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RESUMO 

 

 

CARVALHO, Cláudia Bueno Abdalla. Relação entre a Doença de Parkinson e o gene 

LRRK2: um estudo na população brasileira. 2011. 172 f. Tese (Doutorado em Ciências) -

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2011. 

 

A doença de Parkinson (DP) é a segunda doença neurodegenerativa mais frequente 

depois da Doença de Alzheimer, afetando aproximadamente 1% da população com idade 

superior a 65 anos. Clinicamente, esta doença caracteriza-se pela presença de tremor em 

repouso, bradicinesia, rigidez muscular e instabilidade postural, os quais podem ser 

controlados com a administração do levodopa. As características patológicas da DP incluem a 

despigmentação da substância nigra devido à perda dos neurônios dopaminérgicos e a 

presença de inclusões proteicas denominadas corpos de Lewy nos neurônios sobreviventes. 

As vias moleculares envolvidas com esta patologia ainda são obscuras, porém a DP é uma 

doença complexa, resultante da interação entre fatores ambientais e causas genéticas. 

Mutações no gene leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2; OMIM 609007) constituem a forma 

mais comum de DP. Este gene codifica uma proteína, membro da família de proteínas ROCO, 

que possui, entre outros domínios, dois domínios funcionais GTPase (ROC) e quinase 

(MAPKKK). Neste estudo, os principais domínios do gene LRRK2 foram analisados em 204 

pacientes brasileiros com DP por meio de sequenciamento dos produtos da PCR. Através da 

análise de 14 exons correspondentes aos domínios ROC, COR e MAPKKK foram 

identificadas 31 variantes. As alterações novas, p.C1770R e p.C2139S, possuem um potencial 

papel na etiologia da DP. Três alterações exônicas (p.R1398R, p.T1410M e p.Y2189C) e 

nove intrônicas (c.4317+16C>T, c.5317+59A>C, c.5509+20A>C, c.5509+52T>C, 

c.5509+122A>G, c.5657-46C>T, c.6382-36G>A, c.6382-37C>T e c.6576+44T>C) são 

potencialmente não patogênicas. Ao todo, dezessete variantes exônicas e intrônicas 

constituem polimorfismos já relatados na literatura (p.R1398H, p.K1423K, p.R1514Q, 

p.P1542S, c.4828-31T>C, p.G1624G, p.K1637K, p.M1646T, p.S1647T, c.5015+32A>G, 

c.5170+23T>A, c.5317+32C>T, p.G1819G, c.5948+48C>T, p.N2081D, p.E2108E e 

c.6381+30A>G). A frequência total de alterações potencialmente patogênicas ou patogênicas 

detectadas em nossa amostra foi de 3,4% (incluindo a mutação p.G2019S, anteriormente 

descrita em 2 artigos publicados por nosso grupo: Pimentel et al., 2008; Abdalla-Carvalho et 

al., 2010), sendo a frequência de mutações nos casos familiares (11,1%) cerca de seis vezes 

maior do que a encontrada nos casos isolados da DP (1,8%). Os resultados alcançados neste 

estudo revelam que mutações no gene LRRK2 desempenham um papel significativo como 

fator genético para o desenvolvimento da DP em pacientes brasileiros. 
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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, 

c.5317+59A>C, c.5509+20A>C, c.5509+52T>C, c.5509+122A>G, c.5657-46C>T, c.6382-

36G>A, c.6382-37C>T and c.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, c.4828-31T>C, p.G1624G, 

p.K1637K, p.M1646T, p.S1647T, c.5015+32A>G, c.5170+23T>A, c.5317+32C>T, 

p.G1819G, c.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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INTRODUÇÃO 

 

 

 A doença de Parkinson 

 

 

Descrita pela primeira vez por James Parkinson em 1817, a doença de Parkinson (DP; 

OMIM 168600) é a doença neurodegenerativa motora mais comum e a segunda doença 

neurodegenerativa mais frequente depois da Doença de Alzheimer (Tanner & Aston, 2000). 

Sua incidência é similar no mundo todo afetando aproximadamente 1% da população com 

idade superior a 65 anos, aumentando para 4-5% aos 85 anos (Fahn, 2003). Esta condição 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 população mundial, espera-se que a 

prevalência da DP aumente consideravelmente (Lin et al., 2009). O impacto desta doença está 

relacionado à sua taxa de mortalidade que é duas a cinco vezes mais alta em pacientes do que 

em controles, resultando na redução da qualidade de vida e da expectativa de vida (Lin et al., 

2009). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) mostram que a 

população idosa no Brasil tem tomado proporções significativas. Entre 1998 e 2008, a 

proporção 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 milhões (IBGE, 2009) (gráfico 1). 
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Gráfico 1 - Proporção de idosos (em percentagem) de 60 e 65 anos ou mais de idade 

no Brasil de 1998 a 2008. 

 

Fonte: IBGE, Pesquisa Nacional por Amostra de Domicílios 1998/2008. (1): Exclusive a 

população rural de Rondônia, Acre, Amazonas, Roraima, Pará e Amapá. 

 

 

 

As características patológicas da DP incluem a despigmentação da substância nigra do 

mesencéfalo devido à perda progressiva dos neurônios dopaminérgicos e a presença de 

inclusões proteicas citoplasmáticas denominadas corpos de Lewy nos neurônios sobreviventes 

(Forno, 1996). Acredita-se que os corpos de Lewy são formados como resposta citoprotetora 

aos níveis excessivos de proteínas anormais potencialmente tóxicas nos neurônios (Andrade et 

al., 2010). A perda de neurônios e a presença de inclusões proteicas também são observadas 

em outras regiões cerebrais do sistema nervoso central e periférico, incluindo o bulbo 

olfatório, o núcleo da medula oblonga, a ponte, o locus coeruleus, a amígdala, o núcleo basal 

de Meynert, e nos estágios avançados da doença, o estriado e o córtex cerebral (Para revisão: 

Gomez & Ferrer, 2010). A deficiência de dopamina no sistema nervoso causa anomalias nos 

circuitos motores resultando nas manifestações clínicas da DP (Belin & Westerlund, 2008).  

Clinicamente, esta doença caracteriza-se pela presença de três sintomas motores 

principais (i) tremor em repouso, (ii) bradicinesia, (iii) rigidez muscular e instabilidade 

postural, os quais podem ser controlados com a administração de um precursor exógeno da 
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dopamina, o levodopa (L-3,4-dihidroxifenilalanina). Entretanto, esta substância é ineficaz no 

tratamento de sintomas não motores que podem também ser observados em pacientes com DP 

e, muitas vezes, precederem aos sintomas motores. Os dados prospectivos relacionados aos 

sintomas não motores são ainda raros, mas apontam que constipação, hiposmia (disfunção 

olfativa) e distúrbio comportamental do sono REM podem preceder o diagnóstico 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 não motores, destacam-se depressão, 

ansiedade, distúrbios do humor, disautonomia, déficit cognitivo e perda de peso (Alves et al., 

2008; Andrade et al., 2010; Dauer & Ho, 2010). Contudo, um diagnóstico definitivo da 

doença requer a confirmação pós-morte de análises histopatológicas de tecido cerebral (Alves 

et al., 2008), pois a presença de inclusões é um critério utilizado para diferenciar a DP de 

outras desordens associadas com parkinsonismo (Forno, 1996).  

Atualmente não há cura para esta doença e as vias moleculares envolvidas com esta 

patologia ainda são obscuras, porém considera-se a DP uma doença complexa, resultante da 

interação entre fatores ambientais e causas genéticas (Thomas & Beal, 2007). Durante muitos 

anos, a DP foi vista como uma doença não genética, sendo inúmeros fatores ambientais 

apontados como causa desta doença, tais como, a utilização de drogas sintéticas, doenças 

infecciosas, exposição a substâncias tóxicas, exposição a herbicidas e pesticidas (paraquat, 

rotenona), vida rural, consumo de água de poço e traumas na cabeça (Hardy, 2006). 

 Entretanto, estudos de associação genética e a identificação de famílias com uma clara 

herança mendeliana da doença trouxeram evidências de que os fatores genéticos 

desempenham um importante papel na etiologia da DP (Duvoisin, 1998) (tabela 1). 

Familiares de pacientes com a doença possuem um risco 3 a 4 vezes maior de desenvolver a 

DP, comparados com pessoas da população normal (Autere et al., 2000).  
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Tabela 1 - Genes e loci descritos envolvidos na doença de Parkinson familiar. 

 

Locus gênico e 

posição 

cromossômica 
Gene* Proteína 

Modo de 

herança** 

Idade de 

manifestação da 

DP 
OMIM

®
*** 

PARK1 

(=PARK4) 
(4q21) 

SNCA -sinucleína AD 
38-65 anos 
24-48 anos 

163890 

PARK2 
(6q25.2-q27) 

PRKN Parkin AR ~30 anos 602544 

PARK3 
(2p13) 

- - AD ~60 anos 602404 

PARK5 
(4p14) 

UCHL1 UCHL1 AD 55-58 anos 191342 

PARK6 
(1p35-p36) 

PINK1 PINK1 AR 20-40 anos 608309 

PARK7 
(1p36) 

DJ1 DJ1 AR 20-40 anos 606324 

PARK8 
(12q12) 

LRRK2 
LRRK2 ou 

Dardarina 
AD 50-70 anos 609007 

PARK9 
(1p36) 

ATP13A2 ATP13A2 AR 20-40 anos 606693 

PARK10 
(1p32) 

- - AD 50-60 anos 606852 

PARK11 
(2q36-q37) 

GIGYF2 - AD tardio 607688 

PARK12 
(Xq21-25) 

- - 
Cromossomo 

X 
tardio 300557 

PARK13 
(2p13) 

 
HTRA2 HtrA2 ou Omi - tardio 606441 

PARK14 
(22q13.1) 

PLA2G6 PLA2G6 AR juvenil 612953 

PARK15 
(22q12-13) 

FBXO7 FBXO7 AR precoce 260300 

PARK16 
(1q32) 

- - - - - 

1q21 GBA GBA AD - 606463 
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*SNCA, α-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 

modificações). 

**AD – autossômica dominante/ AR – autossômica recessiva. 

***OMIM
®
, Online Mendelian Inheritance in Man

®
. 

 

 

Dos genes identificados, seis estão associados a formas recessivas de parkinsonismo: 

PRKN, PINK1, DJ1, ATP13A2, PLA2G6 e FBXO7 e outros cinco, SNCA, UCHL1, LRRK2 

GIGYF2 e GBA estão associados a formas dominantes da doença. O gene HTRA2 ainda não foi 

associado a um tipo determinado de herança.  

Dados da literatura sinalizam que mutações em alguns destes genes comprometem 

determinadas vias metabólicas como o sistema ubiquitina-proteossomo e a função 

mitocondrial (Biskup et al., 2008; Schulz, 2008) (figura 1). 

 

Figura 1 - Vias comuns ligadas à patogênese da DP. As mutações patogênicas nos genes 

SNCA, Parkin, UCHL1, PINK1, DJ1 e LRRK2 causam a DP devido à disfunção do sistema 

ubiquitina-proteossomo, à disfunção mitocondrial e ao estresse oxidativo, comprometendo 

vias importantes na sobrevivência e na função neuronal dopaminérgica (Farrer, 2006; Wood-

Kaczmar et al., 2006; Thomas & Beal, 2007 - com modificações).  
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A disfunção do sistema ubiquitina-proteossomo resulta em um controle de qualidade 

de proteínas alterado, o que leva à agregação acelerada de proteínas dentro da célula (Krüger 

et al., 2002; Skovronsky et al., 2006). A agregação da -sinucleína representa um passo 

crucial na patogênese da DP, visto que esta proteína é o principal componente dos corpos de 

Lewy. Mutações no gene Parkin prejudicam a função da proteína Parkin que é uma ubiquitina 

E3-ligase, envolvida na degradação de proteínas via ubiquitina-proteossomo e que pode estar 

localizada na mitocôndria, possuindo um papel no aumento da biogênese mitocondrial. 

UCHL1 possui funções ubiquitina-hidrolase e ubiquitina E3-ligase e mutações neste gene 

promovem a agregação de proteínas. A disfunção mitocondrial leva ao aumento da produção 

de espécies reativas de oxigênio e à redução na produção de ATP, o que pode comprometer o 

sistema ubiquitina-proteossomo. Mutações no gene PINK1 interferem na função mitocondrial, 

prejudicam a síntese de ATP e aumentam a formação de espécies reativas de oxigênio 

(Gandhi et al., 2009). Além disso, PINK1 pode modular a atividade e a estabilidade de Parkin 

indicando que estas proteínas podem atuar na mesma via (Dodson & Guo, 2007). DJ1 

codifica uma proteína antioxidante e sua função chaperona previne o dobramento incorreto de 

proteínas. Mutações em DJ1 estão 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, mutações no gene LRRK2 constituem a forma mais comum da DP. 

Cerca de 10% da proteína LRRK2 está localizada na membrana mitocondrial externa (West et 

al., 2005). Entre os diferentes domínios funcionais, a proteína LRRK2 possui o domínio 

catalítico serina/treonina quinase (MAPKKK). Mutações patogênicas neste domínio e em 

outros domínios da proteína são responsáveis por aumentarem sua atividade quinase (West et 

al., 2007). A fosforilação anormal de proteínas possivelmente inclui proteínas da mitocôndria, 

podendo afetar diretamente a função mitocondrial (Henchcliffe & Beal, 2008; Lin et al., 

2009) (figura 1).  

 

 

O gene LRRK2 

 

 

O gene leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2, OMIM 609007) está localizado na 

região cromossômica 12q12 no locus PARK8 (Paisán-Ruíz et al., 2004; Zimprich et al., 2004; 

Funayama et al., 2005). Este gene possui 51 exons distribuídos em 144 Kb de extensão, sendo 
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expresso em humanos em diversas regiões, como coração, placenta, pulmão, fígado, músculo 

esquelético e pâncreas (Paisán-Ruíz 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 substância nigra, no núcleo caudatum e no putamen (Zimprich et 

al., 2004) (figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Seção lateral de um cérebro humano com a porção anterior para a esquerda. As 

principais regiões do cérebro afetadas na DP estão destacadas em amarelo (Farrer, 2006).  

 

 

 

A proteína LRRK2 

 

 

Conhecida também como dardarina, termo derivado da palavra Basca dardara que 

significa tremor, a proteína LRRK2 é formada por 2.527 aminoácidos com massa molecular 

de 286 kDa (Paizan-Ruíz et al., 2004) (figura 3). Esta proteína pertence ao grupo de proteínas 
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ROCO dentro da superfamília Ras/GTPase e possui sete domínios. Um domínio ARM 

(armadillo), ANK (ankyrin repeat) e LRR (leucine rich repeat) estão presentes na metade N-

terminal da proteína, seguidos por um domínio ROC (Ras - renin-angiotensin system - em 

proteínas complexas) e um domínio COR (C-terminal of ROC). O domínio catalítico de 

tirosina quinase, MAPKKK (mitogen activated protein kinase kinase kinase) e o domínio 

WD40 estão presentes no final C-terminal da proteína (Giasson & Van Deerlin, 2008; Lesage 

& Brice, 2009; Sheng et al., 2010) (figura 3). 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Esquema do gene LRRK2 e de sua proteína, mostrando a região no cromossomo 12 

onde ele se encontra, a estrutura do gene LRRK2 e da proteína LRRK2. ARM- domínio 

armadillo; ANK- domínio ankirina; LRR – domínio rico em repetições leucina; ROC – 

domínio ROC; COR – domínio COR; MAPKKK – domínio MAPKKK; WD40 – domínio 

WD40 (Lu & Tan, 2008, Kumari & Tan, 2009; Sheng et al., 2010 -  com modificações).  
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Além da proteína LRRK2, três outras proteínas pertencem à família 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 proteínas, a LRRK1 exibe o maior 

grau de similaridade com a proteína LRRK2 (70% de homologia dos domínios ROC, COR e 

MAPKKK) (Guo et al., 2006; Dächsel et al., 2010a). Até o momento, não há relatos 

indicando que estas proteínas estejam relacionadas à DP. Entretanto, um recente estudo in 

vitro mostrou que a LRRK1 e a LRRK2 podem se associar e formar um heterodímero, 

indicando uma possível interação entre as duas proteínas (Dachsel et al., 2010b). Além disso, 

a avaliação de variantes no gene LRRK1 em pacientes portadores da alteração p.G2019S no 

LRRK2, mostrou que o polimorfismo p.L416M no gene LRRK1 foi associado à diminuição da 

idade de manifestação da DP nestes indivíduos (Dachsel et al., 2010b).  
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Figura 4 - Esquema das proteínas da família ROCO e seus respectivos domínios. ARM- 

domínio armadillo; ANK- domínio ankirina; LRR – domínio rico em repetições leucina; ROC 

– domínio ROC; COR – domínio COR; MAPKKK – domínio MAPKKK; WD40 – domínio 

WD40; CaM K - domínio cálcio/calmodulina-regulado por quinase; Death – domínio death 

com função apoptótica (Fonte: Guo et al., 2006; Dashsel et al., 2010a). 

 

 

 

 

Em relação aos seus domínios, a proteína LRRK2 possui múltiplos domínios de 

interação proteína-proteína (armadillo, ankirina, LRR e WD40) o que sugere que ela seja uma 

proteína multifuncional e que forme complexos com outras proteínas (Lesage et al., 2007a; 

Kumari & Tan, 2009). Domínios armadillo são identificados em muitas proteínas de 

eucariotos. Proteínas com esta estrutura podem estar envolvidas com o citoesqueleto e com 

vias de sinalização, dentre outras funções (Tewari et al., 2010).  

Repetições de ankirina são encontradas em diversas proteínas bacterianas e de 

eucariotos, incluindo proteínas do citoesqueleto, fatores de transcrição, proteínas de 

sinalização e de regulação do ciclo celular (Mata et al., 2006b).  
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Proteínas que contêm regiões ricas em repetições leucina (LRRs) estão associadas a 

diversas funções que envolvem interação proteína-proteína, como interações com receptores 

de hormônios, inibição de enzimas, adesão celular, tráfego celular, processamento de RNA e 

ligação a substratos para ubiquitinação (Kobe & Kajava, 2001).  

Domínios WD40 têm sido implicados na transdução de sinais, no processamento de 

pré-RNAm e no arranjo do citoesqueleto. O domínio COR possui uma função ainda 

desconhecida (Smith et al., 1999). 

Os domínios ROC-GTPase e MAPKKK estão envolvidos na regulação 

intramolecular da proteína LRRK2 (Guo et al., 2007; Deng et al., 2008). Domínios ROC-

GTPase se assemelham à família de GTPases Rab (Ras no cérebro) que estão envolvidas na 

sinalização mitogênica, no transporte vesicular, na reorganização do citoesqueleto e no 

transporte núcleo-citoplasma (Guo et al., 2006).  

Enzimas com domínios MAPKKK compartilham um centro catalítico conservado, 

comum a proteínas serina/treonina quinases e tirosina quinases. Elas exercem sua função 

catalisando a transferência de γ-fosfato do ATP para resíduos de tirosina em substratos 

proteicos (Hubbard & Till, 2000). Cascatas de MAPquinases são mecanismos chaves para a 

regulação de muitas funções celulares, tais como o crescimento celular, a transformação e a 

apoptose. Elas podem ser iniciadas através de proteínas Ras, responsáveis por transmitirem o 

sinal extracelular de um receptor a uma cascata de quinases citosólicas, ativando proteínas 

MAPKKK. Uma vez ativadas, estas proteínas fosforilam e ativam proteínas MAPKK, que por 

sua vez, fosforilam e ativam proteínas MAPK, as quais fosforilam substratos citosólicos e 

nucleares relacionados a várias funções celulares (Guo et al., 2006).  

A presença de ambos os domínios ROC-GTPase e MAPKKK na proteína LRRK2 

representa um mecanismo análogo a pequenas GTPases (H-Ras), que ativam proteínas 

quinases (Moore, 2008). A ligação do GTP a uma GTPase leva ao recrutamento e à ativação 

de uma quinase. Quando o GTP é convertido a GDP a associação entre a GTPase e a quinase 

termina (Dauer & Ho, 2010). O domínio ROC possui atividade GTPase, sendo responsável 

por hidrolizar o GTP. Sua ligação ao GTP é necessária para estimular a atividade quinase do 

domínio 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 análogos do GTP não hidrolizáveis ou 

repremida pelo tratamento com GDP. A atividade quinase pode também ser prejudicada pela 

presença de mutações que comprometem a hidrólise do GTP. Contudo, não ocorre um efeito 

inverso, visto que mutações que prejudicam a atividade quinase não influenciam na ligação ou 

hidrólise do GTP. Além disso, mutações no domínio COR também influenciam na atividade 
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quinase, mostrando que este domínio pode estar envolvido no mecanismo de regulação da 

LRRK2 (West et al., 2007). 

Predominantemente, a proteína LRRK2 é um dímero formado pela interação dos 

domínios ROC de cada monômero (Deng et al., 2008; Greggio et al., 2008). Deng e 

colaboradores (2008) propuseram um modelo de regulação da proteína LRRK2, sugerindo 

que a atividade quinase é alterada pela mudança de conformação através da ligação ao GTP 

(estado ativo) e GDP (estado inativo) (figura 5). Assim, quando o domínio ROC se liga ao 

GTP, ocorre a dimerização de COR, o que induz à autointeração do domínio MAPKKK, 

resultando em sua atividade de fosforilação. Com a conversão do GTP ao GDP, mudanças 

conformacionais em ROC interrompem o dímero COR e MAPKKK, inativando a atividade 

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

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Modelo de regulação do dímero LRRK2 proposto por Deng e colaboradores 

(2008). (A) Com a hidrólise do GTP a GDP, mudanças conformacionais no dímero ROC 

(verde e amarelo) interrompem o dímero COR (azul claro) e MAPKKK, inativando a 

atividade quinase (azul). (B) Na ligação ao GTP o domínio ROC dimérico (verde e amarelo) 

induz a dimerização de COR (azul claro), induzindo a auto-interação do domínio MAPKKK, 

resultando em sua atividade de fosforilação (vermelho) (Deng et al., 2008).  
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A proteína LRRK2 está presente no citosol e pode estar associada a várias organelas 

(Gloeckner et al., 2006). Em células de mamíferos, esta proteína localiza-se nas mitocôndrias, 

em membranas microssomais, no retículo endoplasmático, no complexo de Golgi, nos 

microtúbulos, 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 proteína 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 presença da LRRK2 

em diferentes compartimentos celulares está relacionada à sua atividade. A associação da 

LRRK2 a membranas está ligada a eventos bioquímicos como a diminuição de seu nível de 

fosforilação em certos sítios, aumento de sua dimerização, ligação mais eficiente ao GTP, 

atividade kinase aumentada, quando comparado à sua presença no citosol, mostrando que o 

dímero associado a membranas representa a forma ativa da proteína. Isto sugere que eventos 

pós traducionais, como a fosforilação da proteína LRRK2, contribuem para a regulação de sua 

função (Berger et al., 2010) (figura 6).  
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Figura 6 - Esquema do modelo proposto para a regulação da LRRK2. No citosol, a LRRK2 

está mais fosforilada e presente na forma de monômero, onde ela pode se translocar para a 

membrana. Ligada à membrana, esta proteína está menos fosforilada e em forma de dímero, 

estando mais propensa a se ligar ao GTP, com atividade quinase aumentada e, 

consequentemente, podendo fosforilar seus substratos (Berger et al., 2010). 

 

 

 

Prováveis funções da LRRK2 e interação com outras proteínas 

 

 

Embora a estrutura da proteína LRRK2 seja bem definida, a elucidação de sua função 

biológica necessita ser esclarecida (Häbig et al., 2008). Em neurônios, esta proteína está 

relacionada à regulação do crescimento dos neuritos, visto que a diminuição de sua expressão 

resulta no aumento do tamanho dos neuritos e da ramificação (MacLeod et al., 2006).  

Alguns estudos têm sido realizados na tentativa de identificar possíveis substratos e 

proteínas que interagem com a LRRK2. A proteína moesina, um membro da família de 

proteínas ERM (exrin/radixin/moesin), envolvidas na ancoragem do citoesqueleto de actina à 
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membrana plasmática, foi descrita como alvo para a fosforilação 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 proteína mediadora de tradução eIF4E, a 

qual atua na resposta ao estresse e na manutenção neuronal dopaminérgica. A fosforilação de 

4E-BP impede sua ligação inibitória a eIF4E, aumentando o estresse oxidativo em neurônios 

dopaminérgicos de Drosophila (Imai et al., 2008).  

O domínio ROC da LRRK2 pode interagir com o segundo domínio de RING-finger de 

Parkin, entretanto, a relação fisiológica entre estas duas proteínas ainda não é clara (Smith et 

al., 2005). A interação in vitro do domínio ROC ocorre também com proteínas formadoras de 

microtúbulos, α e β tubulinas. A nível celular, a LRRK2 colocaliza com α e β tubulinas em 

neurônios do hipocampo primários de ratos. Esta associação é de extrema relevância, uma vez 

que os microtúbulos são componentes celulares envolvidos na patogênese de várias doenças 

neurodegenerativas (Gandhi et al., 2008). Shin e colaboradores (2008) caracterizaram a 

interação da LRRK2 com a GTPase Rab5b, uma proteína reguladora do transporte de 

vesículas da membrana plasmática a endossomos. Ambas as proteínas colocalizam em regiões 

pré-sinápticas e a superexpressão ou a inibição da proteína LRRK2 prejudica a endocitose de 

vesículas sinápticas, sugerindo que esta proteína pode estar envolvida em defeitos de 

transmissão sináptica (Shin et al., 2008). Outra proteína, a chaperona Hsp90, pode interagir 

com o domínio kinase da LRRK2 in vivo e a inibição de Hsp90 interrompe esta ligação e leva 

à degradação proteossômica da LRRK2 (Wang et al., 2008).  

Proteínas da família DVL (DVL1 a 3), envolvidas na orientação axônica, na 

formação sináptica e na manutenção neuronal, podem interagir com o domínio ROC-COR da 

LRRK2. Além disso, DVL1 e LRRK2 colocalizam em neuritos de células dopaminérgicas 

SH-SY5Y diferenciadas. Estes dados sugerem uma possível regulação da LRRK2 por estas 

proteínas, tendo em vista que proteínas DVL interagem e medeiam a ativação de pequenas 

GTPases com similaridades estruturais ao domínio ROC (Sancho et al., 2009). In vitro, a 

LRRK2 pode fosforilar, através de seu domínio kinase, a serina 129 da -sinucleína. Este 

resíduo é comumente fosforilado quando a -sinucleína está depositada nos corpos de Lewy. 

Além disso, a presença da mutação p.G2019S na LRRK2 conferiu uma maior capacidade de 

fosforilar a -sinucleína, explicando como o ganho de função causado por esta mutação pode 

estar relacionado à DP (Qing et al., 2009).  

Um trabalho realizado em células dopaminérgicas SH-SY5Y que expressavam 

baixos níveis da LRRK2 mostrou através microarray que 187 genes estavam diferencialmente 
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regulados. Estes genes estão envolvidos, dentre outras funções, na orientação axonal, no 

desenvolvimento do sistema nervoso, no ciclo celular, no crescimento celular, na 

diferenciação celular, na comunicação celular, em cascatas de MAPKKK e na transdução de 

sinais (Häbig et al., 2008). Outro estudo mais recente mostrou que indivíduos com DP 

portadores da mutação p.G2019S apresentaram uma alteração no padrão de expressão gênica 

em células do sangue mononucleadas. Muitos genes que foram desregulados estão envolvidos 

em sistemas afetados na DP como o sistema ubiquitina-proteosomo, a via de oxidação 

mitocondrial e a apoptose. Além dessas vias, foram detectadas alterações na expressão de 

genes envolvidos em cascatas de MAPK, ciclo celular, adesão celular, citoesqueleto, 

metabolismo lipídico, transcrição, tradução e transporte vesicular (Mutez et al., 2010).   

 

 

Mutações no gene LRRK2 versus Doença de Parkinson 

 

 

Um estudo de ligação em uma extensa família japonesa com DP autossômica 

dominante de manifestação tardia levou à identificação de um locus no cromossomo 12 

denominado PARK8 (Funayama et al., 2002). A ligação desta região cromossômica com a 

DP foi posteriormente confirmada em duas famílias de ancestralidade europeia que 

apresentaram mutações no gene LRRK2 (Paisán-Ruíz et al., 2004; Zimprinch et al., 2004). 

Desde então, inúmeras pesquisas foram realizadas a fim de correlacionar mutações neste gene 

com o desenvolvimento da DP. 

 Até o momento, sete mutações missense associadas com a forma autossômica 

dominante da DP já tiveram o seu caráter patogênico confirmado: c.4321C>T (p.R1441C), 

c.4321C>G (p.R1441G), c.4322G>A (p.R1441H), c.5096A>G (p.Y1699C), c.6055G>A 

(p.G2019S), c.6059T>C  (p.I2020T) (Healy et al., 2008; Nuytemans et al., 2010) e c.4309 

A>C (p.N1437H) (Aasly et al., 2010). Nenhuma alteração frameshift (Nichols et al., 2007) ou 

deleções e duplicações envolvendo grande parte do gene LRRK2 foram identificadas (Paisán-

Ruíz et al., 2008).  

A maioria dos pacientes com mutações no LRRK2 exibem características similares aos 

casos esporádicos da DP, incluindo boa resposta ao tratamento com carbidopa/levodopa. 

Grande parte dos pacientes com mutações neste gene recorre aos neurologistas quando 

manifestam tremor de repouso e bradicinesia, similar aos casos esporádicos (Biskup & West, 
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2009). Entretanto, estudos em um grande número de pacientes com mutações no LRRK2 

indicam que estes apresentam sintomas mais brandos em relação aos pacientes com DP 

idiopática (Healy et al., 2008). Além disso, na maioria dos pacientes ocorre perda neuronal 

dopaminérgica e os corpos de Lewy estão presentes, embora algumas diferenças patológicas 

tenham sido observadas (Bonifati, 2007; Giasson & Van Deerlin, 2008). Em poucos 

indivíduos com mutações no LRRK2 os corpos de Lewy foram ausentes e somente inclusões 

ubiquitina-positivas ou tauopatias foram detectadas (Zimprinch et al., 2004; Gaig et al., 

2007). A patologia pleiomórfica pode ocorrer entre portadores de uma mesma mutação e até 

dentro de uma mesma família (Zimprinch et al., 2004). 

A mutação mais comum no gene LRRK2, a c.6055G>A (p.G2019S), está situada no 

exon 41 dentro do domínio MAPKKK da proteína (Di Fonzo et al., 2005, 2006a; Gilks et al., 

2005; Mata et al., 2005; Nichols et al., 2005). Esta mutação encontra-se difundida em 

diversas populações 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 frequência varia muito de acordo com a origem geográfica e étnica da população 

estudada. Uma prevalência extremamente alta da mutação p.G2019S foi encontrada entre 

pacientes árabes do Norte da África (37% de casos familiares e 41% de casos esporádicos) 

(Lesage et al., 2006) e entre pacientes judeus Ashkenazi (~29% de casos familiares e ~13% 

de casos esporádicos) (Ozelius et al., 2006). Na África do Sul esta frequência é de 2% 

(Bardien et al., 2010) e a p.G2019S não foi identificada na Nigéria (Okubadejo et al., 2008). 

Em pacientes com DP do Norte da Europa esta alteração está presente em uma baixa 

frequência (Aasly et al., 2005; Bialecka et al., 2005; Carmine et al., 2006; Pchelina et al., 

2006; Williams-Gray et al., 2006) em comparação com pacientes do Sul da Europa, como a 

Itália (1,3 a 5,7% de casos familiares e 0,4 a 2% de casos esporádicos) (Goldwurm et al., 

2005; 2006; Marongiu et al., 2006; Civitelli et al., 2007; Squillaro et al., 2007). A prevalência 

da mutação p.G2019S em pacientes com DP na Espanha e em Portugal varia de ~6-18% dos 

casos familiares e ~3-6% dos casos esporádicos (Bras et al., 2005; Gaig et al., 2006; Infante 

et al., 2006; Mata et al., 2006a; Ferreira et al., 2007). Na América do Norte, a frequência da 

mutação 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 populações asiáticas 

(chineses, japoneses, coreanos e indianos) esta alteração 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 mutação p.G2019S foi encontrada em 3% dos pacientes com DP (Perez-Pastene et 

al., 2007). No Uruguai, a frequência da p.G2019S foi de 4,8% e no Peru esta frequência foi 

significantemente menor (0,4%) (Mata et al., 2009). Similar à frequência encontrada no Peru, 

a alteração 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 alteração (Pimentel et al., 2008).  

Um importante fator a ser considerado no aconselhamento genético é o fato da 

penetrância da mutação p.G2019S ser incompleta. Sua penetrância 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 cálculo (Kachergus et al., 2005; Lesage et al., 2005; 

Goldwurm et al., 2007). Apesar da penetrância da mutação variar com a idade, indivíduos 

homozigotos para a p.G2019S são clinicamente idênticos aos indivíduos heterozigotos 

(Ishihara et al., 2006). 

Um outro hotspot mutacional no gene LRRK2 está localizado no exon 31 onde três 

mutações diferentes afetam um mesmo resíduo da proteína (c.4321C>T, p.R1441C; 

c.4321C>G, p.R1441G; c.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 freqüente em 

pacientes com DP do Norte da Espanha, sendo a prevalência mais alta encontrada nas 

populações bascas (8%) (Paizán-Ruíz et al., 2004; Mata et al., 2005; Gaig et al., 2006), 

indicando ser esta alteração possivelmente restrita a estas populações. Entretanto, a mutação 

p.R1441G também foi identificada com baixa frequência na América Latina, no Chile e 

México (0,3%), sendo a origem étnica dos pacientes incerta (Yescas et al., 2010). Um estudo 

da penetrância desta alteração na Espanha mostrou que ela variou de 12,5% aos 65 anos a 

83,4% aos 80 anos (Ruiz-Martínez et al., 2010). Já a mutação c.4321C>T (p.R1441C) foi 

encontrada numa frequência de 3,4% entre pacientes italianos com história familiar da DP. A 

outra mutação neste códon, c.4322G>A (p.R1441H), é bem menos frequente (Di Fonzo et al., 

2006a; Simón-Sánchez et al., 2006; Yescas et al., 2010).  

A variante c.7153G>A (p.G2385R) está localizada no exon 48 do domínio WD40, 

sendo comum entre pacientes asiáticos 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 população chinesa de 

Taiwan com DP e em 5% dos indivíduos controles, não sendo a mesma observada entre 

ocidentais. Outra análise em populações asiáticas identificou esta alteração em 6,7% dos 
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casos de DP de manifestação tardia, em 9,4% dos casos de manifestação precoce e em 3,9% 

dos indivíduos controles (Farrer et al., 2007). Desta forma, a mutação p.G2385R representa 

 

um fator comum de risco para a DP específico da população asiática (Di Fonzo et al., 2006b; 

Funayama et al., 2007; Tan et al., 2007).  

Um segundo fator de risco para a DP na população asiática é a alteração p.R1628P, 

localizada no exon 34 do domínio COR. Esta variante possui maior frequência em pacientes 

com DP, quando comparada à população 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 constituírem hotspots mutacionais, a grande maioria 

dos estudos restringe o teste genético a estes exons (Healy et al., 2008). Estudos de triagem de 

toda a região codificante do gene LRRK2 são conduzidos em menor escala, visto o grande 

número de exons existentes neste gene (51 exons) (Berg et al., 2005; Khan et al., 2005; 

Paizán-Ruíz et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006a; Mata et al., 2006a; Johnson et al., 2007; 

Nichols et al., 2007; Paisán-Ruíz et al., 2008). No entanto, muitas alterações genéticas têm 

sido identificadas ao longo do gene e avaliadas quanto à sua patogenicidade ou ao risco 

aumentado para o desenvolvimento da DP (Giasson & Van Deerlin, 2008). A maioria das 

alterações se agrupa na região do gene que codifica os domínios LRR, ROC, COR, 

MAPKKK e WD40, sugerindo que estas regiões da proteína exibem um papel crítico no 

mecanismo de neurodegeneração associado à DP (Di Fonzo et al., 2006a).  

Recentemente, foi criado um banco de dados nomeado PDmutDB (Parkinson Disease 

Mutation Database) que disponibiliza não só as variantes identificadas no gene LRRK2 mas 

também alterações encontradas em outros genes relacionados à DP (Nuytemans et al., 2010). 

A tabela 2 mostra as variantes exônicas no gene LRRK2 definitivamente patogênicas ou de 

natureza patogênica ainda não definida (Biskup & West, 2009; PDmutDB).  

http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB/
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Tabela 2 - Variantes no gene LRRK2 encontradas em pacientes com DP. 

Variante Domínio Evidência da 

patogenicidade* 

Atividade 

quinase in 

vitro 

Atividade 

GTPase in 

vitro 

Referências 

p.E10K N-terminal Média conservação Não descrita Não descrita Nichols et al., 2007. 

p.S52F N-terminal Média conservação Não descrita Não descrita Lesage et al., 2009 

p.A211V ARM Média conservação Não descrita Não descrita Xiromerisiou et al., 2007. 

p.E334K ARM Média conservação Não descrita Não descrita Nichols et al., 2007. 

p.N363S ARM Média conservação Não descrita Não descrita Lesage et al., 2009. 

p.V366M ARM  Altamente conservado Não descrita Não descrita Nuytemans et al., 2009 

p.R506Q ARM Altamente conservado Não descrita Não descrita Nuytemans et al., 2009 

p.K544V N-terminal Média conservação Não descrita Não descrita Xiromerisiou et al., 2007. 

p.K616R N-terminal Média conservação Não descrita Não descrita Wang et al., 2010. 

p.M712V ANK Média conservação Não descrita Não descrita Paisán-Ruíz et al., 2008. 

p.R793M ANK Média conservação Não descrita Não descrita Berg et al., 2005. 

p.I810V ANK Média conservação Não descrita Não descrita Lesage et al., 2009. 

p.Q923H N-terminal Média conservação Não descrita Não descrita Camargos et al., 2009. 

p.Q930R N-terminal Média conservação Não descrita Não descrita Berg et al., 2005. 

p.S973N N-terminal Média conservação Não descrita Não descrita Haubenberger et al., 

2007. 

p.I1006M LRR Não conservado Não descrita Não descrita Nuytemans et al., 2009. 

p.R1067Q LRR Média conservação Não descrita Não descrita Skipper et al., 2005 

p.S1096C LRR Média conservação Não descrita Não descrita Berg et al., 2005 

p.Q1111H LRR Média conservação Não descrita Não descrita Nichols et al., 2007. 

p.L1114L LRR Segregando Não descrita Não descrita Zimprich et al., 2004. 

p.L1122V LRR Não conservado Aumentada Não descrita Zimprich et al., 2004; 

West et al., 2007. 

p.A1151T LRR Média conservação Não descrita Não descrita Schlitter et al., 2006. 

p.L1165P LRR Média conservação Não descrita Não descrita Chen-Plotkin et al., 2008. 

p.I1192V LRR Média conservação Não descrita Não descrita Nichols et al., 2007. 

p.S1228T LRR Média conservação Não descrita Não descrita Berg et al., 2005; Macedo 

et al., 2009. 

p.R1325Q ROC Média conservação Não descrita Não descrita Nuytemans et al., 2008. 

p.I1371V ROC Média conservação Não alterada Não descrita Paisán-Ruíz et al., 2005; 

West et al., 2007; Lesage 

et al., 2009. 

p.T1410M ROC Altamente conservado Não descrita Não descrita Lesage et al., 2009. 

p.N1437H ROC Altamente conservado Aumentada Diminuída Aasly et al., 2010. 

p.R1441C/G/H ROC Altamente conservado/ 

segregando 

Aumentada/ 

não alterada 

Diminuída Paisán-ruíz et al., 2004; 

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.A1442P ROC Altamente conservado Não descrita Não descrita Huang et al., 2007. 

p.K1468E ROC Média conservação Não descrita Não descrita Nuytemans et al., 2008. 

p.R1483Q ROC Média conservação Não descrita Não descrita Nuytemans et al., 2008. 

p.P1542S COR Média conservação Não descrita Não descrita Mata et al., 2005. 

p.V1613A COR Média conservação Não descrita Não descrita Pchelina et al., 2008. 

p.R1628P COR Média conservação Não descrita Não descrita Mata et al., 2005. 

p.Y1699C COR Altamente conservado/ 

segregando 

Aumentada/ 

não alterada 

Diminuída Paisán-ruíz et al., 2004; 

Zimprich et al., 2004;  

West et al., 2005; Jaleel et 

al., 2007; Lewis et al., 

2007; Luzón-Toro et al., 

2007; Tan et al., 2010. 
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Variante Domínio Evidência da 

patogenicidade* 

Atividade 

quinase in 

vitro 

Atividade 

GTPase in 

vitro 

Referências 

p.R1725Q COR Média conservação Não descrita Não descrita Shojaiee et al., 2009a. 

p.R1728L/H COR Média conservação Não descrita Não descrita Paisán-Ruíz et al., 2008. 

p.L1795F COR Altamente conservado Não descrita Não descrita Nichols et al., 2007. 

p.Q1823K COR Média conservação Não descrita Não descrita Shojaiee et al., 2009a. 

p.M1869T/V COR Média conservação Não descrita Não descrita Di Fonzo et al., 2005; 

Farrer et al., 2005; Mata 

et al., 2005; Paisán-Ruíz 

et al., 2008. 

p.1874Stop COR Média conservação Não descrita Não descrita Di Fonzo et al., 2005. 

p.R1941H MAPKKK Média conservação Diminuída/ 

não alterada 

Não descrita Khan et al., 2005; Jaleel 

et al., 2007; Luzón-Toro 

et al., 2007. 

p.Y2006H MAPKKK Média conservação Não descrita Não descrita Lesage et al., 2007a. 

p.I2012T 

 

 

 

MAPKKK Média conservação Diminuída Não descrita Zimprich et al., 2004; 

West et al., 2007; Luzón-

Toro et al., 2007; Jaleel et 

al., 2007. 

p.G2019S MAPKKK Altamente conservado/ 

segregando 

Aumentada Não descrita Di Fonzo et al., 2005; 

Gilks et al., 2005; Nichols 

et al., 2007; West et al., 

2007; Liu et al., 2008; 

Lesage et al., 2009. 

p.I2020T MAPKKK Altamente conservado/ 

segregando 

Aumentada/ 

diminuída/ 

não alterada 

Não descrita Zimprich et al., 2004; 

Gloeckner et al., 2006; 

Jaleel et al., 2007; Luzón-

Toro et al., 2007; West et 

al., 2007. 

p.T2031S MAPKKK Média conservação Não descrita Não descrita Lesage et al., 2007b. 

p.T2141M C-terminal Não conservado Não descrita Não descrita Paisán-Ruíz et al., 2008. 

p.R2143H WD40 Não conservado Não descrita Não descrita Paisán-Ruíz et al., 2008. 

p.D2175H WD40 Não conservado Não descrita Não descrita Shojaiee et al., 2009a. 

p.Y2189C WD40 Média conservação Não descrita Não descrita Nuytemans et al., 2008; 

Jasinska-Myga et al., 

2010. 

p.T2356I WD40 Não conservado Não alterada Não descrita Khan et al., 2005; Jaleel 

et al., 2007; Johnson et 

al., 2007. 

p.G2385R WD40 Média conservação Não alterada/ 

diminuída 

Não descrita Mata et al., 2005;    Di 

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 conservação Não descrita Não descrita Clarimón et al., 2008. 

p.M2397T WD40 Média conservação Não descrita Não descrita Mata et al., 2005. 

p.L2439I WD40 Altamente conservado Não descrita Não descrita Shojaiee et al., 2009b. 

p.L2466H WD40 Média conservação Não descrita Não descrita Paisán-Ruíz et al., 2008. 

p.Q2490Nfs WD40 Altamente conservado Não descrita Não descrita Nuytemans et al., 2009. 
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Tabela 2 (página anterior) - As mutações definitivamente patogênicas estão destacadas em 

verde e o restante das variantes são aquelas associadas com a DP, mas que não tiveram seu 

valor patogênico ainda confirmado. As variantes que constituem polimorfismos conhecidos 

não estão incluídas nesta tabela.  

*Média conservação: o aminoácido alterado é conservado somente em mamíferos ou em 

outros vertebrados. Altamente conservado: o aminoácido alterado é altamente conservado 

entre as espécies. Segregando: a alteração segrega com a DP na família (Biskup & West, 

2009; PDmutDB). 

 

 

 

 

 

Mais recentemente, estudos envolvendo grandes amostras caso-controle foram 

realizados, a fim de investigar o papel de alterações genéticas comuns em modular o risco de 

desenvolvimento da DP. Na China, uma amostra totalizando 2.614 pacientes e controles 

mostrou que o indivíduo portador de ambas as variantes, p.G2385R e p.R1628P, possui um 

risco 1,9 vezes maior de desenvolver a DP, quando comparado a indivíduos portadores de 

somente uma dessas variantes. Entretanto, se o indivíduo 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 análise in vitro da alteração p.R1398H 

mostrou que ela pode ter uma função protetora, uma vez que esta alteração diminui a 

atividade quinase da proteína LRRK2 (Tan et al., 2010). A investigação de 932 pacientes e 

controles da Cingapura identificou um haplótipo 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 cópias (Skipper et al., 2005).  

Análises em maior escala, conduzidas também em outros loci, mostraram a associação 

de variantes comuns com a DP. Um locus localizado 38,4 Kb proximal ao gene LRRK2 

envolvendo 5 SNPs, foi fortemente associado à DP, indicando a primeira evidência que 

variantes próximas ao gene LRRK2 podem estar associadas à DP (Satake et al., 2009). Outro 

estudo (Simón-Sánchez 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 

mutações patogênicas serem importantes para a manifestação da DP, variantes comuns 

situadas não só no gene LRRK2, mas também em outros genes que causam DP, podem 

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

 

 

 

 

http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB/
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Associação de mutações no gene LRRK2 com outras doenças 

 

 

As características pleiomórficas identificadas em cérebros de pacientes portadores de 

mutações no gene LRRK2, tais como tauopatia, paralisia supranuclear e demência com corpos 

de Lewy, sugerem que alterações na proteína LRRK2 podem estar envolvidas em múltiplos 

processos celulares levando a outras doenças neurodegenerativas além da DP (Santos-

Rebouças et al., 2009; Zahao et al., 2009). Além disso, o gene LRRK2 está localizado no 

cromossomo 12, dentro de um locus relacionado à doença de Alzheimer familiar de 

manifestação tardia (Pericak-Vance et al., 1997), o que sugere que este gene pode estar 

associado à manifestação de outras doenças, como a doença de Alzheimer. Tendo em vista 

estas evidências, alguns estudos têm sido realizados a fim de investigar uma possível relação 

entre mutações no gene LRRK2 e o desenvolvimento da doença de Alzheimer, embora a 

maioria não tenha encontrado uma associação positiva. Um estudo realizado por nosso grupo 

em uma amostra de 180 pacientes brasileiros com doença de Alzheimer mostrou que a 

mutação p.G2019S foi identificada em baixa frequência (0,5%) (Santos-Rebouças et al., 

2009). Em indivíduos com doença de Alzheimer da Noruega, América do Norte, China e 

Itália a alteração p.G2019S não 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 

Ásia mostraram que o polimorfismo p.G2385R foi presente em frequência similar em 

pacientes com doença de Alzheimer e em controles (Chang et al., 2010; Tan et al., 2009). 

Contudo, a ligação de mutações no gene LRRK2 com a doença de Alzheimer não pode 

ser excluída, já que esta associação ainda é controversa e pouco entendida (Santos-Rebouças 

et al., 2009). Em 2008, nosso grupo relatou um paciente de 86 anos com DP e doença de 

Alzheimer, portador da mutação p.G2019S (Santos Rebouças et al., 2008). Um outro estudo 

em pacientes com doença de Alzheimer da Ásia mostrou que o polimorfismo p.R1628P pode 

estar associado ao risco duas vezes maior de desenvolver a doença, uma vez que a alteração 

p.R1628P foi  significantemente mais frequente nestes pacientes (3,5%) do que em controles 

(1,6%) (Zhao et al., 2009). 

A associação do gene LRRK2 com o desenvolvimento de câncer tem sido apenas 

sugestiva. Em 1980, pesquisadores começaram a observar que a maioria dos pacientes com 

DP têm incidência de câncer diminuída, com algumas exceções, principalmente, no caso de 

melanoma (Garber, 2010). Indivíduos com DP têm um risco duas a cinco vezes aumentado de 

desenvolver melanoma (Olsen et al., 2005). Alguns genes de Parkinson mostram uma 
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possível associação entre estas duas doenças. O gene Parkin pode ter uma função de supressor 

de tumor, uma vez que ele está localizado no braço longo do cromossomo 6, um segmento 

alterado em vários tipos de cânceres. Uma alta expressão de DJ-1 tem sido encontrada em 

muitos cânceres. Em relação ao gene LRRK2, a alteração mais comum em sua proteína, 

p.G2019S, está na mesma posição estrutural de uma mutação (p.V600E) identificada em outra 

proteína quinase que é responsável por metade de todos os casos de melanoma malígno 

(BRAF quinase), mostrando uma possível relação deste gene e o câncer (Garber, 2010). Um 

recente estudo em pacientes com DP judeus Ashkenasi mostrou que portadores da mutação 

p.G2019S possuíam um risco aumentado de desenvolver câncer em relação aos outros 

pacientes sem a mutação (Saunders-Pullman et al., 2010). Entretanto, outro estudo mostrou 

que a prevalência da mutação p.G2019S em pacientes judeus Ashkenasi com melanoma 

maligno não foi estatisticamente diferente da prevalência desta mesma alteração em controles 

Ashkenasi (Hassin-Baer et al., 2009). 

 

 

O efeito de mutações na proteína LRRK2: estudos in vitro e modelos animais 

 

 

Diversos estudos funcionais da proteína LRRK2 mutante têm sido realizados e o 

mecanismo patogênico observado é o ganho de função, consistente com o padrão de herança 

dominante da DP (Moore, 2008). A maioria das mutações patogênicas incluindo a p.R1441C, 

p.R1441G, p.Y1699C, p.G2019S e p.I2020T aumentam a atividade quinase (West et al., 

2005; Gloeckner et al., 2006; West et al., 2007; Guo et al., 2007). Entretanto, outros estudos 

não mostraram diferenças significativas na atividade quinase para as alterações p.R1441C, 

p.R1441G e p.Y1699C (Greggio et al., 2006; Jaleel et al., 2007) ou houve diminuição da 

atividade quinase para a p.I2020T (Jaleel et al., 2007). As mutações p.G2019S e p.I2020T 

ocorrem no domínio MAPKKK, dentro do segmento de ativação da função quinase, altamente 

conservado nas proteínas ortólogas à LRRK2 e em todas as quinases de eucariotos 

(Hernandez et al., 2005; Nichols et al., 2005). Estas substituições causam a introdução de 

novos sítios potenciais de auto-fosforilação e o aumento da atividade quinase da proteína 

(Gloeckner et al., 2006).  

As alterações patogênicas p.R1441C e p.R1441G, localizadas no domínio ROC-

GTPase, diminuem a hidrólise do GTP o que leva ao aumento da atividade quinase no 

domínio MAPKKK (Lewis et al., 2007; Li et al., 2007; Guo et al., 2007; Deng et al., 2008). 



 41  

 

Evidências sugerem que o mecanismo pelo qual as alterações no domínio ROC diminuem a 

hidrólise do GTP é o fato delas enfraquecerem a estrutura de dímero, o que poderia prejudicar 

a hidrólise do GTP, com o consequente aumento do tempo de ligação ao GTP (Deng et al., 

2008). Por exemplo, os resíduos p.R1441 e p.I1371, afetados em pacientes com DP, estão 

situados em uma região no domínio ROC importante para estabilização do dímero (Deng et 

al., 2008). Similar aos dados obtidos para as alterações mais comuns no gene LRRK2, a 

alteração p.N1437H no domínio ROC, recentemente identificada em uma família com DP da 

Noruega, foi responsável por aumentar a atividade quinase e a ligação ao GTP in vitro (Aasly 

et al., 2010). 

A nível celular, a expressão de proteínas LRRK2 mutantes (p.R1441C, p.Y1699C, 

p.G2019S e p.I2020T) é prejudicial, causando toxicidade em cultura de células, com a 

formação de inclusões citoplasmáticas (Smith et al., 2005; Greggio et al., 2006). Um estudo 

realizado por MacLeod e colaboradores (2006) mostrou que a expressão em neurônios 

corticais de ratos da proteína mutante p.G2019S ou p.I2020T levou à progressiva redução do 

tamanho dos neuritos e da ramificação, em comparação com a proteína selvagem. Em células 

SH-SY5Y, a expressão da mutante LRRK2/p.G2019S resultou na diminuição do tamanho dos 

neuritos e no aumento de vacúolos de autofagia (Plowey et al., 2008).  

Apesar dos domínios de interação proteína-proteína serem investigados em menor 

escala, alguns estudos tem mostrado a importância destes domínios na função da proteína. Um 

estudo em células neuronais de camundongos mostrou que a remoção do domínio WD40 da 

proteína LRRK2 mutante (p.R1441C ou p.G2019S) impediu a formação do dímero, a 

atividade de autofosforilação e a morte neuronal, sugerindo que a autofosforilação e a 

dimerização da LRRK2 são necessárias para a neurotoxicidade (Jorgensen et al., 2009).  

  Muitos modelos animais têm sido desenvolvidos nos últimos anos a fim de se 

entender os mecanismos pelos quais mutações na proteína LRRK2 levam à doença de 

Parkinson (Sheng et al., 2010). Um estudo realizado por Lin e colaboradores (2009) revelou 

uma importante ligação entre as proteínas -sinucleína e LRRK2. A co-expressão da LRRK2 

selvagem ou mutante (p.G2019S) com a -sinucleína mutante (p.A53T) acelerou 

significantemente a neurodegeneração em camundongos transgênicos, quando comparado a 

modelos em que a LRRK2 não era expressa (Lin et al., 2009). Modelos de camundongos 

nocauteados para LRRK2 devido à introdução da mutação p.R1441C exibiram 

neurodegeneração dopaminérgica depois dos dois anos de idade, devido a alterações nos 

níveis de dopamina estriatal e na função do receptor de dopamina D2 (Tong et al., 2009). 

Outro experimento com camundongos nocauteados para a LRRK2 mostrou que eles exibiram 
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um acúmulo e agregação de -sinucleína no cérebro. Entretanto, o órgão mais prejudicado foi 

o rim, onde a LRRK2 é expressa em altos níveis. Foi verificado neste órgão um aumento de 

proteínas ubiquitinizadas, prejuízos na via de autofagia lisossômica e aumento da morte 

celular por apoptose, mostrando que a LRRK2 participa de vias importantes relacionadas à 

degradação de proteínas 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 neurônios dopaminérgicos acompanhada de efeitos 

comportamentais complexos dependentes da idade. As moscas transgênicas apresentaram 

déficit de locomoção e degeneração da retina em comparação às moscas controles. Estes 

organismos também se tornaram mais sensíveis à rotenona, um pesticida que aumenta o 

estresse oxidativo, sugerindo uma potencial relação entre o ambiente e a genética (Venderova 

et al., 2009).   

A expressão de fragmentos da LRRK2 contendo o domínio GTPase reduziu 

significantemente a viabilidade das células de Saccharomyces cerevisae quando comparado a 

fungos que expressaram outras regiões da LRRK2. A viabilidade dos fungos foi modulada por 

mutações que alteram a atividade GTPase. As mutações p.R1441C/G e p.Y1699C diminuíram 

a atividade GTPase e foram associadas com defeitos no tráfego vesicular endocítico e em vias 

de autofagia, corroborando outros estudos que verificaram que a redução da atividade GTPase 

é tóxica para a célula. Experimentos feitos em células neuronais mostraram similaridades dos 

efeitos tóxicos observados em fungos, sugerindo que o fungo é um modelo preditivo de 

células de mamíferos (Xiong et al., 2010). 

O primeiro estudo in vivo em Zebrafish mostrou que esta espécie possui uma proteína 

(XM_68270) ortóloga da LRRK2 de humanos exibindo um alto grau de conservação. A perda 

total da expressão da LRRK2 ocasionou retardo no desenvolvimento, lentidão no crescimento, 

tamanho reduzido do cérebro, edema no coração e nível reduzido da enzima tirosina 

hidroxilase no cérebro. Além disso, a expressão da LRRK2 com o domínio WD40 deletado 

resultou em neurodegeneração com a perda dos neurônios dopaminérgicos e desorganização 

do trato axônico no cérebro (Sheng et al., 2010). 

Tendo em vista a importância do gene LRRK2 e as evidências de que mutações neste 

gene estão intimamente relacionadas a anomalias do sistema nervoso e à DP, torna-se 

extremamente importante a investigação genética de indivíduos brasileiros com DP, 

objetivando um maior conhecimento das causas dessa doença e melhorando nosso 

entendimento acerca do papel de mutações no gene LRRK2, crucial para o desenvolvimento 

de futuras estratégias terapêuticas. 
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1 OBJETIVOS 

 

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar se mutações no gene LRRK2 

constituem um fator genético relevante na etiologia da DP na população brasileira. Com esta 

finalidade, temos como objetivos específicos: 

 

 Rastrear a presença de mutações nas regiões do gene LRRK2 que codificam os principais 

domínios da proteína (domínios ROC, COR e MAPKKK) em pacientes brasileiros com 

DP; 

 

 Estabelecer correlações genótipo-fenótipo entre os pacientes identificados com alterações 

patogênicas no gene LRRK2, de forma a avaliar se o quadro clínico destes indivíduos é 

diferente daqueles com DP idiopática, ou seja, se representam um subtipo da doença; 

  

 Ao identificar alterações ainda não descritas no gene LRRK2, realizar estudo de segregação 

nas famílias, análise de amostra controle normal e análise in silico das variantes 

identificadas, de forma a compreender se as alterações contribuem para o desenvolvimento 

da doença ou se elas constituem polimorfismos; 

 

 Gerar dados relativos à frequência destas alterações na amostra de pacientes com DP e 

compará-las às frequências encontradas em outras populações, 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 incluídos neste estudo 204 pacientes não aparentados de ambos os sexos (72 

mulheres e 132 homens), portadores da DP idiopática (faixa etária: 33 a 88 anos/X: 62,0  

11,9). A idade média de manifestação 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 história familiar 

da DP em parentes de 1º ou 2º graus e os 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 doença com idade igual ou superior a 50 anos (63%).  

 Com exceção de 7 casos de nacionalidade portuguesa (3,4%), todos os pacientes são 

brasileiros, residentes do Estado do Rio de Janeiro (197 pacientes) e Goiás (7 pacientes). Eles 

foram avaliados por médicos neurologistas especialistas em distúrbios do movimento ligados 

a centros de referência: Hospital Universitário Pedro Ernesto/UERJ, Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho/UFRJ, Instituto de Neurologia Deolindo Couto/UFRJ, Santa Casa de 

Misericórdia do Rio de Janeiro e Hospital Geral de Goiânia. Os médicos neurologistas 

procederam à análise clínica, seguindo os critérios clínicos/patológicos aceitos para a DP 

(Hughes et al., 2001) e levantaram a história familiar dos probandos. Foram incluídos na 

pesquisa apenas os pacientes com DP idiopática, sendo os casos de parkinsonismo secundário 

excluídos. 

Além dos pacientes com DP, participaram deste estudo 327 indivíduos voluntários 

saudáveis (201 mulheres e 126 homens; faixa etária: 50 a 81 anos/X: 64,3  8,9), que não 

apresentavam sinais ou sintomas da DP ou de qualquer outra doença neurodegenerativa, para 

fazerem parte da amostra controle. Todos estes indivíduos são brasileiros e residentes do 

Estado do Rio de Janeiro. 

Os indivíduos participantes foram esclarecidos com relação aos objetivos da 

pesquisa e convidados a participar do estudo. A coleta de material biológico para a análise 

molecular teve início somente após a autorização destes indivíduos, mediante assinatura do 

termo de consentimento livre e esclarecido próprio 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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Saúde (Resolução 196/96) que regem as pesquisas envolvendo seres humanos. Este projeto 

foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

(REG. 0004.1.2006) (anexo C).  

 

2.2 Extração de DNA genômico 

 

 

Dois kits comerciais foram utilizados para a extração de DNA. Em todos os pacientes 

do Rio de Janeiro, a extração 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 análises clínicas, seguindo normas de plena assepsia. O DNA 

genômico foi extraído utilizando-se o Kit comercial GFX Genomic Blood DNA Purification 

Kit (GE Healthcare), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante.  

Nos pacientes oriundos de Goiás, a extração foi feita a partir da coleta da saliva 

utilizando-se o Kit ORAGENE
TM 

DNA self-collection (DNAGENOTEK) de acordo com as 

instruções descritas pelo fabricante. As recomendações para a coleta adequada da saliva 

consistiram em não beber, fumar ou mastigar 30 minutos antes da utilização do frasco coletor.  

Após a extração, duas alíquotas de DNA foram feitas para cada paciente, em 

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

 

 

2.3 Estimativa da concentração e da integridade do DNA 

 

 

Para avaliar a integridade do DNA, as amostras foram submetidas à eletroforese em 

gel de agarose 0,8% (INVITROGEN) diluída em tampão TBE 1X [Tris 89 mM (GE 

Healthcare), ácido bórico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. A 25 mL do gel 

de agarose foi adicionado 1,0 L de brometo de etídeo a 10 g/L (MERCK). No preparo das 

amostras, 1 L da alíquota de DNA foi acrescentado a 1 L de corante de corrida [azul de 

bromofenol 0,25% (GE Healthcare), xileno cianol 0,25% (GE Healthcare), glicerol 30% 

(ISOFAR)] e a 8 L de água deionizada (MilliQ). A eletroforese foi realizada a 60 V, por 1 

hora em cuba horizontal [Horizon 58 (INVITROGEN)], utilizando-se como tampão de 
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corrida TBE 1X. Após 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 padrão de DNA de Bacteriófago  (INVITROGEN) de 100 g/L. 

A concentração das amostras de DNA foi estimada através de espectrofotometria em 

um biofotômetro 6131 (EPPENDORF). No preparo das amostras, 5 µL da alíquota de DNA 

foram diluídos em 65 L de água deionizada (MilliQ) e colocadas em uma cubeta própria 

para a leitura do biofotômetro. Uma diluição de 5 µL de tampão TE [Tris 10 mM (GE 

Healthcare)-HCl (MERCK); EDTA 1 mM (GE Healthcare); pH 7,4] em água deionizada 

(MilliQ) para um volume final de 70 µL foi usada como branco na calibração do 

equipamento. A estimativa da concentração da amostra, bem como o seu grau de pureza, foi 

calculada pelo equipamento com a configuração de quantificação de DNA de dupla fita. 

 

 

2.4 Rastreamento de mutações no gene LRRK2   

 

2.4.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR)  

 

 

No presente estudo, foram analisadas as regiões do gene LRRK2 que codificam os 

principais domínios da proteína, os domínios ROC, COR e MAPKKK. Os exons 31 (que 

codifica parte do domínio ROC) e o 41 (que codifica parte do domínio MAPKKK) já haviam 

sido anteriormente analisados e estes dados resultaram em dois artigos, publicados por nosso 

grupo (anexos D e E). Para a amplificação dos fragmentos gênicos correspondentes aos exons 

29 e 30 que codificam o domínio ROC, 32, 33, 34, 35, 36, 37 e 38 que codificam o domínio 

COR e 39, 40, 42, 43 e 44 que codificam o domínio MAPKKK e a parte inicial do domínio 

WD40 do gene LRRK2, foram utilizados 13 pares de oligonucleotídeos (INVITROGEN), a 

maioria descrita por Di Fonzo e colaboradores (2005). Apenas o par de oligonucleotídeos 

utilizado para amplificar os exons 36 e 37 foi descrito por Berg e colaboradores (2005) 

(tabela 3). As regiões de limite exon/intron que incluem os sítios doadores e receptores de 

encadeamento correspondentes a cada exon também foram analisadas. As condições finais 

das reações estão especificadas na tabela 4. Todas as reações de amplificação foram feitas em 

tubos de 0,2 mL.  
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Tabela 3 - Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos exons que codificam os 

domínios ROC, COR e MAPKKK do gene LRRK2 (Berg et al., 2005; Di fonzo et al., 2005). 

 

 

 

Domínio Exon Oligonucleotídeos Tamanho do 

fragmento 

ROC 

29 
PARK8_29F   5’ gTgTgACATgTAAAAgAACTC 3’ 

PARK8_29R   5’ AATTCCATACAgTCTACCAgg 3’ 
426 pb 

30 
PARK8_30F   5’ CCTAgTAAAAACCCAgAATAg 3’ 

PARK8_30R   5’ AgACTgAAgCAATTgTTTgCC 3’ 
397 pb 

 

 

 

 

 

COR 

32 
PARK8_32F   5’ AACTgT TAgCACTgAATTTgC 3’ 

PARK8_32R   5’ AgTggCCTATTAAAgAACCg 3’ 
412 pb 

33 
PARK8_33F   5’ AAAATgAggAAgTTggACTAg 3’ 

PARK8_33R   5’ TgCTCTgggCgCCATCTg 3’ 
248 pb 

34 
PARK8_34F   5’ ggCCACATggTTgCTAgAgA 3’ 

PARK8_34R   5’ TCAgTAggAggTTTACACTAgAAgCAA 3’ 
483 pb 

35  
PARK8_35F   5’ ACCTTCATTgACTTTAAgCAg 3’ 

PARK8_35R   5’ gCCATCTCCCTAATTTCTCT 3’ 
329 pb 

36 e 37 
PARK8_36-37F   5’ TggATCTTAATgTgCAgggg 3’ 

PARK8_36-37R   5’ CAgCAT TCAAACCCTCAAATC 3’ 
900 pb 

38 
PARK8_38F   5’ TAgAgAAATATAggATTggTTAg 3’ 

PARK8_38R   5’ ATTATAACAAATATATgAAgA CAg 3’ 
408 pb 

 

 

 

 

MAPKKK 

39 
PARK8_39F   5’ CAATgAAACAAgTAggTCAgg 3’ 

PARK8_39R   5’ gTATgCAAAATAAgAgTTCCAg 3’ 
298 pb 

40 
PARK8_40F   5’ CCATgTTCAgCCTgTTgATgC 3’ 

PARK8_40R   5’ CACAgTgTTACTgggAAgTg 3’ 
375 pb 

42 
PARK8_42F   5’ACAgCCTggTTTAgAACATC 3’ 

PARK8_42R   5’ AAggAATTAAgCATACAACTAC 3’ 
384 pb 

43 
PARK8_43F   5’ TTCTTTgCAATgTCTggACC 3’ 

PARK8_43R   5’ gAgCATgTgAggTTTTggC 3’ 
391 pb 

44 
PARK8_44F   5’ CAgAgCTATAACACTTCAgTC 3’ 

PARK8_44R   5’ gTTCTAACAgAAggCTAATTg 3’ 
409 pb 



 

 

Tabela 4 - Condições utilizadas na PCR para a amplificação dos fragmentos correspondentes aos exons 29, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 

42, 43 e 44 do gene LRRK2. 

 

 

*Tampão de reação 10X [KCl 5 mM, Tris HCl 7,5 mM - pH 9,0, (NH4)2SO4 2 mM].

Reagentes 

Exons do gene LRRK2 

Exon 29 Exon 30 Exon 32 Exon 33 Exon 34 Exon 35 Exons 36-37 Exon 38 Exon 39 Exon 40 Exon 42 Exon 43 Exon 44 

Tampão de reação 

10X (BIOTOOLS)* 
1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 

dNTPs 5 mM 

(GE 

HEALTHCARE) 

100 M 100 M 200 M 200 M 200 M 200 M 300 M 200 M 100 M 100 M 200 M 200 M 200 M 

MgCl2 50 mM 

(BIOTOOLS) 
2,0 mM 1,8 mM 4,0 mM 4,0 mM 2,0 mM 4,0 mM 4,0 mM 4,0 mM 2,0 mM 2,0 mM 4,0 mM 4,0 mM 4,0 mM 

Oligonucleotídeo F  

10 M  

(INVITROGEN) 

0,4 M 0,36 M 0,6 M 0,4 M 0,4 M 0,4 M 0,4 M 0,4 M 0,4 μM 0,4 M 0,4 μM 0,4 μM 0,4 M 

Oligonucleotídeo R  

10 M   

(INVITROGEN) 

0,4 M 0,36 M 0,6 M 0,4 M 0,4 M 0,4 M 0,4 M 0,4 M 0,4 μM 0,4 M 0,4 μM 0,4 μM 0,4 M 

Taq DNA polimerase 

1U/L 

(BIOTOOLS) 

1,0 U 0,9 U 1,0 U 1,0 U 1,0 U 1,0 U 1,0 U 1,0 U 1,0 U 1,0 U 1,0 U 1,0 U 1,0 U 

DNA ~50 ηg 1,0 L 1,0 L 1,5 L 1,0 L 1,0 L 1,0 L 1,0 L 1,0 L 1,0 L 1,0 L 1,0 L 1,0 L 1,0 L 

Volume final 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 
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As reações de PCR foram conduzidas em um termociclador Veriti modelo 9902 

(APPLIED BIOSYSTEMS) sob as condições de ciclagem (desnaturação inicial, ciclos de 

desnaturação, anelamento e extensão, e extensão final) descritas abaixo. Após a amplificação, 

os produtos da PCR foram armazenados a -20°C. 

 

Condições de ciclagem: 

 

Análise dos exons 29, 30, 32, 33, 35, 36-37, 39 e 40 

95ºC – 6 minutos 

95ºC – 1 minuto 

60°C – 1 minuto           30 ciclos           

72°C – 1,5 minutos 

72°C – 7 minutos 

 

Análise dos exons 42, 43 e 44  

95ºC – 6 minutos 

95ºC – 1 minuto           

61°C – 1 minuto           30 ciclos 

72°C – 1,5 minutos 

72°C – 7 minutos 

 

Análise do exon 34  

95ºC – 6 minutos 

95ºC – 1 minuto 

60°C – 1 minuto         30 ciclos 

72°C – 2 minutos 

72°C – 7 minutos 

 

Análise do exon 38  

95ºC – 6 minutos 

95ºC – 1 minuto 

58°C – 1 minuto         30 ciclos 

72°C – 2 minutos 

72°C – 7 minutos 
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2.4.2 Avaliação da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da reação 

 

 

Para a avaliação da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da reação, 

as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1% (INVITROGEN), diluída 

em tampão TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), ácido bórico 89 mM (MERCK), EDTA 2 

mM (GE Healthcare)]. Durante seu preparo, foi adicionado a 25 mL do gel de agarose 1,0 L 

de brometo de etídeo a 10 g/L (MERCK). No preparo das amostras, 4 L da alíquota da 

reação de PCR foram adicionados a 2 L 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 tampão de corrida TBE 1X. Após a corrida, o gel foi 

visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta [modelo TM 20 (UVP)]. Para 

confirmação do tamanho do amplicon foi utilizado o padrão de peso molecular 1 kb DNA 

ladder (INVITROGEN). 

 

 

2.4.3 Purificação dos produtos da PCR 

 

 

Após a amplificação, 20 L do produto da PCR foram purificados utilizando-se o Kit 

de purificação [AccuPrep PCR Purification Kit (BIONEER)], seguindo o protocolo descrito 

pelo fabricante. 

 

 

2.4.4 Sequenciamento automático 

 

 

As reações de sequenciamento foram preparadas em um volume final de 20 L, 

utilizando-se o Kit Big Dye Terminator v3.1 (APPLIED BIOSYSTEMS), contendo: 1,0 L 

de oligonucleotídeo a 3,2 ρmol (senso ou anti-senso), 1,0 L do tampão (APPLIED 

BIOSYSTEMS), 1,0 L (cerca de 60 g) do DNA purificado e 0,5 L do Kit Big Dye 
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Terminator (APPLIED BIOSYSTEMS). As reações foram realizadas em tubos de 0,2 mL ou 

em uma placa contendo 96 poços [MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (APPLIED 

BIOSYSTEMS)] e conduzidas no termociclador Veriti modelo 9902 (APPLIED 

BIOSYSTEMS). A ciclagem compreendeu 35 ciclos de desnaturação a 96°C por 15 

segundos, anelamento a 50°C por 10 segundos e extensão a 60°C por 4 minutos.  

Para a precipitação das reações de seqüenciamento em tubos de 0,2mL, foram 

adicionados ao produto da reação 64 L de etanol absoluto gelado (ISOFAR) e 16 L de água 

deionizada (MilliQ). O material foi homogeneizado em um agitador para tubos (PHOENIX) e 

deixado à temperatura ambiente por 15 minutos para a precipitação. Após este tempo, os 

tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 20 minutos (microcentrífuga EPPENDORF). O 

sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 250 L de etanol 70% 

(ISOFAR). O material foi novamente homogeneizado e levado à centrifugação 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 à temperatura ambiente por pelo 

menos 12 horas para a secagem. As amostras secas foram conservadas à -20°C. Para a 

aplicação no sistema de sequenciamento, o material precipitado foi ressuspenso em 10 L de 

solução de formamida [Hi Di Formamida (APPLIED BIOSYSTEMS)], submetido ao 

agitador de tubos por 5 segundos e transferido para a placa de sequenciamento contendo 96 

poços (APPLIED BIOSYSTEMS). 

Para a precipitação das reações de sequenciamento feitas diretamente na placa, foi 

adicionado a cada reação 80 L de isopropanol a 75% (MERCK). A placa foi deixada à 

temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugada a 3.000 rpm por 50 minutos (centrífuga 

de placas SIGMA 2-16P). Depois da centrifugação, a placa foi invertida em um papel toalha, 

que logo após 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 à -20°C. Para a aplicação no sequenciador, foi adicionado a cada 

reação 10 L de solução de formamida [Hi Di Formamida (APPLIED BIOSYSTEMS)] e a 

placa foi centrifugada a 900 rpm por 1 minuto. 

As placas contendo as reações 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 desnaturação e, 

imediatamente, incubadas em gelo para permitir a manutenção da desnaturação das amostras. 
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Parte das reações feitas foi conduzida em um sequenciador automático ABI Prism 3730 

(APPLIED BIOSYSTEMS) da Plataforma Genômica (PDTIS - Instituto Oswaldo Cruz - 

Fiocruz). Outra parte das reações foi processada em um sequenciador automático ABI Prism 

3130 (APPLIED BIOSYSTEMS) na Plataforma Genômica do IBRAG/UERJ. 

A análise das sequências foi realizada através dos programas Chromas Lite versão 

2.0 (TECHNELYSIUM) e BioEdit Sequence Alignment Editor versão 6.0.6 (Isis 

Pharmaceuticals, Inc). As seqüências obtidas foram alinhadas com o fragmento 

correspondente à sequência selvagem do gene LRRK2 (número de acesso AY792511), 

acessada no banco de dados Ensembl (endereço eletrônico: 

“http://www.ensembl.org/index.html”). Os indivíduos que apresentaram variação nas 

sequências tiveram uma nova alíquota do DNA analisada para a confirmação da variante 

encontrada. 

 

 

2.5 Análise das alterações c.4229C>T (p.T1410M), c.5308T>C (p.C1770R), c.6415T>A 

(p.C2139S) e c.6566A>G (p.Y2189C) em indivíduos controles.  

 

 

Cada uma das alterações que apresentaram dúvidas em relação à sua patogenicidade 

foi analisada em 210, dos 327 indivíduos controles selecionados. A análise da alteração 

c.4229C>T foi realizada através da técnica de PCR-RFLP. A amplificação do fragmento 

referente ao exon 30 foi realizada de acordo com a reação de PCR descrita no item 3.4.1 e os 

fragmentos resultantes foram verificados em gel de agarose, conforme descrito no item 3.4.2. 

A digestão dos produtos de PCR foi realizada com a enzima de restrição HgaI (NEW 

ENGLAND). As amostras da digestão foram preparadas com 15,5 µL de água deionizada 

(MilliQ), 9 µL do produto da PCR, 3 µL de tampão da enzima (1X NEBuffer 4) (NEW 

ENGLAND) e 5U da enzima HgaI e foram mantidas por 16 horas em banho de aquecimento 

(Modelo 100 – FANEM) a 37 ºC.  

O produto digerido da PCR foi submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida 5% 

não-desnaturante. A composição do gel consistia em 1,25 mL de solução de acrilamida 

(PHARMACIA BIOTECH): bis acrilamida 20% (19:1) (PHARMACIA BIOTECH), 0,25 mL 

de tampão TBE 10X, 35 µL de persulfato de amônio 10% (USB), 5 µL de TEMED 

(INVITROGEN) e 3,46 mL de água deionizada (MilliQ). Oito microlitros do produto da 

digestão foram adicionados a 2,0 µL de corante de corrida e a preparação foi aplicada no gel. 
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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 agitação moderada em uma solução 

fixadora [ácido acético 0,5% (ISOFAR), etanol 10% (ISOFAR)] por 2 minutos, corado em 

uma solução de nitrato de prata [ácido acético 0,5% (ISOFAR), etanol 10% (ISOFAR) e 

AgNO3 0,2% (MERCK)] por 10 minutos e lavado em água destilada por 20 segundos. Após a 

lavagem, o gel foi revelado em uma solução contendo 3% de hidróxido de sódio (ISOFAR) e 

0,1% de formaldeído (MERCK) por 10 minutos e fixado em uma solução fixadora [ácido 

acético 0,5% (ISOFAR), etanol 10% (ISOFAR)] por 2 minutos. Para análise do exon 30 foi 

utilizado o padrão de peso molecular 1 kb DNA ladder (INVITROGEN), uma amostra de 

DNA não-digerida e uma amostra de uma paciente, sabidamente positivo para a mutação 

c.4229C>T (p.T1410M), para fins comparativos (figura 7). O fragmento da PCR de 397 pb é 

clivado na presença do alelo C (selvagem) em dois fragmentos de 209 pb e 188 pb. Na 

presença do alelo T (mutado) o amplicon não é clivado (figura 7). 
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Figura 7 - Esquema da digestão dos produtos da PCR com a enzima HgaI. Linha 1: Padrão 

de peso molecular 1 kb DNA ladder; linha 2: Fragmento referente ao produto de PCR não 

digerido; linha 3: Fragmentos referentes à digestão de uma amostra de uma paciente sem a 

mutação c.4229C>T (p.T1410M); linha 4: Fragmentos da digestão de uma amostra de uma 

paciente heterozigoto para a mutação c.4229C>T (p.T1410M) no gene LRRK2. 

 

 

O estudo das alterações c.5308T>C (p.C1770R), c.6415T>A (p.C2139S) e c.6566A>G 

(p.Y2189C) em indivíduos controles foi feito através da amplificação dos fragmentos gênicos 

referentes aos exons 36 e 44, descrita nos itens 3.4.1 e 3.4.2. A reação de PCR foi purificada e 

sequenciada, conforme já descrito nos itens 3.4.3 e 3.4.4.  

A análise estatística usada para comparar a frequência de alterações nos pacientes e 

nos controles, em particular, a alteração p.T1410M, foi feita através do teste exato de Fisher, 

com P<0,05 considerado estatisticamente significativo. Este cálculo, bem como o cálculo de 

odds ratio (OR) e do intervalo de confiança de 95%, foi realizado utilizando-se o programa 

GraphPad InStat versão 3.01. 
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2.6 Ferramentas eletrônicas 

 

 

A análise de predições dos efeitos das alterações que causam substituições de 

aminoácidos na proteína foi realizada utilizando-se as ferramentas eletrônicas PolyPhen-2 

(Adzhubei et al., 2010), PMut (Ferrer-Costa et al., 2005) e SIFT (Ng & Henicoff, 2003). 

Esses programas consideram determinados parâmetros (como a conservação do aminoácido 

em proteínas homólogas e as propriedades físicas dos aminoácidos) para classificarem uma 

substituição como patogênica ou neutra. 

O programa PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) classifica a alteração 

como provavelmente prejudicial (quando se supõe com alta probabilidade que a alteração 

afete a estrutura ou a função da proteína), possivelmente prejudicial (quando se supõe que a 

alteração afete a função ou a estrutura da proteína), benigna (quando a alteração 

provavelmente não causa nenhum efeito) e não conhecida (quando a falta de dados não 

permite ao programa fazer a predição).  

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 alteração como patogênica ou neutra. 

Para tal classificação, o programa fornece valores de NN output e de confiança. Se o valor de 

NN output é maior que 0,5, a mutação é predita como patogênica. O valor de confiança é um 

valor que permite verificar se a predição é muito ou pouco confiável, variando de 0 (pouco 

confiável) a 9 (muito confiável). 

O programa SIFT (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html) fornece um score que prediz 

se a mutação é deletéria ou tolerável. Substituições de aminoácidos com valores menores que 

0,05 são preditos serem deletérios. 

As ferramentas eletrônicas SpliceView e NNSPLICE versão 0.9 foram utilizadas para 

a avaliação do impacto de variantes intrônicas em sítios doadores e receptores do 

encadeamento do RNA. Estes programas são baseados na predição de sequências de 

encadeamento, tendo em vista a alta frequência de certos nucleotídeos em determinadas 

posições, formando sequências que podem ser reconhecidas por proteínas envolvidas no 

encadeamento. O programa SpliceView pode ser acessado no endereço eletrônico: 

“http://www.itba.mi.cnr.it/webgene/” e o programa NNSPLICE, no endereço eletrônico: 

“http://www.fruitfly.org/seq_tools/ splice.html”. 

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

programa BLASTP foi acessado com o objetivo de identificar sequências de proteínas 

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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homólogas à LRRK2 entre diferentes espécies de organismos. Para alinhar e comparar estas 

seqüências com a seqüência da proteína LRRK2 humana, o programa ClustalW foi utilizado 

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

 

 

2.7 Estudo de modelagem molecular e dinâmica molecular 

 

 

Esta parte do estudo foi realizada no Laboratório de Bioquímica de Proteínas e 

Peptídeos da FIOCRUZ, com a orientação do Dr. Floriano P. Silva-Jr. 

 

 

2.7.1 Busca de estruturas cristalográficas homólogas aos domínios de interesse 

 

 

Inicialmente, foi feita uma busca das estruturas cristalográficas homólogas aos 

domínios ROC e WD40, onde as alterações identificadas neste estudo que apresentaram 

dúvidas em relação à sua patogenicidade estão localizadas. Esta busca foi feita através do 

servidor ExPASy Proteomics Server (http://www.expasy.ch/). Nesta página, o banco de dados 

UniProtKB (http://www.uniprot.org/) foi acessado, o qual possui a opção de pesquisa: 

Sequence similarity searchs (BLAST) (http://www.expasy.org/tools/blast/), na qual foi 

submetida a sequência de aminoácidos desejada, relativas aos domínios ROC ou WD40. Não 

foi possível identificar estruturas cristalográficas de proteínas homólogas ao domínio WD40 

no local onde estão situadas as mutações identificadas neste estudo. Somente a estrutura 

cristalográfica do domínio ROC foi identificada. Esta estrutura foi relatada por Deng e 

colaboradores (2008) e possui o número de acesso “2ZEJ”. Para obter o arquivo referente à 

estrutura cristalográfica do domínio ROC, o número 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 Visualização da estrutura cristalográfica do domínio ROC 

 

 

Para a visualização da estrutura cristalográfica do domínio ROC foi utilizada a 

ferramenta Swiss-Pdb Viewer 4.0.1, acessada no endereço eletrônico “http://spdbv.vital-

it.ch/” e instalada em Windows Vista. Esta estrutura cristalográfica está em forma de dímero, 

com as cadeias A e B representado cada um dos monômeros. Observou-se que determinadas 

regiões na cadeia A (aminoácidos 1357-1367 e 1379-1387) e na cadeia B (aminoácidos 1358-

1364 e 1379-1387) estavam ausentes. Para a modelagem dessas regiões foram utilizados dois 

programas diferentes: SWISS-MODEL e Modeller 9v7. 

 

 

2.7.3 Modelagem das regiões ausentes na estrutura cristalográfica do dímero ROC 

 

 

2.7.3.1 Ferramenta SWISS-MODEL  

 

 

O programa SWISS-MODEL pode ser utilizado no endereço 

“http://swissmodel.expasy.org/”. Este programa gerou um modelo em forma de monômero 

tendo como referência a cadeia B da estrutura cristalográfica original (2ZEJ). O monômero 

gerado no programa SWISS-MODEL foi nomeado como “cadeia B modelada swiss-model”. 

Para a construção do dímero, 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 então sobreposto à cadeia A de “2ZEJ” através da 

opção “Fit → magic fit”, sendo depois utilizada a opção “Fit → improve fit”. A formação do 

dímero foi feita com a união dos dois monômeros, selecionando as duas cadeias e utilizando a 

opção “edit → create merged layer from selection”. A proteína dimérica foi nomeada “dímero 

cadeia B swiss-model”. Posteriormente, foi feita uma minimização de energia no programa 

Swiss-Pdb Viewer, através da opção “energy minimization” e o modelo final foi nomeado 

“dímeroROC-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 endereço eletrônico “http://salilab.org/modeller/” e 

instalado no sistema operacional Windows Vista. Esta ferramenta possibilitou a modelagem 

do dímero, tendo como referência a estrutura cristalográfica “2ZEJ”. Foram gerados 50 

modelos diferentes, dos quais os 5 modelos com menor energia foram selecionados. Estes 

modelos foram posteriormente avaliados no programa “Structural Analysis and Verification 

Server”. 

 

 

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

Verification Server” 

 

 

A ferramenta “Structural Analysis and Verification Server” pode ser acessada na 

página “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 dinâmica molecular, 

nomeado “dímeroROC-modeller”. 

 

 

2.7.4 Estudo de dinâmica molecular 

 

 

O estudo de dinâmica molecular pôde ser iniciado após a obtenção e o refinamento dos 

dois modelos gerados pelos programas SWISS-MODEL e Modeller, nos quais a estrutura do 

dímero ROC estava completa, sem nenhum aminoácido faltando. 

Esta parte do estudo foi realizada utilizando o programa GROMACS, acessado no 

endereço “http://www.gromacs.org/” e instalado em sistema operacional Ubuntu 9.04. Para a 

utilização e aprendizagem do programa foram feitos diversos tutoriais disponíveis no próprio 

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 Alterações identificadas 

 

 

A triagem de mutações no gene LRRK2 foi conduzida em 204 pacientes com DP 

idiopática. Foram analisadas as sequências dos exons 29 e 30, responsáveis por codificarem o 

domínio ROC, dos exons 32, 33, 34, 35, 36, 37 e 38, responsáveis por codificarem o domínio 

COR e dos exons 39, 40, 42, 43 e 44, responsáveis por codificarem o domínio MAPKKK e a 

parte inicial do domínio WD40. Os exons 31 e 41 já 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 sequência: 15 variantes intrônicas, 6 variantes 

silenciosas e 10 variantes de sentido trocado (figura 8 e tabela 5). Todas as alterações nunca 

descritas na literatura foram submetidas ao banco de polimorfismo único de nucleotídeo 

(dbSNP) e depositadas neste banco, permitindo a geração de um número de identificação para 

cada uma delas. O banco de SNPs pode ser acessado no endereço 

“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/”.  

 O anexo F mostra a listagem de todos os pacientes com suas características principais 

(idade, idade de manifestação, sexo, caso familiar ou esporádico). Os resultados de todos os 

exons analisados, referentes a cada paciente, estão disponíveis no anexo G. As análises 

moleculares dos exons 30, 36 e 44 realizadas em indivíduos controles e suas características 

principais encontram-se no anexo H. Abaixo, veremos as características das alterações 

identificadas.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema do gene e da proteína LRRK2 com a localização das variantes identificadas, mostrando em (A) as variantes intrônicas no 

gene e em (B) as alterações exônicas na proteína. Os exons e os domínios analisados neste estudo estão destacados em vermelho. ARM, domínio 

armadillo; ANK, domínio ankirina; LRR, domínio rico em repetições leucina; ROC, domínio ROC; COR, domínio COR; MAPKKK, domínio 

MAPKKK; WD40, domínio WD40. 
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 Tabela 5 - Variantes de sequências encontradas no gene LRRK2 e suas características 

principais. 

 
a
A posição no cDNA está de acordo com a sequência depositada no Genbank (número de 

acesso AY792511); 
b
 Frequência em 210 controles;

 c  
Número de acesso para cada variante 

depositada no dbSNP (banco de SNPs); *, Variantes novas depositadas por nosso grupo no 

dbSNP.
 

Variação no 

cDNA
a
 

Variação 

na 

proteína 

Exon/ 

intron do 

gene 

Domínio 

proteico 

 

Pacientes 

N (%) 

Número de 

acesso do SNP
c
 

c.4193G>A p.R1398H Exon 30 ROC 36 (17,6) rs7133914 

c.4194T>G p.R1398R Exon 30 ROC 2 (1,0) rs112676052* 

c.4229C>T p.T1410M Exon 30 ROC 4 (1,9)/ 1 (0,5)
b
 rs72546327 

c.4269G>A p.K1423K Exon 30 ROC 27 (13,2) rs11175964 

c.4317+16C>T _ Intron 30 _ 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 

c.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 

c.4937T>C p.M1646T Exon 34 COR 2 (1,0) rs35303786 

c.4939T>A p.S1647T Exon 34 COR 67 (32,8) rs11564148 

c.5015+32A>G _ Intron 34 _ 31 (15,2) rs11564205 

c.5170+23T>A _ Intron 35 _ 141 (69,1) rs7307276 

c.5308T>C p.C1770R Exon 36 COR 1 (0,5)/ 0 (0)
 b
 ss263194183* 

c.5317+32C>T _ Intron 36 _ 182 (89,2) rs7137665 

c.5317+59A>C _ Intron 36 _ 7 (3,4) rs73097447 

c.5457T>C p.G1819G Exon 37 COR 163 (79,9) rs10878371 

c.5509+20A>C _ Intron 37 _ 8 (3,9) rs11564134 

c.5509+52T>C _ Intron 37 _ 1 (0,5) ss263194184* 

c.5509+122A>G _ Intron 37 _ 1 (0,5) rs17444054 

c.5657-46C>T _ Intron 38 _ 1 (0,5) rs17491368  

c.5948+48C>T _ Intron 40 _ 49 (24,0) rs2404834 

c.6241A>G p.N2081D Exon 42 MAPKKK 3 (1,5) rs33995883 

c.6324G>A p.E2108E Exon 43 MAPKKK 71 (34,8) rs10878405 

c.6381+30A>G _ Intron 43 _ 1 (0,5) rs72546332 

c.6382-36G>A _ Intron 43 _ 1 (0,5) rs113647572*   

c.6382-37C>T _ Intron 43 _ 4 (1,9) rs79805220 

c.6415T>A p.C2139S Exon 44 _ 1 (0,5)/ 0 (0)
 b
 rs112048985* 

c.6566A>G p.Y2189C Exon 44 WD40 2 (1,0)/ 2 (1,0)
 b
 rs35658131 

c.6576+44T>C _ Intron 44 _ 1 (0,5) rs75415619 
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3.2 Resultados das análises in silico 

 
 

 

As análises in silico feitas através dos programas PolyPhen, Pmut e SIFT e do 

alinhamento da sequência da proteína LRRK2 humana com a de outras espécies estão 

resumidas na tabela 6. Para estas análises foram utilizadas as alterações missense 

identificadas neste estudo que apresentaram dúvidas quanto à sua patogenicidade. O 

alinhamento da sequência da proteína LRRK2 humana nos locais das alterações analisadas 

com as proteínas ortólogas de outros organismos está representado na figura 9.  

Para fins de comparação, o polimorfismo p.S1647T já descrito na literatura como não 

patogênico e a mutação comprovadamente patogênica p.G2019S também foram avaliados, 

mostrando que a utilização destas análises in silico pode ser útil para ajudar a predizer o valor 

patogênico das alterações. As três ferramentas utilizadas mostraram que a mutação patogênica 

p.G2019S pode alterar a estrutura ou a função da proteína e a comparação das sequências 

homólogas mostraram que este resíduo é muito conservado. O polimorfismo não patogênico 

p.S1647T é neutro, de acordo com os três programas utilizados, e também mostra não ser 

conservado entre proteínas de espécies homólogas. 
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Tabela 6 - Resultados das análises in silico. 

 

Alteração Programa 

PolyPhen 

Programa Pmut
a
 Programa SIFT

b
 Alinhamento 

das sequências 

c.4229C>T 

(p.T1410M) 

Predição: 

Provavelmente 

prejudicial 

Predição: Patogênica 

NN output: 0.8104         

Confiança: 6    

 

Predição: Deletéria 

Score: 0.01 

Conservada 

c.4939T>A 

(p.S1647T) 

Predição: 

Benigna 

Predição: Neutra 

NN Output: 0.2640 

Confiança: 4 

 

Predição: Tolerável 

Score: 0.77 

Não 

conservada 

c.5308T>C 

(p.C1770R) 

Predição: 

Provavelmente 

prejudicial 

 

Predição: Patogênica 

NN Output: 0.8947            

Confiança: 7   

 

Predição: Tolerável 

Score: 0.18 

Não 

conservada 

c.6055G>A 

(p.G2019S) 

Predição: 

Provavelmente 

prejudicial 

 

Predição: Patogênica 

NN Output: 0.5489              

Confiança: 0         

 

Predição: Deletéria 

Score: 0.00 

Conservada 

c.6415T>A 

(p.C2139S) 

Predição: 

Provavelmente 

prejudicial 

Predição: Patogênica 

NN Output: 0.7446       

Confiança: 4 

 

Predição: Tolerável 

Score: 0.88 

Conservada 

c.6566A>G 

(p.Y2189C) 

Predição: 

Benigna 

Predição: Patogênica 

NN Output: 0.9497 

Confiança: 8 

 

Predição: Tolerável 

Score: 0.18 

Não 

conservada 

 
a
A alteração é classificada como patogênica (quando o valor de NN Output é maior que 0,5) 

ou neutra, com um intervalo de confiança variando de 0 (pouco confiável) a 9 (muito 

confiável). 
b
A alteração é classificada como deletéria (quando o score é menor que 0,05) ou como 

tolerável. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Sequência da proteína LRRK2 na região das alterações missense, alinhada com ortólogos de Mus musculus (GenBank número 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 análises in silico feitas para alterações missense, os programas SpliceView e 

NNSPLICE foram utilizados para avaliar se as alterações intrônicas e silenciosas, nunca 

descritas na literatura ou com papel patogênico ainda não definido, podem alterar os sítios 

doadores e receptores do encadeamento do RNA. Segundo as ferramentas utilizadas, as 

alterações intrônicas c.4317+16C>T, c.5317+59A>C, c.5509+20A>C, c.5509+52T>C, 

c.5509+122A>G, c.5657-46C>T, c.6382-36G>A, c.6382-37C>T e c.6576+44T>C e a 

alteração silenciosa c.4194T>G (p.R1398R) não afetam o reconhecimento dos sítios doadores 

e dos sítios receptores de encadeamento selvagens.  

 

 

 

3.3 Características fenotípicas dos pacientes portadores de alterações no gene LRRK2  

 

 

Na tabela 7 estão resumidas as características clínicas dos pacientes portadores de 

alterações com valor patogênico ainda não definido. Foi observado que todos os probandos 

apresentaram sintomas típicos da DP. 



 

 

 Tabela 7 - Características clínicas dos pacientes com alterações no gene LRRK2. 

 

M, sexo masculino; F, sexo feminino; +, presente; - ausente; ND, informação não disponível. 

aA alteração c.6055G>A (p.G2019S) foi descrita anteriormente em nosso artigo (Pimentel et al., 2008) (anexo D). 

 Pacientes 

Características PAR1455 PAR1728 PAR1732 PAR2038 PAR1209 PAR2043 PAR1319 PAR1493 

Alteração c.4229C>T (p.T1410M)/ 

c.6055G>A (p.G2019S)
a
 

 

c.4229C>T 

(p.T1410M) 

c.4229C>T 

(p.T1410M) 

c.4229C>T 

(p.T1410M) 

c.5308T>C 

(p.C1770R) 

c.6415T>A  

(p.C2139S) 

 

c.6566A>G  

(p.Y2189C) 

c.6566A>G 

(p.Y2189C) 

História familiar para a DP + + - - + + + - 

Sexo
 
 M F M F F M M M 

Origem  brasileira brasileira brasileira brasileira brasileira brasileira portuguesa brasileira 

Idade de manifestação (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 + + + + + 

Instabilidade postural + ND ND - - - - + 

Manifestação assimétrica + ND ND + + + + + 

Distonia - ND ND - - - - - 

Resposta ao levodopa + ND ND + + + + + 

Declínio cognitivo - ND ND - - - - - 
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3.4 Características das variantes encontradas  

 

 

Variantes identificadas no exon 30 e no intron 30 

Quatro alterações foram identificadas no exon 30. A alteração c.4193G>A (figura 10), 

resulta na troca de uma arginina por uma histidina no aminoácido 1398 da proteína LRRK2, 

tendo sido identificada em 36 pacientes (8 casos familiares e 28 casos esporádicos), dos quais 

dois pacientes (PAR1144 e PAR2066) são homozigotos (anexo G).  

 

 

 

Figura 10 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4193G>A (p.R1398H). C) Alteração c.4193G>A 

(p.R1398H) em homozigose.   

 

 

 

  A variante c.4194T>G resulta na mutação silenciosa p.R1398R (figura 11). Esta 

alteração foi identificada em dois pacientes heterozigotos, PAR1297 e PAR1494, ambos 

casos esporádicos de DP (anexo G).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4194T>G (p.R1398R).  
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A variante c.4229C>T (figura 12), resulta na troca de uma treonina por uma 

metionina no aminoácido 1410, em uma posição altamente conservada no domínio ROC da 

proteína LRRK2 (figura 9). Ela foi identificada em heterozigose nos pacientes PAR1455, 

PAR1728 (casos familiares) e PAR1732, PAR2038 (casos isolados) (anexo G). As principais 

características clínicas destes indivíduos estão resumidas na tabela 7. Apenas o heredograma 

referente ao paciente PAR1455 foi obtido, entretanto, a análise de segregação desta variante 

na família não foi possível (figura 13). Este paciente também é heterozigoto para a mutação 

p.G2019S, anteriormente descrita por nosso grupo (Pimentel et al., 2008) (anexo D). A 

análise de 210 indivíduos controles mostrou que esta substituição foi presente em uma mulher 

de 83 anos (anexo H, figura 14). A diferença das frequências da alteração p.T1410M entre 

indivíduos e controles foi estatisticamente não significativa (P=0,2098; odds ratio=4,18; 

intervalo de confiança a 95%=0.46-37,7). Os três programas utilizados para a análise in silico 

(PolyPhen, Pmut e SIFT) mostraram que esta alteração pode afetar a estrutura ou a função da 

proteína (tabela 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4229C>T (p.T1410M).  
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Figura 13 - Heredograma da família do paciente PAR1455 (seta). IM, idade de manifestação 

da DP; , indivíduo positivo para a mutação c.6055G>A (p.G2019S) (Pimentel et al., 2008); 

+, indivíduo positivo para a variante c.4229C>T (p.T1410M). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Análise de indivíduos controles feita através de gel de poliacrilamida dos 

produtos da PCR (exon 30) digeridos com a enzima HgaI. Linha 1: padrão de peso molecular 

1 kb DNA ladder; linha 2: controle com a alteração c.4229C>T (p.T1410M) no gene LRRK2; 

linhas 3 e 4: controles sem a transição c.4229C>T. 
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Com o objetivo de avaliar se a alteração c.4229C>T (p.T1410M) pode comprometer o 

comportamento da proteína LRRK2 in silico, os estudos de modelagem molecular e de 

dinâmica molecular foram iniciados. A modelagem molecular do domínio ROC foi realizada 

e o estudo de dinâmica molecular ainda se encontra em andamento. Na estrutura 

cristalográfica do dímero ROC (número de acesso “2ZEJ”) observou-se que determinadas 

regiões na cadeia A (aminoácidos 1357-1367 e 1379-1387) e na cadeia B (aminoácidos 1358-

1364 e 1379-1387) estavam ausentes, como mostra a figura 15. Por isso, a modelagem 

molecular para estas regiões foi realizada através dos programas SWISS-MODEL e Modeller 

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

estudo de dinâmica molecular. 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Representação da estrutura cristalográfica do dímero ROC (número de acesso 

“2ZEJ”) visualizada no programa Swiss-Pdb Viewer 4.0.1. As regiões em azul e amarelo 

mostram, respectivamente, as cadeias A e B do dímero ROC. As setas vermelhas indicam as 

regiões ausentes. 
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Figura 16 - Modelagem das regiões ausentes feitas através do programa SWISS-MODEL. As 

regiões da proteína que estavam ausentes e que foram modeladas estão mostradas em 

vermelho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Modelagem das regiões ausentes feitas através do programa Modeller 9v7. As 

regiões da proteína que estavam ausentes e que foram modeladas estão mostradas em 

vermelho. 
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A alteração c.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 alteração c.4193G>A 

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

ligação. Seis casos possuem história familiar da DP e 21 são casos esporádicos.  

 

 

Figura 18 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4269G>A (p.K1423K). C) Alteração c.4269G>A 

(p.K1423K) em homozigose.   

 

  

 

 

 

A alteração no intron 30, c.4317+16C>T, foi identificada em apenas um paciente 

heterozigoto (PAR1307) com DP esporádica (figura 19 e anexo G).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4317+16C>T.  
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Variantes identificadas no exon 32  

No exon 32, foram identificadas duas variantes que resultam em substituições de 

aminoácidos no domínio COR da proteína LRRK2. A alteração c.4541G>A resulta na troca 

de uma arginina por uma glutamina na posição 1514 da proteína, tendo sido identificada em 

heterozigose em três casos esporádicos da DP (figura 20, anexo G). A variante c.4624C>T 

(p.P1542S) foi identificada em 6 pacientes heterozigotos. Destes, apenas um paciente 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4541G>A (p.R1514Q).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4624C>T (p.P1542S).  
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Variante identificada no intron 33 

 

No exon 33 não foi detectada nenhuma alteração. Apenas uma variante no intron 33, a 

c.4828-31T>C (figura 22), foi identificada em 162 pacientes (25 casos familiares e 137 casos 

esporádicos). Cinquenta e sete pacientes são homozigotos para a alteração, enquanto que 105 

são  heterozigotos (anexo G). 

 

 

 

 

Figura 22 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4828-31T>C em heterozigose e (C) em 

homozigose.   

 

 

 

 

 

 

Variantes identificadas no exon 34 e no intron 34. 

 

No exon 34 foram identificadas 4 alterações. A alteração c.4872C>A (figura 23) 

resulta na mutação silenciosa p.G1624G. Ela foi encontrada em um total de 186 pacientes (34 

casos familiares e 152 casos esporádicos), dos quais 103 são portadores heterozigotos e 83 são 

homozigotos para esta variante (anexo G). 
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Figura 23 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4872C>A (p.G1624G). C) Alteração c.4872C>A 

(p.G1624G) em homozigose.   

 

 

 

 

 

 

A alteração silenciosa c.4911A>G (p.K1637K) (figura 24) foi encontrada em 165 

pacientes. Um total de 27 pacientes apresenta história familiar da doença e 138 são casos 

esporádicos. Cinquenta e nove pacientes são portadores homozigotos e 106 apresentam a 

alteração em heterozigose (anexo G).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4911A>G (p.K1637K). C) Alteração c.4911A>G 

(p.K1637K) em homozigose.   
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Dois pacientes (ambos casos isolados) são portadores heterozigotos da substituição 

c.4937T>C (figura 25, anexo G) que resulta na troca de uma metionina por uma treonina no 

aminoácido 1646 na proteína LRRK2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4937T>C (p.M1646T).  
 

 

 

 

 

 

 

 

A variante c.4939T>A (figura 16) resulta na troca de uma serina por uma treonina na 

posição 1647 no domínio COR da proteína. Ela foi identificada em 67 pacientes (11 casos 

familiares e 56 esporádicos), dos quais 59 pacientes são heterozigotos e 8 são homozigotos 

(anexo G). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.4939T>A (p.S1647T) em heterozigose e (C) em 

homozigose.   
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No intron 34, foi detectada a alteração c.5015+32A>G (figura 27), identificada em 31 

pacientes heterozigotos, dos quais 6 pacientes apresentam histórico familiar da DP e o 

restante são casos esporádicos (anexo G). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando 

em (A) a sequência selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteração c.5015+32A>G.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Variante identificada no intron 35 

 

Somente a alteração c.5170+23T>A (figura 28) foi identificada no intron 35 em 87 

pacientes heterozigotos e 54 pacientes homozigotos. Destes, 25 indivíduos têm história 

familiar da doença e 116 constituem casos isolados (anexo G). 

 

 

 

Figura 28 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.5170+23T>A em heterozigose e (C) em 

homozigose.   



 78 

 

Variantes identificadas no exon 36 e no intron 36. 

 

A alteração exônica c.5308T>C (figura 29) resulta na troca de uma cisteína por uma 

arginina na posição 1770 na proteína LRRK2, em uma posição não conservada no domínio 

COR (figura 9). Ela foi identificada em heterozigose no paciente PAR1209 que apresenta 

história familiar da doença (anexo G). O heredograma da paciente encontra-se na figura 30. 

Ela possui uma irmã falecida que também tinha doença de Parkinson. As características 

clínicas deste paciente estão resumidas na tabela 7. Esta alteração não foi encontrada em 210 

indivíduos saudáveis (anexo H). Dos três programas utilizados para a análise in silico, 

somente o programa SIFT considerou esta substituição não patogênica (tabela 6).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando 

em (A) a sequência selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteração c.5308T>C (p.C1770R).  

 
 

 

 

 

 

Figura 30 - Heredograma da família do paciente PAR1209 (seta). IM, idade de manifestação 

da DP; +, indivíduo positivo para a mutação c.5308T>C (p.C1770R). 
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Duas alterações foram encontradas no intron 36. A alteração c.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 esporádicos). Sete pacientes são portadores 

heterozigotos da variante c.5317+59A>C, destes apenas um apresenta história familiar da DP 

(figura 32, anexo G). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. (A) 

Sequência selvagem do gene LRRK2. (B) Alteração c.5317+32C>T.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando 

em (A) a sequência selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteração c.5317+59A>C.  
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Variantes identificadas no exon 37 e no intron 37. 

 

A alteração exônica c.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 esporádicos) (anexo G). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.5457T>C (p.G1819G) em heterozigose e (C) em 

homozigose.   
 

 

 

 

 

 

Três variantes foram identificadas no intron 37. A c.5509+20A>C foi encontrada em 8 

pacientes heterozigotos, com apenas um apresentando história familiar da doença. A alteração 

c.5509+52T>C foi encontrada em um portador heterozigoto (PAR1435) com DP esporádica. 

Apenas um indivíduo (paciente PAR1154), sem história familiar da DP, foi portador 

heterozigoto da alteração c.5509+122A>G (figuras 34, 35, 36, anexo G). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.5509+20A>C.  
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Figura 35 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.5509+52T>C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.5509+122A>G.  
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Variante identificada no intron 38. 

 

O paciente PAR1247, com DP esporádica, é portador heterozigoto da alteração 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando 

em (A) a sequência selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteração c.5657-46C>T.  

 

 

 

 

 

Variante identificada no intron 40 

 

A alteração intrônica c.5948+48C>T (figura 38) foi encontrada em 47 indivíduos 

heterozigotos e em 2 indivíduos homozigotos. Doze indivíduos apresentam histórico familiar 

da DP e 37 são casos esporádicos (anexo G). 

 

 

 

Figura 38 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.5948+48C>T em heterozigose e (C) em 

homozigose. 
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Variante identificada no exon 42 

 

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

asparagina por um ácido aspártico no aminoácido 2081 da proteína LRRK2, foi identificada 

em três pacientes heterozigotos, sem história familiar da DP (anexo G). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando 

em (A) a sequência selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteração c.6241A>G (p.N2081D).  

 

 

 

 

 

Variantes identificadas no exon 43 e no intron 43. 

 

A alteração c.6324G>A (figura 40) resulta na mutação silenciosa p.E2108E no 

domínio MAPKKK da proteína.  Ela foi encontrada em 71 indivíduos (13 casos familiares e 

58 esporádicos), dos quais 11 pacientes são portadores homozigotos (anexo G).  

 

 

 

 

Figura 40 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.6324G>A (p.E2108E) em heterozigose e (C) em 

homozigose.   
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No intron 43, três alterações foram detectadas. A c.6381+30A>G está presente no 

paciente heterozigoto PAR1172, que não possui história familiar da DP. A c.6382-36G>A foi 

presente em heterozigose no paciente PAR1171, um caso esporádico da DP. Quatro pacientes 

são portadores heterozigotos da transição c.6382-37C>T, todos constituindo casos isolados da 

doença (figuras 41, 42 e 43, e anexo G). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando 

em (A) a sequência selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteração c.6381+30A>G.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. (A) 

Sequência selvagem do gene LRRK2. (B) Alteração c.6382-36G>A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando 

em (A) a sequência selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteração c.6382-37C>T.  
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Variantes identificadas no exon 44 e no intron 44. 

 

O paciente PAR2043 é portador heterozigoto da alteração missense c.6415T>A 

(p.C2139S) (figura 44), que resulta na troca de uma cisteína por uma serina em uma posição 

altamente conservada da proteína LRRK2, entre os domínios MAPKKK e WD40 (figura 9). 

O probando tem 71 anos e apresenta sintomas típicos da DP, tendo manifestado a doença aos 

68 anos. Suas características clínicas estão descritas na tabela 7. Ele apresenta história 

familiar da DP, como mostra o heredograma na figura 45. Não foi possível o estudo genético 

de seus familiares. Para fins de comparação, 210 indivíduos controles foram analisados e a 

alteração c.6415T>A foi ausente nesta amostra (anexo H).  As análises in silico mostraram 

que somente um dos programas (SIFT) apontou a variante c.6415T>A (p.C2139S) como 

tolerável, enquanto que os outros dois programas utilizados avaliaram esta alteração como 

patogênica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.6415T>A (p.C2139S).  
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Figura 45 - Heredograma da família do paciente PAR2043 (seta). IM, idade de manifestação 

da DP; +, indivíduo positivo para a mutação c.6415T>A (p.C2139S). 

 

 

 

 

A variante de sentido trocado c.6566A>G está localizada no exon 44 e resulta na 

troca de uma tirosina por uma cisteína na posição 2189 da proteína LRRK2 (figura 46), 

localizando-se no domínio WD40, em uma posição não conservada entre as espécies de 

vertebrados (figura 9).  Esta alteração foi identificada em heterozigose em dois pacientes 

(PAR1319 e PAR1493) (anexo G). O paciente PAR1319, de 64 anos, é um caso de DP 

familiar e manifestou a doença aos 50 anos. Sua mãe e irmã também apresentam DP (figura 

47). O paciente PAR1493 possui 74 anos e não apresenta história familiar de DP, tendo 

manifestado a doença aos 62 anos (figura 48). A análise molecular de seus dois irmãos 

saudáveis mostrou que um irmão de 70 anos também é portador heterozigoto da mesma 

alteração e o seu outro irmão de 79 anos não apresenta a variante. O estudo da amostra 

controle mostrou que 2 mulheres controles, uma de 53 e outra de 81 anos, são portadoras 

heterozigotas da variante c.6566A>G (p.Y2189C) (anexo H). As análises in silico mostraram 

que somente o programa Pmut apontou esta alteração como patogênica e os programas 

PolyPhen e SIFT avaliaram como não patogênica.  
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Figura 46 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequência 

selvagem do gene LRRK2. B) Alteração c.6566A>G (p.Y2189C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47 - Heredograma da família do paciente PAR1319 (seta). IM, idade de manifestação 

da DP; +, indivíduo positivo para a alteração c.6566A>G (p.Y2189C). 
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Figura 48 - Heredograma da família do paciente PAR1493 (seta). IM, idade de manifestação 

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

para a alteração c.6566A>G (p.Y2189C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O paciente PAR1420, sem história familiar da DP, apresenta a alteração intrônica 

c.6576+44T>C em heterozigose (figura 49, anexo G).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR mostrando 

em (A) a sequência selvagem do gene LRRK2 e em (B) a alteração c.6576+44T>C.  
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Parte da amostra de pacientes que participou deste estudo (154 pacientes) foi analisada 

para os exons 31 e 41 e os resultados correspondentes foram publicados na revista 

Neuroscience Letters (anexo D).  Posteriormente, os resultados obtidos nesta tese referentes 

às análises moleculares dos domínios ROC e MAPKKK deram origem a um outro artigo 

científico publicado da revista European Journal of Neurology (anexo E).  A publicação 

destes artigos permitiu que as alterações exônicas descritas, fossem depositadas no Parkinson 

Disease Mutation Database (PDmutDB). 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Através do sequenciamento de 14 exons do gene LRRK2, responsáveis por 

codificarem os principais domínios da proteína, ROC, COR e MAPKKK, foram identificadas 

31 alterações causadas por substituições de nucleotídeos. Nenhuma deleção ou inserção foi 

identificada, corroborando os dados da literatura que indicam que estes tipos de mutações não 

são frequentes no gene LRRK2 em pacientes com DP (Nichols et al., 2007; Paisán-Ruíz et al., 

2008).  

Tendo em vista a identificação de inúmeras variantes neste trabalho, a definição do 

valor patogênico destas alterações foi conduzida de forma cuidadosa, a fim de que a 

frequência de alterações patogênicas em LRRK2 fosse corretamente estimada e pudéssemos 

compreender se estas alterações contribuem para o desenvolvimento da doença ou se elas 

constituem polimorfismos. 

 De acordo com o banco de dados PDmutDB (Nuytemans et al., 2010), cerca de 60 

variantes exônicas foram descritas no gene LRRK2 e somente 11% foram consideradas 

definitivamente patogênicas. O restante das alterações foram classificadas como sendo de 

natureza patogênica não clara (PDmutDB). Para que uma variante seja considerada 

definitivamente patogênica, vários aspectos devem ser avaliados como a sua cosegregação em 

membros da família, a sua baixa frequência em amostras controles e a verificação 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 

alterações encontradas neste trabalho foram classificadas em três tipos: alterações 

potencialmente patogênicas, alterações potencialmente não patogênicas e alterações não 

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

 

 

Alterações potencialmente patogênicas 

 

 

As alterações identificadas consideradas potencialmente patogênicas são as mutações 

exônicas c.5308T>C (p.C1770R) e c.6415T>A (p.C2139S).  

http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB/
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A mutação c.5308T>C (p.C1770R) nunca foi descrita na literatura, tendo sido 

encontrada em um paciente e ausente na amostra controle. As análises in silico através de 

duas ferramentas (PolyPhen e Pmut) indicaram que esta alteração pode afetar a proteína e 

apenas a ferramenta SIFT classificou-a como tolerável. A mutação p.C1770R está situada no 

domínio COR, em um aminoácido conservado na maioria das espécies, diferenciando-se 

apenas em dois organismos analisados (Papio anubis e Tetraodon nigroviridis). O domínio 

COR está envolvido na função quinase da proteína LRRK2. A partir da descrição da estrutura 

cristalográfica do domínio ROC por Deng e colaboradores (2008) foi proposto um modelo de 

regulação da proteína LRRK2 que envolve a dimerização do domínio COR, mostrando sua 

importância. Quando o domínio ROC se liga ao GTP, ocorre a dimerização de COR, o que 

induz à autointeração do domínio MAPKKK, resultando em sua atividade de fosforilação. 

Com a conversão do GTP ao GDP, mudanças de conformação em ROC interrompem o 

dímero COR e MAPKKK, inativando a atividade quinase (Deng et al., 2008).  

Até o momento, apenas uma alteração definitivamente patogênica foi descrita no 

domínio COR, p.Y1699C (Paisán-ruíz et al., 2004; Zimprich et al., 2004;  West et al., 2005; 

Jaleel et al., 2007; Lewis et al., 2007; Luzón-Toro et al., 2007; Tan et al., 2010). Esta 

alteração é responsável por aumentar a atividade quinase da LRRK2 e por aumentar a ligação 

da proteína ao GTP, in vitro, indicando que o domínio COR é um potencial mediador da 

atividade quinase e GTPase (West et al., 2007). In vivo, a alteração p.Y1699C também foi 

responsável por diminuir a atividade GTPase em células de Saccharomyces cerevisiae, 

induzindo a toxicidade nestas células (Xiong et al., 2010). Além disso, a expressão da LRRK2 

mutante p.Y1699C causa toxicidade e a formação de inclusões citoplasmáticas em células de 

linhagem neuronal (Greggio et al., 2006). Outra variante localizada no domínio COR, 

p.R1628P, não é considerada uma mutação, mas constitui um fator de risco para a DP em 

populações asiáticas. Esta variante possui maior frequência em pacientes com DP, quando 

comparada à população controle (Lu et al., 2008; Ross et al., 2008; Tan et al., 2008; Pulkes et 

al., 2010). Em células de rim HEK-293T, a presença desta alteração foi associada a um alto 

grau de apoptose, quando sujeita ao estresse oxidativo, em comparação a células expressando 

a proteína selvagem, o que indica que a p.R1628P pode ser um fator de risco associado com a 

diminuição da habilidade das células em atuar contra o estresse oxidativo (Zhao et al., 2009). 

Além disso, o domínio COR pode interagir com outras proteínas, como as da família 

DVL (Sancho et al., 2009). Proteínas desta família estão envolvidas na orientação axônica, na 

formação sináptica e na manutenção neuronal, além de interagirem e mediarem a ativação de 

pequenas GTPases com similaridades estruturais ao domínio ROC (Sancho et al., 2009). As 
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proteínas DVL1, DVL2 e DVL3 podem interagir com o domínio ROC-COR da LRRK2 e a 

mutação patogênica p.Y1699C é responsável por enfraquecer a interação do domínio ROC-

COR com estas proteínas (Sancho et al., 2009).  

Tendo em vista a importância do domínio COR e o fato de alterações previamente 

descritas neste domínio estarem fortemente associadas ao desenvolvimento da DP, a variante 

p.C1770R pode ser patogênica. Além disso, esta mutação estava ausente em indivíduos 

saudáveis de nossa população e duas ferramentas indicaram que ela pode alterar a estrutura ou 

a função da proteína. Portanto, a soma das evidências sinaliza que a variante p.C1770R possui 

uma alta probabilidade de ser patogênica. Contudo, as análises funcionais são importantes 

para comprovar se esta alteração está definitivamente associada ao desenvolvimento da DP. 

A mutação c.6415T>A (p.C2139S) foi descrita pela primeira vez por nosso grupo e 

está localizada um aminoácido distal ao domínio MAPKKK. Na literatura, apenas outra 

alteração, p.T2141M, foi descrita entre os domínios MAPKKK e WD40 (Paisán-Ruíz et al., 

2008). Entretanto, seu papel patogênico permanece indefinido, já que esta alteração não é 

conservada e não foi possível analisar membros da família do probando (Paisán-Ruíz et al., 

2008). Em nossa amostra, a alteração p.C2139S foi detectada em um indivíduo com história 

familiar da DP. Esta variante afeta um aminoácido altamente conservado e as análises in silico 

através das ferramentas PolyPhen e Pmut mostraram que a p.C2139S pode afetar estrutura da 

proteína LRRK2. Esta alteração não foi observada em 420 cromossomos controles da 

população brasileira. Apesar de sua patogenicidade não ter sido confirmada por estudos 

funcionais, nossos resultados suportam a hipótese de que a mutação p.C2139S pode estar 

associada à DP.   

 

 

Alterações potencialmente não patogênicas 

 

 

Das alterações exônicas, c.4194T>G (p.R1398R), c.4229C>T (p.T1410M) e 

c.6566A>G (p.Y2189C) são potencialmente não patogênicas. Entre as variantes intrônicas, 

consideramos c.4317+16C>T, c.5317+59A>C, c.5509+20A>C, c.5509+52T>C, 

c.5509+122A>G, c.5657-46C>T, c.6382-36G>A, c.6382-37C>T e c.6576+44T>C 

potencialmente não patogênicas. 

A variante c.4194T>G (p.R1398R) é silenciosa, não ocasionando troca de aminoácido 

na proteína LRRK2. Esta alteração nunca tinha sido descrita na literatura, embora uma outra 
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alteração missense na mesma localização da proteína, p.R1398H, tenha sido identificada neste 

trabalho e em outros estudos e classificada como não patogênica (Mata et al., 2005; Paisán-

Ruíz 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, não se pode excluir a possibilidade da alteração silenciosa p.R1398R afetar 

a expressão do RNA. Contudo, as análises in silico utilizando os programas SpliceView e 

NNSPLICE não mostraram alterações significativas relacionadas aos sítios doador e receptor 

de encadeamento selvagens. 

 Outro fator que favorece a classificação da p.R1398R como provavelmente não 

patogênica é a raridade de alterações silenciosas no LRRK2 que foram associadas à DP. Das 

25 variantes silenciosas descritas até o momento (PDmutDB), apenas a p.L1114L pode estar 

associada à DP, devido à sua cosegregação em um irmão com DP e à sua ausência em um 

irmão saudável e na amostra controle (Zimprinch et al., 2004). O restante das variantes 

silenciosas não foram associadas ao desenvolvimento da doença. Tendo em vista o caráter 

silencioso da alteração p.R1398R, o fato das ferramentas eletrônicas não terem identificado 

alterações nos sítios de encadeamento selvagens e de outra mutação de sentido trocado no 

mesmo aminoácido ser considerada um polimorfismo, consideramos a p.R1398R 

potencialmente não patogênica.  

A alteração c.4229C>T (p.T1410M) foi identificada em 1,9% dos pacientes e em 0,5% 

dos controles, sendo esta diferença estatisticamente não significativa. Dos pacientes, o 

probando PAR1455 também é portador heterozigoto de outra mutação, p.G2019S, descrita em 

nosso artigo (Pimentel et al., 2008) (anexo D). Entretanto, seu fenótipo foi similar ao de 

pacientes portadores de uma única alteração no gene LRRK2, sendo sua idade de manifestação 

(47 anos) menor do que a média encontrada em indivíduos com a mutação p.G2019S (57,5 

anos) (Healy et al., 2008). Até o momento, poucos estudos identificaram um mesmo paciente 

com duas variantes missense no gene LRRK2, embora o nosso estudo tenha sido o único que 

identificou duas alterações nos domínios funcionais ROC e MAPKKK. Lu e colaboradores 

(2008) descreveram um indivíduo com idade de manifestação de 65 anos portador de duas 

variantes em heterozigose no gene LRRK2, consideradas fatores de risco para a DP na 

população chinesa (p.R1628P e p.G2385R), não sendo seu fenótipo mais severo do que o de 
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indivíduos com apenas uma dessas variantes. Outros estudos detectaram pacientes com DP 

portadores de alterações em diferentes genes associados à doença (Dächsel et al., 2006; 

Illarioshkin et al., 2007) e, como em nosso paciente PAR1455, os sintomas foram similares 

aos de indivíduos com DP esporádica ou aos de pacientes com uma única mutação no LRRK2, 

apresentando variação apenas na idade de manifestação. Um indivíduo com duas mutações no 

LRRK2 e em PARKIN manifestou a doença precocemente aos 39 anos (Illarioshkin et al., 

2007). Porém, três outros portadores de alterações no LRRK2 e em PARKIN não manifestaram 

a DP antes dos 50 anos e não apresentaram diferenças significativas no grau de severidade da 

doença (Dächsel et al., 2006). Estes dados mostram que mais de um fator genético pode 

contribuir para a manifestação da DP.  

 A transição c.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 população, sendo esta diferença estatisticamente não significante. Esta alteração 

foi considerada um possível polimorfismo não patogênico. Entretanto, estes autores sugeriram 

que análises posteriores são necessárias para testar se esta variante é um fator de risco em 

populações caribenhas (Lesage et al., 2009). Similar a estes estudos, nós acreditamos que a 

alteração p.T1410M é um provável polimorfismo, já que a mesma estava presente em uma 

mulher controle de 83 anos da população brasileira e em 4,9% dos controles caribenhos. 

Entretanto, devemos ter cautela na avaliação de sua patogenicidade. A p.T1410M afeta um 

aminoácido altamente conservado, localizado no domínio ROC e as análises in silico 

mostraram que esta variante pode ser patogênica. O domínio ROC é responsável pela 

atividade GTPase e a ligação ao GTP é essencial para a atividade quinase da proteína LRRK2 

(Guo et al., 2007, Ito et al., 2007). Estudos in vitro comprovam que mutações no domínio 

ROC, tais como p.R1441C e p.R1441G diminuem a hidrólise do GTP o que leva ao aumento 

da atividade quinase no domínio MAPKKK (Lewis et al., 2007; Li et al., 2007; Guo et al., 

2007; Deng et al., 2008). Através do estudo da estrutura cristalográfica do dímero ROC 

(Deng et al., 2008), foi verificado que o mecanismo pelo qual as alterações patogênicas 

previamente descritas no domínio ROC (p.R1441C e p.I1371V) diminuem a hidrólise do GTP 

é o fato delas enfraquecerem a estrutura do dímero, acarretando o prolongamento da ligação 

ao GTP e prejudicando sua hidrólise (Deng et al., 2008). Estes dados mostram a importância 

de mutações localizadas no domínio ROC, uma vez que elas podem estar interferindo na 

hidrólise do GTP, prejudicando a função da proteína LRRK2. Além disso, estudos recentes 

têm investigado a atividade de autofosforilação da LRRK2, devido ao fato da fosforilação de 

uma ampla variedade de proteínas quinases ser um mecanismo importante para a regulação da 
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atividade quinase (Greggio et al., 2009; Kamikawaji et al., 2009; Gloeckner et al., 2010). Três 

estudos in vitro detectaram que a proteína LRRK2 autofosforila vários resíduos de serina e 

treonina de seu próprio domínio ROC (cerca de 8 resíduos), incluindo o resíduo p.T1410, 

mostrando que este aminoácido pode ser importante para a regulação da LRRK2 (Greggio et 

al., 2009; Kamikawaji et al., 2009; Gloeckner et al., 2010).  

Com o objetivo de verificar se a variante p.T1410M pode alterar o comportamento da 

proteína, a análise de bioinformática foi iniciada. A estrutura cristalográfica do dímero ROC 

foi obtida a partir do banco de dados RCSB, entretanto, alguns aminoácidos do dímero 

estavam ausentes. Para completar esta estrutura a modelagem molecular foi realizada através 

de dois programas e os dois modelos foram construídos com sucesso. Estes modelos serão 

utilizados no estudo de dinâmica molecular que se encontra em andamento. Tendo em vista 

que a alteração 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 não patogênica. Apesar disso, 

devido à importância do domínio ROC, análises funcionais são necessárias para determinar se 

a alteração p.T1410M constitui um fator de risco para a DP ao invés de um polimorfismo não 

patogênico. 

A última variante exônica, potencialmente não patogênica, a ser discutida é 

c.6566A>G (p.Y2189C). Esta alteração foi identificada em 1% dos pacientes e 1% dos 

controles. Através da análise de segregação desta variante na família de um dos probandos, 

esta variante também foi encontrada em um irmão saudável de 70 anos. Na literatura, dois 

estudos relataram esta alteração. O estudo realizado por Nuytemans e colaboradores (2008) 

identificou a p.Y2189C em um homem belga com história familiar da DP. Os autores 

mostraram que esta alteração possui um papel potencial na etiologia da DP, pois apesar do 

resíduo não ser conservado entre as espécies, a natureza aromática do aminoácido foi 

conservada ao longo da evolução. Além disso, a alteração p.Y2189C não foi encontrada em 

278 indivíduos controles da Bélgica e sua análise in silico mostrou que ela é deletéria para a 

função da proteína (Nuytemans et al., 2008). Outro estudo realizado em 92 casos familiares 

de DP oriundos da Tunísia (Jasisnka-Myga et al., 2010) detectou a p.Y2189C em dois 

pacientes. A alteração também estava presente em 6 membros da família não afetados, com 

idade variando de 29 a 71 anos, tendo sido ausente em um membro afetado. Análises 

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 diferença estatisticamente significativa. Os autores 
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sugeriram que a p.Y2189C pode estar associada ao risco de desenvolver a DP (Jasisnka-Myga 

et al., 2010).  

A variante p.Y2189C está localizada em uma posição não conservada entre as espécies 

de vertebrados analisadas, no domínio WD40. A função deste domínio na proteína LRRK2 

ainda é desconhecida, no entanto, dados recentes sinalizam um possível papel para o WD40. 

Através de um ensaio de autofosforilação in vitro, formas truncadas da proteína LRRK2, com 

deleção do domínio WD40, exibiram diminuição na autofosforilação, indicando que este 

domínio também é crucial para a atividade de fosforilação (Greggio et al., 2008). Outro 

trabalho in vitro mostrou que a remoção do domínio WD40 na proteína LRRK2 não só 

diminui a sua atividade autofosforilação como também impede a formação do complexo 

dimérico (Jorgensen et al., 2009). In vivo, a deleção do WD40 na proteína LRRK2 de 

Zebrafish causa perda de neurônios e déficit de locomoção (Sheng et al., 2010). Contudo, até 

o momento, nenhuma alteração definitivamente patogênica foi descrita neste domínio. 

Somente o polimorfismo p.G2385R está fortemente associado à DP, sendo considerado um 

fator de risco em populações asiáticas (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 não patogênica. A 

alteração não é conservada e as análises in silico utilizando duas ferramentas eletrônicas 

indicam que a c.6566A>G não afeta a estrutura da proteína e somente o programa Pmut 

apontou esta alteração como patogênica. Em nosso estudo, ela foi identificada com uma 

frequência similar em pacientes e em controles e também um irmão 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 à DP (Nuytemans et al., 2008; Jasisnka-

Myga et al., 2010), os dados de Jasisnka-Myga e colaboradores (2010) mostram que a 

variante não segrega com a doença nas famílias dos probandos, indicando que a alteração 

p.Y2189C é um provável polimorfismo não associado à DP. 

As variantes intrônicas consideradas potencialmente não patogênicas são 

c.4317+16C>T, c.5317+59A>C, c.5509+20A>C, c.5509+52T>C, c.5509+122A>G, c.5657-

46C>T, c.6382-36G>A, c.6382-37C>T e c.6576+44T>C. Destas, somente a alteração c.6382-

37C>T foi descrita previamente através da análise molecular em pacientes com DP, tendo 

sido identificada em um paciente (Paisán-Ruíz et al., 2008). Entretanto, seu valor patogênico 

não foi discutido (Paisán-Ruíz et al., 2008).  As variantes c.5317+59A>C, c.5509+20A>C, 

c.5509+122A>G, c.5657-46C>T e c.6576+44T>C estão descritas no banco de SNPs e foram 

identificadas através de consórcios responsáveis por investigar variações genéticas em 
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diferentes grupos étnicos, como o projeto HapMap (http://www.hapmap.org). Entretanto, 

estas variantes não foram associadas a nenhum tipo de doença. As alterações c.4317+16C>T, 

c.5509+52T>C e c.6382-36G>A são novas. Considerando que todas estas variantes intrônicas 

parecem não afetar o reconhecimento dos sítios de encadeamento selvagens, segundo as 

análises realizadas utilizando as ferramentas SpliceView e NNSPLICE, acreditamos que estas 

alterações não são patogênicas.  

 

 

Alterações não patogênicas (polimorfismos) 

 

 

Estão classificadas neste grupo, as alterações já descritas na literatura que 

apresentaram frequências similares entre pacientes com DP e controles da mesma população, 

tendo sido consideradas polimorfismos. As alterações não patogênicas identificadas neste 

estudo, relatadas também em diferentes populações mundiais, foram c.4193G>A (p.R1398H), 

c.4269G>A (p.K1423K), c.4541G>A (p.R1514Q), c.4624C>T (p.P1542S), c.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, c.5170+23T>A, c.5317+32C>T, c.5457T>C (p.G1819G), 

c.5948+48C>T, c.6241A>G (p.N2081D), c.6324G>A (p.E2108E) e c.6381+30A>G.  

Uma descoberta interessante é o fato de uma dessas alterações, c.4193G>A 

(p.R1398H), ter sido associada à diminuição do risco para o desenvolvimento da DP na 

população chinesa, indicando que variações polimórficas no gene podem modular o risco para 

o desenvolvimento da DP (Tan et al., 2010). O risco de indivíduos portadores das alterações 

p.G2385R e p.R1628P desenvolverem a doença é reduzido em aproximadamente 1,5 vezes se 

o indivíduo também é portador do polimorfismo p.R1398H. O estudo in vitro da p.R1398H 

comprovou que a presença desta alteração na proteína LRRK2 diminui significantemente sua 

atividade quinase, quando comparada à proteína selvagem, indicando que esta variante pode 

conferir uma função protetora para o desenvolvimento da DP (Tan et al., 2010).  

A tabela 8 aponta todas as alterações identificadas neste estudo, suas classificações e 

as respectivas referências na literatura, mostrando os estudos em que estas alterações já foram 

relatadas.  

 

 

 

http://www.hapmap.org/
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Tabela 8 - Alterações identificadas neste estudo e sua classificação. 

 

 

 

 

 

 

Alteração Classificação Referências bibliográficas
a
 

c.4193G>A 

(p.R1398H) 
Não patogênica 

Mata et al., 2005; Paisán-Ruíz 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. 

c.4194T>G 

(p.R1398R) 

Potencialmente 

não patogênica 

 

_ 

 

 c.4229C>T 

(p.T1410M) 

Potencialmente 

não patogênica 

Lesage et al., 2009. 

 

 

c.4269G>A 

(p.K1423K) 
Não patogênica 

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. 

c.4317+16C>T 
Potencialmente 

não patogênica 

_ 

 

 

c.4541G>A 

(p.R1514Q) 
Não patogênica 

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. 

 

 
c.4624C>T 

(p.P1542S) 
Não patogênica 

Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Johnson et al., 2007; Nichols 

et al., 2007; Paisán-Ruíz et al., 2008; Lesage et al., 2009; Nuytemans 

et al., 2009. 

 

 
c.4828-31T>C Não patogênica 

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

2009. 

 

c.4872C>A 

( p.G1624G) 
Não patogênica 

Mata et al., 2005; Paisán-Ruíz 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. 

 

 

 
c.4911A>G 

( p.K1637K) 
Não patogênica 

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. 

 

 

 c.4937T>C 

(p.M1646T) 
Não patogênica 

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. 

 

 

 

 
c.4939T>A 

(p.S1647T) 
Não patogênica 

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. 

 

 

 

 

c.5015+32A>G Não patogênica 
Lesage et al., 2009; Shojaiee et al., 2009b; Paisán-Ruíz et al., 2010. 

 

 
c.5170+23T>A Não patogênica 

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

2009. 
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a 
Referências bibliográficas de estudos que identificaram as respectivas variantes em pacientes 

com DP e/ou indivíduos controles.

Alteração Classificação Referências bibliográficas
a
 

c.5308T>C 

(p.C1770R) 

Potencialmente 

patogênica 

_ 

 

 

 c.5317+32C>T Não patogênica 
Di Fonzo et al., 2006; Lu et al., 2008; Lesage et al., 2009;  Wang et 

al., 2010. 

 

 

 

 

c.5317+59A>C 
Potencialmente 

não patogênica 

 

_ 

 

_ 

 
c.5457T>C 

(p.G1819G) 
Não patogênica 

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. 

 

 

 

 

c.5509+20A>C 
Potencialmente 

não patogênica 

 

_ 

 

_ 

 
c.5509+52T>C 

Potencialmente 

não patogênica 

 

_ 

 

_ 

 
c.5509+122A>G 

Potencialmente 

não patogênica 

 

_ 

 

 
c.5657-46C>T 

Potencialmente 

não patogênica 

_ 

 

 

 c.5948+48C>T Não patogênica 
Di Fonzo et al., 2006; Lesage et al., 2009. 

 

 
c.6241A>G 

( p.N2081D) 
Não patogênica 

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. 

 

 

 

 

c.6324G>A 

(p.E2108E) 
Não patogênica 

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. 

 

c.6381+30A>G Não patogênica 
Lesage et al., 2009. 

 

c.6382-36G>A 
Potencialmente 

não patogênica 

_ 

 

 

 c.6382-37C>T 
Potencialmente 

não patogênica 

Paisán-Ruíz et al., 2008. 

 

 

 
c.6415T>A 

(p.C2139S) 

Potencialmente 

patogênica 

 

_ 

 

 
c.6566A>G 

(p.Y2189C) 

Potencialmente 

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

c.6576+44T>C 
Potencialmente 

não patogênica 

_ 
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Até o momento, apenas sete mutações missense identificadas no gene LRRK2 foram 

associadas definitivamente à DP, o que constitui apenas 11% do total das alterações exônicas 

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 à falta de 

dados de segregação familiar, ou porque as famílias são relativamente pequenas ou devido à 

falta de acesso a estes familiares (Greggio & Cookson, 2009; Kumari & Tan, 2009). Do 

mesmo modo, na maioria das vezes, as análises funcionais da proteína mutante, in vitro e em 

modelos animais, têm sido realizadas apenas para as mutações mais frequentes e para a 

grande parte das alterações estes dados funcionais são ausentes.  

O gene LRRK2 é um gene grande, constituído por 51 exons. Devido a este fato, a 

grande maioria dos estudos restringe o teste genético aos exons 31 e 41, onde são detectadas 

as mutações mais frequentes (Healy et al., 2008). A tabela 9 resume os dados das principais 

referências que sequenciaram todo o gene ou parte do gene LRRK2, além dos exons 31 e 41. 

Como pode ser observado, estes estudos são muito diversificados quanto à seleção de 

pacientes, domínios 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 já tinham a mutação p.G2019S, 

outros ainda, selecionaram somente os exons nos quais já tinham sido identificadas alterações 

patogênicas ou potencialmente patogênicas (tabela 9). Similar ao nosso estudo, apenas um 

trabalho analisou os exons relacionados aos principais domínios das proteínas (Nuytemans et 

al., 2008) (tabela 9). A heterogeneidade dos estudos torna difícil a comparação das 

frequências de mutações identificadas em outros exons, além dos 31 e 41, entre grupos de 

pacientes de diferentes populações mundiais.  
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Tabela 9 - Resumo de estudos que rastrearam alterações no gene LRRK2 através do 

sequenciamento de vários exons. 

 

 

 

 

 

Referência
a
 População Regiões 

analisadas 

Tamanho 

da amostra 

(casos: 

familiares 

e/ou 

esporádicos) 

Número de indivíduos com 

variantes potencialmente 

patogênicas + patogênicas 

Total: N (%)
b
 

Berg et al., 2005 alemã Gene inteiro 53 

(familiares) 

7 

Total: 7 (13,2%) 

Khan et al., 2005 inglesa Gene inteiro 117 

(familiares) 

2 + 3 (p.G2019S) 

Total: 5 (4,3%) 

 

Mata et al., 2005 europeus, 

norte 

americanos 

e asiáticos 

Gene inteiro 100 

(familiares) 

4 + 12 (R1441C/G/H) + 3 

(p.G2019S) + 1 (p.G2385R) 

Total: 20 (20%) 

 

Paisán-Ruíz et al., 

2005 

canadense Gene inteiro 23 

(familiares) 

1 + 2 (p.G2019S) 

Total: 3 (13%) 

 

Skipper et al., 2005 Cingapura Exons 23-41 160 

(familiares e 

esporádicos 

sem a 

mutação 

p.G2019S) 

2 

Total: 2 (1,3%) 

Di Fonzo et al., 

2006b 

chinesa Gene inteiro 15 

(familiares e 

esporádicos) 

2 + 2 (p.G2385R) 

Total: 4 (26,6%) 

 

Di Fonzo et al., 

2006a 

50 italianos, 

9 brasileiros 

e 1 

português 

Gene inteiro 60 

(familiares) 

1 + 4 (p.G2019S) + 2 (p.R1441C) 

Total: 7 (11,6%) 

Schlitter et al., 2006 alemã Exons 19, 

24, 25, 29, 

31, 34, 35, 

38 e 41 

120 

(familiares e 

esporádicos) 

1 + 3 (p.G2019S) 

Total: 4 (3,3%) 

Johnson et al., 2007 norte 

americana 

Gene inteiro 79 

(familiares e 

esporádicos) 

2 + 2 (p.G2019S) 

Total: 4 (5,1%) 

Nichols et al., 2007 norte 

americana 

Gene inteiro 88 

(familiares e 

esporádicos 

sem a 

mutação 

p.G2019S) 

5 

Total: 5 (5,7%) 
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aReferências de estudos que sequenciaram vários ou todos os exons do gene LRRK2. 
b
As 

alterações mais comumente encontradas no gene estão especificadas na linha acima entre 

parênteses, sendo o total das alterações colocado em vermelho na última linha de cada célula, 

com a respectiva frequência entre parênteses. 
c
Os 5 pacientes de nossa amostra com a 

mutação p.G2109S foram relatados em dois artigos publicados por nosso grupo (anexos D e 

E). 

 

 

 

 

Referência
a
 População Regiões 

analisadas 

Tamanho 

da amostra 

(casos: 

familiares 

e/ou 

esporádicos) 

Número de indivíduos com 

variantes potencialmente 

patogênicas + patogênicas 

Total: N (%)
b
 

Nuytemans et al., 

2008 

belga Domínios 

ROC e 

MAPKKK 

304 

(familiares e 

esporádicos) 

1 + 6 (p.R1441G) 

Total: 7 (2,3%) 

Paisán-Ruíz et al., 

2008 

norte 

americana 

Gene inteiro 275 

(familiares e 

esporádicos) 

 

5 + 4 (p.G2019S) 

Total: 9 (3,3%) 

Camargos et al., 

2009 

brasileira Gene inteiro 8  

(familiares) 

1 

Total: 1 (12,5%) 

Lesage et al., 2009 francesa e 

norte 

africana 

Gene inteiro 226 

(familiares) 

5 + 4 (p.R1441H) + 13 (p.G2019S) 

Total: 22 (9,7%) 

Shojaee et al., 2009a iraniana Exons 3, 7, 

12, 14, 15, 

16, 19, 21-

25, 27, 29, 

30, 32, 36, 

37, 38, 40, 

42, 44, 49, 

50 

60 

(familiares e 

esporádicos) 

4 

Total: 4 (6,6%) 

Shojaee et al., 2009b iraniana Exons 31, 

34, 35, 41 e 

48 

205 

(familiares e 

esporádicos) 

1 + 1 (p.R1441C) 

Total: 2 (1%) 

Jasinska-Myga et 

al., 2010 

norte 

africana 

Gene inteiro 92 

(familiares) 

4 + 27 (p.G2109S) 

Total: 31 (33,6%) 

Nuytemans et al., 

2010 

belga Gene inteiro 

(exceto os 

domínios 

ROC e 

MAPKKK) 

310 

(familiares e 

esporádicos) 

3 

Total: 3 (1%) 

Wang et al., 2010 chinesa Gene inteiro 9 

(familiares) 

1 

Total: 1 (11,1%) 

Este estudo, 2010; 

Pimentel et al., 

2008, Abdalla-

Carvalho et al., 2010 

brasileira Domínios 

ROC, COR 

e MAPKKK 

204 

(familiares e 

esporádicos) 

2 + 5 (p.G2019S) 

Total: 7 (3,4%)
c
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Nesta tese, os exons 31 e 41 não foram incluídos. Entretanto, a análise destes exons 

em nossa amostra está relatada em dois artigos publicados por nosso grupo e a mutação 

p.G2019S foi identificada em um total de 5 probandos (2 casos familiares e 3 esporádicos) 

(Pimentel et al., 2008; Abdalla-Carvalho et al., 2010 - anexos D e E). Além destas, foi 

possível detectar neste estudo duas alterações potencialmente patogênicas em dois casos 

familiares (p.C1770R e p.C2130S). Estes resultados somam uma frequência total de 

alterações patogênicas ou potencialmente patogênicas de 3,4%, sendo estas alterações mais 

prevalentes em casos familiares (11,1%) do que esporádicos (1,8%). Contudo, esta frequência 

pode ser ainda maior, pois não podemos excluir a possibilidade de encontrarmos mutações 

nos outros exons do gene e em regiões 5’ e 3’ não traduzidas. O estudo mais similar ao nosso 

(Nuytemans et al., 2008), analisou os domínios ROC e MAPKKK, tendo encontrado uma 

frequência de 2,3% de indivíduos com mutações patogênicas ou potencialmente patogênicas 

(tabela 9). 

No Brasil, poucos estudos do gene LRRK2 foram realizados até o momento. Camargos 

e colaboradores (2009) sequenciaram o gene inteiro em 8 casos familiares de DP e 

identificaram uma mutação provavelmente patogênica (p.Q923H). Barsottini e colaboradores 

(2009) analisaram 119 brasileiros com DP familiar ou esporádica apenas para algumas 

alterações no gene (p.L1114L, p.I1122V, p.R1441C, p.Y1699C e p.G2019S), tendo 

encontrado ~2% dos pacientes com a mutação p.G2019S. Outro estudo selecionou pacientes 

com DP precoce, tendo detectado a alteração p.G2019S em 3,6% dos pacientes (Munhoz et 

al., 2008).  

Similar aos nossos dados, a maioria dos estudos (tabela 9) indica que as mutações 

p.G2019S ou p.R1441C/G/H são mais frequentes em relação aos outros tipos de alterações 

encontradas, reforçando a importância 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 análises dos principais domínios da proteína (ROC, COR e MAPKKK) onde todas as 

mutações definitivamente patogênicas foram identificadas (Di fonzo et al., 2006; Paisán-Ruíz 

e colaboradores, 2008). Entretanto, como não há evidências de mutações definitivamente 

patogênicas na porção N-terminal da proteína, a análise desta região proteica não deve ser 

prioridade (Paisán-Ruíz et al., 2008).  

A tabela 10 compara a frequência de mutações nos principais genes associados  

à DP. Dos 16 loci conhecidos associados à DP, amplas evidências de associação com a DP 

são consideradas para 5 genes principais (Nuytemans et al., 2010) (tabela 10). Destes, o gene 

LRRK2 é o mais frequentemente mutado em casos de DP esporádica e familiar de 
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manifestação tardia, constituindo a forma mais comum da DP (Nuytemans et al., 2010). 

Nossos resultados revelam uma frequência muito similar (11,1% de mutações nos casos 

familiares e 1,8% nos casos esporádicos) à frequência média identificada na população 

mundial (>10% de mutações nos casos familares e 2% nos casos esporádicos) (tabela 10), 

excluindo indivíduos com DP judeus Ashkenasi e árabes africanos, onde esta frequência é 

muito maior.  

Os resultados detectados no presente estudo revelam que mutações no gene LRRK2 

desempenham um papel significativo como fator genético para o desenvolvimento da DP em 

pacientes brasileiros. 

 

 

 

Tabela 10 - Frequência de mutações nos principais genes associados à DP. 

 

*SNCA, α-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 modificações). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes* Modo de herança Idade de 

manifestação 

da DP 

Frequência 

SNCA Autossômica dominante Precoce 

38-65 anos 

24-48 anos 

2% (casos familiares)  

 

PRKN Autossômica recessiva Precoce 

~30 anos 

10-20%  

PINK1 Autossômica recessiva Precoce 

20-40 anos 

1-7%  

DJ1 Autossômica recessiva Precoce 

20-40 anos 

<1%  

LRRK2 Autossômica dominante Tardia 

 

>10% (casos familares) e 2% (casos 

esporádicos)  

 

30% (casos familiares) e 10-40% 

(casos esporádicos) em árabes 

africanos e judeus Ashkenasi 
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As pesquisas genéticas em indivíduos com DP são importantes, pois possibilitam um 

diagnóstico mais eficiente em pacientes com DP, aumentam o entendimento dos mecanismos 

patogênicos associados à doença e permitem a identificação de potenciais genes moduladores 

da doença através de estudos de ligação dentro das famílias. Além disso, a identificação de 

indivíduos portadores pré-sintomáticos possibilita pesquisas relacionadas a intervenções que 

poderiam diminuir o progresso da doença e identificar biomarcadores de neurodegeneração 

(Thaler et al., 2009). 

Embora não exista ainda uma terapia neuroprotetora para pacientes com mutações no 

gene LRRK2, uma perspectiva de intervenção terapêutica para estes indivíduos seria a 

modulação farmacológica da atividade quinase da LRRK2 (Bonifati, 2007). Um recente 

estudo in vitro, verificou a atividade de fosforilação da LRRK2 na presença de 84 inibidores 

da atividade quinase, tendo sido possível identificar 8 inibidores potencialmente eficazes (Lee 

et al., 2010). Experimentos in vivo mostraram que os mesmos inibidores foram capazes de 

atenuar a perda de neurônios em camundongos mutados para a p.G2019S. Estes resultados 

comprovam que a degeneração causada pela LRRK2 in vivo é dependente do aumento da 

atividade de fosforilação e mostram que a inibição farmacológica da atividade quinase da 

LRRK2 providencia um potencial alvo terapêutico para o tratamento da neurodegeneração em 

pacientes com DP (Lee et al., 2010). 

Com isso, a identificação de alterações no gene LRRK2 e a distinção entre variantes 

benignas, mutações patogênicas ou fatores de risco são essenciais para estimar corretamente a 

frequência de mutações associadas à DP e melhorar nosso entendimento sobre o papel 

patológico de mutações no LRRK2, crucial para o desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas.
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 A análise molecular dos exons que codificam os domínios ROC, COR, MAPKKK e a 

parte inicial do WD40 (exceto os exons 31 e 41) da proteína LRRK2 revelou duas 

alterações potencialmente patogênicas, nunca descritas na literatura, identificadas em dois 

pacientes. A mutação c.5308T>C (p.C1770R) está localizada no domínio COR e a 

alteração c.6415T>A (p.C2139S) está localizada entre os domínios MAPKKK e WD40. 

 

 

 

 A mutação patogênica 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 patogênicas identificadas neste estudo, totaliza uma frequência de 3,4% de 

alterações potencialmente patogênicas ou patogênicas no gene LRRK2 encontradas em 

pacientes com DP brasileiros. A frequência nos casos familiares (11,1%) foi cerca de seis 

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

 

 

 

 Os resultados detectados neste estudo revelam que mutações no gene LRRK2 

desempenham um papel significativo como fator genético para o desenvolvimento da DP 

em pacientes brasileiros. 
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ANEXO A – Termo de consentimento dos pacientes 
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ANEXO B – Termo de consentimento da amostra controle 
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ANEXO C – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa UERJ 



 124 

 

ANEXO D – A study of LRRK2 mutations and Parkinson’s disease in Brazil 
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ANEXO D – A study of LRRK2 mutations and Parkinson’s disease in Brazil 
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 ANEXO E – Genetic analysis of LRRK2 functional domains in Brazilian patients with 

Parkinson’s disease. 
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ANEXO E – Genetic analysis of LRRK2 functional domains in Brazilian patients with 

Parkinson’s disease. 
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ANEXO E – Genetic analysis of LRRK2 functional domains in Brazilian patients with 

Parkinson’s disease. 
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ANEXO F - Pacientes analisados para alterações no gene LRRK2 e suas características 

principais 

Nº 
Registro do 

paciente 

Idade 

(anos) 

Idade de 

manifestação da 

DP 

(anos) 

Sexo masculino (M) 

ou feminino (F) 

Caso 

familiar (F) 

ou isolado (I) 

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 I 

5 PAR1146 79 73 M I 

6 PAR1147 47 35 M I 

7 PAR1148 48 42 M F 

8 PAR1149 65 64 F I 

9 PAR1152 74 70 M I 

10 PAR1153 54 51 M I 

11 PAR1154 70 66 M I 

12 PAR1155 55 51 M I 

13 PAR1156 56 52 M I 

14 PAR1157 76 65 M I 

15 PAR1158 64 60 M F 

16 PAR1159 71 53 M I 

17 PAR1160 68 58 M F 

18 PAR1161 59 49 M I 

19 PAR1162 64 47 M I 

20 PAR1163 83 65 F I 

21 PAR1164 64 57 M I 

22 PAR1168 66 62 M I 

23 PAR1169 74 71 M I 

24 PAR1170 57 43 F I 

25 PAR1171 65 55 M I 

26 PAR1172 74 61 F I 

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 77 55 M I 

32 PAR1182 39 26 F I 

33 PAR1183 58 44 F I 

34 PAR1184 69 66 M I 

35 PAR1185 62 50 M I 

36 PAR1186 57 45 F I 

37 PAR1190 55 54 F I 

38 PAR1191 72 60 M I 

39 PAR1192 69 50 M I 

40 PAR1193 72 68 F I 

41 PAR1194 72 67 F I 

42 PAR1195 79 60 F I 

Continua 
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ANEXO F - Pacientes analisados para alterações no gene LRRK2 e suas características 

principais 

Nº 
Registro do 

paciente 

Idade 

(anos) 

Idade de 

manifestação da 

DP 

(anos) 

Sexo masculino (M) 

ou feminino (F) 

Caso 

familiar (F) 

ou isolado (I) 

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 I 

48 PAR1211 57 58 F I 

49 PAR1218 55 45 F I 

50 PAR1219 74 64 M I 

51 PAR1220 85 73 M I 

52 PAR1221 55 46 M I 

53 PAR1223 78 74 M I 

54 PAR1224 65 55 M I 

55 PAR1229 56 43 M I 

56 PAR1230 71 65 M I 

57 PAR1231 66 56 M I 

58 PAR1232 54 43 M I 

59 PAR1247 48 46 F I 

60 PAR1248 70 58 F I 

61 PAR1263 67 66 M I 

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 I 

69 PAR1295 77 68 M I 

70 PAR1296 58 42 F I 

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 I 

76 PAR1308 56 50 F I 

77 PAR1314 72 69 F I 

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 I 

84 PAR1324 64 63 M I 

Continua 
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ANEXO F - Pacientes analisados para alterações no gene LRRK2 e suas características 

principais 

Nº 
Registro do 

paciente 

Idade 

(anos) 

Idade de 

manifestação da 

DP 

(anos) 

Sexo masculino (M) 

ou feminino (F) 

Caso 

familiar (F) 

ou isolado (I) 

da DP 

85 PAR1325 67 64 M I 

86 PAR1329 71 64 F I 

87 PAR1330 33 31 M I 

88 PAR1335 61 50 M I 

89 PAR1344 56 52 M I 

90 PAR1345 33 14 M I 

91 PAR1355 64 48 M I 

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 I 

102 PAR1399 42 39 M I 

103 PAR1401 43 37 F F 

104 PAR1402 71 47 M I 

105 PAR1404 62 48 M I 

106 PAR1405 38 35 F I 

107 PAR1406 77 69 M I 

108 PAR1407 58 43 M I 

109 PAR1408 66 60 M F 

110 PAR1409 47 33 M I 

111 PAR1410 82 72 F I 

112 PAR1420 72 57 M I 

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 I 

118 PAR1437 71 62 M I 

119 PAR1438 42 37 M I 

120 PAR1440 69 59 M I 

121 PAR1441 62 50 M I 

122 PAR1442 43 38 M F 

123 PAR1443 61 44 F I 

124 PAR1444 69 53 F I 

125 PAR1445 70 66 M F 

126 PAR1447 57 52 M I 

Continua 
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ANEXO F - Pacientes analisados para alterações no gene LRRK2 e suas características 

principais 

Nº 
Registro do 

paciente 

Idade 

(anos) 

Idade de 

manifestação da 

DP 

(anos) 

Sexo masculino (M) 

ou feminino (F) 

Caso 

familiar (F) 

ou isolado (I) 

da DP 

127 PAR1448 58 52 M I 

128 PAR1449 74 70 F I 

129 PAR1450 34 26 F I 

130 PAR1451 68 55 F I 

131 PAR1452 64 47 M I 

132 PAR1453 48 36 M I 

133 PAR1454 61 57 M I 

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 I 

139 PAR1460 60 42 M I 

140 PAR1461 71 59 M I 

141 PAR1462 59 53 M I 

142 PAR1463 53 46 F I 

143 PAR1464 74 67 M I 

144 PAR1493 74 62 M I 

145 PAR1494 64 63 M I 

146 PAR1495 61 52 F I 

147 PAR1499 77 68 M I 

148 PAR1503 76 72 M I 

149 PAR1504 70 60 F I 

150 PAR1510 73 71 M I 

151 PAR1511 71 65 F F 

152 PAR1512 54 50 M I 

153 PAR1602 61 59 M F 

154 PAR1613 86 83 M I 

155 PAR1636 47 44 M I 

156 PAR1645 80 64 F I 

157 PAR1646 47 45 M I 

158 PAR1647 71 68 F I 

159 PAR1648 61 56 M F 

160 PAR1649 57 49 F I 

161 PAR1650 53 42 M I 

162 PAR1660 67 57 F I 

163 PAR1661 49 27 M I 

164 PAR1662 54 51 M I 

165 PAR1666 87 78 F F 

166 PAR1667 38 35 M F 

167 PAR1695 61 44 M I 

168 PAR1696 68 58 M I 

Continua 
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ANEXO F - Pacientes analisados para alterações no gene LRRK2 e suas características 

principais 

Nº 
Registro do 

paciente 

Idade 

(anos) 

Idade de 

manifestação da 

DP 

(anos) 

Sexo masculino (M) 

ou feminino (F) 

Caso 

familiar (F) 

ou isolado (I) 

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 I 

174 PAR1704 56 47 M I 

175 PAR1705 38 34 F F 

176 PAR1728 70 55 F F 

177 PAR1732 87 83 M I 

178 PAR1963 43 39 M I 

179 PAR1964 40 39 M I 

180 PAR1965 44 39 M I 

181 PAR1966 39 36 M I 

182 PAR1967 48 37 M I 

183 PAR1968 41 38 M I 

184 PAR1969 40 38 F I 

185 PAR2036 46 40 F F 

186 PAR2037 58 58 M F 

187 PAR2038 55 47 F I 

188 PAR2039 70 60 F F 

189 PAR2040 84 77 F I 

190 PAR2041 74 64 F I 

191 PAR2042 79 76 F I 

192 PAR2043 71 68 M F 

193 PAR2044 70 67 F I 

194 PAR2058 71 63 M I 

195 PAR2066 78 78 F F 

196 PAR2067 70 47 M I 

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 I 

202 PAR2083 59 45 M F 

203 PAR2084 72 69 M I 

204 PAR2101 40 33 F I 
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ANEXO G - Resultados das análises moleculares do gene LRRK2 em pacientes com doença de Parkinson 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1142 N 

N 

N N c.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 

N N c.5948+48C>T N c.6324G>A N 

PAR1143 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C/  

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1144 N c.4193G>A 

homo/c.4269G>A 

homo 

N N c.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 

_ N N N N N 

PAR1145 N 

N 

N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1146 N 

N 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A / 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1147 N 

N 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1148 N 

N 

N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1149 N 

N 

N N c.4828-31T>C 

/ c.4911A>G/ 

c.4872C>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1152 N N N N N N N N N N N N N N 

PAR1153 N 

N 

N N c.4828-31T>C 

/ c.4911A>G/ 

c.4872C>A 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1154 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C/ 

c.5509+122A>G  

N N N N N N 

PAR1155 N N N N c.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 

N N N N N N 

PAR1156 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1157 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1158 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR1159 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T  c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1160 N N N N c.4872C>A N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1161 N N N N c.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 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1162 N N N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  _ N N N c.6324G>A N 

PAR1163 N N N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1164 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo/ 

c.5317+59A>C 

c.5457T>C 

homo/ 

c.5509+20A>C 

N N N N N N 

PAR1168 N N N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1169 N N N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T/ 

c.5317+59A>C 

c.5457T>C/ 

c.5509+20A>C 

N N N N N N 

PAR1170 N N N N c.4872C>A  N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1171 N N N N N N N N N N N N N c.6382-

36G>A 

PAR1172 N N N N N c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A/ 

c.6381+30A>G 

N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1173 N 

N 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1174 N N N N N N N N N N N N N N 

PAR1175 N N N N c.4872C>A  N c.5317+32C>T  N N  c.5948+48C>T N N N 

PAR1176 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A 

homo 

N c.5457T>C 

homo 

 N N N c.6324G>A N 

PAR1177 N N N N N N N N N N N N N N 

PAR1182 

N N 

N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1183 N N N N c.4872C>A N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1184 N 

N 

c.4541G>A  N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  N N N N N N N 

PAR1185 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1186 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N c.6324G>A N 

PAR1190 

 

N N N N c.4872C>A 

homo 

N c.5317+32C>T 

homo 

N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1191 

 

N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N  c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1192 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1193 N N N N N N N N N N N N N N 

PAR1194 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1195 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G / 

c.4937T>C/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1196 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1203 N N N N c.4872C>A N c.5317+32C>T  N N N c.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 c.5308T>C/ 

c.5317+32C>T 

N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1210 N N N N c.4872C>A N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1211 N N N N c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR1218 

 

N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G / 

c.4939T>A 

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Resultado das análises moleculares do gene LRRK2 em pacientes com doença de Parkinson 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1219 N N N N N N N N N N N N N N 

PAR1220 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

N N c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1221 N N N N c.4828-31T>C  

homo/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T  c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1223 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A / 

c.4911A>G / 

c.4939T>A 

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A 

N 

PAR1224 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.5015+32A>G 

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N 

N 

PAR1229 N N N N c.4828-31T>C  

homo/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo / 

c.4939T>A/  

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1230 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A / 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1231 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1232 N N N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1247 N N N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G / 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N c.5657-46C>T N N c.6324G>A c.6382-

37C>T 

PAR1248 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A / 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1263 N N N N c.4828-31T>C  

homo/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo / 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1270 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1280 N N N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A / 

c.4911A>G / 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1287 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo / 

c.4939T>A 

homo 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1288 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1292 N N N N c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo / 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

N 

PAR1293 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A 

N 

PAR1294 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A 

N 

PAR1295 N N c.4624C>T N c.4872C>A N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1296 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo / 

c.5957+32A>G  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1297 N c.4194T>G N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

/c.5957+32A>

G  

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N c.6324G>A N 

PAR1304 N N N N N c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1305 N N N N N N N N N N N N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1306 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo / 

c.4939T>A 

homo 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR1307 N 

c.4317+16C>T 

N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A / 

c.4911A>G  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1308 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G / 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1314 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1315 N c.4193G>A N N c.4828-31T>C / 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1319 N c.4193G>A N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo / 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A c.6566 

A>G 

PAR1320 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N N N N c.6382-

37C>T 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1321 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo / 

c.4939T>A/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR1322 N c.4193G>A N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1323 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

N N N N N N N N N 

PAR1324 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR1325 N N c.4624C>T  N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A    

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1329 N N N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T/ 

c.5317+59A>C 

c.5457T>C/ 

c.5509+20A>C 

N N N N N N 

PAR1330 N N N N N N N c.5457T>C N N N N N N 

PAR1335 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A   

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1344 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G / 

c.4939T>A   

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1345 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1355 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N N c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo/ 

c.5317+59A>

C 

c.5457T>C 

homo/ 

c.5509+20A>C 

N N N N N N 

PAR1358 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N c.6324G>A N 

PAR1359 N N N N N N N N N N N N N N 

PAR1366 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T

/ 

c.5317+59A>

C 

c.5457T>C/ 

c.5509+20A>C 

N N N N N N 

PAR1375 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N N  N 

PAR1376 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1377 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1386 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
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 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo   

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N c.6241

A>G  

N 

N 

PAR1397 N N N N N N N N N N N N c.6324G>A N 

PAR1398 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1399 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1401 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G  

c.5170+23T>A N c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1402 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

N c.5317+32C>T/ 

c.5317+59A>C 

c.5457T>C/ 

c.5509+20A>C 

N N N N N N 

PAR1404 N N N N c.4872C>A 

homo 

N c.5317+32C>T 

homo 

N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1405 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1406 N N c.4624C>T  N c.4872C>A N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1407 N N N N c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

homo  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1408 N N N N c.4872C>A 

homo / 

c.4911A>G 

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1409 N N N N c.4872C>A 

homo 

N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T 

homo 

N N N 

PAR1410 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1420 N N N N c.4872C>A N c.5317+32C>T  N N N N N N c.6382-

37C>T 

c.6576+44

T>C 

PAR1426 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

homo 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1427 N c.4193 

G>A 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1428 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G  

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1435 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo/ 

c.5509+52T>C 

N N N N N N 

PAR1436 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A / 

c.4911A>G / 

c.5015+32A>G 

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  _ N c.5948+48C>T N N N 

PAR1437 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1438 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1440 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G  

N c.5317+32C>T  N N N N N N N 

PAR1441 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1442 N 

N 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1443 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1444 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A  

N N c.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 

N N N N N N 

PAR1445 N N c.4624C>T  N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo/ 

c.5317+59A>C 

c.5457T>C/ 

c.5509+20A>C 

N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1447 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR1448 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1449 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A N c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1450 N N c.4541G>A  N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

N N N N N N N 

PAR1451 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1452 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G  

N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N 

N 

PAR1453 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

homo 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1454 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A / 

c.4911A>G / 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1455 N 

c.4229C>T 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1456 N N N N c.4872C>A  N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1457 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N c.5948+48C>T 

homo 

N N N 

PAR1458 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1459 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1460 N N N N c.4828-31T>C N N N N N N N N N 

PAR1461 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1462 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1463 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A N c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1464 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1493 N c.4193G>A N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N c.6566 

A>G 

PAR1494 N c.4194T>G N N c.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 

N N N N N N 

PAR1495 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1499 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1503 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1504 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1510 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

homo 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1511 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A 

homo 

N c.5457T>C 

homo 

N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1512 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G  

N c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1602 N N N N c.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 

N N N N c.6324G>A 

N 

PAR1613 N N c.4541G>A N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A 

N 

PAR1636 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N 

N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1645 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T  c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1646 N N N N c.4872C>A N c.5317+32C>T 

homo 

N N N c.5948+48C>T N N c.6382-

37C>T  

PAR1647 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1648 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR1649 N 

c.4193G>A 

N N c.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 

N N N c.6241 

A>G  

N N 

PAR1650 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A  

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N c.6241 

A>G 

c.6324G>A N 

PAR1660 N N c.4624C>T N c.4828-31T>C 

homo 

N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1661 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

homo  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1662 N 

c.4193G>A 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1666 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A  

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR1667 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A / 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR1695 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

N c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR1696 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1697 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1699 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T  c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1701 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4937T>C/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1702 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1703 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1704 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1705 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR1728 N c.4229C>T N N c.4872C>A  N c.5317+32C>T  N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR1732 

N 

c.4229C>T 

N N c.4828-31T>C 

/ c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR1963 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR1964 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N 

N 

PAR1965 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

homo 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

N 

PAR1966 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A  

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A 

N 

PAR1967 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A 

homo  

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T  c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
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 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR1969 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A 

homo 

N 

PAR2036 N N N N N N N N N N N N N N 

PAR2037 N N N N c.4872C>A N c.5317+32C>T N N N N N N N 

PAR2038 N c.4229C>T N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

N c.5317+32C>T N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR2039 N N N N c.4872C>A c.5170+23T>A c.5317+32C>T c.5457T>C N N c.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 c.5317+32C>T N N N c.5948+48C>T N N N 

PAR2042 N N N N c.4872C>A N c.5317+32C>T N N N N N N N 

PAR2043 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T N N N N N N c.6415 

T>A 

PAR2044 

N N c.4624

C>T 

N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G / 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N N N 

PAR2058 

N N N N c.4872C>A 

homo 

N c.5317+32C>T 

homo 

N N N c.5948+48C>T N N N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR2066 N c.4193G>A 

homo/ 

c.4269G>A homo 

N N c.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 

N N N N N N 

PAR2067 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR2068 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T  c.5457T>C 

homo 

N N N N N N 

PAR2069 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.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 

N N N N N N 

PAR2080 N N N N c.4828-31T>C 

homo/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G 

homo/ 

c.4939T>A/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A 

homo 

c.5317+32C>T  c.5457T>C 

homo 

N N N N c.6324G>A N 

PAR2081 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A 

homo/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A  

N c.5317+32C>T 

homo 

c.5457T>C  N N c.5948+48C>T N c.6324G>A N 

Continua 
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ANEXO G - Continuação 
Pacientes Exons* 

E29 E30 E32 E33 E34 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E42 E43 E44 

PAR2082 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.5015+32A>G 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

PAR2083 N c.4193G>A/ 

c.4269G>A 

N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G 

homo 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N N N 

PAR2084 N c.4193G>A N N c.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/ 

c.5509+20A>C 

N N N N N N 

PAR2101 N N N N c.4828-31T>C/ 

c.4872C>A/ 

c.4911A>G/ 

c.4939T>A 

c.5170+23T>A c.5317+32C>T  c.5457T>C  N N N N c.6324G>A N 

 
*As alterações identificadas através das análises de cada exon estão em suas respectivas colunas, escritas em vermelho. Quando o paciente é 

homozigoto, a palavra “homo” está escrita logo após a alteração. 

N- Indivíduos sem alterações nos exons.  
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ANEXO H - Resultados das análises moleculares do gene LRRK2 em indivíduos saudáveis 

(amostra controle) 

N° Controles Idade Sexo
a
 Exon 30 Exon 36 Exon 44 

1 PAR1439/07A 59 M N - N 

2 PAR1485/07A 74 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

3 PAR1486/07A 61 F N c.5317+32C>T N 

4 PAR1487/07A 84 F N N N 

5 PAR1488/07A 83 F 
c.4229C>T 

(p.T1410M) 
c.5317+32C>T N 

6 PAR1489/07A 74 F N c.5317+32C>T N 

7 PAR1490/07A 80 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

8 PAR1491/07A 77 M N - N 

9 PAR1492/07A 63 F N - N 

10 PAR1529/07A 61 F N - N 

11 PAR1530/07A 68 F N - N 

12 PAR1531/07A 74 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

13 PAR1532/07A 67 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

14 PAR1533/07A 65 F N c.5317+32C>T N 

15 PAR1534/07A 73 F N c.5317+32C>T N 

16 PAR1535/07A 72 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

17 PAR1536/07A 80 F N c.5317+32C>T N 

18 PAR1537/07A 71 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

19 PAR1538/07A 67 F N c.5317+32C>T N 

20 PAR1539/07A 77 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

21 PAR1590/07A 73 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

22 PAR1601/07A 58 F N c.5317+32C>T N 

23 PAR1611/07A 58 M N - N 

24 PAR1665/07A 58 F N c.5317+32C>T N 

25 PAR1686/07A 75 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

26 PAR1687/07A 62 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

27 PAR1688/07A 74 F N c.5317+32C>T N 

28 PAR1689/07A 78 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

29 PAR1690/07A 81 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

30 PAR1691/07A 59 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

Continua 
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ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 Exon 30 Exon 36 Exon 44 

31 PAR1692/07A 65 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

32 PAR1693/07A 69 F N c.5317+32C>T N 

33 PAR1694/07A 73 M N c.5317+32C>T N 

34 PAR1784/08A 65 F N N N 

35 PAR1785/08A 67 M N - N 

36 PAR1786/08A 71 F N c.5317+32C>T N 

37 PAR1787/08A 67 F N c.5317+32C>T N 

38 PAR1790/08A 64 F N c.5317+32C>T N 

39 PAR2050 58 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

40 PAR2051 61 M N c.5317+32C>T N 

41 PAR2052 54 M N c.5317+32C>T N 

42 PAR2053 60 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

43 PAR2054 50 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

44 PAR2055 53 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

45 PAR2059 60 M N - N 

46 PAR2060 58 M N c.5317+32C>T N 

47 PAR2061 58 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

48 PAR2062 53 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

49 PAR2070 55 M N c.5317+32C>T N 

50 PAR2071 59 M N c.5317+32C>T N 

51 PAR2073 55 M N c.5317+32C>T N 

52 PAR2074 63 M N c.5317+32C>T N 

53 PAR2075 57 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

54 PAR2076 56 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

55 PAR2077 54 M N N N 

56 PAR2078 51 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

57 PAR2093 59 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

58 PAR2094 63 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

59 PAR2095 56 M N - N 

60 PAR2102 51 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

Continua 
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ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 Exon 30 Exon 36 Exon 44 

61 PAR2103 54 M N 

c.5317+32C>T 

homo/ 

c.5317+59C>T 

N 

62 PAR2104 53 M N N N 

63 PAR2105 56 M N c.5317+32C>T N 

64 PAR2106 61 M N c.5317+32C>T N 

65 PAR2107 53 M N - N 

66 PAR2109 54 M N c.5317+32C>T N 

67 PAR2110 56 M N c.5317+32C>T N 

68 PAR2111 60 M N c.5317+32C>T N 

69 PAR2124 59 M N c.5317+32C>T N 

70 PAR2125 54 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

71 PAR2132 63 M N 

c.5317+32C>T 

homo/ 

c.5317+59C>T 

N 

72 PAR2135 55 M N c.5317+32C>T N 

73 PAR2144 55 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

74 PAR2146 63 M N c.5317+32C>T N 

75 PAR2147 58 M N c.5317+32C>T N 

76 PAR2148 63 M N c.5317+32C>T N 

77 PAR2159 52 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

78 PAR2160 56 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

79 PAR2161 57 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

80 PAR2166 63 M N - N 

81 PAR2167 80 F N - N 

82 PAR2168 71 F N - N 

83 PAR2169 74 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

84 PAR2170 72 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

85 PAR2171 60 M N c.5317+32C>T N 

86 PAR2173 67 M N - N 

87 PAR2174 66 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

88 PAR2175 68 F N c.5317+32C>T N 

89 PAR2176 51 F N c.5317+32C>T N 

Continua 
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ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 Exon 30 Exon 36 Exon 44 

90 PAR2177 66 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

91 PAR2178 56 M N - N 

92 PAR2179 61 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

93 PAR2180 50 F N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

94 PAR2181 57 M N c.5317+32C>T N 

95 PAR2182 82 F N c.5317+32C>T N 

96 PAR2183 54 M N c.5317+32C>T N 

97 PAR2184 52 M N 
c.5317+32C>T 

homo 
N 

98 PAR2186 51 M N c.5317+32C>T N 

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

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

homo 
N 

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

homo 
N 

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

homo 
N 

103 PAR2194 85 M N c.5317+32C>T N 

104 PAR2195 53 F N c.5317+32C>T 
c.6566A>G 

(p.Y2189C) 

105 PAR2196 64 M N - N 

106 PAR2197 58 F N c.5317+32C>T N 

107 PAR2198 53 F N - N 

108 PAR2199 80 M N 

c.5317+32C>T 

homo/ 

c.5317+59C>T 

N 

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

homo 
N 

110 PAR2201 95 F - c.5317+32C>T - 

111 PAR2202 60 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

112 PAR2203 73 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

113 PAR2204 63 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

114 PAR2205 72 M - N - 

115 PAR2206 52 F - N - 

116 PAR2207 58 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

117 PAR2208 64 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

118 PAR2209 66 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

Continua 
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ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 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 - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

122 PAR2213 66 F - c.5317+32C>T - 

123 PAR2222 70 F - 
c.5317+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 70 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

129 PAR2242 50 F - 

c.5317+32C>T 

homo/ 

c.5317+59C>T 

- 

130 PAR2243 75 F - N - 

131 PAR2244 58 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

132 PAR2245 79 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

133 PAR2246 52 F - N - 

134 PAR2247 53 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

135 PAR2248 50 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

136 PAR2249 58 M - N - 

137 PAR2250 74 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

138 PAR2251 64 F - c.5317+32C>T - 

139 PAR2252 56 F - c.5317+32C>T - 

140 PAR2253 61 M - c.5317+32C>T - 

141 PAR2254 55 F - c.5317+32C>T - 

142 PAR2297 64 M - c.5317+32C>T - 

143 PAR2298 67 M - c.5317+32C>T - 

144 PAR2324 65 M - c.5317+32C>T - 

145 PAR2325 85 F - N - 

146 PAR2336 66 M - c.5317+32C>T - 

147 PAR2337 62 M - c.5317+32C>T - 

148 PAR2351 51 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

Continua 
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ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 Exon 30 Exon 36 Exon 44 

149 PAR2361 59 M - c.5317+32C>T - 

150 PAR2363 63 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

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

152 PAR2410 64 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

153 PAR2411 63 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

154 PAR2412 64 M - c.5317+32C>T - 

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

homo 
- 

156 PAR2414 52 F - c.5317+32C>T - 

157 PAR2415 60 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

158 PAR2416 77 F - N - 

159 PAR2417 71 F - c.5317+32C>T - 

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

homo 
- 

161 PAR2419 67 F - c.5317+32C>T - 

162 PAR2420 59 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

163 PAR2421 71 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

164 PAR2422 51 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

165 PAR2423 61 F - c.5317+32C>T - 

166 PAR2424 71 F - c.5317+32C>T - 

167 PAR2425 60 M - c.5317+32C>T - 

168 PAR2426 63 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

169 PAR2427 71 M - c.5317+32C>T - 

170 PAR2428 75 F - c.5317+32C>T - 

171 PAR2429 68 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

172 PAR2430 50 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

173 PAR2431 57 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

174 PAR2432 71 M - N - 

175 PAR2433 78 M - N - 

176 PAR2434 52 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

177 PAR2435 68 M - c.5317+32C>T - 

178 PAR2436 63 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

Continua 



 168 

 

 
ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 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 - 

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

183 PAR2442 68 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

184 PAR2443 74 F - 
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.5317+32C>T - 

190 PAR2452 64 M - N - 

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

homo 
- 

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

homo 
- 

193 PAR2455 79 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

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

195 PAR2457 51 M - 

c.5317+32C>T 

homo/ 

c.5317+59C>T 

- 

196 PAR2458 51 F - N - 

197 PAR2459 66 F - 
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 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

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

203 PAR2465 56 F - c.5317+32C>T - 

204 PAR2466 52 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

205 PAR2467 71 F - N - 

206 PAR2468 72 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

Continua 
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ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 Exon 30 Exon 36 Exon 44 

207 PAR2469 79 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

208 PAR2470 60 F - c.5317+32C>T - 

209 PAR2471 65 F - c.5317+32C>T - 

210 PAR2472 64 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

211 PAR2473 65 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

212 PAR2474 63 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

213 PAR2475 63 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

214 PAR2476 84 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

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

homo 
- 

216 PAR2478 60 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

217 PAR2479 54 F - N - 

218 PAR2480 74 F - c.5317+32C>T - 

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

homo 
- 

220 PAR2482 60 F - 

c.5317+32C>T 

homo/ 

c.5317+59C>T 

- 

221 PAR2483 52 F - c.5317+32C>T - 

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

homo 
- 

223 PAR2485 63 F - c.5317+32C>T - 

224 PAR2488 56 M - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

225 PAR2489 61 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

226 PAR2490 52 F - 
c.5317+32C>T 

homo 
- 

227 PAR2201 95 F N c.5317+32C>T N 

228 DA1360/07A 64 M N - 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 

Continua 
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ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 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 

268 DA1677/07A 81 F N - 
c.6566A>G 

(p.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 

Continua 
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ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 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 

Continua 
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ANEXO H - Continuação 

N° Controles Idade Sexo
a
 Exon 30 Exon 36 Exon 44 

325 87 64 F N - N 

326 88 69 M N - N 

327 183 58 M N - N 

 

 
a 
Sexo

 
masculino: M; sexo feminino: F. 

As alterações pesquisadas e identificadas no cDNA estão escritas em vermelho e suas 

respectivas mudanças na proteína estão entre parênteses.  

 


