic Anmalyrer auiomalic sequescer (Applisd Blesysiems),
Edicwing the mamufiarmrer’s |sruciions.

Among ihe siedied PO probasds (male o fzmale rabo
LAy, we idesiffied ibree heleroeypoes comiers (P 304,
PFI)1398 and PDI4355) of the pG2015SS mulstion |1.959%),
Inclsding I lamilial and 1 spormdic come. HomOTypoUs-
PG2019E Individunls were nol delecsd. For oomparallee
prpaszs, this mulntion was soeenesd oed nof Fousd beiwesn
250 contml chromosoames [rom heoliyy Brorlllos voluniess
Fom the same population (15 males and 100 emales), aged
Fom 51 oo B4 yeors (mean 640279 yeorsl, withom PI> sians
or any other neurcdegesemntive disoeder, and 80 Smily hisiory
of parkissonism smonpg frsl- oed second-degree relamves. Mo
muiziions along LARKKD axom 31 were soeq.

The clinical features of the three pG20195-posiove Dsdex
cases are summarizsd in the iable (Table 1) All are Bracdlan
mnd exhibiiesd Lypical signs of FIY classiced fonm, with ol
mges mnping [rom 47 o 55 yeas, The sympioms ol ol
wore mymmerical in oll caszs, and, In two ol them, Bradykl-
nzsln was e sl sympiom ol oesel, whesess rgidily was
=2en is e thind. Asionomic dy=function and cognihe or psy-
chisirc disinrbasces were nol obeservesd, and all presesisd o

pood therapeutic response o levodopa. Thelr cheical symploms
were Isdistinguistabls from the remalning LERED maslabions-
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Mg. |. Pedipros of fenily POV MK with pCI30TPS mutstica. Ml bisck symibolr isdivideb $Sociod by Parkizsn’s discose. FLT solld s |nsividend with
of priirssiern Mambers bolles ppmisis Sesclc gpc ol oamiasics of a8 of desh [pormr (0 oo 88 (Yo ;140 camer of pUODITIS meeado (=

‘wdvidas’s wiscal pollID0 RS mabbon.

negabive geoup, s obssrved b ofher siodies [10,12,15,4,21].
The patlent PIN358 & 2 sporsdic cose. Her Taiher disd ol age
al 71 years mad her moiber has E3 years, boily withoul signs
af parkissonism. All five peoband’s siblings are Bealihy bndl-
viduals. Two pallesis (FDI455 and PIX30E6) ave 3 positve
amily Bisiory for PIY. The indivwidul PI1455 expressed the
ewly-onsel form of the dissse and his disd moder 2l had
FI, bui deiafied information & unovallablz. Concernisg Gmily
P304 (s2e Flg. 1), rlatives epons revealsd thal proband’s
jparenis {11 and 1.2y dizd al ages of 62 and 89 years withoul aey
symploms of the diszese osd thal ces poband's sisier (ssbjscl
[T} exhibiied sympioms ooesisienl with P durdng 19 yeos
befiorz her deall of &0 years. Segregation analysls of pGHNSE
wiz perionmed in six ovallahle peoband's siblings (112, IL8, ILT,
CLADL I0.T0, D004 onad Ehe mu inson wis fand |n o Eelemeygous
siale In three of them (119, [1.10 and [1.17). On clinlcal evabe-
ation, the subjedt [1% {70 years) showed slgns of parkissonlism
{rzstieg zmor and rsdykinesia, boll with esymefrical onsel)
and subjecis IL1T0 oed [1.10 (68 and 67 yeors) remain osymp-
lomatic, eves having 13 and 12 years beyond the peoband's g
il oexel Hased on e Oindlags, K s Niely ol e ssler of
patient PIX306 (subject [L7) also corried the poG00R5 muis-
ton, although phenoooples have previously been delecisd in
Tumilizs with LREXZ muiabions [7,2,41].

Two mutation carrizrs of Eamily FI3 306 (subjeces 1110 and
[L10. aged 68 med &7 years) have sol manifeded clisbcal sipss of
|parkissonism, but they are 5B of sk of developlag P, conesid-
ering that none of them Bad neached e maximem ages ol omel
The presznce of pG2009E le asympiomatic al-risk persons
should be interpezied wilk caution asd the PI risk eeessmenl
Tior mutaiion carriers s cumenily dificuli, becauss of Incompleie
penzirance of LEARRT mutations osd varsb@ity of ansel ages,
bod withis osd beiween Tomilles [11] Several sudizs repori
PG 20N%E carflersover T3 prarsofage with o dgn of parkinsos.-
Ism [ 16,20, Z3). Kachespes i al. [20] fousd iwo LREKZ (THDE
CmTiers g same famlly wio presented PE inidsl sympioms ol
3% and 78 years. Redoced age-associsied peneirusce and phen-
type variabllity ane characieristics of several P sesceptibiliy
penes, includisg LREKZ muiations |2,6.30,23], which suggesi
ithe: gxistence of 3 oomplen ImieraciSion Belwesn pESeSC andior
envirnnmenial Bciors in the disegse manlf=oSon. ecenl el
males of the Nlzime pensirance of the pG201%E muotaton
yizided valuzs betweesn 24 mad 339% [5,1631) Ia ihe present
siudy, molecular ireesiization of some oi-risk members fom
Tamily FI2 130 sugpests 9 penetrasce of 60% (35), bul s st -

mative should he pefised based on B mealysis of aer membes
I Lk pestigrees:

Our Nndings represesl sigasficust dain ahoul LERKT mus-
Soms screealag conducied bn 2 representatl v series of Brazillan

P} patiesis and screase the keowledae of LERKZ p.G20195
maintion pervalesce in [abs Americas popelaiion [34]). W bave
shown fhal Sis musbion |= present In an overall frequency of
i, helng more peevalesl omongst FID famili] than spomdic
casrs A 7% e, 0L T55%). This peevaiesns |5 fres imes [ower tan
Eml fousd among Pomsgues: Fﬂ-[ahe.b-{---ﬁ-!-}lﬂﬂm.]'n:rl:-
Tore, despiie Hraxilan populaSion fes o hallmark Porsguess
ancesry, cur fisdings we more consisiesl wilh those repaied
I large pablent series fromm Maly {1.7% overall; £ 7% familial;
15 spormdlch [15] and Unied Staies (1.3% overll; 3% familial;
0. 7% spomdich [21]. Our resulls @ akso similar 1o ihose found
i Chilean populaSion (3%) [34].

Braxdl Is o populous sation of Latin America and one of B
meosl bevleroge neous populaiions e the world, o= sapporied by
sdles using ancesiry-informatlve markers [35] 1L & expecied
al e sumber of Braxdlian IndSviduals with PD will doubie
oreer Lhe mexd 25 years [E]. Using o soreening strolegy Fooesed
on feen hol spois for LERED muiabion, we have ldesihied e
p-CEIO0S mutaiion in o significani proporSos of wenelsisd FD
patienis from Southensiers Bruxdl. The sbsence of other mui-
Sons In exoas 31 osd £1 of the LEREZ gene Indicaizs thal thess
muintions e 0ol =0 prevalenl than pG200R% In our sample,
which comabories dain Fom other sidles [14,41] However,
e ootk nol completely exclude e possibility ot the patiens
carry olher muiations, becmee molecular analyss was nol o
riesd oul in whole LERET pese Receslly, Michols o al. [30)
performed 2 comprehensive sudy in ooohart of 430 PD Emilies
without the p.G201595 muiation and idenlifed novel, polenilally
pathogemlc varineis s LESKT, Ischidisg iwo In the N-leminsl
reglon of pene, where 80 pathopenic subsShfioss hoee been
repoied.

It mu=l be empissizesd ©ol, In cousires of conlinesis] ske,
st o Hraxdl, ibe population gesetic background difle among
dl=Beci reglons |33 ,40], beleg: the mosd prosouncsd levels of
adminiuee chamved In the Souieasien nephon |33], By Slsway,
addasnal studies of the enlire pene o |wper pabient seres from
ol ne g s of our oouniry wesssded inverdly Lhe gscgraphical
dizpersion of pG201%% and olher IEsdencizs. |n coachasion, our
duia point thal LEREZ puCadlT9S has o subsiantial congrbution

o PI) susceptibility among Bl popalation, and sdd news
cluzs in PI3 curment research.
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ANEXO E - Genetic analysis of LRRK2 functional domains in Brazilian patients with
Parkinson’s discase.
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mrotatores inthe protein was pradicied nsing Pol When
and Pt program s see details of the methodology m
Dan §1)

We dentified seven miromic varanis (Tahle 51} and
foor nomspathogemc  pobmornphisms  p KI4IE,
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some pathogenic moisions n tis domain pantially
disropt the tertary sirociore at the dimer mierfce,
resolting in 2 decrease i (FTF hydrabysss [7). Ineres-

imgly, the LRRE2X authophoephorylaes several res-
do= of fis own ROC e wies, inchoding the pTid410

remictne [£]. Fonctional aralysss ane mporant to danfy
if the pT1410M & a rsk facior for PO

The novel sohsttotion, pCA39E affacs o highly
ooreerved resdoe. M sl analysis showed that it can
affect the protein and we did not ohserve this vanant
490 onmira ] chromn osomes. Althongh the pathoge maty
& mot yet oon firmed, we helieve that the pOC20E5S may
he related to FLL

We alsn dentfied the p Y AP0 within the W40
domain. This vaniant was recently idemified m o Bs-
@an man with P and considered a potential patho-
T Moaton, snce i was abesni i controls and
e sl aralyses providsd evidence that p Y2189 &
dedederions for LR RE 2 fionofion [9]. Om the other hand,
we found this vanan in 2 smilar frequency in paties
and i comirals, and thes abersion was identified in an
mmympinmatic hrother of 70 years. Besides, this nesidoe
exhihits mediom coresrvation. (nor resols soggest that
the p Y2 ES exchange & not pathogendc.

The mast prevalent muomiion m oo popolaton was
the pER019E (2.4% ) In view of oor findings, we con-
mder that the pT M10M and the p Y2185 vamants are
probahly polymonp hisms and that the novel p21355
mrmaton & potentally pathogene:. However, we ram-
force that the profemn efect of misseree vanams with
mndefined pathogensc role remaim 1o he dedermined
mrvtil fonctional analyses are aconm plished.
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ANEXO F - Pacientes analisados para alteracbes no gene LRRK2 e suas caracteristicas

principais
Idade de Caso
NP Registro do Idade | manifestacdo da | Sexo masculino (M) | familiar (F)
paciente (anos) DP ou feminino (F) ou isolado (1)
(anos) da DP
1 PAR1142 64 55 M I
2 PAR1143 68 63 F I
3 PAR1144 69 65 M F
4 PAR1145 74 69 M |
5 PAR1146 79 73 M |
6 PAR1147 47 35 M I
7 PAR1148 48 42 M F
8 PAR1149 65 64 F I
9 PAR1152 74 70 M |
10 PAR1153 54 51 M I
11 PAR1154 70 66 M I
12 PAR1155 55 51 M |
13 PAR1156 56 52 M I
14 PAR1157 76 65 M |
15 PAR1158 64 60 M F
16 PAR1159 71 53 M |
17 PAR1160 68 58 M F
18 PAR1161 59 49 M I
19 PAR1162 64 47 M |
20 PAR1163 83 65 F I
21 PAR1164 64 57 M |
22 PAR1168 66 62 M I
23 PAR1169 74 71 M |
24 PAR1170 57 43 F |
25 PAR1171 65 55 M I
26 PAR1172 74 61 F |
27 PAR1173 62 44 F I
28 PAR1174 55 54 F F
29 PAR1175 75 71 M I
30 PAR1176 57 49 F I
31 PAR1177 7 55 M |
32 PAR1182 39 26 F I
33 PAR1183 58 44 F |
34 PAR1184 69 66 M I
35 PAR1185 62 50 M I
36 PAR1186 57 45 F I
37 PAR1190 55 o4 F |
38 PAR1191 72 60 M I
39 PAR1192 69 50 M I
40 PAR1193 72 68 F I
41 PAR1194 72 67 F |
42 PAR1195 79 60 F I
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ANEXO F - Pacientes analisados para alteracbes no gene LRRK2 e suas caracteristicas

principais
Idade de Caso
NP Registro do Idade | manifestacdo da | Sexo masculino (M) | familiar (F)
paciente (anos) DP ou feminino (F) ou isolado (1)
(anos) da DP
43 PAR1196 47 40 F I
44 PAR1203 74 73 M F
45 PAR1208 63 52 F I
46 PAR1209 55 51 F F
47 PAR1210 62 57 M |
48 PAR1211 57 58 F I
49 PAR1218 55 45 F |
50 PAR1219 74 64 M I
51 PAR1220 85 73 M |
52 PAR1221 55 46 M I
53 PAR1223 78 74 M I
54 PAR1224 65 55 M |
55 PAR1229 56 43 M I
56 PAR1230 71 65 M |
57 PAR1231 66 56 M I
58 PAR1232 54 43 M |
59 PAR1247 48 46 F |
60 PAR1248 70 58 F I
61 PAR1263 67 66 M |
62 PAR1270 73 60 F F
63 PAR1280 67 59 M I
64 PAR1287 56 40 M I
65 PAR1288 66 59 F I
66 PAR1292 66 54 M F
67 PAR1293 53 48 F I
68 PAR1294 61 45 F |
69 PAR1295 77 68 M I
70 PAR1296 58 42 F |
71 PAR1297 57 43 M I
72 PAR1304 65 63 F I
73 PAR1305 38 36 F I
74 PAR1306 65 55 M F
75 PAR1307 54 44 M |
76 PAR1308 56 50 F I
77 PAR1314 72 69 F |
78 PAR1315 63 58 M F
79 PAR1319 64 50 M F
80 PAR1320 54 51 F I
81 PAR1321 50 40 F F
82 PAR1322 54 48 M I
83 PAR1323 54 47 F |
84 PAR1324 64 63 M I
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ANEXO F - Pacientes analisados para alteracbes no gene LRRK2 e suas caracteristicas

principais
Idade de Caso
NP Registro do Idade | manifestacdo da | Sexo masculino (M) | familiar (F)
paciente (anos) DP ou feminino (F) ou isolado (1)
(anos) da DP
85 PAR1325 67 64 M I
86 PAR1329 71 64 F |
87 PAR1330 33 31 M I
88 PAR1335 61 50 M I
89 PAR1344 56 52 M |
90 PAR1345 33 14 M I
91 PAR1355 64 48 M |
92 PAR1358 76 60 M I
93 PAR1359 59 53 M I
94 PAR1366 71 58 F I
95 PAR1375 64 57 M I
96 PAR1376 78 69 M I
97 PAR1377 48 38 F I
98 PAR1386 49 46 M I
99 PAR1394 43 38 F I
100 PAR1397 53 50 F I
101 PAR1398 67 53 F |
102 PAR1399 42 39 M I
103 PAR1401 43 37 F F
104 PAR1402 71 47 M I
105 PAR1404 62 48 M |
106 PAR1405 38 35 F I
107 PAR1406 7 69 M |
108 PAR1407 58 43 M |
109 PAR1408 66 60 M F
110 PAR1409 47 33 M |
111 PAR1410 82 72 F I
112 PAR1420 72 57 M |
113 PAR1426 68 67 M I
114 PAR1427 63 57 M I
115 PAR1428 71 70 M F
116 PAR1435 79 78 M I
117 PAR1436 41 35 M |
118 PAR1437 71 62 M I
119 PAR1438 42 37 M |
120 PAR1440 69 59 M I
121 PAR1441 62 50 M |
122 PAR1442 43 38 M F
123 PAR1443 61 44 F |
124 PAR1444 69 53 F I
125 PAR1445 70 66 M F
126 PAR1447 57 52 M I
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ANEXO F - Pacientes analisados para alteracbes no gene LRRK2 e suas caracteristicas
principais

Idade de Caso
NP Registro do Idade | manifestacdo da | Sexo masculino (M) | familiar (F)
paciente (anos) DP ou feminino (F) ou isolado (1)
(anos) da DP
127 PAR1448 58 52 M I
128 PAR1449 74 70 F |
129 PAR1450 34 26 F I
130 PAR1451 68 55 F |
131 PAR1452 64 47 M |
132 PAR1453 48 36 M I
133 PAR1454 61 57 M |
134 PAR1455 57 47 M F
135 PAR1456 70 43 F F
136 PAR1457 80 50 M F
137 PAR1458 59 45 F I
138 PAR1459 46 42 M |
139 PAR1460 60 42 M I
140 PAR1461 71 59 M |
141 PAR1462 59 53 M I
142 PAR1463 53 46 F |
143 PAR1464 74 67 M |
144 PAR1493 74 62 M I
145 PAR1494 64 63 M |
146 PAR1495 61 52 F I
147 PAR1499 7 68 M |
148 PAR1503 76 72 M I
149 PAR1504 70 60 F |
150 PAR1510 73 71 M |
151 PAR1511 71 65 F F
152 PAR1512 54 50 M |
153 PAR1602 61 59 M F
154 PAR1613 86 83 M |
155 PAR1636 47 44 M I
156 PAR1645 80 64 F I
157 PAR1646 47 45 M |
158 PAR1647 71 68 F I
159 PAR1648 61 56 M F
160 PAR1649 57 49 F I
161 PAR1650 53 42 M |
162 PAR1660 67 57 F I
163 PAR1661 49 27 M |
164 PAR1662 54 51 M I
165 PAR1666 87 78 F F
166 PAR1667 38 35 M F
167 PAR1695 61 44 M |
168 PAR1696 68 58 M I
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ANEXO F - Pacientes analisados para alteracbes no gene LRRK2 e suas caracteristicas
principais

Idade de Caso
NP Registro do Idade | manifestacdo da | Sexo masculino (M) | familiar (F)
paciente (anos) DP ou feminino (F) ou isolado (1)
(anos) da DP
169 PAR1697 62 57 M I
170 PAR1699 88 68 M I
171 PAR1701 66 53 F I
172 PAR1702 67 54 M F
173 PAR1703 35 25 M |
174 PAR1704 56 47 M I
175 PAR1705 38 34 F F
176 PAR1728 70 55 F F
177 PAR1732 87 83 M |
178 PAR1963 43 39 M I
179 PAR1964 40 39 M I
180 PAR1965 44 39 M |
181 PAR1966 39 36 M I
182 PAR1967 48 37 M |
183 PAR1968 41 38 M I
184 PAR1969 40 38 F |
185 PAR2036 46 40 F F
186 PAR2037 58 58 M F
187 PAR2038 55 47 F |
188 PAR2039 70 60 F F
189 PAR2040 84 77 F |
190 PAR2041 74 64 F I
191 PAR2042 79 76 F |
192 PAR2043 71 68 M F
193 PAR2044 70 67 F I
194 PAR2058 71 63 M |
195 PAR2066 78 78 F F
196 PAR2067 70 47 M |
197 PAR2068 56 28 M I
198 PAR2069 63 57 M F
199 PAR2080 63 60 M I
200 PAR2081 59 40 M I
201 PAR2082 61 57 M |
202 PAR2083 59 45 M F
203 PAR2084 72 69 M I
204 PAR2101 40 33 F I
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1142

N

N

N

N

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

N

€.5948+48C>T

€.6324G>A

PAR1143

c.4193G>A/
C.4269G>A

c.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G

c.5170+23T>A

c.5317+32C>T
homo

€.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1144

c.4193G>A
homo/c.4269G>A
homo

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

PAR1145

€.4828-31T>C
/ ¢c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.6324G>A

PAR1146

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/

€.5015+32A>G

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1147

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G/

€.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

PAR1148

€.4828-31T>C
/ c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A

PAR1149

€.4828-31T>C
[ c.4911A>G/
c.4872C>A

¢.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

PAR1152

N

N

N

N

PAR1153

€.4828-31T>C
/ c.4911A>G/
c.4872C>A

c.5170+23T>A
homo

c.5317+32C>T

c.5457T>C
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1154

N

N

€.4828-31T>C
/ c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C/
€.5509+122A>G

PAR1155

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

c.5170+23T>A
homo

c.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

PAR1156

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
c.4939T>A

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

PAR1157

€.4828-31T>C
/ c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

PAR1158

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
C.4939T>A

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

€.6324G>A N

PAR1159

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T

€.5457T>C
homo

PAR1160

c.4872C>A

€.5317+32C>T

€.5948+48C>T

N

N
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Pacientes Exons*
E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44
PAR1161 N N N N €.4828-31T>C €.5170+23T>A €.5317+32C>T ¢.5457T>C N N N N €.6324G>A N
homo/ homo homo homo homo
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo
PAR1162 N N N N €.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A €.5317+32C>T ¢.5457T>C _ N N N €.6324G>A N
c.4872C>A/
c.4911A>G
PAR1163 N N N N €.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A €.5317+32C>T ¢.5457T>C N N N N N N
c.4872C>A/
c.4911A>G
PAR1164 N N N N c.4828-31T>C ¢.5170+23T>A €.5317+32C>T ¢.5457T>C N N N N N N
homo/ homo homo/ homo/
c.4872C>A €.5317+59A>C €.5509+20A>C
homo/
c.4911A>G
homo
PAR1168 N N N N €.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A ¢.5317+32C>T ¢.5457T>C N N N N N N
c.4872C>A/
C.4911A>G/
C.4939T>A
PAR1169 N N N N c.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T/ €.5457T>C/ N N N N N N
c.4872C>A/ €.5317+59A>C €.5509+20A>C
c.4911A>G
PAR1170 N N N N c.4872C>A N ¢.5317+32C>T N N N ¢.5948+48C>T N N N
PAR1171 N N N N N N N N N N N N N €.6382-
36G>A
PAR1172 N N N N N €.5170+23T>A €.5317+32C>T ¢.5457T>C N N N N €.6324G>A/ N
€.6381+30A>G
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1173

N

N

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A

PAR1174

N

N

N

N

N

N

N

PAR1175

N

c.4872C>A

N

€.5317+32C>T

N

€.5948+48C>T

N

PAR1176

Z|Z|Z

c.4193G>A/
C.4269G>A

Z|Z|Z

Z|1Z|Z

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
c.4939T>A

€.5170+23T>A
homo

N

c.5457T>C
homo

N

P e 4

€.6324G>A

Z|1Z2|Z

PAR1177

N

N

N

N

PAR1182

€.4828-31T>C
/ c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

PAR1183

N

c.4872C>A

N

€.5317+32C>T

€.5948+48C>T

PAR1184

2|22

N

c.4541G>A

c.4828-31T>C
/ ¢c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

N

PAR1185

c.4193G>A/
c.4269G>A

€.4828-31T>C
/ c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1186

N

€.4828-31T>C
[ c.4872C>A
homo /
c.4911A>G/
C.4939T>A

¢.5170+23T>A

c.5317+32C>T
homo

c.5457T>C

¢.5948+48C>T

€.6324G>A

PAR1190

N

c.4872C>A
homo

N

€.5317+32C>T
homo

N

€.5948+48C>T

PAR1191

c.4193G>A/
c.4269G>A

c.4872C>A/
c.4911A>G

¢.5170+23T>A

c.5317+32C>T

c.5457T>C

N
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Pacientes Exons*
E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44
PAR1192 N c.4193G>A/ N N €.4828-31T>C | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N N N
€.4269G>A / c.4872C>A/
c.4911A>G
PAR1193 N N N N N N N N N N N N N N
PAR1194 N N N N €.4828-31T>C | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N €.6324G>A N
/ c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4939T>A
PAR1195 N N N N ¢.4828-31T>C | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N €.6324G>A N
/ c.4872C>A/
C.4911A>G/
€.4937T>C/
c.4939T>A
PAR1196 N N N N €.4828-31T>C | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N €.5948+48C>T N N N
[ c.4872C>A homo homo homo
homo/
c.4911A>G
homo/
C.4939T>A
PAR1203 N N N N c.4872C>A N €.5317+32C>T N N N €.5948+48C>T N N N
PAR1208 N N N N N N N N N N N N N N
PAR1209 N N N N c.4872C>A N ¢.5308T>C/ N N N €.5948+48C>T N N N
€.5317+32C>T
PAR1210 N N N N c.4872C>A N ¢.5317+32C>T N N N €.5948+48C>T N N N
PAR1211 N N N N c.4872C>A €.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N €.6324G>A N
homo/ homo homo homo
c.4911A>G/
c.4939T>A/
€.5015+32A>G
PAR1218 N N N N €.4828-31T>C N €.5317+32C>T c.5457T>C N N €.5948+48C>T N €.6324G>A N
/ c.4872C>A homo
homo/
Cc.4911A>G/
c.4939T>A
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1219

N

N

N

N

N

PAR1220

c.4193G>A/
C.4269G>A

€.4828-31T>C
/ c.4872C>A/
Cc.4911A>G

N

N

€.5457T>C

PAR1221

N

c.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo /
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T

c.5457T>C
homo

€.6324G>A
homo

PAR1223

€.4828-31T>C

[ c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A

c.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A

PAR1224

€.4828-31T>C
/ c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
€.5015+32A>G

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1229

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo /
c.4911A>G
homo /
€.4939T>A/
¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1230

€.4828-31T>C

[ c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A

c.5317+32C>T

c.5457T>C

€.6324G>A

PAR1231

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43 E44

PAR1232

N

N

N

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1247

c.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
Cc.4911A>G/
C.4939T>A

¢.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

€.5657-46C>T

€.6324G>A €.6382-

37C>T

PAR1248

¢.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/

¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1263

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo /
c.4911A>G
homo /
€.4939T>A

¢.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

€.6324G>A N
homo

PAR1270

c.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A

¢.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

€.6324G>A N
homo

PAR1280

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
Cc.4911A>G/
c.4939T>A

€.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1287

€.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo /
Cc.4911A>G
homo /
C.4939T>A
homo

¢.5170+23T>A

¢.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

€.6324G>A N
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Pacientes Exons*
E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44
PAR1288 N N N N €.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N N N
c.4872C>A/
c.4911A>G
PAR1292 N N N N c.4872C>A €.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N €.6324G>A
homo / homo homo homo
c.4911A>G
homo /
c.4939T>A N
PAR1293 N N N N ¢.4828-31T>C | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N €.6324G>A
/ c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4939T>A N
PAR1294 N N N N €.4828-31T>C | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N €.6324G>A
/ c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A N
PAR1295 N N c.4624C>T N c.4872C>A N ¢.5317+32C>T N N N c.5948+48C>T N N N
PAR1296 N c.4193G>A/ N N €.4828-31T>C | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N N N
c.4269G>A homo/ homo homo homo
c.4872C>A
homo /
c.4911A>G
homo /
€.5957+32A>G
PAR1297 N c.4194T>G N N c.4828-31T>C/ N c.5317+32C>T €.5457T>C N N €.5948+48C>T N €.6324G>A N
c.4872C>A homo
homo /
c.4911A>G
/c.5957+32A>
G
PAR1304 N N N N N €.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T c.5457T>C N N N N €.6324G>A N
homo homo
PAR1305 N N N N N N N N N N N N N N
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1306

N

N

€.4828-31T>C

homo/

c.4872C>A
homo /

c.4911A>G
homo /

C.4939T>A
homo

¢.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

€.6324G>A

PAR1307

c.4317+16C>T

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1308

N

€.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
Cc.4911A>G/
¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T
homo

€.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1314

c.4193G>A/
c.4269G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G

€.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1315

c.4193G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1319

c.4193G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo /
c.4911A>G
homo /
c.4939T>A

¢.5170423T>A
homo

¢.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

€.6324G>A

€.6566
A>G

PAR1320

c.4193G>A/
C.4269G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo /
C.4911A>G

€.5170+23T>A

¢.5317+32C>T
homo

€.5457T>C

€.6382-
37C>T

Continua




ANEXO G - Continuacao

146

Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1321

N

N

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo /
c.4911A>G
homo /
€.4939T>A/
€.5015+32A>G

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

€.6324G>A

PAR1322

c.4193G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1323

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4939T>A

PAR1324

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
c.4939T>A

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

€.6324G>A

PAR1325

C.4624C>T

€.4828-31T>C
/ c.4872C>A
homo/
C.4911A>G/
C.4939T>A

¢.5170+23T>A

c.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A

PAR1329

€.4828-31T>C
[ c.4872C>A/
C.4911A>G

¢.5170+23T>A

¢.5317+32C>T/
¢.5317+59A>C

c.5457T>C/
¢.5509+20A>C

PAR1330

N

N

N

€.5457T>C

N

PAR1335

.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A
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Pacientes Exons*
E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44
PAR1344 N N N N €.4828-31T>C/ N €.5317+32C>T €.5457T>C N N N N €.6324G>A N
c.4872C>A/
C.4911A>G/
c.4939T>A
PAR1345 N N N N €.4828-31T>C/ N €.5317+32C>T c.5457T>C N N N N N N
c.4872C>A/
c.4911A>G
PAR1355 N c.4193G>A/ N N N €.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N N N
C.4269G>A homo homo/ homo/
¢.5317+59A> ¢.5509+20A>C
C
PAR1358 N N N N €.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T c.5457T>C N N €.5948+48C>T N €.6324G>A N
c.4872C>A homo
homo /
c.4911A>G
PAR1359 N N N N N N N N N N N N N N
PAR1366 N N N N c.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T c.5457T>C/ N N N N N N
c.4872C>A / €.5509+20A>C
homo / €.5317+59A>
c.4911A>G C
PAR1375 N c.4193G>A/ N N €.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N N N
c.4269G>A c.4872C>A homo homo homo
homo /
c.4911A>G
PAR1376 N N N N c.4828-31T>C/ N ¢.5317+32C>T c.5457T>C N N N N €.6324G>A N
c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A
PAR1377 N N N N c.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N €.5948+48C>T N N N
c.4872C>A homo
homo /
c.4911A>G
PAR1386 N c.4193G>A/ N N €.4828-31T>C/ | ¢.5170+23T>A | ¢.5317+32C>T €.5457T>C N N N N N N
c.4269G>A c.4872C>A/
c.4911A>G
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Pacientes Exons*
E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44
PAR1394 N N N N c.4828-31T>C ¢.5170+23T>A €.5317+32C>T ¢.5457T>C N N N c.6241 N
homo/ homo homo homo A>G
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo N
PAR1397 N N N N N N N N N N N N €.6324G>A N
PAR1398 N N N N c.4828-31T>C/ ¢.5170+23T>A €.5317+32C>T ¢.5457T>C N N N N €.6324G>A N
c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A
PAR1399 N N N N €.4828-31T>C/ N €.5317+32C>T ¢.5457T>C N N N N N N
c.4872C>A/
c.4911A>G
PAR1401 N N N N €.4828-31T>C ¢.5170+23T>A N ¢.5457T>C N N N N N N
homo/
c.4872C>A/
c.4911A>G
PAR1402 N N N N €.4828-31T>C/ N €.5317+32C>T/ €.5457T>C/ N N N N N N
c.4872C>A/ €.5317+59A>C €.5509+20A>C
c.4911A>G
PAR1404 N N N N c.4872C>A N c.5317+32C>T N N N ¢.5948+48C>T N N N
homo homo
PAR1405 N N N N c.4828-31T>C/ ¢.5170+23T>A c.5317+32C>T ¢.5457T>C N N ¢.5948+48C>T N N N
c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4939T>A
PAR1406 N N c.4624C>T N c.4872C>A N c.5317+32C>T N N N ¢.5948+48C>T N N N
PAR1407 N N N N c.4872C>A ¢.5170+23T>A c.5317+32C>T ¢.5457T>C N N N N N N
homo / homo homo homo
Cc.4911A>G
homo
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1408

N

N

c.4872C>A
homo /
C.4911A>G

€.5317+32C>T
homo

€.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1409

c.4872C>A
homo

N

€.5317+32C>T

N

€.5948+48C>T
homo

N

PAR1410

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
C.4939T>A

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

N

€.6324G>A
homo

PAR1420

c.4872C>A

€.5317+32C>T

€.6382-
37C>T
c.6576+44
T>C

PAR1426

€.4828-31T>C

homo/

c.4872C>A
homo/

c.4911A>G
homo/

c.4939T>A
homo

¢.5170+23T>A
homo

¢.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

€.6324G>A
homo

N

PAR1427

c.4193
G>A

c.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

¢.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

PAR1428

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/

¢.5015+32A>G

¢.5317+32C>T

€.5457T>C
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1435

N

N

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
c.4939T>A

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

€.5457T>C
homo/
¢.5509+52T>C

PAR1436

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G/

¢.5015+32A>G

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1437

c.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

c.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A
homo

PAR1438

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G/
C.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

N

PAR1440

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G

€.5317+32C>T

PAR1441

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G/
C.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.6324G>A

PAR1442

N

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1443

c.4193G>A/
c.4269G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
Cc.4911A>G
homo/
c.4939T>A

¢.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

€.6324G>A
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1444

N

c.4193G>A/
c.4269G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

PAR1445

C.4624C>T

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T
homo/
€.5317+59A>C

c.5457T>C/
€.5509+20A>C

€.5948+48C>T

PAR1447

c.4193G>A/
C.4269G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
C.4939T>A

¢.5317+32C>T
homo

€.5457T>C
homo

€.6324G>A

PAR1448

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

¢.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

PAR1449

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A/
C.4911A>G/
c.4939T>A

¢.5170+23T>A

€.5457T>C

€.6324G>A

PAR1450

c.4541G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

¢.5170+23T>A
homo

¢.5317+32C>T
homo

PAR1451

.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1452

N

N

€.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G

€.5317+32C>T

€.5948+48C>T

PAR1453

c.4828-31T>C

homo/

c.4872C>A
homo/

c.4911A>G
homo/

C.4939T>A
homo

¢.5170+23T>A
homo

¢.5317+32C>T
homo

€.5457T>C
homo

PAR1454

c.4828-31T>C/
c.4872C>A/
Cc.4911A>G/
C.4939T>A

¢.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A

PAR1455

€.4229C>T

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G/
€.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.6324G>A

PAR1456

N

c.4872C>A

N

¢.5317+32C>T

N

€.5948+48C>T

PAR1457

N

€.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G/
c.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.5948+48C>T
homo

PAR1458

c.4193G>A/
c.4269G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G

€.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1459

c.4193G>A/
c.4269G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

¢.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

c.5457T>C

PAR1460

N

€.4828-31T>C

N

N

N

PAR1461

N

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40 E42 E43 E44

PAR1462

N

N

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1463

¢.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G/
¢.5015+32A>G

¢.5170+23T>A

€.5457T>C

PAR1464

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
€.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.6324G>A N

PAR1493

C.4193G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

¢.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6566
A>G

PAR1494

c.4194T>G

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
Cc.4911A>G
homo

¢.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

PAR1495

c.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

PAR1499

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
C.4939T>A

€.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

€.5948+48C>T N N N

PAR1503

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
€.4939T>A

¢.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

c.5457T>C

¢.5948+48C>T N N N

PAR1504

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4939T>A

€.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A N
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1510

N

N

€.4828-31T>C

homo/

c.4872C>A
homo/

c.4911A>G
homo/

€.4939T>A
homo

¢.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

€.6324G
homo

>A N

PAR1511

c.4193G>A/
c.4269G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G/
€.4939T>A

€.5170+23T>A
homo

c.5457T>C
homo

€.5948+48C>T

PAR1512

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1602

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

¢.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

€.6324G

>A

PAR1613

c.4541G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.6324G

>A

PAR1636

c.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A

¢.5317+32C>T

€.5457T>C

N

Continua
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1645

N

N

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
€.5015+32A>G

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T

¢.5457T>C
homo

PAR1646

N

c.4872C>A

N

€.5317+32C>T
homo

N

€.5948+48C>T

€.6382-
37C>T

PAR1647

c.4193G>A/
C.4269G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G

c.5170+23T>A

c.5317+32C>T

€.5457T>C

N

PAR1648

N

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/

€.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A

PAR1649

c.4193G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

c.6241
A>G

PAR1650

N

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
c.4939T>A

c.5317+32C>T
homo

¢.5457T>C
homo

€.6241
A>G

€.6324G>A

PAR1660

C.4624C>T

€.4828-31T>C
homo

c.5317+32C>T

¢.5948+48C>T

N

Continua
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1661

N

N

€.4828-31T>C

homo/

c.4872C>A
homo/

c.4911A>G
homo/

c.4939T>A
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

€.6324G>A
homo

PAR1662

C.4193G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1666

N

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
c.4939T>A/
€.5015+32A>G

c.5170+23T>A
homo

c.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

€.6324G>A

PAR1667

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4939T>A/

¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C
homo

€.6324G>A

PAR1695

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
c.4939T>A/
¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A
homo

€.5457T>C
homo

€.6324G>A

PAR1696

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/

¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

Continua
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43 E44

PAR1697

N

N

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
€.4939T>A/
¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

€.5948+48C>T

PAR1699

c.4193G>A/
c.4269G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T

c.5457T>C
homo

PAR1701

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4937T>C/

€.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR1702

€.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G/
€.5015+32A>G

€.5317+32C>T
homo

€.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1703

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
¢.5015+32A>G

¢.5170+23T>A
homo

c.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

PAR1704

c.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G

¢.5170+23T>A

c.5317+32C>T

c.5457T>C

PAR1705

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/

¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

€.5948+48C>T

€.6324G>A N
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR1728

€.4229C>T

c.4872C>A

N

€.5317+32C>T

N

€.5948+48C>T

PAR1732

€.4229C>T

€.4828-31T>C
/ c.4872C>A/
c.4911A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

N

PAR1963

N

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
€.4939T>A/
¢.5015+32A>G

c.5170+23T>A
homo

c.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

€.6324G>A
homo

PAR1964

€.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G/
€.5015+32A>G

c.5170+23T>A

c.5317+32C>T
homo

€.5457T>C

€.5948+48C>T

PAR1965

€.4828-31T>C

homo/

c.4872C>A
homo/

c.4911A>G
homo/

c.4939T>A
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

€.6324G>A

PAR1966

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G/
C.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

€.6324G>A

PAR1967

c.4193G>A/
c.4269G>A

€.4828-31T>C

homo/

c.4872C>A
homo/

c.4911A>G
homo/

C.4939T>A
homo

¢.5170+23T>A
homo

c.5317+32C>T

c.5457T>C
homo

€.6324G>A

N

Continua
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Pacientes Exons*
E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44
PAR1968 N c.4193G>A N N c.4828-31T>C ¢.5170+23T>A ¢.5317432C>T | ¢.5457T>C N N N N N N
homo/ homo homo homo
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
¢.5015+32A>G
PAR1969 N N N N c.4828-31T>C ¢.5170+23T>A ¢.5317432C>T | ¢.5457T>C N N N N €.6324G>A N
homo/ homo homo homo
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo
PAR2036 N N N N N N N N N N N N N N
PAR2037 N N N N c.4872C>A N ¢.5317+32C>T N N N N N N N
PAR2038 N c.4229C>T N N c.4828-31T>C/ N ¢.5317+32C>T N N N c.5948+48C>T N N N
c.4872C>A/
c.4911A>G
PAR2039 N N N N c.4872C>A ¢.5170+23T>A €.5317+32C>T | ¢.5457T>C N N €.5948+48C>T N N N
PAR2040 N N N N N N N N N N N N N N
PAR2041 N N N N c.4872C>A N ¢.5317+32C>T N N N €.5948+48C>T N N N
PAR2042 N N N N c.4872C>A N ¢.5317+32C>T N N N N N N N
PAR2043 N c.4193G>A/ N N c.4828-31T>C/ ¢.5170+23T>A ¢.5317+32C>T N N N N N N c.6415
c.4269G>A c.4872C>A/ T>A
c.4911A>G/
c.4939T>A
N N c.4624 N c.4828-31T>C/ c.5170+23T>A c.5317+32C>T ¢.5457T>C N N €.5948+48C>T N N N
C>T c.4872C>A homo
homo/
Cc.4911A>G/
PAR2044 ¢.5015+32A>G
N N N N c.4872C>A N €.5317+32C>T N N N €.5948+48C>T N N N
PAR2058 homo homo
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR2066

N

c.4193G>A
homo/

¢.4269G>A homo

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

PAR2067

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/

€.5015+32A>G

c.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.6324G>A

PAR2068

c.4193G>A/
C.4269G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
€.5015+32A>G

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T

c.5457T>C
homo

PAR2069

c.4193G>A/
C.4269G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo

PAR2080

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo/
€.4939T>A/
¢.5015+32A>G

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T

c.5457T>C
homo

€.6324G>A

PAR2081

€.4828-31T>C/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G/
c.4939T>A

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C

€.5948+48C>T

€.6324G>A
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Pacientes

Exons*

E29

E30

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E42

E43

E44

PAR2082

N

N

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
C.4911A>G/

€.5015+32A>G

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

€.5457T>C

C.6324G>A

PAR2083

c.4193G>A/
C.4269G>A

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G
homo

c.5170+23T>A

c.5317+32C>T

€.5457T>C

PAR2084

€.4193G>A

€.4828-31T>C
homo/
c.4872C>A
homo/
c.4911A>G
homo

€.5170+23T>A
homo

€.5317+32C>T
homo

c.5457T>C
homo/
¢.5509+20A>C

PAR2101

€.4828-31T>C/
c.4872C>A/
c.4911A>G/
c.4939T>A

€.5170+23T>A

€.5317+32C>T

c.5457T>C

€.6324G>A

*As alteracGes identificadas através das analises de cada exon estdo em suas respectivas colunas, escritas em vermelho. Quando o paciente é
homozigoto, a palavra “homo” esta escrita logo apos a alteragéo.
N- Individuos sem alteracdes nos exons.
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ANEXO H - Resultados das analises moleculares do gene LRRK2 em individuos saudaveis
(amostra controle)

N° Controles Idade | Sexo® Exon 30 Exon 36 Exon 44
1 | PARI439/07A | 59 M N - N
2 | PAR1485/07A 74 = N C.5317+32C>T N
homo
3 | PARL486/07A | 61 F N C5317432C>T N
4 | PARIL487/07A | 84 F N N N
c.4229C>T
5 | PAR1488/07A | 83 P | Tiatom | ©5317+32C>T N
6 | PARL489/07TA | 74 F N C5317+32C>T N
7 | PAR1490/07A | 80 F N €.5317+32C>T N
homo
8 | PARLAOLO7TA | 77 M N - N
9 | PARL492/07A | 63 F N : N
10 | PARL529/07A | 61 = N . N
11 | PAR1530/07A | 68 = N - N
12 | PARIS3L/07A | 74 F N €.5317+32C>T N
homo
13 | PARI532/07TA | 67 F N €.5317+32C>T N
homo
14 | PARI533/07A | 65 F N C5317+32C>T N
15 | PARL534/07A | 73 F N c.5317432C>T N
16 | PAR1535/07A 72 M N €.5317+32C>T N
homo
17 | PARL536/07A | 80 F N C5317432C>T N
18 | PARIS37/07TA | 71 F N €.5317+32C>T N
homo
19 | PARI538/07A | 67 F N C5317+32C>T N
20 | PAR1539/07A 77 = N €.5317+32C>T N
homo
21 | PAR1590/07A | 73 F N 0'531h70+r§§(>T N
22 | PARL60L/07A | 58 F N C5317+32C>T N
23 | PARIL611/07A | 58 M N : N
24 | PARL665/07A | 58 F N C.5317+32C>T N
25 | PARI1686/07TA | 75 F N €.5317+32C>T N
homo
26 | PARILGS7/07TA | 62 M €.5317+32C>T
homo
27 | PARLG688I0TA | 74 F N C5317+32C>T N
28 | PAR1689/07A 78 = N C'531h7+32C>T N
omo
29 | PAR1690/07A 81 = N C'531h7+32C>T N
omo
30 | PAR1691/07A 59 = N C'531h7+32C>T N
omo
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N° Controles Idade | Sexo? Exon 30 Exon 36 Exon 44

31 | PAR1692/07A | 65 = N C'531h70+n3lgc>T N

32 | PARL693/07A | 69 = N C5317432C>T N

33 | PAR1694/07A | 73 M N C5317+32C>T N

34 | PARL784/08A | 65 F N N N

35 | PARL785/08A | 67 M N ; N

36 | PARL786/08A | 71 F N C5317432C>T N

37 | PARL787/08A | 67 = N c.5317432C>T N

38 | PARL790/08A | 64 F N C5317432C>T N

39 PAR2050 58 M N 6.5317+32C>T N
homo

40 PAR2051 61 M N C5317432C>T N

41 PAR2052 54 M N C5317432C>T N

42 PAR2053 60 M N €.5317+32C>T N
homo

43 PAR2054 50 M N €.5317+32C>T N
homo

44 PAR2055 53 M N €.5317+32C>T N
homo

45 PAR2059 60 M N - N

46 PAR2060 58 M N C.5317432C>T N

47 PAR2061 58 M N €.5317+32C>T N
homo

48 PAR2062 53 M N €.5317+32C>T N
homo

49 PAR2070 55 M N C5317432C>T N

50 PAR2071 59 M N C5317432C>T N

51 PAR2073 55 M N C.5317432C>T N

52 PAR2074 63 M N C5317432C>T N

53 PAR2075 57 M N ¢.5317+32C>T N
homo

54 PAR2076 56 M C.5317+32C>T
homo

55 PAR2077 54 M N N N

56 PAR2078 51 M €.5317+32C>T
homo

57 PAR2093 59 M N ¢.5317+32C>T N
homo

58 PAR2094 63 M ¢.5317+32C>T N
homo

59 PAR2095 56 M N - N

60 PAR2102 51 M C.5317+32C>T N
homo
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N° Controles Idade | Sexo? Exon 30 Exon 36 Exon 44
C5317+32C>T
61 PAR2103 54 M N homo/ N
C.5317+59C>T
62 PAR2104 53 M N N N
63 PAR2105 56 M N C.5317432C>T N
64 PAR2106 61 M N C.5317432C>T N
65 PAR2107 53 M N i N
66 PAR2109 54 M N C.5317432C>T N
67 PAR2110 56 M N C.5317+32C>T N
68 PAR2111 60 M N C.5317432C>T N
69 PAR2124 59 M N C.5317+32C>T N
70 PAR2125 54 M N C.5317+32C>T N
homo
C5317+32C>T
71 PAR2132 63 M N homo/ N
C.5317+59C>T
72 PAR2135 55 M N C.5317432C>T N
73 PAR2144 55 M N ¢.5317+32C>T N
homo
74 PAR2146 63 M N C.5317+32C>T N
75 PAR2147 58 M N C.5317432C>T N
76 PAR2148 63 M N C.5317+32C>T N
77 PAR2159 52 F N ¢.5317+32C>T N
homo
78 PAR2160 56 M N ¢.5317+32C>T N
homo
79 PAR2161 57 M N ¢.5317+32C>T N
homo
80 PAR2166 63 M N i N
81 PAR2167 80 F N i N
82 PAR2168 71 = N i N
83 PAR2169 74 F N €.5317+32C>T N
homo
84 PAR2170 72 M N ¢.5317+32C>T N
homo
85 PAR2171 60 M N C.5317+32C>T N
86 PAR2173 67 M N i N
87 PAR2174 66 M N ¢.5317+32C>T N
homo
88 PAR2175 68 F N C.5317432C>T N
89 PAR2176 51 F N C.5317+32C>T N
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N° Controles Idade | Sexo? Exon 30 Exon 36 Exon 44

90 PAR2177 66 = N C.5317+32C>T N
homo

o1 PAR217S 56 M N § N

92 PAR2179 61 F N €.5317+32C>T N
homo

03 PAR2180 50 F N €.5317+32C>T N
homo

04 PARZ2181 57 M N C5317+32C>T N

9% PAR2182 82 F N C.5317+32C>T N

% PAR2183 54 M N C.5317+32C>T N

97 PAR2184 52 M N €.5317+32C>T N
homo

98 PAR2186 51 M N C5317+32C>T N

99 PAR2187 57 M N C.5317+32C>T N

100 PAR2188 51 M N €.5317+32C>T N
homo

101 PAR2189 56 M N €.5317+32C>T N
homo

102 PAR2193 54 M N €.5317+32C>T N
homo

103 PAR2194 85 M N C5317+32C>T N

C.6566ASG

104 PAR2195 53 F N csaLra2e>T | AT

105 PAR2196 64 M N : N

106 PAR2107 58 F N C5317+32C>T N

107 PAR2108 53 F N § N

C5317432C>T
108 PAR2199 80 M N homo! N
C.5317+59C>T

109 PAR2200 64 F N €.5317+32C>T N
homo

110 PAR2201 95 F - C5317+3205T §

111 | PAR2202 60 | M : ¢.9317+32C>T :
homo

112 | PAR2203 73 | F : ¢.9317+32C>T :
homo

113 | PAR2204 63 | F . ¢.5317+32C>T :
homo

114 PAR2205 72 M - N §

115 PAR2206 52 F - N §

116 | PAR2207 58 | F : ¢.9317+32C>T :
homo

117 | PAR2208 64 | F : ¢.9317+32C>T :
homo

118 | PAR2209 6 | F : ¢.9317+32C>T :
homo
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N° Controles Idade | Sexo® | Exon 30 Exon 36 Exon 44

119 | PAR2210 56 F . C.5317+32C>T .

120 | PAR2211 68 | M . C.5317+32C>T :
homo

121 | PAR2212 66 F . ¢.5317+32C>T .
homo

122 | PAR2213 66 F . C.5317+32C>T .

123 | PAR2222 0 | F : ¢.93L7+32C>T
homo

124 | PAR2223 68 F . C.5317+32C>T .

125 | PAR2224 50 | M . N :

126 | PAR2226 79 F . C.5317+32C>T :

127 | PAR2227 75 F . C.5317+32C>T .

128 |  PAR2241 0 | M . C.5317+32C>T :
homo

C5317+32C>T
129 PAR2242 50 F - homo/ -
C.5317459C>T

130 | PAR2243 75 F . N :

131 | PAR2244 58 F . ¢.53L7+32C>T .
homo

132 | PAR2245 79 | M : ¢.5317+32C>T :
homo

133 | PAR2246 52 F . N :

134 | PAR2247 53 | M . ¢.5317+32C>T :
homo

135 |  PAR2248 50 | F . ¢.5317+32C>T :
homo

136 | PAR2249 58 | M . N :

137 | PAR2250 7w | F : ¢.9317+32C>T :
homo

138 | PAR2251 64 | F . C.5317+32C>T i

139 | PAR2252 56 F . C.5317+32C>T .

140 | PAR2253 61 | M : C.5317+32C>T i

141 | PAR2254 55 F . C.5317+32C>T i

142 | PAR2297 64 | M : C.5317+32C>T i

143 | PAR2298 67 | M . C.5317+32C>T i

144 | PAR2324 65 | M : C.5317+32C>T i

145 | PAR2325 85 F . N :

146 | PAR2336 66 | M . C.5317+32C>T .

147 | PAR2337 62 | M : C.5317+32C>T i

148 | PAR2351 51 | M . €.5317+32C>T -
homo
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N° Controles Idade | Sexo? Exon 30 Exon 36 Exon 44

149 PAR2361 59 M - €.5317+32C>T -

150 PAR2363 63 M ; C.5317+32C>T ]
homo

151 PAR2409 52 M - c.5317+32C>T -

152 PAR2410 64 M ) €.5317+32C>T )
homo

153 PAR2411 63 = ) €.5317+32C>T ]
homo

154 PAR2412 64 M - €.5317+32C>T i

155 PAR2413 65 F ) c.5317+32C>T )
homo

156 PAR2414 52 F - €.5317+32C>T i

157 PAR2415 60 M 3 c.5317+32C>T )
homo

158 PAR2416 77 F - N :

159 PAR2417 71 F - €.5317+32C>T i

160 PAR2418 57 M ) c.5317+32C>T )
homo

161 PAR2419 67 F - €.5317+32C>T -

162 PAR2420 59 = ) c.5317+32C>T )
homo

163 PAR2421 71 = ) c.5317+32C>T )
homo

164 PAR2422 51 = ) c.5317+32C>T )
homo

165 PAR2423 61 F - €.5317+32C>T -

166 PAR2424 71 F - €.5317+32C>T -

167 PAR2425 60 M - €.5317+32C>T -

168 PAR2426 63 M 3 €.5317+32C>T ]
homo

169 PAR2427 71 M - €.5317+32C>T -

170 PAR2428 75 F - €.5317+32C>T i

171 PAR2429 68 = 3 €.5317+32C>T )
homo

172 PAR2430 50 F ) €.5317+32C>T )
homo

173 PAR2431 57 F ) €.5317+32C>T )
homo

174 PAR2432 71 M - N N

175 PAR2433 78 M - N -

176 PAR2434 52 = ) c.5317+32C>T )
homo

177 PAR2435 68 M - €.5317+32C>T -

178 PAR2436 63 F . €.5317+32C>T ]
homo
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N° Controles Idade | Sexo? Exon 30 Exon 36 Exon 44

179 PAR2437 57 M . c.5317+32C>T ]
homo

180 PAR2438 58 M - c.5317+32C>T _

181 PAR2439 64 F - c.5317+32C>T i

182 PAR2441 55 F - c.5317+32C>T _

183 PAR2442 68 F R c.5317+32C>T )
homo

184 PAR2443 74 F R c.5317+32C>T )
homo

185 PAR2444 68 F ) c.5317+32C>T )
homo

186 PAR2448 55 M . c.5317+32C>T )
homo

187 PAR2449 51 M . c.5317+32C>T ]
homo

188 PAR2450 51 F - c.5317+32C>T _

189 PAR2451 52 M - c.53174+32C>T i

190 PAR2452 64 M - N 3

191 PAR2453 50 M ) c.5317+32C>T )
homo

192 PAR2454 52 F . c.5317+32C>T )
homo

193 PAR2455 79 _ c.5317+32C>T ]
homo

194 PAR2456 61 - c.5317+32C>T _

c.5317+32C>T
195 PAR2457 51 M - homo/ )
¢.5317+59C>T

196 PAR2458 51 - N -

197 PAR2459 66 _ c.5317+32C>T )
homo

198 PAR2460 53 F ) c.5317+32C>T )
homo

199 PAR2461 50 M . c.5317+32C>T )
homo

200 PAR2462 59 M - c.5317+32C>T _

201 PAR2463 69 = ) €.5317+32C>T )
homo

202 PAR2464 64 F - c.5317+32C>T i

203 PAR2465 56 F - ¢.5317+32C>T -

204 PAR2466 52 = ) €.5317+32C>T )
homo

205 PAR2467 71 F - N 3

206 PAR?2468 72 F . c.5317+32C>T ]
homo
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N° Controles Idade | Sexo? Exon 30 Exon 36 Exon 44

207 PAR2469 79 F . €.5317+32C>T ]
homo

208 PAR2470 60 F - €.5317+32C>T -

209 PAR2471 65 F - €.5317+32C>T -

210 PAR2472 64 = ) €.5317+32C>T )
homo

211 PAR2473 65 = ; c.5317+32C>T ]
homo

212 PAR2474 63 M ; c.5317+32C>T ]
homo

213 PAR2475 63 M ) €.5317+32C>T ]
homo

214 PAR2476 84 = ) c.5317+32C>T )
homo

215 PAR2477 56 M ) c.5317+32C>T )
homo

216 PAR2478 60 = ) c.5317+32C>T )
homo

217 PAR2479 54 F - N N

218 PAR2480 74 F - €.5317+32C>T -

219 PAR2481 57 F ) c.5317+32C>T )
homo

€.5317+32C>T
220 PAR2482 60 F - homo/ )
¢.5317+59C>T

221 PAR2483 52 F - €.5317+32C>T -

222 PAR2484 50 M ) c.5317+32C>T )
homo

223 PAR2485 63 F - €.5317+32C>T i

224 PAR2488 56 M ) €.5317+32C>T )
homo

225 PAR2489 61 = ) c.5317+32C>T )
homo

226 PAR2490 52 = ) c.5317+32C>T )
homo

227 PAR2201 95 F N €.5317+32C>T N

228 DA1360/07A 64 M N i N

229 DA1361/07A 67 F N _ N

230 DA1362/07A 67 F N _ N

231 DA1363 64 M N - N

232 DA1364/07A 68 F N - N

233 DA1372/07A 75 M N - N

234 DA1373/07A 54 F N _ N

235 DA1381/07A 74 M N _ N

236 DA1382/07A 80 M N - N
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N° Controles Idade | Sexo Exon 30 Exon 36 Exon 44
237 DA1383/07A 75 M N - N
238 DA1384/07A 65 F N - N
239 DA1395/07A 66 F N - N
240 DA1396/07A 72 F N - N
241 DA1417/07A 79 M N - N
242 DA1433/07A 68 F N - N
243 DA1476/07A 67 F N - N
244 DA1478/07A 73 F N - N
245 DA1479/07A 64 F N - N
246 DA1480/07A 70 F N - N
247 DA1481/07A 80 F N - N
248 DA1482/07A 69 F N - N
249 DA1483/07A 72 F N - N
250 DA1484/07A 71 F N - N
251 DA1509/07A 69 F N - N
252 DA1522/07A 62 F N - N
253 DA1523/07A 67 F N - N
254 DA1524/07A 65 F N - N
255 DA1525/07A 61 F N - N
256 DA1526/07A 67 F N - N
257 DA1527/07A 67 M N - N
258 DA1528/07A 70 F N - N
259 DA1540/07A 68 F N - N
260 DA1541/07A 66 F N - N
261 DA1542/07A 68 F N - N
262 DA1543/07A 67 F N - N
263 DA1544/07A 68 F N - N
264 DA1545/07A 64 F N - N
265 DA1546//07A 60 F N - N
266 DA1547/07A 68 F N - N
267 DA1589/07A 76 F N - N
C.6566A>G

268 | DA1677/07A 81 F N - (0.Y2189C)
269 DA1678/07A 68 F N - N
270 DA1679/07A 73 F N - N
271 DA1680/07A 72 F N - N
272 DA1681/07A 68 F N - N
273 DA1682/07A 71 F N - N
274 DA1683/07A 70 F N - N
275 DA1684/07A 73 F N - N
276 DA1685/07A 75 M N - N
277 DA1719/08A 64 F N - N
278 DA1768/08A 79 F N - N
279 DA1770/08A 79 F N - N
280 DA1773/08A 76 F N - N
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N° Controles Idade | Sexo® Exon 30 Exon 36 Exon 44
281 DA1774/08A 66 F N - N
282 DA1775/08A 62 M N - N
283 DA1776/08A 71 F N - N
284 DA1777/08A 64 F N - N
285 DA1778/08A 68 F N - N
286 DA1779/08A 71 F N - N
287 DA1780/08A 79 M N - N
288 DA1781/08A 78 F N - N
289 DA1782/08A 71 F N - N
290 DA1783/08A 74 F N - N
291 DA1788/08A 69 F N - N
292 DA1789/08A 65 F N - N
293 DA1976 87 F N - N
294 DA1977 63 F N - N
295 DA1980 82 F N - N
296 DA1981 71 F N - N
297 DA1982 70 F N - N
298 DA1983 64 F N - N
299 DA1984 73 M N - N
300 DA1985 64 F N - N
301 DA1986 65 F N - N
302 DA1987 63 F N - N
303 DA2027 65 F N - N
304 DA2028 69 F N - N
305 DA2029 79 M N - N
306 DA2030 78 F N - N
307 DA2031 64 F N - N
308 DA2032 72 M N - N
309 DA2033 61 M N - N
310 DA2034 64 F N - N
311 13 63 F N - N
312 15 60 F N - N
313 18 61 F N - N
314 30 55 F N - N
315 32 56 F N - N
316 36 58 F N - N
317 46 53 F N - N
318 49 62 F N - N
319 54 58 F N - N
320 59 72 F N - N
321 60 74 F N - N
322 68 61 F N - N
323 69 61 M N - N
324 85 71 F N - N
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N° Controles Idade | Sexo® Exon 30 Exon 36 Exon 44
325 87 64 F N - N
326 88 69 M N - N
327 183 58 M N - N

2Sexo masculino: M; sexo feminino: F.

As alteragOes pesquisadas e identificadas no cDNA estdo escritas em vermelho e suas
respectivas mudancas na proteina estao entre parénteses.




