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RESUMO 

 
 

MOURA, Karla Cristina Vasconcelos. Relação entre fatores genéticos envolvidos em 
vias metabólicas mitocondriais e a Doença de Parkinson. 2013. 145 f. Tese 
(Doutorado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 
 

A doença de Parkinson (DP) é uma das desordens neurodegenerativas mais 
comuns associada ao envelhecimento, alcançando 2% aos 70 anos. É uma doença 
caracterizada pela degeneração progressiva de neurônios dopaminérgicos nigrais 
nos gânglios basais e pela presença de inclusões protéicas citoplasmáticas 
denominadas corpúsculos e neuritos de Lewy nos neurônios sobreviventes. A 
etiologia da DP é pouco conhecida, sendo considerada, na maioria dos casos, 
idiopática. Conhecimentos alcançados nos últimos 15 anos sobre a base genética da 
DP demonstram, claramente, que os fatores genéticos desempenham um importante 
papel na etiologia desta desordem. Neste trabalho, rastreamos mutações nos genes 
que codificam proteínas participantes de vias metabólicas mitocondriais (Parkin, 
PINK1 e DJ-1) em 136 pacientes brasileiros com manifestação precoce da DP, 
através do sequenciamento automático e da técnica de MLPA. Avaliamos a 
presença de variantes de sequência por meio do sequenciamento dos exons 1 a 12 
do gene Parkin e dos exons 1 a 8 do gene PINK1. Em Parkin foram identificadas três 
mutações patogênicas ou potencialmente patogênicas, ambas em heterozigose: 
p.T240M, p.437L e p.S145N. Em PINK1 não encontramos variantes de ponto 
patogênicas. Através da técnica de MLPA investigamos alterações de dosagem nos 
genes Parkin, PINK1 e DJ-1. Identificamos cinco alterações no gene Parkin em 
quatro pacientes: uma duplicação heterozigota do exon 4 no paciente PAR2256, 
uma deleção heterozigota do exon 4 no probando PAR2099, uma deleção 
homozigota do exon 4 na paciente PAR3380 e um probando heterozigoto composto 
(PAR2396) com duas alterações, uma duplicação do exon 3 e uma deleção dos 
exons 5 e 6. No gene PINK1 identificamos uma deleção heterozigota do exon 1, que 
nunca foi descrita na literatura, em um paciente (PAR2083). Não encontramos 
alteração quantitativa no gene DJ-1. Neste estudo obtivemos uma frequência total 
de mutações patogênicas (pontuais e de dosagem) nos genes estudados de 7,3%, 
sendo 6,6% no gene Parkin e 0,7% no gene PINK1.  

 
Palavras-chave: Doença de Parkinson. Mutações gênicas. MLPA. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Parkinson's disease (PD) is one of the most common neurodegenerative 
disorders associated with aging, reaching 2% at age 70. It is a disease characterized 
by progressive degeneration of nigra dopaminergic neurons in the basal ganglia and 
the presence of cytoplasmic protein inclusions known as Lewy bodies and neurites in 
surviving neurons. The etiology of PD is poorly understood, being considered, in 
most cases, idiopathic. Knowledge achieved in the last 15 years about the genetic 
basis of PD clearly shows that genetic factors play an important role in the etiology of 
this disorder. In this study, we screened mutations in genes that encode proteins 
participating in mitochondrial metabolic pathways (Parkin, PINK1 and DJ-1) in 136 
Brazilian patients with early onset PD, through automatic sequencing and MLPA 
technique. We evaluated the presence of sequence variants by means of sequencing 
of exons 1 to 12 of Parkin gene and exons 1 to 8 of PINK1 gene. In Parkin gene were 
identified three pathogenic or potentially pathogenic mutations, both in heterozygous 
state: p.T240M, p.437L e p.S145N. In PINK1 gene we did not find pathogenic point 
mutations. Through the MLPA technique we investigated dosage changes in Parkin, 
PINK1 and DJ-1 genes. We identified five exon rearrangements in Parkin gene in 
four patients: a heterozygous duplication of exon 4 in patient PAR2256, a 
heterozygous deletion of exon 4 in proband PAR2099, a homozygous deletion of 
exon 4 in patient PAR3380 and a compound heterozygote (PAR2396) with two 
changes, a duplication of exon 3 and a deletion of exons 5 and 6. In PINK1 gene we 
identified a heterozygous deletion of exon 1, which has never been described in 
literature, in one patient (PAR2083). We found no quantitative change in DJ-1 gene. 
In this study, we obtained an overall frequency of pathogenic mutations (sequence 
and dosage) in the genes studied of 7.3%, being 6.6% in Parkin gene and 0.7% in 
PINK1 gene. 

 
Keywords: Parkinson’s disease. Gene mutations. MLPA. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A doença de Parkinson 

 

 

A doença de Parkinson (DP; OMIM 168600) é uma das desordens 

neurodegenerativas mais comuns associada ao envelhecimento (de Lau & Breteler, 

2006), sendo sua incidência semelhante nas diferentes populações (Bekris et al., 

2010) e alcançando cerca de 2% dos indivíduos aos 70 anos (Wood-Kaczmar et al., 

2006). É uma doença caracterizada pela degeneração progressiva de neurônios 

dopaminérgicos nigrais nos gânglios basais (de Rijk et al., 1997) e pela presença de 

inclusões proteicas citoplasmáticas denominadas corpúsculos e neuritos de Lewy 

nos neurônios sobreviventes (Forno, 1996). O curso da DP pode ser subdividido em 

duas fases, uma pré-sintomática e outra sintomática, e progride em seis estágios 

neuropatológicos (Braak et al., 2004). A fase pré-sintomática, que compreende os 

estágios 1 e 2, é marcada pelo surgimento dos corpúsculos e neuritos de Lewy no 

cérebro de indivíduos assintomáticos, especificamente no tronco cerebral inferior, no 

núcleo motor dorsal do nervo vago e no núcleo olfativo anterior. A partir do estágio 3 

(fase sintomática), estas inclusões proteicas são encontradas na substância negra, 

sendo este o estágio no qual se iniciam os primeiros sintomas motores clássicos, e 

nos estágios mais avançados da doença elas são visualizadas também no córtex 

cerebral (Braak et al., 2003; 2004) (Figura 1).  
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Figura 1: A) Representação das fases pré-sintomática e sintomática da DP. A fase 
pré-sintomática é marcada pelo surgimento dos corpúsculos e neuritos de Lewy no 
cérebro de indivíduos assintomáticos. Na fase sintomática, o limiar neuropatológico é 
excedido (seta preta). O aumento da inclinação e da intensidade das áreas coloridas 
abaixo da diagonal indicam a gravidade crescente da patologia nas distintas regiões 
cerebrais. B) Diagrama mostrando o processo patológico ascendente (setas 
brancas). A intensidade do sombreamento das áreas coloridas corresponde à da 
figura 1A (Fonte: Braak et al., 2004). 

 

 

A DP é tipicamente uma desordem de início tardio de maior incidência no 

sexo masculino, com idade média de manifestação aos 55 anos (Dauer & 

Przedborski, 2003), embora 4% dos pacientes a desenvolvam antes dos 50 anos de 

idade (Van Den Eeden et al., 2003). Clinicamente, pacientes com DP são 

reconhecidos por exibir sintomas motores clássicos como tremor em repouso, 

bradicinesia, rigidez muscular e instabilidade postural, além de apresentarem 

também sintomas não motores (ex: constipação, perda do olfato, distúrbios do sono) 

que precedem as manifestações motoras. A etiologia da DP é pouco conhecida, 

sendo considerada, na maioria dos casos, idiopática. Entretanto, existem evidências 

que sugerem que tanto fatores hereditários como ambientais exerçam uma função 

no desenvolvimento da DP. Conhecimentos alcançados nos últimos 15 anos sobre a 

base genética da DP demonstram, claramente, que os fatores genéticos 

desempenham um importante papel na etiologia desta desordem, evidenciados pela 

agregação familiar, por estudos de associação genética e pela identificação de 

famílias com uma clara herança mendeliana da doença (Duvoisin, 1998). Estas 

evidências surgiram a partir de 1997, com a descoberta de mutações missense 

patogênicas no gene SNCA (α-synuclein), que segregavam de forma autossômica 
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dominante em algumas famílias com DP (Polymeropoulos et al., 1997). Embora a 

maioria dos casos de DP seja esporádico, pelo menos 16 diferentes loci 

cromossômicos (PARK1 a PARK16) têm sido identificados e neles mapeiam, dentre 

outros, cinco genes conclusivamente reconhecidos como causas autossômicas 

dominantes ou recessivas da doença: SNCA, LRRK2, Parkin, PINK1 e DJ-1 

(Polymeropoulos et al., 1997; Kitada et al., 1998; Bonifati et al., 2003; Zimprich et al., 

2004; Paisán-Ruíz et al., 2004; Valente et al., 2004a) (Tabela 1).  
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Tabela 1 – Loci e genes ligados à DP familiar.  
 

Locus gênico 
(posição 

cromossômica) 
Gene * 

Modo de 
herança ** 

Manifestação da 
DP 

OMIM® *** 

PARK1 (=PARK4) 
(4q21) 

SNCA AD precoce/tardia 168601 

PARK2 
(6q25-q27) 

Parkin AR juvenil/precoce 600116 

PARK3 
(2p13) 

- AD tardia 602404 

PARK5 
(4p14) 

UCHL1 AD tardia 191342 

PARK6 
(1p35-p36) 

PINK1 AR precoce 608309 

PARK7 
(1p36) 

DJ-1 AR precoce 602533 

PARK8 
(12q12) 

LRRK2 AD tardia 607060 

PARK9 
(1p36) 

ATP13A2 AR precoce 606693 

PARK10 
(1p32) 

- - tardia 606852 

PARK11 
(2q36-q37) 

GIGYF2 AD tardia 607688 

PARK12 
(Xq21-q25) 

SAT1 Ligada ao X tardia 300557 

PARK13 
(2p12) 

HTRA2 AD tardia 606441 

PARK14 
(22q13) 

PLA2G6 AR precoce 612953 

PARK15 
(22q12-q13) 

FBXO7 AR precoce 260300 

PARK16 
(1q32) 

- - - 613164 

 

*SNCA, α-Synuclein; PINK1, PTEN-Induced Putative Kinase 1; DJ-1, oncogene DJ-1; 
LRRK2, Leucin-Rich Repeat Kinase 2; ATP13A2, ATPase type 13A2; UCHL1, 
Ubiquitin Carboxyl-Terminal Hydrolase L1; GIGYF2, GRB10-Interacting GYF Protein; 
HTRA2, HTRA Serine Peptidase 2; PLA2G6, Group VI Phospholipase A2; FBXO7, 
F-Box Only Protein 7; SAT1, spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1. 
**AD, autossômica dominante; AR, autossômica recessiva. 
*** OMIM®, Online Mendelian Inheritance in Man®. 
Fonte: Adaptado de Schulte & Gasser, 2011 e Crosiers et al., 2011. 
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Além dos fatores genéticos monogênicos, existe uma hipótese que propõe 

que doenças neurológicas mais frequentes, como a DP, podem ser determinadas 

pelo efeito de variantes genéticas comuns na população (Bonifati, 2010). Essas 

variantes genéticas comuns (SNPs) podem representar fatores de suscetibilidade ou 

modificadores da enfermidade, afetando a penetrância, a idade de manifestação, a 

severidade e a progressão da doença. Recentemente, variantes genéticas comuns 

na população foram identificadas como sendo fatores de risco genético para o 

desenvolvimento da DP. Análises de alta densidade de SNPs permitiram a 

identificação de fatores de suscetibilidade em amplos estudos de associação 

genômica, onde as frequências de alelos de risco candidatos foram comparadas em 

pacientes e indivíduos controles saudáveis. Três importantes estudos de associação 

genômica (Satake et al., 2009; Simón-Sánchez et al., 2009; Edwards et al., 2010), 

realizados em populações asiáticas, européias e norte-americanas, encontraram 

uma forte associação de SNPs localizados nos genes LRRK2 e SNCA, além do 

novo locus PARK16, com a DP. Para isso, esses estudos genotiparam mais de 

500.000 SNPs e detectaram a região cromossômica contendo o gene SNCA como 

sendo o principal locus de suscetibilidade para a DP entre as populações estudadas. 

Além desses, os estudos de associação já identificaram outros fatores de risco para 

a DP em locus como GBA, MAPT, BST1, GAK e HLA.  

 As variantes genéticas associadas com a DP podem ser agrupadas em três 

categorias principais: 1) alelos raros que conferem alto risco e correspondem às 

formas mendelianas da DP; 2) alelos de baixa frequência que conferem risco 

intermediário para a DP; e 3) alelos comuns que isoladamente conferem risco baixo 

de predisposição à DP (Figura 2). 
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Figura 2: Principais categorias onde estão enquadrados os fatores de risco 
genéticos associados à DP. 
 

 

Vias metabólicas e genes envolvidos na DP 

 

 

Algumas vias metabólicas estão comprometidas na DP e levam ao quadro 

clínico característico da doença. Dados da literatura sinalizam que mutações nos 

genes associados a formas monogênicas da DP comprometem algumas dessas 

vias, como a dinâmica de vesículas e agregação de proteínas (α-sinucleína), o 

sistema ubiquitina-proteossomo (Parkin, DJ-1 e UCHL1), a via de sinalização celular 

e fosforilação proteica (LRRK2), o estresse oxidativo e a função mitocondrial (DJ-1, 

PINK1, Parkin e HTRA2) e a via lisossômica (GBA e ATP13A2) (Farrer, 2006; Wood-

Kaczmar et al., 2006). De alguma forma, estes mecanismos distintos acabam se 

sobrepondo, pois todos levam à disfunção associada à idade e a morte dos 

neurônios dopaminérgicos que caracterizam a DP (Figura 3).  
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Figura 3: Vias metabólicas comprometidas e envolvidas na patogênese da DP 
(Fonte: Adaptado de Farrer, 2006; Wood-Kaczmar et al., 2006; Thomas & Beal, 
2007). 

 

 

Os genes LRRK2 e PINK1 codificam proteínas quinases, que são 

constituintes de uma cascata de segundos mensageiros que influenciam a 

fosforilação de outras proteínas que acumulam em um estágio final da DP. Alvos 

indiretos dessas proteínas têm sido propostos e incluem a α-sinucleína e a proteína 

tau, espécies fosforiladas que estão associadas com a toxicidade e a formação de 

corpúsculos de Lewy e emaranhados neurofibrilares (Farrer, 2006). O acúmulo de α-

sinucleína na célula neuronal é um dos passos cruciais na patogênese da DP e o 

principal constituinte dos corpúsculos de Lewy (Wood-Kaczmar et al., 2006).  
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PINK1 também está envolvida na função normal da mitocôndria, assim como 

DJ-1, e essas proteínas protegem a célula contra o estresse oxidativo (Shen & 

Cookson, 2004). Além disso, DJ-1 previne o dobramento incorreto de proteínas, 

função esta que é mediada por moléculas chaperonas (Wood-Kaczmar et al., 2006). 

Em outro mecanismo associado à DP, Parkin e UCHL1 estão intimamente 

relacionadas com a ubiquitinação e degradação proteica através do sistema 

ubiquitina-proteossomo (UPS). Um exemplo disso é o da α-sinucleína, que possui 

uma grande propensão a formar extensos agregados que podem ser metabolizados 

pelo UPS. Uma vez que a via de degradação lisossomal também pode remover 

agregados de α-sinucleína através da macroautofagia, a disfunção lisossômica, 

causada por mutações nos genes ATP13A2 e/ou GBA, contribui para o acúmulo 

desta proteína na célula neuronal levando à patogênese da DP (Aharon-Peretz et 

al., 2005; Pan et al., 2008).  

 

 

O Estresse oxidativo, a disfunção mitocondrial e a DP 

 

 

A idéia de uma disfunção mitocondrial como mecanismo patogênico na DP 

surgiu a partir da associação do composto químico 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina (MPTP) com parkinsonismo. No início dos anos 80, alguns usuários 

de drogas desenvolveram rapidamente uma síndrome parkinsoniana progressiva, 

quase que indistinguível à DP clássica (Langston et al., 1983). Nestes indivíduos, até 

mesmo a resposta benéfica e o desenvolvimento de complicações motoras a longo-

prazo após a administração de levodopa foram virtualmente idênticos ao observado 

em pacientes com DP. Posteriormente, foi estabelecido que o 1-metil-4-

fenilpiridinium (MPP+), metabólito neurotóxico ativo do composto MPTP, se acumula 

na matriz mitocondrial inibindo a fosforilação oxidativa (Przedborski et al., 2004).  

 Achados produzidos através da neurotoxina parkinsoniana MPTP indicam que 

as perturbações celulares iniciais incluem a inibição da cadeia respiratória 

mitocondrial. De fato, logo após a administração sistêmica de MPTP em 

camundongos, o metabólito ativo MPP+ se concentra na matriz mitocondrial, onde se 

liga ao complexo I da cadeia de transporte de elétrons (Przedborski et al., 2004). 

Com isso, acredita-se que, em resposta à ligação de MPP+ ao complexo I, o fluxo de 



26 

 

elétrons da cadeia respiratória é prejudicado, levando à crise energética e ao 

estresse oxidativo e, finalmente, à morte neuronal. A relação direta entre a disfunção 

mitocondrial e a DP veio através da descrição post-mortem da deficiência do 

complexo I na parte compacta da substância negra de pacientes com parkinsonismo 

(Schapira et al., 1990).  

 Com exceção de alguns casos nos quais a clínica do parkinsonismo está 

associada com uma mutação no DNA mitocondrial, estudos pré-clínicos e clínicos 

não conseguiram identificar qualquer mutação genética nos genes que codificam 

proteínas da cadeia transportadora de elétrons em pacientes com DP (Vives-Bauza 

et al., 2009). Em contrapartida, já foram descobertas diversas mutações nos genes 

nucleares Parkin, PINK1 e DJ-1, responsáveis pelo parkinsonismo de herança 

recessiva, que estão associadas a formas familiares de DP precoce e com a 

disfunção mitocondrial e o estresse oxidativo.  

 

 

PARK7: gene DJ-1 

 

 

O gene DJ-1 contém sete exons, distribuídos em 24 kb, e está localizado em 

1p36 (Bonifati et al., 2003) (Figura 4A). Ele é amplamente expresso em diversos 

tecidos, como fígado, músculo esquelético e rins, e no cérebro ocorre um alto nível 

de expressão nas regiões que são mais afetadas na DP (Bonifati et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

 

Figura 4: A) Representação esquemática de DJ-1 no nível transcrito; B) Único 
domínio funcional da proteína DJ-1 que possui 189 aminoácidos e é membro da 
família ThiJ/Pfp1 de moléculas chaperonas que são induzidas durante o estresse 
oxidativo; Os números abaixo da proteína indicam os limites do domínio; As 
mutações que segregam com a DP estão escritas em vermelho na sua posição 
aproximada ao longo da proteína (Fonte: Corti et al., 2011; Martin et al., 2011). 

 

 

O produto do gene DJ-1 é uma proteína multifuncional, membro da família 

ThiJ/Pfp1 de moléculas chaperonas, composta de 189 aminoácidos (Figura 4B) que 

se apresenta na forma de um dímero (Bonifati et al., 2003). Sob condições normais, 

a proteína DJ-1 está localizada principalmente no citosol, e apenas uma parte está 

presente no núcleo, na matriz mitocondrial e no espaço intermembrana das 

mitocôndrias (Zhang et al., 2005). No entanto, sob condições de estresse oxidativo, 

DJ-1 é redistribuída e translocada para as mitocôndrias agindo como um sensor 

redox neuroprotetor ou como uma proteína antioxidante (Mitsumoto & Nakagawa, 

2001; Canet-Avilés et al., 2004). Outras funções também já foram atribuídas à DJ-1 

que envolvem regulação transcricional e transformação celular (Junn et al., 2009; 

Thomas et al., 2011). Uma baixa regulação deste gene através de RNA de 

interferência em linhagens celulares neuronais aumentou a morte celular por 

estresse oxidativo (Yokota et al., 2003). Com a inibição de DJ-1α na Drosophila, um 

ortólogo do gene DJ-1 humano, ocorreu o acúmulo celular de ROS, 

hipersensibilidade ao estresse oxidativo e disfunção e degeneração de neurônios 

dopaminérgicos (Yang et al., 2005). A deleção ou silenciamento de DJ-1 tem sido 



28 

 

relatada para sensibilizar as células ao estresse oxidativo e a superexpressão para 

protegê-las contra os radicais livres (Yokota et al., 2003).  

A proteína DJ-1 participa da regulação da dinâmica mitocondrial, de uma 

forma paralela à via das proteínas Parkin/PINK1, para manter a homeostase 

mitocondrial em um ambiente oxidativo (Moore et al., 2005; Zhuge & Cederbaum, 

2009; Irrcher et al., 2010; Thomas et al., 2011). Sendo assim, Parkin, PINK1 e DJ-1 

devem cooperar em diferentes níveis para a manutenção da integridade e função 

mitocondrial.  

O gene DJ-1 foi inicialmente descrito em associação com oncogênese 

(Nagakubo et al., 1997) e infertilidade em ratos machos (Cookson, 2003). 

Posteriormente, Bonifati e colaboradores (2003) identificaram duas alterações em 

DJ-1, uma deleção e uma mutação de ponto, em duas famílias consanguíneas da 

Holanda e da Itália, ambas com DP autossômica recessiva de início precoce. Os 

autores verificaram que os pacientes parkinsonianos com mutações em DJ-1 

possuíam uma progressão lenta da doença, respondiam bem ao tratamento com 

levodopa e desenvolviam distonia (Bonifati et al., 2003), que é o congelamento dos 

movimentos devido a contrações musculares involuntárias, lentas e repetitivas. 

Após o estudo de Bonifati e colaboradores (2003), mutações pontuais e de 

dosagem foram rastreadas em diferentes etnias por todo o mundo (Djarmati et al., 

2004; Lee et al., 2009; Macedo et al., 2009; Tomiyama et al., 2009). Entretanto, 

essas mutações são eventos raros, sendo responsáveis por <1% do parkinsonismo 

de início precoce (Klein et al., 2005; Pankratz et al., 2006; Choi et al., 2008; 

Nuytemans et al., 2009) (Tabela 2).  

 Até o momento, não existem dados sobre a frequência de mutações em DJ-1 

em populações latino-americanas, especialmente a brasileira. Segundo uma revisão 

sistemática realizada por Kilarski e colaboradores (2012), onde foram incluídos 15 

diferentes estudos populacionais publicados entre 2000 e 2011 em 1.351 pacientes 

com DP, foi encontrada uma frequência mutacional global de 0,4% no gene DJ-1. 

Poucos trabalhos rastrearam mutações em DJ-1 em grandes coortes de pacientes 

com DP familiar e esporádica e, por esse motivo, é possível que a frequência de 

alterações nesse gene seja subestimada.   

 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Contra%C3%A7%C3%A3o_muscular
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 Tabela 2: Frequência de mutações no gene DJ-1 em diferentes populações. 

 

(n), número de pacientes analisados; a, anos; *CNV, variação no nº de cópias; **VS, 

variantes de sequência 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

População 
(referências) 

Amostra 
(n) 

Familiar 
(n) 

Isolado 
(n) 

Corte 
Alterações 

encontradas 
n (%) 

Sérvios  
(Djarmati et al., 2004)   

 

75 

 

18 

 

57 
 

<45 a 
        0 (0)* 

   1 (1,3)** 

 
Italianos  
(Klein et al., 2005) 65 3 62 ≤51 a 

 
0 (0)* 

 0 (0)** 

 
Norte-americanos 
(Pankratz et al., 2006) 93        - - 

 
≤45 a 

0 (0)* 
 0 (0)** 

 
Taiwaneses  
(Lee et al., 2009) 68 10 58 <50 a 

0 (0)* 
 0 (0)** 

 
Coreanos  
(Choi et al., 2008) 72 12 

 
60 ≤50 a 

0 (0)* 
 0 (0)** 

 
Japoneses 
(Tomiyama et al., 2009) 

 
 

371 

 
 

157 

 
 

201 

 
 
- 

 
 

0 (0)* 

 
Belgas  
(Nuytemans et al., 2009) 310 - - - 

2 (0,6)* 
0 (0)** 

 
Holandeses  
(Macedo et al., 2009) 187 50 137 ≤50 a 

2 (1)* 
   1 (0,5)** 

 
Ingleses  
(Kilarski et al., 2012 136 29 107 <45 a 

0 (0)* 
 0 (0)** 
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PARK6: gene PINK1 

 

 

O gene PINK1 (protein-induced putative kinase 1) está localizado em 1p35-

p36 e contém 8 exons que compreendem, aproximadamente, 1,8 kb (Valente et al., 

2004a) (Figura 5A). Este gene codifica uma proteína de 581 aminoácidos com uma 

massa molecular de 62,8 kDa, que apresenta 95% de similaridade entre a forma 

humana e a do camundongo (Unoki & Nakamura, 2001; Nakajima et al., 2003) 

(Figura 5B). Após a tradução, a proteína PINK1 é importada para a mitocôndria, 

onde será processada para sua forma ativa e se localizará nas membranas e na 

matriz mitocondrial (Gandhi et al., 2006). PINK1 possui um domínio N-terminal 

mitocondrial, um domínio quinase, altamente conservado, que possui um elevado 

grau de homologia com as quinases serina/treonina da família Ca2+/calmodulina e 

um domínio C-terminal auto-regulatório (Valente et al., 2004a; Silvestri et al., 2005; 

Schiesling et al., 2008). A proteína PINK1 selvagem tem um efeito neuroprotetor por 

fosforilar proteínas mitocondriais específicas e modular suas funções (Beilina et al., 

2005; Cookson, 2005; Silvestri et al., 2005). A inativação do ortólogo de PINK1 em 

Drosophila, mediada por RNA de interferência, resultou na perda progressiva de 

neurônios dopaminérgicos, que foi suprimida pelo antioxidante humano superóxido 

desmutase 1 (SOD), sugerindo que a inativação de PINK1 pode induzir a morte 

neuronal via estresse oxidativo (Wang et al., 2006). 

Estudos bioquímicos e morfológicos, utilizando Drosophila melanogaster, 

sugeriram que as proteínas PINK1 e Parkin estão envolvidas, através de uma via 

metabólica comum, na manutenção da função e dinâmica mitocondriais e que PINK1 

atua a montante de Parkin (Clark et al., 2006b; Park et al., 2006). É sabido que as 

proteínas Parkin e PINK1 operam nos processos altamente regulados de fissão e 

fusão mitocondrial, que são críticos para a manutenção da mitocôndria 

(especialmente em neurônios). Um desequilíbrio nesta maquinaria mitocondrial tem 

sido cada vez mais associado à neurodegeneração (Chan, 2006).  
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Figura 5: A) Representação esquemática de PINK1 no nível transcrito; B) Domínios 
funcionais da proteína PINK1 que possui 581 aminoácidos; MTS – domínio de 
ligação à mitocôndria; TM – provável domínio transmembrana; Kinase – domínio 
Kinase serina/treonina; Números abaixo da proteína indicam os limites dos domínios; 
Mutações que segregam com a DP estão escritas em vermelho em sua posição 
aproximada ao longo da proteína (Fonte: Corti et al., 2011; Martin et al., 2011). 
 

 

Evidências recentes também sugerem que PINK1 desempenha um papel no 

controle de qualidade mitocondrial através da autofagia (neste caso mitofagia), 

juntamente com Parkin. O acúmulo de PINK1, devido ao baixo potencial de 

membrana mitocondrial, induz o recrutamento de Parkin para as mitocôndrias 

despolarizadas e, subsequentemente, estas mitocôndrias anormais serão eliminadas 

por mitofagia (Kawajiri et al., 2011). Além disso, foi visto que Parkin, PINK1 e DJ-1 

formam um complexo ubiquitina E3 ligase que promove a degradação de proteínas 

malformadas (Xiong et al., 2009). 

Alguns substratos de PINK1 já foram identificados como a proteína associada 

ao receptor TNF-1 (TRAP1), que é uma chaperona mitocondrial que quando 

fosforilada por PINK1 pode fornecer proteção contra a apoptose induzida por 

estresse oxidativo (Pridgeon et al., 2007). Parkin é outro provável substrato de 

PINK1. Sua região de ligação é fosforilada por PINK1 promovendo, assim, sua 

translocação mitocondrial (Kim et al., 2008).  
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Variantes patogênicas no gene PINK1 

 

 

 Duas mutações no gene PINK1 foram, inicialmente, detectadas em três 

famílias consanguíneas com DP de início precoce (Valente et al., 2004a). Desde 

então, mutações missense, nonsense, pequenas inserções e deleções, rearranjos 

de exons e até mesmo a deleção completa do gene PINK1 foram confirmadas como 

causa da DP de início precoce em diferentes etnias com uma frequência que varia 

de 0-9% (Rogaeva et al., 2004; Valente et al., 2004b; Bonifati et al., 2005; Klein et 

al., 2005; Li et al., 2005; Marongiu et al., 2007; Keyser et al., 2010; Kilarski et al., 

2012), constituindo a segunda maior causa de DP de início precoce (Tabela 3). A 

maioria das mutações descritas em PINK1, tanto as pontuais como as de dosagem, 

estão localizadas em regiões codificadoras do domínio funcional serina/treonina 

quinase da proteína (Klein et al., 2005; Keyser et al., 2010), levando à perda de 

função.  

 Em uma revisão sistemática realizada por Kilarski e colaboradores (2012), na 

qual foram incluídos todos os estudos, entre 2000 e 2011, que investigaram a 

ocorrência de mutações patogênicas no gene PINK1 em pacientes com DP, foi 

demonstrado que mutações em PINK1 são muito mais comuns em pacientes 

asiáticos do que em pacientes brancos (13,5% X 0,6%). Além disso, foi constatado 

que a proporção de casos latino-americanos com variantes em PINK1 (0,9%) era 

semelhante à proporção de pacientes de origem branca com alterações neste gene. 

Curiosamente, mutações em PINK1 também foram mais propensas a ocorrer no 

estado homozigoto (~81% comparado a 44% em Parkin) (Kilarski et al., 2012).  

 A taxa de mutações em PINK1 em pacientes com DP precoce ainda 

permanece desconhecida, mas estima-se ser população-específica. Dois estudos 

realizados, majoritariamente, em pacientes italianos encontraram mutações no gene 

PINK1 em uma porcentagem relativamente elevada (7% e 6%, respectivamente) 

(Valente et al., 2004b; Bonifati et al., 2005). Porém, a prevalência de alterações em 

PINK1 foi menor ou, até mesmo, ausente em outras populações estudadas 

(Rogaeva et al., 2004; Bras et al., 2008; Lee et al., 2008; Kumazawa et al., 2008; 

Brooks et al., 2009; Macedo et al., 2009) (Tabela 3). Um estudo em irlandeses 

identificou apenas um portador heterozigoto entre 290 pacientes com DP não 

aparentados (Healy et al., 2004). Este resultado da Irlanda pode ser explicado pelo 
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baixo número de casos de DP precoce analisados (aproximadamente 1/3), mas 

também pode indicar que a frequência de mutações em PINK1 varia de acordo com 

a região da população estudada. 

 Em nossa população, dois estudos triaram alterações no gene PINK1 em 

pacientes com DP precoce (Camargos et al., 2009; Godeiro-Junior et al., 2009). 

Camargos e colaboradores (2009) analisaram 45 probandos e identificaram uma 

nova deleção em homozigose no gene PINK1, correspondendo a uma taxa 

mutacional de 2,2%. Os autores sugeriram que, apesar da heterogeneidade genética 

da população brasileira contemporânea, resultado da mistura de indivíduos de 

origens européia (principalmente portugueses, mas também italianos, alemães e 

outras nacionalidades), africana e indígena, a frequência de mutações genéticas em 

PINK1 não difere substancialmente das populações de outras áreas geográficas. 

Outro estudo realizado no Brasil (Godeiro-Junior et al., 2009) não identificou 

mutações patogênicas no gene PINK1 em 60 pacientes com DP precoce analisados, 

apoiando a hipótese de que mutações neste gene podem não ser uma causa 

relevante de DP precoce entre pacientes brasileiros. 
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Tabela 3: Frequência de mutações no gene PINK1 em diferentes populações. 

(n), número de pacientes analisados; a, anos; *CNV, variação no nº de cópias; **VS, variantes de 

sequência 

 

 

 

População (referências) 
Amostra 

(n) 
Familiar 

(n) 
Isolado 

(n) 
Corte 

Alterações 
encontradas 

n (%) 

Norte-americanos 
(Rogaeva et al., 2004) 

 
289 

 
136 

 
153 

 
- 

 
2 (0,7)** 

 
Italianos  
(Valente et al., 2004) 100 - - <50 a 7 (7)** 
 
Italianos  
(Klein et al., 2005) 65 3 62 

 
≤51 a 

0 (0)* 
3 (4,6)** 

 
Italianos 
(Bonifati et al., 2005) 134 18 116 <50 a 8 (6)** 
 
Taiwaneses 
(Lee et al., 2008) 68 10 58 <50 a 

0 (0)* 
3 (4,4)** 

 
Japoneses  
(Kumazawa et al., 2008) 

 
 

391 

 
 

201 

 
 

190 

 
 
- 

 
 

10 (2,5)** 
 
Caucasianos não-
Hispânicos  
(Brooks et al., 2009) 250 95 155 - 

0 (0)* 
1 (0,4)** 

 
Brasileiros  
(Godeiro-Junior et al., 
2009) 60 25 33 <50 a 0 (0)** 
 
Holandeses  
(Macedo et al., 2009) 187 50 137 ≤50 a 

0 (0)* 
2 (1)** 

 
Brasileiros 
(Camargos et al., 2009) 45 - - ≤40 a 

1 (2,2)* 
0 (0)** 

 
Chineses  
(Zhang et al., 2010) 66 14 52 <50 a 

0 (0)* 
0 (0)** 

 
Indianos 
(Biswas et al., 2010) 250 - - - 5 (2)** 
 
Africanos 
(Keyser et al., 2010) 154 55 99 - 

0 (0)* 
1 (0,6)** 

 
Ingleses  
(Kilarski et al., 2012) 136 29 107 <45 a 

0 (0)* 
1 (0,7)** 
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PARK2: gene Parkin (PRKN)  

 

 

O gene Parkin possui uma função na biogênese mitocondrial através da 

regulação da transcrição e replicação do DNA mitocondrial (Kuroda et al., 2006), 

além de induzir a autofagia de mitocôndrias danificadas (Narendra et al., 2008; 

2009). A ausência do gene parkin em Drosophila leva à patologia mitocondrial e à 

degeneração muscular apoptótica e, com isso, aumenta a probabilidade de que um 

prejuízo mitocondrial semelhante ocasione a perda celular seletiva observada em 

pacientes com DP autossômica recessiva (Greene et al., 2003; Pesah et al., 2004). 

Apesar de ocorrerem apenas déficits leves, camundongos knockout para o gene 

Parkin têm características de disfunção mitocondrial e danos oxidativos (Palacino et 

al., 2004) e pacientes deficientes em Parkin possuem atividade do complexo I da 

mitocôndria de linfócitos diminuída (Muftuoglu et al., 2004), fornecendo maiores 

evidências que a perda de função de Parkin leva à disfunção mitocondrial. Por outro 

lado, a superexpressão de Parkin em modelos celulares previne o abcesso 

mitocondrial e a apoptose induzida por stress (Cookson, 2005). 

A proteína Parkin é essencialmente citosólica, sendo que uma pequena 

fração pode estar associada a membranas intracelulares como as da mitocôndria 

(Kuroda et al., 2006), sugerindo que Parkin possa regular proteínas mitocondriais 

que sejam importantes para a sua própria função. Ela possui 465 aminoácidos e 

pertence a uma família de proteínas com domínio ubiquitina N-terminal conservado e 

com dois motivos RING-finger C-terminal (Deshaies & Joazeiro, 2009) (Figura 6B). 

Parkin compreende aproximadamente 1,38 Mb de extensão (Figura 6A) e 

também está envolvido na degradação proteossômica de proteínas alvo, pois seu 

produto atua como uma ubiquitina E3 ligase (Shimura et al., 2000).  
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Figura 6: A) Representação esquemática de Parkin no nível transcrito; B) Domínios 
funcionais da proteína Parkin que possui 465 aminoácidos; UBL – domínio 
ubiquitina; RING1 e RING2 - domínios RING finger separados por um domínio IBR 
(entre RING); Números abaixo da proteína indicam os limites dos domínios; 
Mutações que segregam com a DP estão escritas em vermelho em suas posições 
aproximadas ao longo da proteína (Fonte: Corti et al., 2011; Martin et al., 2011). 
 

 

A ubiquitina é uma proteína de 76 aminoácidos produzida a partir de outras 

proteínas precursoras que são codificadas no genoma humano. A ubiquitina é 

covalentemente ligada ao resíduo de lisina de proteínas em um processo chamado 

ubiquitinação. Este mecanismo ocorre através da transferência de uma molécula de 

ubiquitina de uma enzima E1 ativada para uma enzima E2, onde uma E3 ligase 

catalisa a transferência da molécula de ubiquitina de uma enzima E2 para o 

substrato alvo (Hershko & Ciechanover, 1998). Tem sido demonstrado que Parkin, 

além de mediar a ubiquitinação via lisina 48 (K48), que direciona proteínas 

ubiquitinadas para a degradação proteossômica, também promove a ubiquitinação 

via lisina 63 (K63), que desempenha uma função nos processos de sinalização 

intracelular, além da formação dos corpúsculos de Lewy (Lim et al., 2005). 

Mais recentemente, da Costa & Checler (2012) demonstraram uma nova 

função para a proteína Parkin atuando como um fator de transcrição, 

independentemente de sua atividade de ubiquitina ligase previamente caracterizada. 

Foi estabelecido que Parkin possa agir como um repressor transcricional da proteína 
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p53 por interagir fisicamente com sua região promotora através do domínio RING1 

(da Costa & Checler, 2011).  

A proteína Parkin é expressa em processos pré-sinápticos e pós-sinápticos e 

no corpo celular de muitos neurônios (Schlossmacher et al., 2002). O RNAm de 

Parkin e sua proteína são detectados em estágios embrionários em camundongos e 

mostram uma distribuição generalizada no sistema nervoso central (SNC) e em 

outros órgãos, além de apresentarem um aumento considerável durante a metade 

do período gestacional no SNC, seguido de um acréscimo estável até a maioridade 

(Biskup et al., 2008). A expressão de Parkin está correlacionada com a maturação 

celular, o que implica uma função fisiológica de Parkin em vários tipos neuronais 

(Kuhn et al., 2004).  

Pacientes portadores de mutações em Parkin costumam manifestar a DP 

precocemente (antes dos 50 anos), porém o fenótipo da doença geralmente é similar 

ao de casos esporádicos. Além disso, a doença tende a seguir um curso mais lento 

e a maioria dos estudos reportaram sintomas mais simétricos, uma boa resposta ao 

tratamento com levodopa, uma proporção mais alta de distonia e hiperreflexia, e 

severas complicações motoras relacionadas ao tratamento (Lucking et al., 2000; 

Khan et al., 2005; Deng et al., 2008). A patologia mais observada em portadores de 

mutações em Parkin é a degeneração nigral sem corpúsculos de Lewy, embora 

poucos casos tenham sido descritos com estes corpúsculos (Wider et al., 2010). 

 

 

Variantes patogênicas no gene Parkin 

 

 

Mutações no gene Parkin, que se localiza em 6q25-q27, foram originalmente 

identificadas em famílias consanguíneas japonesas com parkinsonismo juvenil, 

segregando de forma autossômica recessiva (Kitada et al., 1998) e representam a 

causa mais comum de DP de início precoce, sendo responsáveis por 10 a 20% dos 

casos (Klein & Schlossmacher, 2006). Mutações em Parkin são encontradas em até 

50% dos casos familiares de pacientes com DP de manifestação abaixo dos 45 anos 

de idade (Lucking et al., 2000), além de desempenharem uma função no 

parkinsonismo esporádico (18%) (Pilcher, 2005; Klein & Schlossmacher, 2007; Klein 

& Lohmann-Hedrich, 2009). 
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O grande número e o amplo espectro de mutações em Parkin inclui 

alterações em todos os seus 12 exons (Hedrich et al., 2001) e levam à perda de 

função associada com a DP. A maioria dos pacientes possui mutação em 

homozigose, embora uma proporção significativa de heterozigotos tenha sido 

encontrada, sugerindo que uma alteração em heterozigose pode aumentar o risco 

de se desenvolver a doença (Klein et al., 2007). O papel de mutações heterozigotas 

em Parkin como causa ou fator de suscetibilidade para a DP permanece controverso 

(Kay et al., 2007; Klein et al., 2007; Klein & Lohmann-Hedrich, 2007). Vários estudos 

de casos familiares e esporádicos de DP demonstraram que pacientes com 

alterações em heterozigose manifestam a doença mais tardiamente e são mais 

provavelmente representados por casos esporádicos do que pacientes com 

mutações homozigotas ou heterozigotas compostas (Abbas et al., 1999; Lucking et 

al., 2000; Hedrich et al., 2002; Foroud et al., 2003; Lohmann et al., 2003; Oliveira et 

al., 2003; Periquet et al., 2003; Sun et al., 2006). Variantes heterozigotas em PARK2 

também já foram observadas em indivíduos controles saudáveis, o que torna a 

avaliação da patogenicidade dessas alterações bastante complexa (Nuytemans et 

al., 2010). Mais de 170 alterações diferentes já foram identificadas ao longo da 

sequência deste gene, de grande extensão, incluindo amplas deleções e 

multiplicações, pequenas deleções/inserções, além de mutações missense e 

nonsense (Nuytemans et al., 2010). Aproximadamente, 50% dos portadores de 

mutações em Parkin exibem rearranjos de exons (Hedrich et al., 2001), enquanto os 

outros 50% restantes possuem pequenas alterações.  

Sugere-se que a alta frequência de rearranjos exônicos em Parkin seja 

decorrente de seus grandes introns e da presença de numerosos elementos 

repetitivos que levam à instabilidade (Keyser et al., 2009). Determinadas mutações 

em Parkin prejudicam sua atividade ligase levando ao acúmulo intracelular de seus 

substratos. Alguns candidatos a substratos de Parkin têm sido identificados e 

incluem proteínas que estão implicadas na DP, como sinfilina-1 e uma forma 

glicosilada da α-sinucleína (von Coelln et al., 2004). Este acúmulo de substratos 

proteicos, potencialmente tóxicos, pode ser prejudicial às células nervosas, 

especialmente aos neurônios dopaminérgicos.  

Estudos epidemiológicos em relação à frequência populacional de mutações 

no gene Parkin já foram conduzidos em diversas amostras de pacientes com DP 

familiar e esporádica de diferentes etnias e comprovaram que a prevalência de 
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alterações é população específica (Tabela 4). As aparentes discrepâncias entre os 

resultados ao redor do mundo podem estar relacionadas à heterogeneidade clínica 

das coortes analisadas, caracterizada por diferentes proporções de casos familiares 

versus casos isolados de DP precoce, além de diferenças na estratificação da idade 

de manifestação da DP precoce. 
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Tabela 4: Frequência de mutações no gene Parkin em diferentes populações. 

 

(n), número de pacientes analisados; a, anos; *CNV, variação no nº de cópias; **VS, 

variantes de sequência 

 

 

 

 

 

 
População (referências) 
 

Amostra  
(n) 

Familiar  
(n) 

Isolado  
(n) 

Corte 
Alterações 

encontradas  
n (%) 

 
Chineses  
(Zhang et al., 2010) 

 
 

66 

 
 

14 

 
 

52 

 
 

<50 a 

 
18 (27,3)* 

2 (3)**  
 
Chineses  
(Wu et al., 2005) 

 
 

41 

 
 
7 

 
 

34 

 
 

<50 a 

 
2 (4,9)* 
3 (7,3)** 

 
Chineses  
(Wu et al., 2009) 

 
 

55 

 
 
- 

 
 

55 

 
 

≤50 a 

 
2 (3,6)* 

 2 (3,6)** 
 
Hispânicos e não 
hispânicos  
(Marder et al., 2010) 

 
 
 

956 

 
 
 

140 

 
 
 

816 

 
 
 

<51 a 

 
 

33 (3,4)* 
 31 (3,2)** 

 
Espanhóis  
(Muñoz et al., 2002) 

 
 

37 

 
 

24 

 
 

13 

 
 

≤40 a 

 
1 (2,7)* 

6 (16,2)** 
 
Norte-americanos  
(Pankratz et al., 2009) 

 
 

420 

 
 

420 

 
 
- 

 
 
- 

  
11 (2,6)* 
13 (3,1)** 

 
Norte-americanos  
(Clark et al., 2006) 

 
 

101 

 
 

13 

 
 

88 

 
 

≤50 a 

 
3 (3)* 

10 (10)** 
 
Nigerianos  
(Okubadejo et al., 2008) 

 
 

57 

 
 
9 

 
 

48 

 
 
- 

 
 

Nenhuma 
 
Sul-africanos  
(Keyser et al., 2009) 

 
 

88 

 
 

30 

 
 

58 

 
 

≤50 a 

 
 

6 (6,8)* 
 
Brasileiros  
(Aguiar et al., 2008) 

 
 

72 

 
 

27 

 
 

41 

 
 

≤50 a 

 
6 (8,3)* 
4 (5,5)** 

     Continua 
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(n), número de pacientes analisados; a, anos; *CNV, variação no nº de cópias; **VS, 
variantes de sequência 

 

 

Estudos em pacientes orientais revelou que a frequência de mutações em 

Parkin varia de 3,6% a 27,3% para mutações de dosagem e de 3% a 7,3% para 

variantes pontuais (Wu et al., 2005; 2009; Zhang et al., 2010) (Tabela 4). Zhang e 

colaboradores (2010) sugeriram que mutações neste gene são comuns em 

pacientes chineses com DP precoce e são compostas principalmente por rearranjos 

de exons. 

Em um estudo multicêntrico (Marder et al., 2010), que envolveu 13 centros de 

desordens do movimento, um total de 956 pacientes com DP precoce, de origem 

hispânica e não-hispânica, foram investigados para alterações quantitativas e 

qualitativas no gene Parkin. Do total, 64 probandos carreavam variantes em Parkin 

(6,7%), sendo as variações no número de cópias (CNVs) as alterações mais 

frequentes nestes indivíduos (3,4%). Os autores também demonstraram que 

     Continuação 

 
População (referências) 
 

Amostra  
(n) 

Familiar  
(n) 

Isolado  
(n) 

Corte 
Alterações 

encontradas  
n (%) 

 
Italianos  
(Klein et al., 2005) 

 
 

65 

 
 
3 

 
 

62 

 
 

≤51 a 

 
 

2 (3)** 
 
Indianos  
(Vinish et al., 2010)  

 
 

69 

 
 
- 

 
 

69 

 
 
- 

 
28 (40,5)* 
6 (8,7)** 

 
Americanos  
(Kay et al., 2010) 

 
 

2091 

 
 

475 

 
 

1616 

 
 
- 

 
 

18 (0,86)* 
Poloneses 
(Gaweda-Walerych et al., 
2012) 

 
         

104 

 
 
- 

 
 
- 

 
 

≤50 a 

       
1 (1)* 

 1 (1)** 

 
Ingleses 
(Kilarski et al., 2012) 

 
 

136 

 
 

29 

 
 

107 

 
 

<45 a 

    
       6 (4,4)* 
       4 (2,9)** 

 
Brasileiros 
(Camargos et al., 2009) 45 - - ≤40 a 

1 (2,2)* 
5 (11,1)** 

 
Portugueses 
(Bras et al., 2008) 46 19 27 <50 a 

5 (10,8)* 
3 (6,5)** 
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mutações em Parkin, em particular deleções nos exons 3 e 4 e a variante frameshift 

c.255delA, são comuns entre hispânicos, especificamente porto-riquenhos. 

Na Europa, a prevalência de mutações em Parkin varia de acordo com a 

região geográfica estudada. Em um estudo na Espanha foi identificada uma 

frequência mutacional de aproximadamente 19% entre os 37 casos majoritariamente 

familiares que foram analisados, sendo 16,2% de alterações de ponto e 2,7% de 

mutações de dosagem (Muñoz et al., 2002). Diferentemente, Klein e colaboradores 

(2005) utilizaram uma amostra de casos isolados de DP e encontraram uma baixa 

frequência de mutações pontuais no gene Parkin na população italiana analisada 

(3%). Em Portugal a frequência de mutações de sequência e de dosagem 

encontrada foi de 10,8% e 6,5%, respectivamente (Bras et al., 2008). 

O rastreamento de alterações no gene Parkin também já foi realizado em 

diferentes populações da América do Norte que identificaram um total de 12,9%, 

5,7% e 0,86% de mutações em Parkin, respectivamente (Clark et al., 2006; Pankratz 

et al., 2009; Kay et al., 2010). Pankratz e colaboradores (2009) sugeriram que a 

porcentagem de indivíduos com mutações em Parkin foi maior quando os sintomas 

começaram mais precocemente. Por outro lado, Kay e colaboradores (2010) 

constataram que não existe evidência convincente para a associação de alterações 

no número de cópias em heterozigose no gene Parkin com a DP.      

No norte da Índia Ocidental, Vinish e colaboradores (2010) analisaram 69 

pacientes indianos, todos casos esporádicos de DP, sem corte por idade de 

manifestação. Do total foram encontradas alterações de dosagem gênica (deleções 

em homozigose) em 40,5% da amostra triada, além de 8,7% dos pacientes portarem 

também mutações de ponto, demonstrando assim que variações no número de 

cópias no gene Parkin são bastante comuns na população da Índia.  

Estudos em pacientes com DP de origem africana também foram relatados na 

literatura. Um desses trabalhos, realizado na Nigéria, não identificou qualquer 

mutação patogênica no gene Parkin, embora algumas variantes heterozigotas tanto 

em pacientes quanto em controles tenham sido encontradas (Okubadejo et al., 

2008). Com isso, os autores sugeriram que variantes patogênicas em Parkin são 

uma causa rara de DP nesta população. Outro estudo, conduzido em 88 pacientes 

da África do Sul, encontrou 6 pacientes com mutações em Parkin (6,8%) que 

possuíam duplicações e deleções em heterozigose ou deleções em homozigose 

(Keyser et al., 2009). Este trabalho reforçou a importância de se incluir a análise de 
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dosagem gênica como parte do rastreamento de mutações no gene Parkin, uma vez 

que este tipo de alteração tem sido encontrada com frequência de até 50% em 

pacientes com DP precoce (Hattori et al., 1998; Hedrich et al., 2004).  

Na América Latina os únicos estudos populacionais relacionados ao gene 

Parkin em pacientes com DP precoce foram realizados no Brasil, especificamente na 

área urbana de São Paulo e no Estado de Minas Gerais, respectivamente (Aguiar et 

al., 2008; Camargos et al., 2009). Aguiar e colaboradores (2008) investigaram 

alterações pontuais e de dosagem no gene Parkin em 72 pacientes brasileiros com 

DP precoce (≤ 50 anos), sendo 27 casos familiares e 41 isolados (4 não souberam 

informar), além de 81 voluntários saudáveis. Os autores encontraram uma 

frequência total de mutações em Parkin de 12,5% nos casos, sendo a maioria das 

alterações identificadas rearranjos exônicos em heterozigose (8,3%) que afetavam 

as regiões dos exons 2 a 7 do gene Parkin. Camargos e colaboradores (2009) 

rastrearam a frequência de mutações em Parkin em 45 pacientes brasileiros com DP 

precoce e identificaram 5 mutações de sequência conhecidas (11,1%) e uma 

duplicação do exon 5 (2,2%).   

De um modo geral, os estudos realizados até o momento nos genes Parkin, 

PINK1 e DJ-1 indicam que tanto as mutações de sequência quanto as alterações de 

dosagem contribuem para o desenvolvimento da DP precoce, demonstrando a 

importância de se rastrear igualmente alterações quantitativas e qualitativas nestes 

fatores genéticos. Os trabalhos apontam uma discrepância nos resultados 

encontrados, pois a maioria dos estudos se concentrou em uma população 

específica, sendo os estudos conduzidos em populações latino-americanas 

escassos ou, até mesmo, ausentes. Poucos trabalhos foram realizados na 

população brasileira o que reforça a importância de se conduzir a análise dos genes 

Parkin, PINK1 e DJ-1 em outras regiões do Brasil, para se determinar a real 

contribuição de alterações em genes autossômicos recessivos e a DP em nossa 

população. 
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1 OBJETIVOS  

 

 

Este projeto tem como objetivo principal: 

 

 Rastrear mutações nos genes que codificam proteínas participantes de vias 

metabólicas mitocondriais (Parkin, PINK1 e DJ-1) em uma amostra de 

pacientes brasileiros com doença de Parkinson precoce, de modo a verificar 

se alterações nestes genes constituem um importante fator genético na 

etiologia desta doença em nossa população; 

 

Objetivos específicos: 

 

 Implantar a metodologia de MLPA com a finalidade de rastrear a presença de 

rearranjos genômicos (deleções e multiplicações) nos genes Parkin, PINK1 e 

DJ-1 na amostra selecionada, a fim de gerar dados relativos à frequência 

destas alterações e contribuir para o melhor entendimento do papel das CNVs 

na doença de Parkinson; 

 

 Proceder à análise de segregação das variantes encontradas nas diferentes 

genealogias; 
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2 METODOLOGIA  

 

 

2.1 Pacientes 

 

 

Neste estudo foram incluídos 136 pacientes não aparentados (Apêndice A), 

que foram selecionados a partir de um banco de 450 pacientes com DP idiopática, 

de ambos os sexos (50 mulheres e 86 homens; faixa etária: 21 a 96 anos; idade 

média: 49,8 ± 13,3 anos), sendo 31 casos com história familiar da doença em 

parentes de 1º ou 2º graus e 105 casos isolados. Todos os pacientes manifestaram 

a DP com idade igual ou inferior a 50 anos e eram residentes do Estado do Rio de 

Janeiro (n=111) e Goiás (n=25). 

Eles foram avaliados por médicos neurologistas especialistas em distúrbios 

do movimento ligados a hospitais públicos que são referências para a DP no Rio de 

Janeiro: 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 Universitário Antônio Pedro/UFF. 

Além desses, alguns pacientes são provenientes de Goiás: Instituto Integrado de 

Neurociências (IINEURO) 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 do probando. Foram 

incluídos na pesquisa apenas os casos de DP idiopática, sendo os casos de 

parkinsonismo secundário excluídos. 

Além dos pacientes com DP, participaram deste estudo 200 indivíduos 

voluntários saudáveis (todos com mais de 50 anos de idade), 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 selecionados 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 do paciente, mediante 

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A). As condutas 

adotadas neste projeto seguiram as normas éticas do CONEP/Ministério da Saúde 
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(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. 032.2.2008) (Anexo B).  

 

 

2.2 Extração de DNA genômico 

 

 

Dois kits comerciais foram utilizados para a extração de DNA. Nos pacientes 

oriundos do Rio de Janeiro, a extração foi feita através da coleta de 5 mL de sangue 

periférico de cada indivíduo, 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 provenientes de Goiás, a extração foi feita a partir da coleta da 

saliva utilizando-se o Kit ORAGENETM 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 por ambos os métodos, duas 

alíquotas de DNA foram feitas para cada paciente, em tubos 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 das amostras obtidas, estas 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)]. Ao gel de agarose foi adicionado 0,6 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 
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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 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 de DNA foi comparada com 

o padrão de DNA de Bacteriófago  (INVITROGEN) de 100 g/L. 

Para estimar a concentração das amostras foi realizada a 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, foram calculados pelo equipamento com 

a configuração de quantificação de DNA de dupla fita. 

 

 

2.4 Análise qualitativa  

 

 

2.4.1 Rastreamento de mutações no gene Parkin 

 

 

2.4.1.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

 

Foram analisadas todas as regiões codificantes do gene Parkin e para 

amplificar os fragmentos gênicos correspondentes aos exons 1-12 foram utilizados 

12 pares de oligonucleotídeos (INVITROGEN) descritos por Choi e colaboradores 

(2008) (Tabela 5). 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 6. 
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Tabela 5: Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos exons 1-12 do gene 
Parkin (Choi et al., 2008). 
 

pb – pares de bases 

 

 

Todas as reações de amplificação foram feitas em tubos de 0,2 mL e as 

condições de ciclagem utilizadas foram as mesmas para as 12 regiões: 

desnaturação inicial a 94ºC por 10 minutos; 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 

segundos, anelamento por 30 segundos, extensão a 72ºC por 45 segundos; e 

extensão final a 72ºC por 10 minutos. A temperatura de anelamento para a 

Exon Oligonucleotídeos 
Tamanho do 

fragmento 

1 
PARK2_1F   5’ AGGCGTGAGGAGAAACTACG 3’ 

PARK2_1R   5’ CGCAGAGAGGCTGTACCTG 3’ 
249 pb 

2 
PARK2_2F   5’ ATGTTGCTATCACCATTTAAG 3’ 

PARK2_2R   5’ AGATTGGCAGCGCAGGCGGCA 3’ 
308 pb 

3 
PARK2_3F   5’ ACATGTCACTTTTGCTTCC 3’ 

PARK2_3R   5’ AGGCCATGCTCCATGCAGACT 3’ 
427 pb 

4 
PARK2_4F   5’ ACAAGCTTTTAAAGAGTTTCTT 3’ 

PARK2_4R   5’ AGGCAATGTGTTAGTACA 3’ 
260 pb 

5 
PARK2_5F   5’ ACATGTCTTAAGGAGTACAT 3’ 

PARK2_5R   5’ TCTCTAATTTCCTGGCAAACAG 3’ 
227 pb 

6 
PARK2_6F   5’ AGAGATTGTTTACTGTGGAAA 3’ 

PARK2_6R   5’ GAGTGATGCTATTTTTAGATC 3’ 
268 pb 

7 
PARK2_7F   5’ TGCCTTTCCACACTGACAGGTA 3’ 

PARK2_7R   5’ TCTGTTCTTCATTAGCATTAGA 3’ 
239 pb 

8 
PARK2_8F   5’ TGATAGTCATAACTGTGTGTA 3’ 

PARK2_8R   5’ ACTGTCTCATTAGCGTCTATC 3’ 
206 pb 

9 
PARK2_9F   5’ GGGTGAAATTTGCAGTCA 3’ 

PARK2_9R   5’ AATATAATCCCAGCCCATGTG 3’ 
278 pb 

10 
PARK2_10F   5’ ATTGCCAAATGCAACCTAATG 3’ 

PARK2_10R   5’ TTGGAGGAATGAGTAGGGCA 3’ 
165 pb 

11 
PARK2_11F   5’ ACAGGGAACATAAACTCTGAT 3’ 

PARK2_11R   5’ CAACACACCAGGCACCTTCA 3’ 
303 pb 

12 
PARK2_12F   5’ GTTTGGGAATGCGTGT 3’ 

PARK2_12R   5’ AGAATTAGAAAATGAAGGTAGA 3’ 
255 pb 
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amplificação dos exons 1-12 foi de 55°C. As reações de PCR foram conduzidas em 

um termociclador Veriti modelo 9902 (APPLIED BIOSYSTEMS). Após a 

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

 

 

Tabela 6: Condições utilizadas na PCR para a amplificação dos fragmentos 
correspondentes aos exons 1-12 do gene Parkin. 
 

Reagentes Exons 1-12 do gene Parkin 

Tampão de reação 10X 
(BIOTOOLS)* 

1X 

dNTPs 5 mM 

(GE HEALTHCARE) 
200 M 

MgCl2 50 mM 

(BIOTOOLS) 
2,0 mM 

Oligonucleotídeo F 10 M 
 (INVITROGEN) 

0,4 M 

Oligonucleotídeo R 10 M   

(INVITROGEN) 

0,4 M 

Taq DNA polimerase 1U/L 

(BIOTOOLS) 

1,0 U 

DNA ~50 ηg 1,0 L 

Volume final 25 L 

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

 

  

2.4.1.2 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)]. Ao gel de agarose foi 

adicionado 0,6 L de brometo de etídeo a 10 g/L (MERCK). No preparo das 
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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 60 V, por 1 hora 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). 

 

 

2.4.1.3 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. 

 

 

2.4.1.4 Sequenciamento automático 

 

 

As reações de sequenciamento foram preparadas em um volume final de 10 

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 Terminator (APPLIED BIOSYSTEMS). As reações foram feitas 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 sequenciamento feitas diretamente na 

placa, foi adicionado a cada reação 80 L de isopropanol a 75% (MERCK). A placa 
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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 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. As 

reações foram processadas 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 sequências obtidas foram alinhadas com o fragmento 

correspondente à sequência selvagem do gene Parkin, acessada no banco de 

dados Ensembl. Os indivíduos que apresentaram variação nas sequências tiveram 

uma nova alíquota do DNA analisada para a confirmação da variante encontrada. 

 

 

2.4.1.5 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 & 

Henikoff, 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 
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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. 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 exônicas silenciosas 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”. 

 

 

2.4.2 Rastreamento de mutações no gene PINK1 

 

 

2.4.2.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

 

Foram analisadas todas as regiões codificantes do gene PINK1 e para a 

amplificação dos fragmentos gênicos correspondentes aos exons 1-8 foram 

utilizados 8 pares de oligonucleotídeos (INVITROGEN) descritos por Choi e 

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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colaboradores (2008) (Tabela 7). 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 8. 

 

 

Tabela 7: Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos exons 1-8 do gene 
PINK1 (Choi et al., 2008). 
 

       pb – pares de bases 

 

 

Todas as reações de amplificação foram feitas em tubos de 0,2 mL e as 

condições de ciclagem utilizadas foram:  

 

 

 

 

Exon Oligonucleotídeos 
Tamanho do 

fragmento 

1 
PINK1_1F   5’ TCACTGCTAGAGGCGC 3’ 

PINK1_1R   5’ CGGCCCTCGATCTGC 3’ 
695 pb 

2 
PINK1_2F   5’ ATTGATCTGGTCGACGT 3’ 

PINK1_2R   5’ CCTTTCCTGTGCATAATC 3’ 
522 pb 

3 
PINK1_3F   5’ CTCGAAGGTCAGAGCCA 3’ 

PINK1_3R   5’ CTGTCATATCAGACACTG 3’ 
323 pb 

4 
PINK1_4F   5’ GAATGTCAGTGCCAGTG 3’ 

PINK1_4R   5’ AGATATGTTCCCTTTGCA 3’ 
429 pb 

5 
PINK1_5F   5’  CGTATTGGGAGTCGTCG 3’ 

PINK1_5R   5’ GACCTGAAGAGTCAGTCC 3’ 
300 pb 

6 
PINK1_6F   5’ GTCAGCTATGTCTTGCT 3’ 

PINK1_6R   5’ ATCACAAGGCATCGAGT 3’ 
309 pb 

7 
PINK1_7F   5’ TGGATCAGGTGATGTGC 3’ 

PINK1_7R   5’ AGGATCTGTCACTGTGG 3’ 
416 pb 

8 
PINK1_8F   5’ GAGAAGGGAAGACCCTC 3’ 

PINK1_8R   5’ CAGACTGAACTCTCACTC 3’ 
520 pb 
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Análise do exon 1 

98ºC – 9 minutos 

98ºC – 1,5 minutos 

55°C – 1 minuto            35 ciclos           

72°C – 1,5 minutos 

72°C – 10 minutos 

 

Análise do exon 2 

95ºC – 10 minutos 

95ºC – 1 minuto 

55°C – 1 minuto            35 ciclos           

72°C – 1 minuto 

72°C – 10 minutos 

 

Análise dos exons 3, 4, 5, 6 e 7 

94ºC – 10 minutos 

94ºC – 30 segundos 

55°C – 30 segundos         35 ciclos           

72°C – 45 segundos 

72°C – 10 minutos 

 

Análise do exon 8 

94ºC – 10 minutos 

94ºC – 30 segundos 

52°C – 30 segundos        35 ciclos           

72°C – 45 segundos 

72°C – 10 minutos 

 

 

As reações de PCR foram conduzidas em um termociclador Veriti modelo 

9902 (APPLIED BIOSYSTEMS). Após a amplificação, os produtos da PCR foram 

armazenados a -20°C.  
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Tabela 8: Condições utilizadas na PCR para a amplificação dos fragmentos 
correspondentes aos exons 1-8 do gene PINK1. 
 

Reagentes Exons 1-12 do gene Parkin 

Tampão de reação 10X 
(BIOTOOLS)* 

1X 

dNTPs 5 mM 

(GE HEALTHCARE) 
200 M 

MgCl2 50 mM 

(BIOTOOLS) 
2,0 mM 

Oligonucleotídeo F 10 M 
 (INVITROGEN) 

0,4 M 

Oligonucleotídeo R 10 M   

(INVITROGEN) 

0,4 M 

Taq DNA polimerase 1U/L 

(BIOTOOLS) 

1,0 U 

DNA ~50 ηg 1,0 L 

Volume final 25 L 

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

 

 

As etapas realizadas após a amplificação dos fragmentos exônicos do gene 

PINK1 consistiram na avaliação da qualidade dos fragmentos amplificados e do 

rendimento da reação, purificação dos produtos da PCR e sequenciamento 

automático, conforme os itens dispostos em 2.4.1.2, 2.4.1.3 e 2.4.1.4. 

 

 

2.5 Análise quantitativa 

 

 

2.5.1 MLPA  

 

 

A técnica recentemente desenvolvida de Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification (MLPA) consiste em um método rápido e sensível que permite a 
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quantificação relativa de até 45 sequências diferentes de ácido nucleico em uma 

única reação, baseado na amplificação simultânea de sondas hibridizadas 

especificamente a sequências alvo no DNA genômico (Schouten et al., 2002; 

Scarciolla et al., 2007; Djarmati et al., 2007). No MLPA não é a amostra de DNA que 

é amplificada e sim a sonda que é adicionada à mesma.  

As sondas do MLPA consistem de dois oligonucleotídeos separados, cada um 

contendo uma das sequências de primer da PCR. Em contraste com o método de 

PCR multiplex, na técnica de MLPA um único par de primers é utilizado na 

amplificação. Apenas quando as duas partes da sonda estão hibridizadas à sua 

sequência alvo que elas podem se ligar e, somente sondas ligadas serão 

amplificadas exponencialmente na reação de PCR. Cada sonda é designada para 

amplificar um determinado exon de um gene específico e, nos casos de mutações 

pontuais, ela reconhece o alelo selvagem ou o mutado. Várias sondas controles 

localizadas em diferentes regiões cromossômicas são também adicionadas à 

mesma reação para a quantificação relativa. O número de produtos de sonda ligada 

depende do número de sequências alvo na amostra. Comparado a uma amostra de 

referência (controle), a quantidade de cada produto amplificado reflete o número de 

cópias da sequência alvo da sonda na amostra do paciente analisada. Os produtos 

resultantes da amplificação são separados por eletroforese (sequenciamento), onde 

o tamanho de cada produto de amplificação é único. 

O MLPA visa detectar alterações no número de cópias a nível genômico 

(ganhos ou perdas) em relação a uma referência e, com isso, rapidamente identifica 

amplificações e deleções de um ou mais exons. Além disso, o uso do kit de MLPA 

requer apenas um termociclador e um equipamento de eletroforese capilar. 

Deleções de sequências de reconhecimento das sondas serão aparentes por 

uma redução de 35-50% da área relativa do pico do produto de amplificação daquela 

sonda. Enquanto que um aumento de 50% da área (ou altura) do pico do produto é 

esperada no caso de duplicação da região gênica na qual se localiza a sonda. 

Entretanto, mutações ou polimorfismos próximos ao sítio de ligação das sondas 

também podem resultar em uma alteração da área do pico.  

O Kit de escolha para realizarmos este estudo foi o SALSA MLPA P051-C1 

Parkinson (MRC-Holland) que contém 41 sondas diferentes que apresentam 

produtos de amplificação que variam de 130 a 490 pb e estão distribuídas da 

seguinte forma: 12 sondas para o gene Parkin, 8 sondas para o gene PINK1, 4 
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sondas para o gene DJ-1 e 8 sondas controles (reference probe). As demais sondas 

se ligam a outras regiões genômicas que não são de interesse nesse estudo. 

Além dessas sondas, o kit também apresenta quatro fragmentos que testam a 

quantidade de DNA (Q-fragments) de tamanhos 64-70-76-82 pb, três fragmentos de 

controle da desnaturação do DNA (D-fragments) com 88-92-96 pb, um fragmento 

controle dependente de ligação de 92 pb, um fragmento marcador de cromossomo Y 

de 105 pb e um fragmento referente ao cromossomo X de 100 pb. 

A técnica de MLPA pode ser dividida em quatro etapas: 1) Desnaturação e 

hibridização das sondas; 2) Reação de Ligação; 3) Reação de PCR; 4) Separação 

dos produtos de amplificação por eletroforese e análise dos resultados (Figura 7). 
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Figura 7: Esquema das etapas necessárias para a realização da técnica de MLPA 
(Adaptado de MRC-Holland). 
 

 

1) Desnaturação e Hibridização das sondas 

 

 

Primeiramente, o DNA do paciente foi diluído com TE para 5 µl em uma 

concentração recomendada pelo fabricante de 100 ηg (faixa preferencial: 50-200 
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ηg). Durante o estabelecimento da técnica foi verificado que os DNAs com 

concentração final de 50 a 100 ηg foram os que obtiveram os melhores resultados. 

Após a diluição, o DNA foi desnaturado à 98ºC por 40 minutos e resfriado para 25ºC 

antes de abrirmos o termociclador. Foi adicionado 1,5 µl do mix de sonda e 1,5 µl do 

tampão de MLPA em cada tubo. Incubamos por 1 minuto a 95ºC seguido de 16 

horas a 60ºC para a hibridização das sondas do MLPA. 

 

 

2) Reação de Ligação 

 

 

Após o período de 16 horas, reduzimos a temperatura para 54˚C onde foi 

adicionado 32 µl do mix da enzima ligase a cada amostra (3 μl do tampão de ligase-

65 A, 3 μl do tampão de ligase-65 B, 25 μl de água e 1 μl da enzima Ligase-65). Esta 

enzima une as sondas que forem complementares ao DNA, e são estes 

oligonucleotídeos que estão ligados que serão amplificados na etapa da PCR. 

Incubamos por 15 minutos a 54ºC e depois as amostras foram aquecidas por 5 

minutos a 98ºC para a inativação da enzima.  

 

 

3) Reação de PCR 

 

 

Em novos tubos foram adicionados 4 µl do tampão de PCR, 26 µl de água e 

10 µl da reação de ligação. Quando estes tubos atingiram a temperatura de 60ºC, 

adicionamos 10 µl do mix de polimerase em cada tubo (2 μl dos primers de PCR, 2 

μl de tampão de diluição da enzima, 5,5 μl de água e 0,5 μl de polimerase) e 

imediatamente começamos a reação de PCR:  

 

                    95ºC por 30 segundos 

            35 ciclos       60ºC por 30 segundos 

                    72ºC por 60 segundos 

  72ºC por 20 minutos   
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4) Separação dos produtos de amplificação por eletroforese e análise dos 

resultados 

 

 

Ao término da reação de PCR, 1 μl do amplicom foi adicionado a 0,3 μl do 

marcador LIZ 500 e 9 μl de formamida Hi-Di (Life Technologies) e levado ao 

termociclador por 5 minutos a 95°C para desnaturação. Em seguida, a placa com as 

amostras foi submetida à centrifugação por 1 minuto a 900 rpm e levada ao 

sequenciador automático ABI Prism 3130 (Life Technologies) para o processamento 

das mesmas. 

A análise dos resultados foi feita através dos softwares GeneMapper (Applied 

Biosystems) e Coffalyser (www.mlpa.com), de acordo com as recomendações do 

fabricante. 

 

 

2.5.2 PCR quantitativo (qPCR) 

 

 

 A confirmação dos resultados obtidos pela técnica de MLPA foi realizada 

através da técnica de PCR em tempo real quantitativa (qPCR). Nesta técnica, a 

amplificação por PCR de uma determinada região dos genes estudados é 

acompanhada em tempo real através da adição de SYBR green (Life Technologies), 

um composto que se intercala ao DNA de fita dupla e emite fluorescência. Durante a 

PCR, o crescimento da emissão de fluorescência devido ao aumento de DNA de fita 

dupla é monitorado em tempo real por um detector de fluorescência situado no 

termociclador. A comparação das curvas de amplificação detectadas pelo 

equipamento é utilizada na quantificação do número de cópias gênicas nas 

amostras. Esta comparação é realizada utilizando os fatores de Ct (cycle threshold) 

que corresponde ao número de ciclos que uma reação leva para atingir uma 

determinada quantidade de fluorescência emitida (linha de threshold).  

Uma segunda reação, de um gene com um número de cópias conhecido e 

invariável, é realizada como controle interno para que variações na concentração 

inicial do DNA utilizado na reação não comprometam os resultados. Desta forma, 

variações nas concentrações de DNA irão influenciar da mesma maneira o resultado 

http://www.mlpa.com/
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do gene alvo a ser avaliado e do controle interno, não alterando a correlação de um 

com o outro. Desta forma, a diferença entre os Cts calculados para o controle interno 

e para o gene alvo gera um valor (∆Ct) que pode ser comparado efetivamente com 

outras amostras de outros indivíduos. Este procedimento é conhecido como método 

∆∆Ct. Visto que em uma PCR em fase exponencial a concentração de DNA é 

duplicada a cada ciclo, formando uma função exponencial de base 2, um valor de 

∆∆Ct igual a 1 representa uma diferença de duas vezes o número de cópias gênicas 

de um indíviduo em relação ao outro. Desta forma, a relação do número de cópias 

de um determinado gene em um indivíduo em comparação ao número de cópias 

deste mesmo gene em outro indivíduo pode ser calculado pela fórmula: 

 

Número relativo de cópias = 2∆∆Ct 

 

As reações de amplificação foram conduzidas em triplicatas, utilizando como 

referência o gene ALB e dois controles de indivíduos sabidamente saudáveis. Cada 

reação continha 1,0 µL de DNA (~6 ηg/µL), 0,75 µL do mix contendo os dois 

oligonucleotídeos (10 µM) (Invitrogen), 12,5 µL de SYBR Green 2X (Life 

Technologies) e água milliQ para um volume final de 25 µL. As reações foram 

processadas em um sistema de PCR em tempo real (7500 FAST, Life 

Technologies), sendo submetidas à ciclagem padrão do equipamento para reações 

com SYBR Green. 

 

 

2.5.2.1 Teste de diluição de DNA 

 

 

 Para uma quantificação precisa é necessário verificar se a eficiência da PCR 

independe da concentração inicial de DNA no ensaio. Assim, a eficiência de cada 

par de oligonucleotídeos foi testada em reações contendo diferentes diluições de 

DNA. Para isso, foram utilizadas diluições de 1, 2, 4, 10, 100 e 1000 vezes da 

amostra de DNA controle, correspondendo a concentrações de DNA de 

aproximadamente 40 ηg, 20 ηg, 10 ηg, 4 ηg, 0,4 ηg e 0,04 ηg. Os resultados do teste 

de diluição de DNA foram inseridos em uma planilha do software Excel (Microsoft) e 

um gráfico do log do fator de diluição contra o Ct foi gerado, obtendo-se a equação 
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da reta y = ax + b. Todas as reações realizadas apresentaram eficiências similares e 

próximas à eficiência máxima (igual a 1). 

 

 

2.5.2.2 Análise dos dados obtidos 

 

 

 Para a análise dos dados, utilizamos os Cts calculados pelo software do 

próprio equipamento (Software 7500 - versão 2.0.6; Life Technologies). Os 

resultados foram transferidos para uma planilha do Excel (Microsoft), onde foram 

analisados. O número relativo de cópias gênicas foi obtido utilizando-se o método de 

∆∆Ct, baseado no fato de que os genes em estudo são amplificados com a mesma 

eficiência em cada amostra. O gene autossômico ALB foi utilizado como referência. 

Desta forma, para qualquer gene autossômico normal testado deve-se obter um 

valor próximo a 1, para qualquer gene autossômico duplicado testado deve-se ter 

um valor próximo a 1,5 e para cada gene autossômico deletado deve-se alcançar um 

valor próximo a 0,5. 
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3 RESULTADOS  

 

 

3.1 Análise qualitativa – Sequenciamento automático 

 

 

Variantes identificadas no gene Parkin 

 

 

Conduzimos a triagem de mutações no gene Parkin, através do 

sequenciamento automático, em 136 pacientes com DP idiopática de manifestação 

precoce (<50 anos). Foram analisadas as sequências dos exons 1, 2 e 3, 

responsáveis por codificarem o domínio UBL, dos exons 6 e 7, responsáveis por 

codificarem o domínio RING1, exons 9 e 10 que codificam o domínio IBR e os exons 

11 e 12, responsáveis por codificarem o domínio RING2, além dos exons 4, 5 e 8 do 

gene Parkin. 

Nestes pacientes foram identificadas 12 variantes de sequência: 3 variantes 

silenciosas e 9 variantes missense (de sentido trocado) (Tabela 9). 
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Tabela 9: Variantes de sequência encontradas no gene Parkin e suas características 
principais. 
 

 
a Frequência em 200 controles; b

 número de indivíduos controle com a mutação em 
heterozigose; - região entre domínios. 
 

 

 

 

 

 

Variação no 

cDNA 

Variação 

na 

proteína 

Exon/ 

intron do 

gene 

Domínio 

proteico 

 

Pacientes  

N (%) 
Zigosidade 

c.111G>A p.P37P Exon 2 UBL 2 (1,5)  
0 homozigoto 

2 heterozigoto 

c.245C>A p.A82E Exon 3 _ 1 (0,7)  
0 homozigoto 

1 heterozigoto 

c.434G>A p.S145N Exon 4 _ 1 (0,7) 
0 homozigoto 

1 heterozigoto 

c.500G>A p.S167N Exon 4 _ 17 (12,5)  
0 homozigoto 

17 heterozigoto 

c.659A>G p.K220R Exon 6 _ 1 (0,7) 
0 homozigoto 

1 heterozigoto 

c.719C>T p.T240M Exon 6 RING1 1 (0,7) 
0 homozigoto 

1 heterozigoto 

c.783A>G p.L261L Exon 7 RING1 14 (10,3) 
0 homozigoto 

14 heterozigoto 

c.1016C>T p.A339V Exon 9 IBR 1 (0,7)/0 (0)
a
 

0 homozigoto 

1 heterozigoto 

c.1021C>T p.L341L Exon 9 IBR 2 (1,5) 
0 homozigoto 

2 heterozigoto 

c.1138G>C p.V380L Exon 10 _ 33 (24,3) 
4 homozigoto 

29 heterozigoto 

c.1180G>A p.D394N Exon 11 _ 9 (6,6) 
0 homozigoto 

9 heterozigoto 

c.1310C>T p.P437L Exon 12 RING2 2 (1,5)/1 (0,5)
a
 

0 homozigoto 

2 heterozigoto/ 1 

heterozigoto
b
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3.2 Características das variantes encontradas no gene Parkin 

 

 

A alteração c.500G>A (Figura 8) resulta na troca de uma serina por uma 

asparagina no aminoácido 167 da proteína Parkin, tendo sido identificada em 17 

pacientes (2 casos familiares e 15 casos esporádicos), todos heterozigotos. Um dos 

casos isolados (PAR2391) que possui esta variante também é portador da alteração 

c.434G>A no exon 4 (Figura 19).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.500G>A.  
 

 

A alteração c.1138G>C (Figura 9) foi identificada em 29 pacientes 

heterozigotos e em 4 pacientes homozigotos. Sete casos tinham história familiar de 

DP e 26 eram casos esporádicos. A variante resulta na troca de uma valina por uma 

leucina na posição 380 da proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

A BA B



66 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.1138G>C. C) Alteração 
c.1138G>C em homozigose. 
 

 

A variante c.783A>G (Figura 10) foi identificada em 14 pacientes 

heterozigotos (2 casos familiares e 12 casos isolados da doença) e resulta em uma 

mutação silenciosa, p.L261L, no domínio RING1 da proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 10: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.783A>G. 
 

 

A CBA CB

A BA B
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Outra variante encontrada em heterozigose em 9 pacientes foi a c.1180G>A 

(Figura 11), sendo dois casos familiares e sete casos esporádicos. Esta alteração 

leva à troca de um ácido aspártico por uma asparagina na posição 394 da proteína. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.1180G>A. 
 

 

A alteração c.111G>A (Figura 12), localizada no exon 2, resulta na mutação 

silenciosa p.P37P no domínio UBL da proteína Parkin. Esta variante foi encontrada 

em heterozigose nos pacientes PAR1404 e PAR2067, todos constituindo casos de 

DP esporádica.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A BA B
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Figura 12: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.111G>A. 
 

 

A variante c.245C>A no exon 3 (Figura 13) resulta na troca de uma alanina 

por um ácido glutâmico na posição 82 da proteína. Esta alteração foi identificada em 

um paciente (PAR1296), sem história familiar da DP, que manifestou a doença aos 

42 anos de idade. As análises in silico relativas ao efeito da substituição do 

aminoácido na função da proteína, utilizando-se os programas SIFT e PolyPhen-2, 

mostrou que a alteração c.245C>A é benigna. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.245C>A. 
 

 

A BA B

A BA B
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Três alterações identificadas neste estudo nunca foram descritas: c.659A>G, 

c.1016C>T e c.1021C>T. 

A variante nova c.659A>G (Figura 14) foi encontrada apenas em um paciente 

(PAR1459), um caso esporádico da doença, em heterozigose. Esta substituição leva 

à troca de uma lisina por uma arginina na posição 220 da proteína Parkin. Com o 

objetivo de verificar se a alteração c.659A>G afeta a estrutura ou a função proteica o 

programa PolyPhen-2 foi utilizado e apontou esta alteração como benigna. Segundo 

as análises in silico através dos programas PMut e SIFT esta alteração foi 

classificada como neutra e tolerável, respectivamente. Esta alteração não foi 

identificada em 200 controles saudáveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.659A>G. 
 

 

Identificamos duas variantes novas no exon 9: c.1016C>T em uma paciente 

(PAR2384) que possui história familiar de DP e c.1021C>T em dois pacientes 

(PAR2143 e PAR2256), casos isolados da doença.  

A primeira variante (c.1016C>T) (Figura 15) altera uma alanina por uma 

valina na posição 339 do domínio IBR da proteína Parkin. A análise in silico da 

alteração c.1016C>T revelou através dos programas SIFT e PMut que se trata de 

uma variante benigna, enquanto que o programa PolyPhen-2 a classificou como 

uma variante deletéria. Esta alteração não foi encontrada em 200 indivíduos 

controles saudáveis. 

A BA B
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Figura 15: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.1016C>T. 

 

 

A segunda alteração nova identificada no exon 9 do gene Parkin, c.1021C>T 

(Figura 16), resulta na mutação silenciosa p.L341L no domínio IBR da proteína. A 

análise in silico, através das ferramentas eletrônicas SpliceView e NNSPLICE, foram 

utilizadas para avaliar se alterações silenciosas nunca descritas na literatura podem 

alterar os sítios doadores e receptores do encadeamento do RNA. Segundo as 

ferramentas utilizadas, a mutação silenciosa c.1021C>T não afeta o reconhecimento 

dos sítios doadores e dos sítios receptores de encadeamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.1021C>T. 
 
 

A BA B

A BA B
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A variante c.719C>T (Figura 17) resulta na troca de uma treonina por uma 

metionina na posição 240 do domínio RING1 da proteína. Ela foi identificada em 

uma paciente (PAR1308), caso isolado de DP, em heterozigose. A análise in silico 

relativa ao efeito da substituição do aminoácido na função da proteína, utilizando-se 

o programa PolyPhen-2, mostrou que a alteração c.719C>T é provavelmente 

prejudicial. Através da predição pelo programa SIFT considera-se que esta variante 

afete a função da proteína, porém o programa PMut a classifica como neutra. Além 

do heredograma da família (Figura 18), obtivemos também a saliva da filha da 

paciente para análise de segregação da alteração encontrada. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.719C>T. 
 

 

 

 

A BA B
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Figura 18: Heredograma da família da paciente PAR1308 (seta). IM, idade de 
manifestação da DP; +, indivíduo positivo para a mutação c.719C>T (p.T240M); -, 
indivíduo negativo para a mutação c.719C>T (p.T240M). 

 

 

A alteração c.434G>A (Figura 19) no exon 4 foi identificada em um paciente 

(PAR2391) que também possuía a variante c.500G>A neste mesmo exon do gene 

Parkin. Esta alteração resulta na troca de uma serina por uma asparagina na 

posição 145 da proteína. A análise in silico relativa ao efeito da substituição do 

aminoácido na função da proteína, utilizando-se o programa PolyPhen-2, mostrou 

que a alteração c.434G>A é provavelmente prejudicial. Dados do programa SIFT 

classificam esta variante como tolerável e segundo a ferramenta PMut ela é 

considerada neutra. Não foi possível o estudo genético de seus familiares, pois a 

família do paciente é oriunda do Estado de Goiás. 
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Figura 19: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.434G>A. 

 

 

A alteração c.1310C>T (Figura 20) resulta na troca de uma prolina por uma 

leucina na posição 437 do domínio RING2 da proteína Parkin, e foi identificada em 

dois pacientes, um caso familiar (PAR1667) e um caso esporádico da doença 

(PAR2285).  

O programa SIFT apontou a variante c.1310C>T como tolerável, porém as 

predições in silico realizadas através dos programas PMut (mutação patológica) e 

PolyPhen-2 (provavelmente prejudicial) classificaram esta variante como 

provavelmente patogênica. A análise de 200 indivíduos controles mostrou que essa 

substituição está presente em heterozigose em um indivíduo saudável de 59 anos 

de idade. Além disso, nós identificamos esta variante em três filhas assintomáticas 

(35, 34 e 30 anos) e em uma neta (12 anos) da paciente PAR2285 (Figura 21). 
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Figura 20: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene Parkin. B) Alteração c.1310C>T. 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 21: Heredograma da família da paciente PAR2285 (seta). IM, idade de 
manifestação da DP; +, indivíduos positivos para a mutação c.1310C>T (p.P437L); - 
, indivíduos negativos para a mutação c.1310C>T (p.P437L). 
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Variantes identificadas no gene PINK1 

 

 

Foi realizada a triagem de mutações no gene PINK1, através do 

sequenciamento automático, em 136 pacientes com DP idiopática de manifestação 

precoce (<50 anos). Analisamos as sequências dos exons 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 

responsáveis por codificarem o domínio Kinase, além do exon 1 do gene PINK1. 

Nestes pacientes foram identificadas 4 variantes de sequência: uma variante 

silenciosa e três variantes missense (de sentido trocado) (Tabela 10). 

 

 

Tabela 10: Variantes de sequência encontradas no gene PINK1 e suas 
características principais. 
 

 

 

3.3 Características das variantes encontradas no gene PINK1 

 

  

A variante c.1018G>A foi encontrada em heterozigose em 7 pacientes (Figura 

22), sendo todos casos isolados da doença. Ela resulta na troca de uma alanina por 

uma treonina no aminoácido 340 da proteína PINK1. 

 

 

Variação no 

cDNA 

Variação 

na 

proteína 

Exon/ 

intron do 

gene 

Domínio 

proteico 

 

Pacientes  

N (%) 
Zigosidade 

c.1018G>A p.A340T Exon 5 Kinase 7 (5,1) 
0 homozigoto 

7 heterozigoto 

c.1173T>C p.D391D Exon 6 Kinase 1 (0,7) 
0 homozigoto 

1 heterozigoto 

c.1426G>A p.E476K Exon 7 Kinase 2 (1,5) 
0 homozigoto 

2 heterozigoto 

c.1562A>C p.N521T Exon 8 C-terminal 66 (48,5) 
8 homozigoto 

58 heterozigoto 
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Figura 22: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene PINK1. B) Alteração c.1018G>A. 
 

 

A alteração c.1173T>C (Figura 23), localizada no exon 6, resulta na mutação 

silenciosa p.D391D no domínio Kinase da proteína PINK1. Esta variante foi 

encontrada em heterozigose na paciente PAR1649, um caso de DP esporádica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene PINK1. B) Alteração c.1173T>C. 
 

 

Dois pacientes (PAR1695, caso isolado e PAR2358, caso familiar) são 

portadores heterozigotos da substituição c.1426G>A (Figura 24) que tem como 

efeito a troca de um ácido glutâmico por uma lisina na posição 476 da proteína 

PINK1. 

A B 

A
 A  

B 
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Figura 24: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene PINK1. B) Alteração c.1426G>A. 
 

 

Foi identificada também a variante c.1562A>C no exon 8 do gene PINK1 em 

66 pacientes, sendo 58 heterozigotos e 8 homozigotos (Figura 25). Esta substituição 

leva à modificação de uma asparagina na posição 521 da proteína por uma treonina. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) 
Sequência selvagem do gene PINK1. B) Alteração c.1562A>C. 
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3.4 Análise quantitativa - MLPA 

 

 

O estabelecimento da técnica de MLPA demandou alguns ajustes no 

protocolo original. Após todas as modificações que foram feitas almejando a 

otimização de nossos resultados realizamos a análise de dosagem gênica em 41 

regiões do genoma, dentre as quais as regiões codificantes dos genes Parkin, 

PINK1 e DJ-1. 

Foram realizadas as análises dos resultados do MLPA, através dos softwares 

GeneMapper e Coffalyser, em 129 dos 136 pacientes com DP precoce. Em sete 

pacientes não foi possível reproduzir esta metodologia, pois o DNA extraído não 

estava com uma boa qualidade e não conseguimos recoletar o sangue dos mesmos 

(~5% da amostra). Através do MLPA foram encontradas variações no número de 

cópias nos genes Parkin e PINK1 em cinco pacientes, não sendo encontrada 

alteração de dosagem no gene DJ-1. Os dados constam na Tabela 11. Todos os 

resultados positivos foram confirmados por PCR em tempo real. 

 

 
Tabela 11: Alterações de dosagem encontradas nos genes Parkin e PINK1 através 
da técnica de MLPA em 129 pacientes brasileiros com DP precoce analisados. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alteração Gene Exon 
Pacientes  

N (%) 

Deleção em 

heterozigose 
PINK1 1 1 (0,8)  

Deleção em 

heterozigose 
Parkin 4 1 (0,8)  

Duplicação em 

heterozigose 
Parkin 4 1 (0,8) 

Deleção em 

homozigose 
Parkin 4 1 (0,8) 

Duplicação 

Deleção 

Parkin 

Parkin 

3 

5 - 6 
1 (0,8) 
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Foi identificada uma deleção em heterozigose no exon 1 do gene PINK1 em 

um paciente (PAR2083), que manifestou a DP com 45 anos de idade (Figura 26). O 

probando apresenta história familiar da DP (avó materna), como mostra o 

heredograma na figura 27. A análise molecular da sua única filha de 36 anos que é 

saudável mostrou que a mesma não apresenta a deleção.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 26: Gráfico referente ao paciente PAR2083, portador de uma deleção em 
heterozigose no exon 1 do gene PINK1 (seta azul), gerado pelo programa 
Coffalyser. 
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Figura 27: Heredograma da família do paciente PAR2083 (seta). IM, idade de 
manifestação da DP; +, indivíduos portadores da deleção do exon 1 no gene PINK1; 
- , indivíduos não-portadores da deleção do exon 1 no gene PINK1. 
 

 

Encontramos uma deleção do exon 4 no gene Parkin em um paciente 

(PAR2099), caso isolado de DP, que manifestou a doença aos 12 anos de idade 

(Figura 28). Além do probando, investigamos a presença desta alteração na mãe, 

no pai e no irmão do paciente. Dos três familiares analisados, identificamos a 

mesma deleção em sua mãe (Figura 29). 
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Figura 28: Gráfico referente ao paciente PAR2099, portador de uma deleção em 
heterozigose no exon 4 do gene Parkin (seta azul), gerado pelo programa 
Coffalyser. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 29: Heredograma da família do paciente PAR2099 (seta). IM, idade de 
manifestação da DP; +, indivíduos portadores da deleção em heterozigose no exon 4 
do gene Parkin; - , indivíduos não-portadores da deleção do exon 4 no gene Parkin. 
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Identificamos também uma duplicação no exon 4 do gene Parkin, em 

heterozigose, em um caso isolado de DP (PAR2256) (Figura 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30: Gráfico referente à paciente PAR2256, portadora de uma duplicação em 
heterozigose no exon 4 do gene Parkin (seta azul), gerado pelo programa 
Coffalyser. 
 

 

Ainda no exon 4 do gene Parkin foi identificada uma deleção em homozigose 

na paciente PAR3380 (Figura 31), que manifestou a DP com 35 anos de idade. Foi 

investigada a presença desta alteração em seu irmão, que também é acometido pela 

DP e possui a mesma deleção. Ambos são frutos de um casamento consanguíneo 

(Figura 32).  

 

 

 

 

 

 



83 

 

 

Figura 31: Gráfico referente à paciente PAR3380, portadora de uma deleção em 
homozigose no exon 4 do gene Parkin (seta azul), gerado pelo programa Coffalyser. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32: Heredograma da família da paciente PAR3380 (seta). (IM), idade de 
manifestação da DP; +, indivíduos portadores da deleção em homozigose no exon 4 
do gene Parkin. 
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No paciente PAR2396, que possui história familiar de parkinsonismo (Figura 

33), foram identificadas duas alterações quantitativas, uma duplicação do exon 3 no 

gene Parkin e uma deleção dos exons 5 e 6 neste mesmo gene (Figura 34). 

Observa-se assim que se trata de um indivíduo heterozigoto composto com duas 

alterações de dosagem em Parkin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Heredograma da família do paciente PAR2396 (seta). (IM), idade de 
manifestação da DP; +, indivíduo portador de duplicação do exon 3 e/ou de deleção 
dos exons 5 e 6 no gene Parkin.  
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Figura 34: Gráfico referente ao paciente PAR2396, portador de uma duplicação no 
exon 3 e de uma deleção nos exons 5 e 6 do gene Parkin (setas azuis), gerado pelo 
programa Coffalyser. 
 

 

Os resultados quantitativos obtidos através da técnica de MLPA deram origem 

a um artigo publicado no periódico Disease Markers (Apêndice B). Posteriormente, 

os resultados gerados nesta tese referentes às análises moleculares das regiões 

codificantes dos genes Parkin e PINK1 originaram outro artigo científico que foi 

submetido para a revista GENE e encontra-se sob revisão (Apêndice C). 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

A partir da análise de mutações de ponto, através do sequenciamento 

automático, e da investigação de alterações quantitativas pelo MLPA nos genes 

Parkin, PINK1 e DJ-1 em uma amostra de 136 pacientes brasileiros com DP precoce 

identificamos um total de nove variantes genéticas patogênicas ou potencialmente 

patogênicas (Tabela 12), além de 13 variantes não patogênicas. Não foi encontrada 

alteração no gene DJ-1.  

 

 

Tabela 12: Variantes genéticas patogênicas ou potencialmente patogênicas 
identificadas nos genes Parkin e PINK1 em 136 pacientes brasileiros com DP 
precoce. 
 

Variantes patogênicas encontradas no gene Parkin 

Registro paciente Idade IM F/I Mutação - Zigosidade 

PAR2099 23 12 I ex4del - het 

PAR2256 45 37 I ex4dup - het 

PAR3380 59 35 F ex4del - hom 

PAR2396 72 46 F ex5-6del - het 

ex3dup - het 

PAR1308 56 50 I p.T240M - het 

PAR2285 49 30 I p.P437L - het 

PAR1667 38 35 F p.P437L - het 

PAR2391 24 24 I p.S145N - het 

Variantes patogênicas encontradas no gene PINK1 

Registro paciente Idade IM F/I Mutação - Zigosidade 

PAR2083 59 45 F ex1del - het 

 
IM - idade de manifestação da DP; F/I - caso familiar ou isolado; ex - exon; del - deleção; 
dup - duplicação; het - heterozigoto; hom - homozigoto 
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Variantes de sequência patogênicas ou potencialmente patogênicas 

 

 

Identificamos a mutação c.719C>T (p.T240M) em heterozigose no gene 

Parkin em um caso esporádico de DP (PAR1308) (Tabela 12). Trata-se de uma 

variante patogênica conhecida, anteriormente descrita em outros estudos (Sironi et 

al., 2008; Pankratz et al., 2009; Marder et al., 2010). Pankratz e colaboradores 

(2009) identificaram essa variante em 2 de 520 pacientes com DP familiar, porém a 

mesma não foi encontrada em 263 controles saudáveis. Um estudo em pacientes 

brasileiros também identificou esta alteração em dois indivíduos com DP, um em 

heterozigose e outro heterozigoto composto (Camargos et al., 2009).  

Esta mutação está localizada no domínio RING1 da proteína, que é essencial 

para sua atividade catalítica. Estudos funcionais demonstraram que variantes neste 

domínio proteico podem alterar a localização intracelular e a solubilidade, resultando 

na agregação de PARKIN (Cookson et al., 2003; Wang et al., 2005). Além disso, a 

maioria das evidências in silico apontam esta alteração como sendo prejudicial para 

a atividade da proteína PARKIN. Através da análise de segregação na família da 

paciente portadora da mutação p.T240M, realizamos o estudo genético apenas em 

sua filha saudável de 35 anos de idade, que mostrou não ser portadora desta 

alteração. Infelizmente não foi possível realizar a coleta do sangue de sua mãe e de 

seu filho de 41 anos.  

Além da mutação p.T240M, identificamos também outras duas variantes 

potencialmente patogênicas. A variante c.434G>A (p.S145N) foi identificada em um 

paciente (PAR2391), caso isolado da doença, que manifestou a DP aos 24 anos e 

também é portador do conhecido polimorfismo p.S167N no gene Parkin (Tabela 12). 

As análises in silico foram contraditórias, pois apenas um programa (PolyPhen-2) 

apontou a alteração p.S145N como sendo provavelmente prejudicial. Não foi 

possível realizar o estudo de segregação da variante em outros membros da família, 

pois o paciente e seus familiares residem no Estado de Goiás. Esta variante já havia 

sido detectada por Varrone e colaboradores (2004) e por Romito e colaboradores 

(2005), porém ambos os autores não discutiram a sua patogenicidade e, segundo o 

PDmutDB (Nuytemans et al., 2010), um banco de dados de todas as mutações que 

já foram descritas nos principais genes associados à DP, esta alteração foi 

classificada como sendo de natureza patogênica desconhecida. Embora estudos 
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funcionais sejam necessários para avaliar o real impacto desta variante na função da 

proteína, nós acreditamos tratar-se de uma mutação causal. 

A outra mutação potencialmente patogênica no gene Parkin, c.1310C>T 

(p.P437L), foi identificada por nosso grupo em dois pacientes: um caso isolado de 

DP que manifestou a doença aos 30 anos e um probando com história familiar de 

parkinsonismo, que iniciou a DP aos 35 anos (Tabela 12). Além desses pacientes, 

também detectamos a variante p.P437L em um indivíduo saudável de 59 anos. Esta 

mutação já havia sido descrita na literatura em outras populações mundiais (Brooks 

et al., 2009; Nuytemans et al., 2009; Pankratz et al., 2009). Pankratz e colaboradores 

(2009) encontraram uma frequência desta alteração de 0,9% em pacientes com DP 

e de 0,4% em indivíduos controles. Em outro estudo desenvolvido na Bélgica 

(Nuytemans et al., 2009), os autores também encontraram uma frequência similar 

desta variante entre casos e controles (0,32% X 0,37%, respectivamente), não 

sendo estatisticamente significante. Embora a maioria das predições in silico tenham 

classificado esta variante como provavelmente patogênica, esta mutação foi 

identificada em um indivíduo da nossa população controle, o que torna mais difícil 

traçar conclusões precisas sobre sua patogenicidade. Esta avaliação deve ser 

realizada com cautela, já que a alteração encontra-se em um domínio importante da 

proteína (RING2). Nós identificamos a mutação p.P437L em três filhas 

assintomáticas (35, 34 e 30 anos de idade) e em uma neta (12 anos) de uma 

paciente portadora (PAR2285), que não atingiram ainda o limiar de manifestação 

precoce (50 anos). Análises funcionais ajudariam a esclarecer se a variante p.P437L 

é um agente causal ou um fator de risco para o desenvolvimento da DP. 

 

 

Variantes de sequência não patogênicas  

 

 

Das alterações de ponto encontradas no gene Parkin, verificamos que cinco, 

c.500G>A (p.S167N), c.1138G>C (p.V380L), c.783A>G (p.L261L), c.1180G>A 

(p.D394N) e c.111G>A (p.P37P), constituem polimorfismos não patogênicos, pois 

não comprometem a função da proteína, já tendo sido descritos anteriormente em 

pacientes com DP e em controles normais em diferentes populações mundiais 

(Lincoln et al., 2003; Lucking et al., 2003; Clark et al., 2006a; Aguiar et al., 2008; 
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Okubadejo et al., 2008; Bardien et al., 2009; Brüggemann et al., 2009; Koziorowski 

et al., 2010; Martínez et al., 2010).  

Identificamos a variante c.245C>A (p.A82E) em um paciente, caso esporádico 

da DP, que iniciou a doença aos 42 anos. A alteração p.A82E foi previamente 

descrita por Brooks e colaboradores em 2009, que a identificaram em 2 de 274 

controles saudáveis, porém não foi encontrada na amostra de 250 pacientes com DP 

triados, demonstrando ser uma variante benigna. Esta alteração foi a variante mais 

comum detectada na população controle (2/263 enquanto nos casos foi 1/520) em 

um estudo desenvolvido na América do Norte (Pankratz et al., 2009). Como as 

análises in silico apontaram esta alteração como não prejudicial, nós acreditamos 

que seja um provável polimorfismo não patogênico.  

A transição c.659A>G (p.K220R) é uma alteração nova identificada por nós 

em apenas um paciente, caso esporádico de DP. Em contrapartida, esta substituição 

não foi observada em 400 cromossomos controles que foram avaliados. A troca de 

aminoácido no resíduo 220 não parece ter um efeito deletério na proteína, já que o 

aminoácido lisina não é tão conservado entre as espécies e possui características 

químicas semelhantes ao aminoácido arginina, ou seja, é um aminoácido básico de 

carga positiva (Figura 35). Além disso, a variante em questão não codifica parte de 

nenhum domínio catalítico da proteína PARKIN. Todas as análises in silico 

realizadas mostraram que esta alteração é neutra, o que nos levou a classificá-la, 

pelos motivos acima citados, como uma variante potencialmente não patogênica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



90 

 

 

 

              Homo sapiens 
              Pan troglodytes 
              Macaca mulatta 
              Mus musculus 
              Rattus norvegicus 
              Monodelphis domestica 
              Danio rerio 
              Caenorhabditis elegans 
              Drosophila melanogaster 

 

Figura 35: Sequência da proteína Parkin na região da alteração missense p.K220R, 
alinhada com ortólogos de Pan troglodytes, Macaca mulatta, Mus musculus, Rattus 
norvegicus, Monodelphis domestica, Danio rerio, Caenorhabditis elegans e 
Drosophila melanogaster. 
 

 

Identificamos também a variante c.1016C>T (p.A339V) em uma paciente que 

possui história familiar da doença. Esta alteração nunca havia sido descrita na 

literatura e não foi observada em 400 cromossomos controles que foram avaliados. 

A análise in silico realizada por dois programas indicou tratar-se de uma alteração 

benigna. Outra mutação de sentido trocado na mesma localização da proteína 

(p.A339S) já havia sido identificada por outros estudos e, por não causar alterações 

fenotípicas, foi classificada como não patogênica pelos autores (Chen et al., 2003; 

Madegowda et al., 2005). Nós acreditamos que a alteração p.A339V, assim como a 

outra descrita no mesmo resíduo (p.A339S), seja potencialmente não patogênica.  

A mutação silenciosa c.1021C>T (p.L341L) é uma variante nova que foi 

detectada em dois pacientes, casos isolados da DP. As análises in silico utilizando 

os programas SpliceView e NNSPLICE mostraram que esta alteração exônica não 

afeta o reconhecimento dos sítios doador e receptor de encadeamento selvagens e, 

devido ao seu caráter silencioso, acreditamos tratar-se de uma variante comum ao 

invés de uma mutação patogênica, sendo considerada por nós uma alteração 

benigna.  

No gene PINK1 identificamos três polimorfismos conhecidos não patogênicos: 

c.1018G>A (p.A340T), c.1173T>C (p.D391D) e c.1562A>C (p.N521T) (Ishihara-Paul 

et al., 2008; Brooks et al., 2009; Godeiro-Junior et al., 2009; Biswas et al., 2010). 

Nós também detectamos a variante c.1426G>A (p.E476K) em dois pacientes 

p.K220R 
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(Tabela 10). Como essa substituição já foi descrita em alguns indivíduos controles 

saudáveis por outros estudos (Bonifati et al., 2005; Abou-Sleiman et al., 2006; 

Ishihara-Paul et al., 2008; Keyser et al., 2010), foi considerada benigna por 

programas de bioinformática e é pouco conservada entre espécies de mamíferos, 

nós acreditamos tratar-se de uma variante não patogênica.  

 Todas as alterações pontuais encontradas neste estudo, com exceção dos 

polimorfismos p.V380L no gene Parkin (4 pacientes homozigotos) e p.N521T no 

gene PINK1 (8 pacientes homozigotos), estão em heterozigose. Diversos autores 

também fizeram observações semelhantes as nossas (Bonifati et al., 2005; Abou-

Sleiman et al., 2006; Klein et al., 2007; Macedo et al., 2009). As funções de variantes 

homozigotas e heterozigotas compostas nos genes Parkin e PINK1 já estão bem 

estabelecidas como causas autossômicas recessivas da DP de início precoce, 

porém a patogenicidade de mutações heterozigotas ainda é incerta, particularmente 

para substituições missense no contexto da herança recessiva.  

 Diferentes mecanismos têm sido sugeridos para explicar os efeitos de 

variantes heterozigotas como mutações de perda de função, por diminuir a atividade 

biológica da proteína codificada (haploinsuficiência), variantes com propriedades 

dominante-negativas (através da qual a variante mutante reduz a função da proteína 

selvagem) ou mutações dominantes com ganho de função (Klein et al., 2007). Com 

isso, evidências crescentes indicam que variantes heterozigotas não são mutações 

causais e sim fatores genéticos de suscetibilidade que devem contribuir para o risco 

de desenvolvimento da DP (Klein et al., 2007). É provável que certos tipos de 

mutações em heterozigose estejam mais sujeitas a aumentar este risco do que 

outras, pois possuem um efeito mais prejudicial na estrutura e função da proteína 

(Pankratz et al., 2009). Decifrar o papel destas variantes heterozigotas no 

parkinsonismo é importante no que se refere ao entendimento da relação desse tipo 

de alteração com a manifestação da doença, bem como, ao desenvolvimento de 

diretrizes para o teste genético e para o aconselhamento dos indivíduos portadores.  

Ao contrário do que se imagina, existem mais pacientes com DP que exibem 

mutações em heterozigose nos genes Parkin e PINK1 do que pacientes com 

mutações homozigotas ou heterozigotas compostas nestes mesmos genes 

(Rogaeva et al., 2004; Bonifati et al., 2005; Klein et al., 2005; Abou-Sleiman et al., 

2006; Macedo et al., 2009). Isso aumenta o questionamento se as mutações 

heterozigotas, muito mais frequentes em genes recessivos, podem contribuir para o 
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desenvolvimento do parkinsonismo sob algumas circunstâncias, com isso 

constituindo um fator de risco.  

Mutações pontuais em heterozigose não são exclusivas de pacientes com 

DP, pois já foram identificadas também em controles normais (Lincoln et al., 2003; 

Clark et al., 2006a; Kay et al., 2007; Lesage et al., 2008). Sendo assim, é provável 

que a prevalência de indivíduos controle com mutações em heterozigose tanto em 

Parkin quanto em PINK1 seja subestimada, já que a maior parte desses indivíduos 

selecionados não foi submetida ao mesmo exame neurológico rigoroso que os 

pacientes. Além disso, alguns indivíduos saudáveis podem não ter atingido a idade 

crítica para manifestação da doença. Outro dado importante se deve ao fato desses 

controles genotipados nunca terem sido acompanhados por especialistas em 

desordens do movimento. Considerando os resultados controversos observados em 

estudos caso-controle (Lincoln et al., 2003; Clark et al., 2006a; Kay et al., 2007; 

Lesage et al., 2008), o papel de variantes de sequência heterozigotas em genes 

recessivos ligados à DP ainda não pôde ser determinado de forma conclusiva. 

 Exames clínicos cuidadosos em familiares portadores de mutações 

heterozigotas nos genes Parkin ou PINK1 constataram que, de fato, eles podem ser 

afetados com sinais leves de parkinsonismo clássico (Farrer et al., 2001; Khan et al., 

2005; Criscuolo et al., 2006; Hedrich et al., 2006). Além disso, existem fortes 

evidências de que portadores de mutações heterozigotas apresentem alterações 

pré-clínicas nos níveis metabólico, estrutural e/ou funcional, que são detectáveis 

apenas por meio de técnicas modernas de neuroimagem e eletrofisiologia. 

Estudos post-mortem também poderiam ajudar a elucidar o papel de 

mutações heterozigotas em genes recessivos ligados a DP. Até o momento, existe 

um relato da presença de mutações em Parkin em tecidos cerebrais de um portador 

heterozigoto e seis portadores homozigotos ou heterozigotos compostos 

(Pramstaller et al., 2005). Todos os testes revelaram números reduzidos de 

neurônios na substância negra. Em relação ao gene PINK1, existe apenas um 

estudo de quatro portadores de mutação em heterozigose que demonstrou que 

todos os carreadores apresentavam as características patológicas típicas de DP 

idiopática: perda de células neuronais na substância negra, gliose e a presença de 

corpos de Lewy no tronco cerebral e neocórtex (Gandhi et al., 2006). 

 Sendo assim, acreditamos que mutações em heterozigose em genes 

recessivos possam contribuir para a suscetibilidade à DP em um subgrupo de 
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portadores. Sinais identificáveis da doença podem ser pré-clínicos e, portanto, 

detectáveis apenas com estudos refinados de neuroimagem ou eletrofisiológicos. 

Além disso, eles podem ser extremamente sutis e evidentes apenas para 

neurologistas especializados, que classificarão o paciente como um possível ou 

provável caso de parkinsonismo. Entre os pacientes com diagnóstico de DP 

estabelecido, o número de portadores de mutações em heterozigose nos genes 

Parkin e PINK1 excede em muito o número de portadores de alterações 

homozigotas ou heterozigotas compostas (Rogaeva et al., 2004; Bonifati et al., 2005; 

Klein et al., 2005; Abou-Sleiman et al., 2006; Macedo et al., 2009), sugerindo que a 

heterozigosidade em genes recessivos ligados à DP contribui para o parkinsonismo 

em um subconjunto significativo de pacientes. 

Concluindo, nossos resultados em uma coorte de pacientes brasileiros com 

DP precoce mostraram que mutações pontuais em Parkin são mais frequentes do 

que em PINK1. A ausência de variantes de sequência patogênicas no gene PINK1 

em nossa população é consistente com outros estudos (Godeiro-Junior et al., 2009; 

Nuytemans et al., 2009; Zhang et al., 2010), reforçando a hipótese de que mutações 

em PINK1 são uma causa rara de parkinsonismo precoce com ou sem história 

familiar. Os resultados encontrados no gene Parkin estão de acordo com estudos de 

outras populações mundiais que encontraram frequências de mutações pontuais 

semelhantes a nossa (2,9%) (Klein et al., 2005; Nuytemans et al., 2009; Pankratz et 

al., 2009; Marder et al., 2010; Zhang et al., 2010), diferindo, em contrapartida, da 

frequência identificada por dois outros grupos brasileiros (5,5% e 11,1%) (Aguiar et 

al., 2008; Camargos et al., 2009) (Tabela 13). Uma possível explicação para estes 

resultados diferentes seria o tamanho reduzido das amostras testadas pelos 

mesmos (72 e 45 pacientes, respectivamente). 
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Tabela 13: Frequência de mutações de ponto encontradas no gene Parkin em 
diferentes populações. 
 

População  

(Referência) 
Amostra N Fenótipo clínico Frequência (%) 

Este estudo, 2012 

 

136 DP precoce 2,9 

Brasileiros 

(Aguiar et al., 2008) 

72 DP precoce 5,5 

Brasileiros 

(Camargos et al., 2009) 

45 DP precoce 11,1 

Norte-americanos 

(Pankratz et al., 2009) 

420 DP familiar 3,1 

Belgas 

(Nuytemans et al., 2009) 

310 DP 3,5 

Hispânicos e não-hispânicos 

(Marder et al., 2010) 

956 DP precoce 3,2 

Chineses 

(Zhang et al., 2010) 

66 DP precoce 3 

Italianos 

(Klein et al., 2005) 

65 DP precoce 3 

 

 

Alterações quantitativas identificadas nos genes Parkin e PINK1 

 

  

Além das variantes de sequência identificadas nos genes Parkin e PINK1, 

encontramos seis mutações de dosagem gênica em cinco pacientes com DP 

precoce (Tabela 12), sendo cinco delas no gene Parkin e uma em PINK1. Não foi 

identificada alteração quantitativa no gene DJ-1. 

Em três probandos, as alterações envolviam o exon 4 do gene Parkin, sendo 

um caso de duplicação e dois de deleção. A paciente PAR2256, com uma 

duplicação em heterozigose neste exon, manifestou a doença aos 37 anos e não 

relatou outros casos de parkinsonismo na família (Tabela 12). Esta mesma alteração 
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em heterozigose já havia sido identificada por Pankratz e colaboradores, em 2009, 

em 2 de 420 probandos com DP familiar.  

 O paciente PAR2099, portador de uma deleção em heterozigose no exon 4 do 

gene Parkin, é um caso esporádico de DP e manifestou a doença aos 12 anos 

(forma juvenil) (Tabela 12). Além do probando, também foi investigada a presença 

desta mutação em seus pais e seu irmão (Figura 29), o que nos permitiu concluir 

que o paciente herdou a deleção de sua mãe, de 52 anos, que é uma portadora 

assintomática. Esta mutação já foi descrita por diversos autores em pacientes com 

DP de diferentes etnias (Keyser et al., 2009; Macedo et al., 2009; Pankratz et al., 

2009; Guo et al., 2010). Tem sido sugerido que os indivíduos heterozigotos para 

deleções em Parkin podem sofrer haploinsuficiência por causa da redução da 

expressão e da atividade enzimática da proteína (Klein et al., 2007), conferindo 

assim um risco maior de desenvolvimento da DP. Devemos, no entanto, ter cautela, 

uma vez que deleções em heterozigose já foram encontradas em indivíduos 

controles, tornando a patogenicidade dessas variantes incerta (Brüggemann et al., 

2009).  

 A paciente PAR3380, um caso familiar de DP, iniciou a doença aos 35 anos 

de idade. Trata-se da única paciente em nossa casuística que exibe uma mutação 

em homozigose, uma deleção completa do exon 4 no gene Parkin (Tabela 12). O 

estudo de segregação em sua família (Figura 32) permitiu identificar a mesma 

alteração, também em homozigose, em seu irmão com DP, que manifestou a 

doença aos 18 anos (forma juvenil). Ambos são frutos de um casamento 

consanguíneo, entre primos de 1º grau. Neste caso, sendo a deleção homozigota, é 

possível afirmar que se trata de uma mutação causal que leva ao fenótipo da DP.  

 Além das alterações de dosagem no exon 4 do gene Parkin, foram 

identificadas outras alterações nesse gene, envolvendo os exons 3, 5 e 6, em um 

único paciente (PAR2396), que manifestou a DP aos 46 anos e constitui um caso 

familiar da doença (Figura 33). Trata-se de um heterozigoto composto, que 

apresenta duas alterações de dosagem no gene Parkin: uma deleção dos exons 5-6 

e uma duplicação do exon 3 (Tabela 12). Além do probando, coletamos o sangue de 

seu irmão (64 anos), de sua filha (45 anos) e de sua sobrinha (29 anos), cujo pai, já 

falecido, também tinha DP. Os resultados das análises genéticas demonstraram que 

cada familiar analisado possui uma das alterações do probando. O irmão e a 

sobrinha são portadores da deleção dos exons 5 e 6 e sua filha possui a duplicação 
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do exon 3 (Figura 33). Duplicações do exon 3 do gene Parkin já foram relatadas, em 

2009, por Nuytemans e colaboradores em pacientes com DP oriundos da Bélgica e 

por Kay e colaboradores (2010) em pacientes americanos com parkinsonismo e em 

indivíduos controles. Deleção dos exons 5 e 6 no gene Parkin já foram identificadas 

anteriormente por outros autores em pacientes com DP precoce (Scarciolla et al., 

2007; Sironi et al., 2008; Pankratz et al., 2009). Já foram relatados na literatura 

outros casos referentes à coexistência de diferentes mutações de dosagem em 

Parkin em um mesmo paciente com DP (Keyser et al., 2009; Camacho et al., 2012).  

Foi sugerido que a alta frequência de rearranjos exônicos em Parkin seja 

devida a seus grandes introns e à presença de numerosos elementos repetitivos que 

levam à instabilidade (Keyser et al., 2009). Além disso, a elevada taxa de rearranjos 

também pode ser explicada pelo fato de Parkin estar localizado dentro de um grande 

sítio frágil comum, FRA6E, que é conhecido por ser altamente suscetível à 

instabilidade genômica (Smith et al., 2006). Isto está de acordo com a constatação 

de que a região mais instável em FRA6E localiza-se entre os exons 2 e 8 de Parkin, 

sugerindo hotspots para a formação de lacunas e quebras nas grandes regiões 

intrônicas (Denison et al., 2003). 

Dentre as alterações de dosagem encontradas no gene Parkin em nosso 

estudo, mutações no exon 4 (2 deleções e 1 duplicação) foram as mais frequentes 

(3/5 = 60%), o que corrobora dados de outros estudos no sentido de ser esse exon 

um hotspot mutacional no gene Parkin (Periquet et al., 2003; Hedrich et al., 2004; 

Marder et al., 2010). Variações no número de cópias gênicas nesta região têm sido 

identificadas constantemente em outras etnias (Myhre et al., 2008; Keyser et al., 

2009; Kay et al., 2010; Ghazavi et al., 2011; Semenova et al., 2011; Camacho et al., 

2012).  

Segundo Hedrich e colaboradores (2004), a maioria das mutações descritas 

em Parkin afetam as regiões codificantes dos exons 2 a 7 e, mais de 50% dos 

portadores de mutações possuem rearranjos de exons. Em consulta à tabela 12 

constatamos, em nosso estudo, que a prevalência de mutações de dosagem em 

Parkin (n=5) em relação às mutações de sequência (n=3) foi maior, alcançando uma 

frequência de 62,5%.  

O gene Parkin também apresentou uma proporção mais elevada de 

rearranjos exônicos em nossa amostra (3,7%) comparado aos outros genes 

recessivos (PINK1: 0,7%; DJ-1: 0%). Resultados esses similares aos alcançados por 
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Keyser e colaboradores (2009). Deleções ou duplicações em heterozigose foram 

identificadas em 2,9% dos casos de DP familiar em um estudo norte-americano 

(Pankratz et al., 2009). Os autores sugeriram que modificações de dosagem no gene 

Parkin desempenham um papel mais importante na suscetibilidade à DP do que 

mutações de sequência, indicando que efeitos de dosagem parecem ser mais 

prejudiciais. Um recente estudo (Camacho et al., 2012), realizado em pacientes 

mexicanos com DP precoce, revelou que 54% dos probandos possuíam algum tipo 

de alteração em Parkin, sendo que 94,1% eram portadores de mutações de 

dosagem, constituindo essa a maior frequência de rearranjos exônicos em Parkin já 

descrita. Os autores observaram também que deleções eram mais prevalentes que 

duplicações, da mesma forma como demonstrado em outras populações, incluindo o 

presente estudo (Marder et al., 2010; Semenova et al., 2011). A análise de 170 

pacientes russos com DP precoce, todos casos esporádicos, mostrou que 21 

probandos (12,4%) eram portadores de CNVs no gene Parkin (Semenova et al., 

2011). A mutação mais comum neste grupo de pacientes foram deleções de exons 

em heterozigose, sendo os exons 3 e 4 mais frequentemente deletados, o que é 

consistente com outros achados da literatura (Periquet et al., 2003; Hedrich et al., 

2004; Marder et al., 2010). 

As constatações relativas à alta prevalência de mutações de dosagem em 

Parkin observada em diferentes grupos populacionais levaram Camacho e 

colaboradores (2012) a propor uma mudança na estratégia para o diagnóstico 

molecular da DP, a partir da qual, rearranjos de exons deveriam ser rastreados 

anteriormente às mutações de ponto. Nosso estudo corrobora a importância de se 

incluir as análises de dosagem gênica como parte da triagem de mutações em 

pacientes com DP, principalmente no gene Parkin, uma vez que identificamos uma 

prevalência maior de alterações quantitativas em relação às qualitativas. 

 A única alteração quantitativa identificada em PINK1 foi uma deleção 

heterozigota no exon 1 (Tabela 12), encontrada no paciente PAR2083, um caso 

familiar de DP, que manifestou a doença aos 45 anos (Figura 27). A análise de 

segregação da mutação em sua filha assintomática de 36 anos revelou que ela não 

herdou esta alteração. Deleções do exon 1 no gene PINK1 nunca foram descritas na 

literatura. O exon 1 codifica duas regiões importantes da proteína PINK1, uma 

sequência N-terminal de ligação à mitocôndria (MTS) de 34 aminoácidos e um 

provável domínio transmembrana (TMD) que compreende os resíduos 94 à 110 
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(Valente et al., 2004b).  O domínio TMD é crucial para ancorar PINK1 na membrana 

mitocondrial e garantir que o domínio quinase esteja voltado para o citoplasma (Zhou 

et al., 2008). Desta forma, acreditamos que deleções nesta região possam interferir 

com a localização da proteína PINK1 na mitocôndria, destabilizando-a. 

Concluindo, em nosso estudo, observamos uma frequência total de alterações 

patogênicas ou potencialmente patogênicas em pacientes com DP precoce de 7,3%, 

sendo 6,6% de mutações no gene Parkin (2,9% de variantes de sequência e 3,7% 

de alterações de dosagem) e 0,7% no gene PINK1 (uma única mutação de 

dosagem), tanto em casos esporádicos (n=5) como em casos familiares da doença 

(n=4) (Tabela 12). Não identificamos alterações quantitativas no gene DJ-1. Como 

estratégia para a análise molecular de genes recessivos relacionados à DP, 

sugerimos proceder à investigação genética, inicialmente, pelo gene Parkin, seguido 

das análises dos genes PINK1 e DJ-1.   
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 A partir da investigação de mutações pontuais nos genes Parkin e PINK1 em 136 

pacientes com DP precoce, identificamos três variantes patogênicas ou 

potencialmente patogênicas em Parkin (p.T240M, p.437L e p.S145N); 

 

 Estabelecemos a metodologia de MLPA para a análise quantitativa dos genes 

Parkin, PINK1 e DJ-1 e, a partir da aplicação em nossa amostra, encontramos 

três deleções e duas duplicações no gene Parkin e uma deleção em PINK1, essa 

nunca descrita na literatura. Não identificamos rearranjos de exons no gene DJ-1;  

 
 Obtivemos uma frequência total de mutações patogênicas (pontuais e de 

dosagem) nos genes estudados de 7,3%, sendo 6,6% no gene Parkin (2,9% de 

variantes de sequência e 3,7% de alterações de dosagem) e 0,7% no gene 

PINK1 (1 CNV); 

 
 As mutações de dosagem em Parkin (n=5) foram mais frequentes que as 

variantes de sequência (n=3) em nossa casuística, totalizando 62,5% das 

alterações encontradas neste gene;  

  

 Dentre as alterações patogênicas identificadas, sete são heterozigotas, uma 

heterozigota composta e uma homozigota. Acreditamos que mutações em 

heterozigose em genes recessivos são um fator de risco para um subgrupo 

específico de pacientes com DP clássica, onde a genética, epigenética e/ou 

fatores ambientais contribuem para a expressão do fenótipo; 
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Apêndice A - Pacientes analisados para alterações nos genes Parkin, PINK1 
e DJ-1 e suas características principais (continua)  

Nº 
Registro do 

paciente 
Idade  
(IM) 

Sexo 
Caso familiar 
(F) ou isolado 

(I) da DP 
Origem 

1 PAR1147 47 (35) M I HUCFF 

2 PAR1148 48 (42) M F HUCFF 

3 PAR1161 59 (49) M I HUPE 

4 PAR1162 64 (47) M I HUPE 

5 PAR1170 57 (43) F I HUCFF 

6 PAR1173 62 (44) F I HUCFF 

7 PAR1176 57 (49) F I HUPE 

8 PAR1182 39 (26) F I HUCFF 

9 PAR1183 58 (44) F I HUCFF 

10 PAR1185 62 (50) M I HUPE 

11 PAR1186 57 (45) F I HUPE 

12 PAR1192 69 (50) M I HUCFF 

13 PAR1196 47 (40) F I HUPE 

14 PAR1218 55 (45) F I HUCFF 

15 PAR1221 55 (46) M I HUPE 

16 PAR1229 56 (43) M I HUCFF 

17 PAR1232 54 (43) M I HUPE 

18 PAR1247 48 (46) F I HUCFF 

19 PAR1287 56 (40) M I HUPE 

20 PAR1294 61 (45) F I HUCFF 

21 PAR1296 58 (42) F I SCM 

22 PAR1297 57 (43) M I SCM 

23 PAR1305 38 (36) F I SCM 

24 PAR1307 54 (44) M I SCM 
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Apêndice A - Pacientes analisados para alterações nos genes Parkin, PINK1 
e DJ-1 e suas características principais (continuação) 

Nº 
Registro do 

paciente 
Idade  
(IM) 

Sexo 
Caso familiar 
(F) ou isolado 

(I) da DP 
Origem 

25 PAR1308 56 (50) F I SCM 

26 PAR1319 64 (48) M F HUPE 

27 PAR1321 50 (40) F F SCM 

28 PAR1322 54 (48) M I SCM 

29 PAR1323 54 (47) F I SCM 

30 PAR1330 33 (31) M I HUPE 

31 PAR1335 61 (50) M I HUPE 

32 PAR1345 33 (14) M I HUPE 

33 PAR1355 64 (48) M I HUPE 

34 PAR1377 48 (38) F I HUCFF 

35 PAR1386 49 (46) M I HUPE 

36 PAR1394 43 (38) F I INDC 

37 PAR1397 53 (50) F I HUCFF 

38 PAR1399 42 (39) M I HUCFF 

39 PAR1401 43 (37) F F INDC 

40 PAR1402 71 (47) M I HUCFF 

41 PAR1404 62 (48) M I HUCFF 

42 PAR1405 38 (35) F I HUCFF 

43 PAR1407 58 (43) M I SCM 

44 PAR1409 47 (33) M I SCM 

45 PAR1436 41 (35) M I HUPE 

46 PAR1438 42 (37) M I HUPE 

47 PAR1441 62 (50) M I INDC 

48 PAR1442 43 (38) M F INDC 
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Apêndice A - Pacientes analisados para alterações nos genes Parkin, PINK1 
e DJ-1 e suas características principais (continuação) 

Nº 
Registro do 

paciente 
Idade  
(IM) 

Sexo 
Caso familiar 
(F) ou isolado 

(I) da DP 
Origem 

49 PAR1443 61 (44) F I HUCFF 

50 PAR1450 34 (26) F I HUCFF 

51 PAR1452 64 (47) M I HUCFF 

52 PAR1453 48 (36) M I SCM 

53 PAR1455 57 (47) M F HUCFF 

54 PAR1456 70 (43) F F HUCFF 

55 PAR1457 80 (50) M F HUCFF 

56 PAR1458 59 (45) F I HUCFF 

57 PAR1459 46 (42) M I HUCFF 

58 PAR1460 60 (42) M I HUCFF 

59 PAR1463 53 (46) F I SCM 

60 PAR1511A 47 (47) M F SCM 

61 PAR1512 54 (50) M I HUCFF 

62 PAR1636 47 (44) M I HUCFF 

63 PAR1646 51 (41) M I HUCFF 

64 PAR1649 57 (49) F I HUPE 

65 PAR1650 53 (42) M I HUPE 

66 PAR1661 49 (27) M I SCM 

67 PAR1667 38 (35) M F HUCFF 

68 PAR1695 61 (44) M I HUCFF 

69 PAR1703 35 (25) M I SCM 

70 PAR1704 56 (47) M I SCM 

71 PAR1705 38 (34) F F SCM 

72 PAR1963 43 (39) M I GOIÁS 
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Apêndice A - Pacientes analisados para alterações nos genes Parkin, PINK1 
e DJ-1 e suas características principais (continuação) 

Nº 
Registro do 

paciente 
Idade  
(IM) 

Sexo 
Caso familiar 
(F) ou isolado 

(I) da DP 
Origem 

73 PAR1964 40 (39) M I  GOIÁS 

74 PAR1965 44 (39) M I GOIÁS 

75 PAR1966 39 (36) M I GOIÁS 

76 PAR1967 48 (37) M I GOIÁS 

77 PAR1968 41 (38) M I GOIÁS 

78 PAR1969 40 (38) F I GOIÁS 

79 PAR2036 46(40) F F HUCFF 

80 PAR2046 96(33) M F HUCFF 

81 PAR2056 59(39) M F HUCFF 

82 PAR2064 62(40) M I HUCFF 

83 PAR2065 59(43) F I HUCFF 

84 PAR2067 70(47) M I HUCFF 

85 PAR2068 56(28) M I HUCFF 

86 PAR2081 59(40) M I HUCFF 

87 PAR2083 59(45) M F HUCFF 

88 PAR2085 48 (42) M I HUCFF 

89 PAR2097 36(30) M I HUCFF 

90 PAR2098 58(49) F F HUCFF 

91 PAR2099 21(12) M I HUCFF 

92 PAR2101 44(33) F I HUCFF 

93 PAR2118 58 (47) M I  HUPE 

94 PAR2119 58 (45) M F HUCFF 

95 PAR2127 57 (46) M I HUCFF 

96 PAR2133 50 (40) M I HUCFF 
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Apêndice A - Pacientes analisados para alterações nos genes Parkin, PINK1 
e DJ-1 e suas características principais (continuação) 

Nº 
Registro do 

paciente 
Idade  
(IM) 

Sexo 
Caso familiar 
(F) ou isolado 

(I) da DP 
Origem 

97 PAR2143 51 (47) M I HUCFF 

98 PAR2145 50 (45) M I HUPE 

99 PAR2172 42 (29) F I HUPE 

100 PAR2256 45 (37) F I HUPE 

101 PAR2257 42 (38) F F HUPE 

102 PAR2259 42 (40) M I HUPE 

103 PAR2266 43 (42) M I HUCFF 

104 PAR2267 49 (45) F I HUCFF 

105 PAR2268 52 (43) M F HUCFF 

106 PAR2285 49 (30) F I HUCFF 

107 PAR2300 56 (42) F I HUCFF 

108 PAR2302 36 (34) M I GOIÁS 

109 PAR2303 34 (29) M I GOIÁS 

110 PAR2304 45 (32) M I GOIÁS 

111 PAR2345 41 (38) M F HUCFF 

112 PAR2352 41 (20) F I HUCFF 

113 PAR2355 54 (44) F I HUPE 

114 PAR2357 51 (46) M F HUPE 

115 PAR2358 64 (49) F F HUPE 

116 PAR2362 50 (46) F I HUPE 

117 PAR2363 63 (42) M I HUPE 

118 PAR2367 49 (48) M I INEURO 

119 PAR2368 51 (47) M I INEURO 

120 PAR2369 34 (31) F I INEURO 
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Apêndice A - Pacientes analisados para alterações nos genes Parkin, PINK1 
e DJ-1 e suas características principais (conclusão) 

Nº 
Registro do 

paciente 
Idade  
(IM) 

Sexo 
Caso familiar 
(F) ou isolado 

(I) da DP 
Origem 

121 PAR2371 62 (49) F I INEURO 

122 PAR2374 52 (40) M F INEURO 

123 PAR2375 38 (34) F I INEURO 

124 PAR2376 40 (37) M F INEURO 

125 PAR2380 52 (37) M F INEURO 

126 PAR2381 46 (38) F I INEURO 

127 PAR2384 46 (38) F F INEURO 

128 PAR2385 55 (45) M F INEURO 

129 PAR2386 46 (43) M I INEURO 

130 PAR2388 55 (48) F F INEURO 

131 PAR2389 47 (37) M F INEURO 

132 PAR2391 24 (24) M I INEURO 

133 PAR2395 50 (39) M I HUCFF 

134 PAR2396 69 (46) M F HUCFF 

135 PAR2397 57 (50) F I HUCFF 

136 PAR3380 59 (35) F F UFF 
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APÊNDICE B - Exon dosage variations in Brazilian patients with Parkinson’s 
disease: Analysis of SNCA, PARKIN, PINK1 and DJ-1 genes 
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