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RESUMO

GUIMARAES, Beatriz de Carvalho. Rastreamento de mutagées no gene GBA como fator de
risco ao desenvolvimento da doenca de Parkinson na populacdo brasileira. 2012. 108 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

A doencga de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais frequente,
depois da doenga de Alzheimer, com uma incidéncia de aproximadamente 3,3% na populagcao
brasileira acima dos 60 anos. Ela é caracterizada por uma perda dos neurdnios
dopaminérgicos da parte compacta da substancia negra e pela presenga de inclusdes protéicas
intracelulares denominadas corptisculos de Lewy nos neurdnios sobreviventes. A DP tem uma
etiologia complexa que envolve interacoes genes-ambiente e multiplos genes de
susceptibilidade. Nesse contexto, mutacdes de perda de fun¢do no gene da glicocerebrosidase
(GBA) tém sido bem validadas como importantes fatores de risco para a DP. Esse gene esta
localizado na regido 1q21 e compreende 11 exons que codificam a enzima lisossOmica
glicocerebrosidase. O principal objetivo deste estudo foi investigar se alteracdes no gene GBA
constituem um fator de predisposicdo para o desenvolvimento da DP na populacgdo brasileira.
Para isso, um grupo de 126 pacientes brasileiros, ndo-aparentados, com DP (24 casos
familiares e 102 isolados; idade média 66,4 + 11,4) foram analisados para muta¢des no GBA
através do seqiienciamento completo de todos os exons e alguns introns. Sete alteracdes e um
alelo recombinante, anteriormente encontrados em pacientes com a DP analisados em outros
estudos, foram detectados (K(-)27R, IVS2+1G>A, N370S, L444P, T369M, A456P, E326K e
RecNecil), assim como, uma variante nunca antes identificada associada a DP (G325G) e uma
nova mutagdao (W378C), num total de 18 pacientes (14,3%). Além disso, foram encontradas
trés alteracdes intronicas (c.454+47G>A, ¢.589-86A>G e ¢.1225-34C>A), que constam do
banco de SNPs, entretanto, ndo foram associadas a nenhuma doenca. Dentre todas as
variantes identificadas, trés sdo comprovadamente patogé€nicas (IVS2+1G>A, 1444P e
N370S) e foram encontradas em 5,5% da amostra, ndo sendo detectadas na amostra controle,
indicando uma freqiiéncia significativamente alta dessas mutagdes em pacientes com DP
quando comparadas aos controles (P=0,0033). Esses resultados refor¢cam a associagdo entre o
gene GBA e a DP na populagdo brasileira, além de apoiar a hipétese de que alteracdes nesse
gene representam um importante fator de susceptibilidade ao desenvolvimento da DP.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson. Gene GBA. Fator de risco. Glicocerebrosidase.



ABSTRACT

Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative disorder, after
Alzheimer’s disease, with an incidence of 3.3% in Brazilian population over the age of 60
years. It’s characterized by the degeneration of dopaminergic neurons within the substantia
nigra pars compacta and the presence of intracellular protein inclusions called Lewy bodies in
the surviving neurons. PD has a complex etiology which may involve gene-environment
interactions and multiple susceptibility genes. In this context, loss-of-function mutations in
the glucocerebrosidase gene (GBA) have been well-validated as important susceptibility
factors for PD. This gene is located on 1q21 and comprises 11 exons that encode the
lysosomal enzyme glucocerebrosidase. The main objective of our study was to investigate if
alterations in the GBA gene constitute a predisposing factor for the development of PD in the
Brazilian population. For this, a Brazilian cohort of 126 unrelated PD patients (24 familial and
102 sporadic cases; mean age: 66.4 + 11.4) were screened for GBA mutations by complete
sequencing of the gene’s exons and some introns. Seven alterations and one recombinant
allele, previously found in PD patients performed in other studies, were detected (K(-)27R,
IVS2+1G>A, N370S, L444P, T369M, A456P, E326K e RecNcil), as well as, a variant never
identified in PD patients (G325G) and one newly identified variant (W378C), in a total of 18
patients (14.3%). In addition, were found three intronic changes (c.454 +47 G>A, c.589-
86A>G and c.1225-34C>A), which are present in the database of SNPs, however, were not
associated with any disease. Among all the variants identified, three are proven pathogenic
(IVS2 +1 G>A, N370S and L444P) and were found in 5.5% of the sample and not detected in
the control sample, indicating a significantly higher frequency of these mutations in patients
with PD compared to controls (P = 0.0033). Our results, have strengthened the association
between the GBA gene and PD in the Brazilian population, in addition to support the
hypothesis that alterations in this gene represent a significant genetic susceptibility factor for
the development of PD.

Keywords: Parkinson’s disease. GBA gene. Risk factor. Glucocerebrosidase.
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INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson

Descrita pela primeira vez em 1817 pelo fisico britanico James Parkinson, a doenga de
Parkinson (DP; OMIM 168600) é a segunda desordem neurodegenerativa mais frequente,
depois da Doenca de Alzheimer (De Lau et al., 2006), com aproximadamente seis milhdes de
pessoas afetadas no mundo (Lesage & Brice, 2009). Devido ao aumento da expectativa de
vida da populagdo mundial, espera-se que a prevaléncia da DP aumente consideravelmente
(Lin et al., 2009). No Brasil, a propor¢do de idosos (pessoas com 60 anos ou mais) aumentou
de 9,1% para 11,3%, entre os anos de 1999 e 2009, somando um contingente atual de cerca de

21 milhdes (Grafico 1) (IBGE: 2010).

Griéfico 1 - Proporg¢ao de idosos (em percentagem) de 60 e 65 anos ou mais de idade no Brasil
de 1999 a 2009.
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A) Peso relativo dos idosos (60 anos ou mais de idade) no conjunto da populagdo passou de 9,1% para 11,3%. B) Evolugdo
do peso relativo das pessoas 65 anos ou mais de idade, faixa etdria considerada para fins de estudos demogréficos e, também,
como limite da condicdo de velhice nos paises mais desenvolvidos. (Fonte: IBGE, Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios 1999/2009.)

A prevaléncia da DP € associada a idade e aumenta de aproximadamente 1% da

populacdo aos 65 anos para cerca de 5% aos 85 anos (Fahn, 2003). Um estudo epidemiolégico
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realizado por Barbosa e colaboradores (2006) mostrou que a prevaléncia da DP no Brasil é de
aproximadamente 3,3% em individuos com 60 anos ou mais (Barbosa et al., 2006). Esta
condi¢cdo acomete todos os grupos étnicos e ambos os sexos, porém alguns estudos indicam
que os homens sdo cerca 1,5 vezes mais suscetiveis ao desenvolvimento da doenca do que as
mulheres e 4% dos pacientes desenvolvem a DP antes dos 50 anos (Belin & Westerlund,
2008).

A DP ¢é uma doencga cronica e progressiva do sistema nervoso central, cujas principais
caracteristicas patoldgicas incluem a despigmentacdo da parte compacta da substincia negra
do mesencéfalo devido a perda progressiva dos neur6nios dopaminérgicos e a presenca de
inclusdes proteicas citoplasmaticas denominadas corpos de Lewy nos neurOnios sobreviventes
(Forno, 1996). Acredita-se que os corpos de Lewy sdo formados como resposta citoprotetora
aos niveis excessivos de proteinas anormais potencialmente téxicas nos neurdnios (Andrade et
al., 2010). A perda de neurdnios e a presenca de inclusdes proteicas também sido observadas
em outras regides do sistema nervoso central e periférico, incluindo o bulbo olfatério, o
nucleo da medula oblonga, a ponte, o locus ceruleo, a amigdala, o nicleo basal de Meynert, e
nos estagios avancados da doencga, o estriato e o cortex cerebral (Para revisdo: (Shulman et
al.,2011).

Neurdnios dopaminérgicos se projetam principalmente para o estriato, por isso, a
presenca de corpusculos de Lewy associada a perda de células da substancia negra resultam
na deplecdo de dopamina estriatal, levando a um aumento da rede inibitéria do globo pélido
até o tdlamo e, indiretamente, ao cortex motor, reprimindo a iniciagdo dos movimentos
resultando nas manifestacdes clinicas da DP (Rodriguez-Oroz et al., 2009). Dentre estas,
destacam-se quatro sintomas motores principais: (i) tremor de repouso, (ii) bradicinesia
(Ientidao na iniciac@o e execu¢do dos movimentos), (iii) rigidez e (iv) instabilidade postural,
os quais podem ser controlados com a administracdo de um precursor exégeno da dopamina,
o levodopa (1 -3,4-dihidroxifenilalanina). Entretanto, esta substincia € ineficaz no tratamento
de sintomas nao motores, que também podem ser observados em pacientes com DP e, muitas
vezes, precedem os sintomas motores. Os dados prospectivos relacionados aos sintomas nao
motores sdo ainda raros, mas apontam que constipacdo, hiposmia (disfuncdo olfativa) e
distirbio do sono REM podem preceder as manifestacdes motoras da DP. A perda da
sensibilidade olfativa, por exemplo, ocorre em 70 a 90% dos pacientes com DP (Andrade et
al., 2010). Dentre outros sintomas ndo motores, destacam-se depressdo, ansiedade, distirbios
do humor, incontinéncia urindria, déficit cognitivo e perda de peso (Alves et al., 2008;

Andrade et al., 2010; Dauer & Ho, 2010; Shulman et al., 2011). Contudo, um diagndstico
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definitivo da doenga requer a confirmacdo pds-morte de andlises histopatoldgicas de tecido
cerebral (Alves et al., 2008), pois a presenca de inclusdes é um critério utilizado para
diferenciar a DP de outras desordens associadas ao parkinsonismo (Forno, 1996).

Atualmente ndo hd cura para a doenca e as vias moleculares envolvidas nesta patologia
ainda sdo obscuras. Durante muitos anos, a DP foi vista como uma doenc¢a nio genética,
sendo intimeros fatores ambientais apontados como causa desta doenga, tais como, a
utilizacdo de drogas sintéticas, doencas infecciosas, exposicdo a substdncias tdxicas,
exposicdo a determinados herbicidas e pesticidas, vida rural, consumo de 4dgua de pogo e
traumas na cabeca (Hardy, 2006). Porém, na ultima década, a DP tem deixado de ser
considerada uma doenca ndo hereditdria e essencialmente esporadica, para ser considerada
uma desordem complexa com um forte componente genético bem estabelecido num subgrupo
considerdvel de pacientes (Shulman et al., 2011).

Os estudos de ligacdo em familias com um claro padrio Mendeliano de heranga da
doenca identificaram 15 loci associados a DP e neles mapeiam 11 genes associados a formas
monogénicas da doenca (Tabela 1), incluindo os genes SNCA, (Polymeropoulos et al., 1997;
Singleton et al., 2003), PRKN (Matsumine et al., 1997; Kitada et al., 1998), DJ-1 (Bonifati et
al., 2003), PINKI(Valente et al., 2004), LRRK2 (Paisan-Ruiz et al., 2004; Zimprich et al.,
2004), HTRA?2 (Strauss et al., 2005), UCHLI (Leroy et al., 1998), ATP13A2 (Ramirez et al.,
2006; Di Fonzo et al., 2007), GIGYF2 (Pankratz et al., 2002; Pankratz et al., 2003a; Pankratz
et al., 2003b; Lautier et al., 2008), e mais recentemente, PLA2G6 (Paisan-Ruiz et al., 2009) e
FBXO7 (Ho et al., 2008; Shojaee et al., 2008), foram identificados em familias com formas
atipicas da DP (Lesage & Brice, 2009). Mutacdes em seis desses genes (SNCA, LRRK2,
PRKN, DJ-1, PINKI e ATP13A2) tem sido descritas como causas familiares da DP (Lesage &
Brice, 2009). Além disso, recentes estudos de associacdo gendmica (GWAS) identificaram
polimorfismos comuns nos genes SNCA e LRRK?2 e variantes em dois outros genes que nao
mapeiam no locus PARK, MAPT e GBA que, sdo atualmente, considerados fatores de risco

bem estabelecidos para DP (Bekris et al., 2010)(Figura 1).



21

Tabela 1: Genes e loci descritos envolvidos na doenga de Parkinson familiar.

Modo de Idade de
Locus Gene* Proteina e Manifestacio OMIM®##:
heranca
da DP
PARKI1
(=PARK4) SNCA a-sinucleina AD e.fator de 38-65 anos 163890
risco 24-48 anos
(4921)
PARK?2 . ~30 anos
(625.2-q27) ey Parkin AR (1672 anggy 602544
PARK3
(2p13) - - AD ~60 anos 602404
AR 30-50 anos
(4pl4) UCHLI UCHLI1 AD LEleohnss 191342
PARK6
(1p35-p36) PINK1 PINK1 AR 20-40 anos 605909
PARK7 DJ-1 DJ-1 AR 20-40 anos 606324
(1p36)
PARKS LRRK?2/ AD e fator de
(12q12) LRRK2 Dardarina risco 50-70 anos 607007
IZ?;I;? ATPI3A2 ATP13A2 AR 20-40 anos 606693
PARK10
(1p32) ) - - 50-60 anos- 606852
PARKI11 .
(2436-q37) ez GIGYF2 AD tardio 607688
PARKI12 . .
(Xq21-25) - - Ligado ao X tardio 300557
PARKI13 . Omi/ i
(2p13) Omi/HTRA2 HirA2 AD tardio 606441
PARK14 . '
(22q13.1) PLA2G6 - AR juvenil 603604
PARKI15
(22q12-q13) FBXO7 - AR precoce 605648
PARK16 . .
(1932) - - Fator de risco tardio -
PARKIT GAK GAK Fator de risco tardio 602052
(4p16)
P(%l;;(ll)S HLA-DR  HLA DRA e DRB  Fator de risco tardio 142860
(3q27) EIF4G1 EIF4Gl1 AD tardio 600495

continua



continuagao
(1q_21) GBA GBA Fator de risco
(17(_]21) MAPT - Fator de risco
“ p- 15) BSTI AcDifl_:sEo; il Fator de risco

Precoce e
tardio

tardio

tardio

22

606463

157140

600387

* SNCA - o-Synuclein; PRKN - Parkin; UCHLI - ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1; PINKI - PTEN-induced putative
kinase 1; DJ-1 - oncogene DJ-1; LRRK?2 - Leucine-Rich Repeat Kinase 2; ATPI3A2 - ATPase type 13A2; GIGYF2 - GRBI0-
interacting GYF protein 2; HTRA2 - HTRA serine peptidase 2; PLA2G6 - group VI phospholipase A2; FBXO7 — F-box only
protein 7 GAK — Cyclin G-associated Kinase; HLA-DR — Major histocompatibility complex, Classe Il DR; EIF4GI —
Eukaryotic translation initiation factor 4Gamma 1 ; GBA - p-glucocerebrosidase; MAPT — Microtube-associated Protein

Tau; BST1 — Bone marrow stromal cell antigen 1.

*#* AD- autossomica dominante / AR - autossdmica recessiva.
Fkk OMIM®, Online Mendelian Inheritance in Man®.

(Fonte: Schulte & Gasser, 2011, com modificacdes).
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Figura 1: Distribuicdo das alteracdes génicas associadas a Doenca de Parkinson de acordo com o efeito e a frequéncia alélica

(Mério Campos Juinior).
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Dos genes identificados, cinco estdo associados com formas dominantes de
parkinsonsimo, SNCA, UCHLI, LRRK2, GIGYF2 e HTRA?2 e outros seis, PRKN, PINKI1, DJ-
1, ATP13A2, PLA2G6 e FBXOY7 estdo associados com formas recessivas da doenca. Contudo,
mutacdes nestes genes também tém sido identificadas em casos esporddicos da doenca,
demonstrando que estes casos também podem possuir um importante componente genético
(Gosal et al., 2006; Belin & Westerlund, 2008; Biskup et al., 2008).

Os mecanismos moleculares que causam a DP ainda ndo sdo totalmente conhecidos,
porém os diversos genes e fatores de risco descritos at€é o momento t€m proporcionado
grandes avangos nessa dire¢do. Tem sido sugerido que a degradacdo anormal de proteinas mal
enoveladas pelos sistemas ubiquitina-proteossomo e de autofagia-lisossomica, o aumento do
estresse oxidativo, disfuncdes mitocondriais e lisossdmicas e outras disfuncdes patogénicas
contribuem para o aparecimento desta doenca (Schulte & Gasser, 2011).

As proteinas codificadas pelos genes ja associados a DP exercem papéis
principalmente em determinadas vias metabodlicas, incluindo a dindmica de vesiculas e
lipidios (a-sinucleina), o sistema ubiquitina-proteossomo (Parkin, DJ-1 ¢ UCHLI), a via de
sinalizagdo celular (LRRK2), o estresse oxidativo, o funcionamento mitocondrial (DJ-1,
PINK1, Parkin e HTRA2), a via lisossomica (GBA), e a manutencdo da estabilidade dos
microtibulos (MAPT). (Figura 2) (Shulman et al., 2011).
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Figura 2: Vias comuns ligadas a patogénese da Doenca de Parkinson. A agregacdo da a-sinucleina é proposta como via
central que leva a neurotoxicidade na Doenga de Parkinson. Além disso, outros genes de susceptibilidade para a
doenga, incluindo o gene do microtibulo associado a proteina Tau (MAPT), o gene da glicocerebrosidase (GBA) e
o gene da proteina quinase rica em repeti¢des de leucina 2 (LRRK?2), podem participar ou modificar a progressao
desta cascata, hipdteses ainda ndo confirmadas. A via culmina na deposicdo de fibrilas da a-sinucleina e
consequente formagdo dos corpisculos de Lewy. As vias dos genes Parkin, quinase induzida pela PTEN 1
(PINKI) e DJ-1 coordenadamente podem influenciar na dindmica mitocondrial e na resposta ao estresse
oxidativo, contrbuindo para a morte do neurdnio. (Fonte: Schulman, 2011).
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A agregacdo da a-sinucleina representa um passo crucial na patogénese da DP, visto
que esta proteina é o principal componente dos corpos de Lewy. Mutacdes no gene Parkin
prejudicam a funcdo da proteina Parkin que € uma ubiquitina E3-ligase, envolvida na
degradacdo de proteinas via ubiquitina-proteossomo e que pode estar localizada na
mitocondria, possuindo um papel no aumento da biogénese mitocondrial. UCHLI possui
fungdes ubiquitina-hidrolase e ubiquitina E3-ligase e mutacOes neste gene promovem a
agregacdo de proteinas. A disfungdo mitocondrial leva ao aumento da produgdo de espécies
reativas de oxigénio e a redug¢do na producdo de ATP, o que pode comprometer o sistema
ubiquitina-proteossomo. Mutacdes no gene PINKI interferem na fung¢do mitocondrial,
prejudicam a sintese de ATP e aumentam a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(Gandhi et al., 2009). Além disso, PINK1 pode modular a atividade e a estabilidade de Parkin
indicando que estas proteinas podem atuar na mesma via (Dodson & Guo, 2007). DJI
codifica uma proteina antioxidante e sua fung¢do chaperona previne o dobramento incorreto de
proteinas. Mutagdes em DJI estdo associadas com o estresse oxidativo e possivelmente com a
apoptose celular (Farrer, 2006; Wood-Kaczmar et al., 2006; Dodson & Guo, 2007; Thomas &
Beal, 2007).

O citoesqueleto e a manutencdo da estabilidade dos microtibulos sdao também
essenciais para a remoc¢do dos agregados citoplasmaticos. A proteina Tau, codificada pelo
gene MAPT (microtubule-associated protein tau) estabiliza a rede de microtibulos,
promovendo o transporte e a sinalizacdo intracelular nos neurdnios. Seu funcionamento é
comprometido pela fosforilagio aberrante, levando a formagdo de emaranhados
neurofibrilares que favorecem a agregacdo da a-sinucleina (Farrer, 2006). Estudos desse gene
tém associado certos alelos de Tau a um risco aumentado da DP, indicando que este pode ser
mais um fator de risco para esta desordem (Martin et al., 2001) (Figura 2).

A proteina Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2 ou dardarina), codificada pelo gene
LRRK?2, é uma proteina quinase multifuncional, predominantemente citoplasmadtica, mas que
também encontra-se associada a vdrias organelas, incluindo o complexo de Golgi, o reticulo
endoplasmatico, lisossomos € a membrana externa da mitocondria (Smith et al., 2005;
Gloeckner et al., 2006). Seu envolvimento na patogénese da DP ainda ndo estd claro, porém
esta proteina parece desempenhar um papel central nos eventos de organizacdo celular,
integrando o tréfico celular, a fosforilagdo e a sinalizacdo intracelular (Smith et al., 2005; Di
Fonzo et al., 2006; Farrer, 2006; Gloeckner et al., 2006). O papel fisiologico e os substratos
da proteina LRRK2 ainda sdo desconhecidos, porém estudos sugerem que a maioria das

mutacdes patogé€nicas identificadas no gene LRRK? estdo associadas a um ganho da atividade



26

quinase dessa proteina, que pode levar ao aumento da agregacdo de Tau e de a-sinucleina
(Singleton, 2005; Smith et al., 2005; Gloeckner et al., 2006; West et al., 2007).

A proteina Omi/HtrA serine peptidase 2 (HtrA2), codificada pelo gene HTRA2, € uma
serina protease localizada na mitocondria (onde atua na protecdo contra o estresse oxidativo
interno) e liberada no citosol durante um estimulo apoptdtico, onde se liga a proteinas
inibidoras da apotose e parece proteger a célula do estresse oxidativo (Suzuki et al., 2001;
Strauss et al., 2005; Alnemri, 2007). Muta¢des no gene HTRA2 prejudicam a atividade de
HtrA2 e, consequentemente, a resposta celular e a protecdo da mitocondria ao estresse
(Strauss et al., 2005). Estudos indicam ainda que a ativacdo da atividade de HtrA2 na
mitocondria depende de sua interacdo com PINKI e, portanto, mutacdes no gene PINKI
também poderiam prejudicar o funcionamento dessa proteina (Valente et al., 2004; Strauss et
al., 2005).

Uma importante organela envolvida no processo de envelhecimento e cujas disfuncdes
estdo associadas a DP e a outras doencas neurodegenerativas € o lisossomo (Rajawat &
Bossis, 2008). O uso de inibidores lisossdmicos leva ao aumenta dos niveis intracelulares de
a-sinucleina, demonstrando que esta proteina é degradada ndo somente pela via
proteossdmica, mas também pela via lisossomica (Webb et al., 2003; Cuervo et al., 2004; Lee
et al., 2004). Cuervo e colaboradores (2004) demonstraram que a a-sinucleina, em sua forma
selvagem, mas nao na forma mutada, ¢ degradada pela via lisossomica de autofagia mediada
por chaperonas. Por essa via, a a-sinucleina se liga a receptores na membrana do lisossomo e
¢ seletivamente translocada para dentro dele. Quando mutada ou com alguns tipos de
modificagdo pds-traducional, esta proteina, apesar de se ligar aos receptores, ndo € translocada
e pode bloquear sua prépria entrada no lisossomo, bem como, a entrada de outros substratos,
inibindo assim sua degradagdo e levando a seu acimulo no citosol. A inibi¢do dessa via de
degradacdo (e da via proteossdmica) leva a ativacdo compensatéria de outra via lisossdmica
de degradacdo, a macroautofagia, um tipo de autofagia pela qual grandes porcdes do
citoplasma sao englobadas e levadas ao lisossomo (Cuervo et al., 2004; Martinez-Vicente et
al., 2008). Além disso, a forma selvagem da a-sinucleina e seus agregados também podem ser
degradados pela via da macroautofagia (Webb et al., 2003; Pan et al., 2008). Sendo assim,
duas vias lisossOmicas, a autofagia mediada por chaperonas e a macroautofagia, atuam no
controle dos niveis de a-sinucleina em células neuronais, sugerindo que defeitos em qualquer
uma dessas vias ou no funcionamento geral do lisossomo podem ser um fator inicial no
acimulo de a-sinucleina e, consequentemente, na cascata patolégica da DP (Vogiatzi et al.,

2008; Xilouri et al., 2008). O lisossomo €, portanto, uma importante via para a degradagdo
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desta e de outras proteinas citoplasmadticas e seu mau funcionamento pode contribuir para a
agregacdo de proteinas no citosol e para o aumento do estresse celular, participando assim na
patogénese da DP (Cuervo et al., 2004; Martinez-Vicente et al., 2008).

A proteina ATP13A2, codificada pelo gene ATP13A2, ¢ uma ATPase tipo P do grupo
5 localizada na membrana lisossdmica e expressa predominantemente no cérebro. Sua fun¢do
ainda € desconhecida, porém, ela € uma proteina de transporte lisossdmica e acredita-se que
seja responsavel pela manutencdo do pH ideal dentro do lisossomo (Klein & Lohmann-
Hedrich, 2007; Bras et al., 2008). Mutagdes neste gene podem levar a reten¢do da proteina
ATP13A2 no reticulo endoplasmético e sua degradac@o pela via proteossdmica, ao invés de
sua inser¢ao na membrana lisossdmica (Ramirez et al., 2006). O gene ATPI13A2 é um dos
genes cujo estudo deve ajudar a elucidar ainda mais a ligacdo entre a patogénese da DP e o
mecanismo lisossémico de degradacao proteica (Klein & Lohmann-Hedrich, 2007).

Outro gene recentemente associado a DP e cujas mutacdes vém sendo caracterizadas
como os mais importantes fatores de risco para esta desordem (Schapira, 2009), podendo
levar a disfuncdes no lisossomo, interferindo na degradacdo e nos niveis citoplasmaticos da

proteina a-sinucleina e, assim, contribuindo para a patogénese da DP, é o gene GBA.

O gene GBA

O gene GBA humano (OMIM 606463) esta localizado em 1g21 (Shafit-Zagardo et al.,
1981; Barneveld et al., 1983), uma regiao com grande densidade génica no cromossomo 1
(Winfield et al., 1997). Este gene possui 7,6 Kb e é composto por 11 exons, que codificam a

enzima lisossdmica glicocerebrosidase (EC 3.2.1.45) (Figura 3) (Horowitz et al., 1989).
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Figura 3: Esquema do gene GBA, mostrando sua localizagdo cromossdmica, e da proteina glicocerebrosidase. (A) Estrutura
do gene GBA, em exons e introns, com seus respectivos tamanhos em pb. (B) Estrutura tridimensional da enzima
glicocerebrosidase, demonstrando a localizagdo de seus 3 dominios. As bolas verdes representam as pontes
dissulfeto no dominio I; os residuos cataliticos E235 e E340 do sitio ativo estdo destacados no centro da enzima; e
as 6 mutacdes mais comuns estdo representadas como bolas vermelhas (severas) e amarelas (brandas) (Fonte da
estrutura e dos dados da proteina: Dvir et al., 2003).

O c¢DNA codificado pelo gene GBA possui aproximadamente 2 Kb, porém diferentes
RNAm jé foram detectados, sendo este fato atribuido a variagdes de encadeamento, a sitios
alternativos de inicio de transcri¢ao e de poliadenilacdo e a transcri¢do do pseudogene(Graves
et al., 1988; Reiner et al., 1988; Sorge et al., 1990; Imai et al., 1993; Hruska et al., 2008).

O gene GBA possui dois sitios ATG de inicio de traduc¢do, um localizado no exon 1 e
um no exon 2 (Figura 3). Ambos sado eficientemente traduzidos e produzem polipeptidios com
peptidio sinal de tamanhos diferentes, que sdo removidos da proteina madura (Sorge et al.,
1985; Sorge et al., 1987; Pasmanik-Chor et al., 1996). A inicia¢do no primeiro ATG produz
uma proteina com um peptideo sinal de 39 residuos e no segundo ATG produz uma proteina
com peptideo sinal de 19 residuos, porém ambas sdo processadas em uma enzima de 497
aminoécidos, a glicocerebrosidase (EC 3.2.1.45), também conhecida como glicosilceramidase
ou B-glicosidase 4cida (Figura 3). Esta enzima possui 55,5 kDa (Dinur et al., 1986; Mistry &
Cox, 1993) e estudos que revelaram sua estrutura tridimensional mostraram que seu

enovelamento forma 3 dominios (Dvir et al., 2003). O dominio I, formado pelos aminodcidos
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1 a7e383 a4l4, contém duas pontes dissulfeto (aminodcidos 4 a 16 e 18 a 23), que parecem
ser requeridas para o correto enovelamento da proteina (Dvir et al., 2003). O dominio II é
formado pelos aminoacidos 30 a 75 e 431 a 497 e se assemelha em estrutura a uma
imunoglobulina. Os dominios I e II parecem desempenhar um papel regulatério ou estrutural,
enquanto que o dominio III, formado pelos aminoacidos 76 a 381 e 416 a 430, contém o sitio
catalitico (Figura 3). Os dominios II e III parecem estar conectados por um alca flexivel,
enquanto que o dominio I interage estreitamente com o dominio III (Dvir et al., 2003).

A enzima glicocerebrosidase esta localizada na membrana do lisossomo, onde catalisa
a hidrdlise da ligacdo PB-glicosidica do glicolipidio glicocerebrosideo (glicosilceramida ou
ceramida B-glicosideo), um esfingolipidio presente na membrana plasmaética das células de
mamiferos, originando ceramida e glicose (Dinur et al., 1986; Mistry & Cox, 1993;
Sidransky, 2004; Hruska er al., 2008). Outro substrato desta enzima é o glicolipidio
glicosilesfingosina, um composto altamente citotoxico (Figura 4) (Sidransky, 2004). Na
maioria dos tecidos de mamiferos, o glicocerebrosideo € um metabdlito intermedidrio nas vias
anabdlicas e catabdlicas de glicoesfingolipidios complexos, e o intermedidrio final na
degradacdo desses lipidios (Grabowski & Horowitz, 1997). Além de componentes da
membrana celular, os esfingolipidios desempenham diversos papéis em vias envolvidas na
sinalizacdo celular, trafego intracelular e apoptose (Hannun & Bell, 1987; Grabowski &

Horowitz, 1997).

Glicosilceramida
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Figura 4: Substratos e produtos da enzima glicocerebrosidase. (Fonte: Sidransky et al., 2004)
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A glicocerebrosidase estd presente em todos os tecidos, porém os niveis de expressao
do RNAm e a atividade enzimdtica variam consideravelmente entre diferentes tecidos e
linhagens celulares (Reiner et al., 1987; Reiner & Horowitz, 1988; Reiner et al., 1988;
Wigderson et al., 1989; Grabowski & Horowitz, 1997; Dodson & Guo, 2007; Hruska et al.,
2008). Essa especificidade celular parece estar associada as diferentes necessidades das
células de metabolizar a glicosilceramida (Grabowski & Horowitz, 1997). Estudos de
expressdo também revelaram diferencas na habilidade das linhagens celulares de traduzir
eficientemente 0 RNAm ou de processar o produto da tradu¢do em uma enzima ativa,
indicando que existe um sistema de controle coordenado para a expressio da
glicocerebrosidase nos niveis de transcri¢do, tradu¢do e modificagdes pOs-traducionais e
transporte (Grabowski & Horowitz, 1997; Hruska et al., 2008).

No mesmo locus cromossdmico do GBA, a aproximadamente 16 kb a jusante deste
gene, encontra-se um pseudogene altamente homodlogo, o GBAP, que apresenta 96% de
similaridade com a sequéncia do gene funcional (Horowitz et al., 1989; Zimran et al., 1990;
Winfield et al., 1997). Este pseudogene possui 5,7 kb de extensdo e a mesma organizacdo em
éxons e introns que o gene funcional. A diferenca no tamanho entre os dois genes resulta
principalmente da insercdo de sequéncias Alu nas regides intronicas do gene GBA (Figura 5)
(Horowitz et al., 1989; Hruska et al., 2008), enquanto que a falta de funcionalidade do GBAP
¢ atribuida, em parte, a duas dele¢des exOnicas, uma no exon 4 (de 4 pb) e uma no exon 9 (de

55 pb) (Figura 5) (Horowitz et al., 1989; Winfield et al., 1997).
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Figura 5: Comparagdo entre o gene funcional GBA e o pseudogene GBAP de humanos. Ambos possuem 11 exons e os limites
exon/intron sdo idénticos. As sequéncias ausentes no pseudogene estdo delimitadas por linhas pontilhadas, com
seus respectivos tamanhos em pb. (Fonte: Wafaei & Choy, 2005, com modificacdes)
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Comparado com o gene GBA humano, os genes de cdes e de camundongos apresentam
88% e 84% de similaridade com a sequéncia exOnica humana e 92% e 87% de similaridade na
sequéncia de aminodcidos, respectivamente. Além disso, as jun¢des exon/intron sdo idénticas
entre humanos e camundongos (Grabowski & Horowitz, 1997). Apesar da sequéncia exdnica
do gene GBA ser conservada entre humanos e outras nove espécies de mamiferos (Hruska et
al., 2008) o pseudogene estd ausente em espécies ndo-primatas, tendo sido sugerido que ele
resultou de uma duplicagdo da regiao cromossdmica contendo o gene GBA ocorrido ha cerca
de 25-40 milhdes de anos (Horowitz et al., 1989; Winfield et al., 1997; Martinez-Arias et al.,
2001), visto que o gene mais proximo a ele, o gene MTX1, também possui um pseudogene
(Winfield et al., 1997; Martinez-Arias et al., 2001). Recentemente, esta hipdtese foi apoiada
por um estudo sobre a evolu¢do molecular do gene GBA e de seu pseudogene entre diferentes
espécies de primatas, incluindo gorilas, chipanzés e orangotangos (primatas que divergiram de
seu ancestral comum com os humanos ha menos de 40 milhdes de anos) e macacos-de-cheiro

(que divergiu ha mais de 40 milhdes de anos) (Wafaei & Choy, 2005).

Mutacdes no gene GBA

As duas primeiras mutacdes no gene GBA foram descritas no final dos anos 80 (Tsuji
et al., 1987; Tsuji et al., 1988) e estes dois alelos, c.1448T>C (L444P ou p.Leu483Pro) e
c.1226A>G (N370S ou p.Asn409Ser), continuam a ser as mutacOes mais prevalentes na
maioria das populagdes (Beutler ef al., 2005; Hruska et al., 2008). Desde entdo, mais de 300
mutacdes diferentes ja foram identificadas no gene GBA, incluindo mutagdes missense,
mutacdes nonsense, pequenas insercoes e delecdes que levam a mutagdes frameshift ou
alteracoes in-frame, mutacdes em sitios de encadeamento e alelos complexos com duas ou
mais mutacdes em cis (Beutler et al., 2005; Hruska et al., 2008). Além disso, diferentes
mutagdes resultantes de eventos de recombinacao entre o gene GBA e o pseudogene GBAP ja
foram identificadas, sendo estas, consequéncia de conversdes, fusdes ou duplicagdes génicas
(Eyal et al., 1990; Hong et al., 1990; Latham et al., 1990; Zimran et al., 1990; Latham et al.,
1991; Koprivica et al., 2000; Tayebi et al., 2003a; Beutler et al., 2005; Hruska et al., 2008).
Estima-se que cerca de 10-20% do total de mutagdes presentes nos gene GBA sejam causadas
por recombinagdo ou conversdo génica entre esses dois genes (Latham et al., 1990; Tayebi et

al., 2003a).
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A prevaléncia das diferentes mutagdes encontradas neste gene varia consideravelmente
de acordo com a etnia da populacdo. Por exemplo, o alelo mutante N370S (c.1226A>QG)
geralmente nao é encontrado nas populacdes asidticas, porém € bastante prevalente nas
Américas e na Europa, e € responsdvel por aproximadamente 70% das alteracdes identificadas
em judeus Ashkenazi (Hruska et al., 2008). Em geral, a maioria das muta¢des identificadas no
gene GBA esta presente em um numero restrito de pacientes e sdo raramente encontradas,
contudo, algumas alterac¢des especificas, incluindo N370S (c.1226A>G), L444P (c.1448T>C)
e IVS2+1G>A (c.115+1G>A), sdo mais comuns, sendo identificadas com uma frequéncia
significativa em vdrios grupos étnicos e geograficos (Grabowski & Horowitz, 1997;
Sidransky, 2004; Hruska et al., 2008).

A maioria das mutagdes identificadas no gene GBA € do tipo missense e afeta
aminodcidos altamente conservados em diferentes espécies de mamiferos (Hruska et al.,
2008). Apesar das mutacdes neste gene estarem distribuidas ao longo de toda a sua extensao,
uma grande parte das variantes patogénicas parece se concentrar na regido C-terminal, que
codifica o dominio catalitico. Mutacdes nesta regido podem acabar por abolir completa ou
parcialmente a atividade da enzima glicocerebrosidase (Meivar-Levy et al., 1994; Hruska et
al., 2008). Além disso, algumas alteracdes afetam também a estabilidade e o enovelamento da
enzima glicocerebrosidase durante sua traducdo no reticulo endoplasmatico, levando a
degradacdo da proteina mutante ao invés de seu transporte até o lisossomo (Grace et al., 1994;
Butters, 2007).

Os efeitos das diversas mutagdes descritas até o momento no gene GBA sobre seu
produto génico variam consideravelmente, porém foi sugerido que estas poderiam ser
categorizadas em: (i) mutacdes nulas, quando nao hd producao de uma proteina; (ii) mutacoes
brandas, quando a enzima produzida € estivel e possui elevada atividade residual; e (iii)
mutagdes severas, quando a proteina produzida € instidvel e seu funcionamento encontra-se
altamente prejudicado (Beutler et al., 2005). Independente de sua classificagdo, mutacdes no
gene GBA, que afetam a atividade enzimética da glicocerebrosidase ou seu transporte para o

lisossomo, resultam no catabolismo incompleto de seu substrato e na Doenga de Gaucher.

A Doenca de Gaucher

A Doenca de Gaucher (DG; OMIM 230800, 230900, 231000) € uma

glicoesfingolipidose pertencente ao grupo das doencas de armazenamento dos lisossomos.
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Esta desordem apresenta um padrdo de heranca autossdmico recessivo e € causada pela
deficiéncia da enzima glicocerebrosidase, codificada pelo gene GBA (Brady et al., 1966). A
deficiéncia desta enzima leva a falhas na hidrélise de seu substrato e o consequente acimulo
de glicolipidios nos lisossomos, resultando na mé func@o celular e nas consequéncias
patoldgicas da doenca (Beutler, 1995). Apesar de presente em todas as células do corpo, os
efeitos da deficiéncia da glicocerebrosidase sao mais evidentes no sistema reticulo-endotelial
(mononuclear fagocitdrio), com o acimulo de glicocerebrosideo ocorrendo principalmente
nos macrofagos, que, quando repletos de glicolipidios, passam a ter uma aparéncia
diagnodstica caracteristica e sdo denominados “células de Gaucher” (Beutler, 1995;
Guggenbuhl et al., 2008).

A DG possui uma incidéncia de 1:40.000 a 1:60.000 na populagdo em geral, sendo a
doenca de armazenamento dos lisossomos mais comum. Apesar de afetar todos os grupos
étnicos, € a desordem hereditdria mais frequente entre os judeus Ashkenazi, sendo a
frequéncia de portadores de alelos mutantes de aproximadamente 3,43% (Sidransky, 2004;
Grabowski, 2008; Hruska et al., 2008). As cinco mutacdes mais comuns, responsaveis por 70-
98% de todos os casos de DG em diferentes populacdes, sio N370S, 1444P, 84GG,
IVS2+1G>A e alelos recombinantes entre GBA e GBAP (Beutler & Gelbart, 1996; Koprivica
et al., 2000). No Brasil, ndo existem estimativas da prevaléncia desta doenca, porém estudos
indicam a existéncia de aproximadamente 400 casos diagnosticados, sendo as mutacdes
N370S, L444P (isolada ou em alelos recombinantes) e G377S (c.1246G>A; p.Gli416Ser)
encontradas com maior frequéncia (Michelin et al., 2005; Rozenberg et al., 2006a).

A DG ¢ caracterizada por uma heterogeneidade fenotipica vasta, incluindo desde
criangas que sofrem de doenga neuroldgica devastadora até adultos assintomaticos (Hruska et
al., 2008). Clinicamente, esta desordem apresenta manifestacdes multissistémicas, que
incluem principalmente o envolvimento do figado, baco, medula 6ssea, pulmdes e sistema
nervoso (Sidransky, 2004; Hruska et al., 2008).

Baseado nos sinais clinicos, na progressao da doenca, na idade de manifestacido e
principalmente no grau de envolvimento do sistema nervoso e na gravidade dos sintomas
neuroldgicos, esta desordem €, classicamente, dividida em trés tipos (Tabela 2) (Beutler,
1995; Elstein et al., 2001; De Fost et al., 2003; Sidransky, 2004; Grabowski, 2008;
Guggenbuhl et al., 2008).
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Tabela 2: Classificagdo da DG em seus trés tipos

DG tipo 1 DGhpoZ [ DGiipod
~ " (infantil e neuropatica (juvenil e neuropatica
(adulta e ndo-neuropdtica) o
aguda) cronica)
forma mais comum, forma mais severa e mais forma rara
Incidéncia contribuindo para ~95% rara, contribuindo para (1:50.000)

dos casos (1:10.000) <1% dos casos (1:100.000)

variam amplamente,

variam amplamente
abrangendo desde sua p ’

Si A S < manifestam-se nos apresentando gravidade
intomas auséncia completa até o L . . A )
. primeiros meses de vida | intermedidria entre os tipos
envolv1m,ento severo de len
orgaos
variado grau de
envolvimento sistémico e
aumento do bago e do severa e progressiva inicio dos sintomas
Principais figado, anemia e o deterioracdo neuroldgica, neurolégicos em torno dos
manifestacoes desenvolvimento de além de desordens 10 anos, sendo estes menos
lesdes Gsseas sistémicas severos que os
apresentados no tipo 2 da
doencga
lenta, porém tornando-se
Progressao geralmente lenta Répida mais severa no final da
infancia

normalmente o & ndo é severamente afetada,
Sobrevivéncia abaixo dos 2 anos de idade ficando em torno dos 40
afetada .

anos de idade

Apesar do grande nimero de mutagdes identificadas no gene GBA em pacientes com
DG, foi sugerido que sua classificagdo em brandas, severas e nulas também poderia ser feita
de acordo com os efeitos fenotipicos (Beutler et al., 2005). Por essa divisdo, a presenca de
mutacdes brandas resultaria em DG tipo 1, mesmo quando uma segunda mutacdo severa ou
nula estivesse presente. A presenca de mutacdes severas em homozigose, ou em combinacao
com uma mutacao nula, resultaria em DG tipos 2 e 3. Ja a presenca de mutacdes nulas em
homozigose € considerada incompativel com a vida (Beutler et al., 2005).

Revisdes recentes relatam que estd se tornado cada vez mais dificil categorizar
pacientes em uma dessas trés formas da doenca, devido a observagdo de fendtipos similares
apresentando variados gendtipos (Sidransky et al., 1992) e que individuos com o mesmo
genotipo podem apresentar diferentes manifestacdes da doenca (Sidransky, 2004), sendo
sugerido que a DG seria caracterizada mais corretamente como um espectro continuo de
fendtipos, com a distingdo mais relevante sendo a presenca ou ndao de manifestacdes
neuroldgicas (Sidransky, 2004; Hruska et al., 2008).

Além disso, essa classificacdo também tem sido desafiada pela observacdo de que

dentro desse espectro fenotipico existem sintomas que fogem a classificacdo, incluindo um
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subgrupo de pacientes com a DG, principalmente do tipo 1, que desenvolvem sintomas de
parkinsonismo na vida adulta (Neudorfer et al., 1996; Tayebi et al., 2001; Sidransky, 2004).

As primeiras indicacdes de uma relagdo entre a DG e a DP veio de relatos clinicos que
descreviam pacientes com a DG que desenvolveram variado grau de manifestacoes
parkinsonianas (Neudorfer et al., 1996; Tayebi et al., 2001; Bembi et al., 2003; Tayebi et al.,
2003b; Varkonyi et al., 2003). Os primeiros estudos descreviam pacientes com brandas
manifestacoes da DG e com sintomas cléssicos de parkinsonismo (incluindo tremor, rigidez e
bradicinesia) de inicio precoce, progressao rapida e de dificil tratamento (Neudorfer et al.,
1996; Tayebi et al., 2001; Tayebi et al., 2003b). Posteriormente, foram descritos pacientes
que diferiam bastante quanto as idades de manifestacdo, progressao da doenca, resposta ao
levodopa e a presenca de alteragdes cognitivas (Bembi et al., 2003; Varkonyi et al., 2003;
Goker-Alpan et al., 2008). Juntamente com estes estudos, também houve relatos de pacientes
em que o parkinsonismo precedeu as manifestacoes clinicas da DG (Machaczka et al., 1999).

Além das similaridades clinicas, estudos post-mortem realizados em alguns pacientes
com DG e parkinsonismo, demonstraram uma perda considerdvel da pigmentacdo de
neurdnios da substancia negra (Tayebi et al., 2003b) e a presenca de inclusdes de a-sinucleina
semelhantes a corpusculos de Lewy, caracteristicas tipicas da DP, sugerindo a existéncia de
um mecanismo citotoxico comum ligando a atividade anormal da glicocerebrosidase, a
citotoxicidade neuronal e a formacgao de copusculos de Lewy (Wong et al., 2004).

A histéria familiar dos probandos que apresentavam tanto a DG quanto parkinsonismo
foi outro aspecto marcante que reforcou ainda mais a associagdo entre esta desordem e a DP.
Estudos familiares demonstraram que inimeros desses pacientes possuiam parentes proximos
(portadores obrigatérios de mutagdo no gene GBA) com DP (Tayebi et al., 2003b). Andlises
posteriores, para avaliar a incidéncia de parkinsonismo em parentes de pacientes com DG,
revelaram uma incidéncia acima da esperada, com cerca de 25% das familias entrevistadas
apresentando uma histéria familiar positiva de DP, incluindo grandes genealogias com
multiplas geracdes afetadas (Goker-Alpan et al., 2004; Halperin et al., 2006).

Um recente estudo retrospectivo, de pacientes franceses com DG e parkinsonismo e de
casos similares publicados na literatura, demonstrou que estes pacientes compartilhavam
algumas caracteristicas clinicas com a DP idiopética, como inicio assimétrico dos sintomas,
acinesia, rigidez e tremores de repouso (Kraoua et al., 2009).

Sendo assim, a presenga de aspectos clinicos e neuropatoldgicos compartilhados entre
pacientes com a DG e com a DP, a ocorréncia de parkinsonismo em portadores de alelos para

a DG e a frequéncia acima da esperada de DP em parentes de primeiro-grau de pacientes com
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esta desordem, levantaram a possibilidade de que mutacdes no gene GBA, mesmo em
heterozigose, poderiam atuar como um fator de risco genético para o parkinsonismo e

contribuir para o desenvolvimento da DP idiopatica (Sidransky, 2006).

O gene GBA na DP

O primeiro estudo envolvendo a triagem do gene GBA em pacientes com DP foi
realizado por Lwin e colaboradores em 2004. Neste estudo, amostras de tecido cerebral de
pacientes com DP idiopatica confirmada clinicamente ou patologicamente através de anélises
post-mortem, provenientes de diferentes bancos de cérebro dos Estados Unidos, foram
avaliadas para a presenca de mutacdes no gene GBA. O sequenciamento direto de todo o gene
revelou a presenca de alelos mutantes em 14% das amostras, e considerando que ndo havia
estudos anteriores deste gene em pacientes com DP esta frequéncia de alteracdes estava acima
da esperada, dada a frequéncia de portadores da DG de aproximadamente 0,6% na populagao
geral, reforcando a hipdtese inicial de uma associacdo deste gene com a DP (Lwin et al.,
2004).

Subsequentemente, inimeros estudos avaliaram a presenga de alteragdes no gene GBA
em pacientes com DP idiopdtica provenientes de diferentes populagdes, encontrando uma
freqiiéncia inesperada de mutacdes neste gene. Esses dados culminaram numa meta-analise
publicada recentemente envolvendo 16 centros de pesquisa, sendo cinco da América Latina e
do Norte, seis da Europa, dois de Israel e trés da Asia, que permitiu a comparacio dos
resultados genotipicos entre 5691 pacientes com DP e 4898 controles (Sidransky et al., 2009).
Por causa do efeito fundador, mutacdes no GBA sdo mais comuns em judeus Ashkenazi, sendo
N370S e L444P as mais comuns encontradas em 15% dos pacientes € 3% dos controles. Em
individuos nao Ashkenazi, as mesmas foram identificadas em 3% dos pacientes e 1% dos
controles. Entretanto, o seqiienciamento completo do gene GBA leva a identificagdo de muitas
outras variantes, aumentando a freqiiéncia alélica para 7% dentre os pacientes nao- Ashkenazi.

Nos primeiros estudos do gene GBA em pacientes com DP foi constatado que a
frequéncia de alteracdes identificada neste gene seria mais alta do que a incidéncia de
mutagdes relatada para outros genes ligados a predisposicao para a DP (Nussbaum & Ellis,
2003; Aharon-Peretz et al., 2004; Lwin et al., 2004; Sidransky, 2005; 2006; Ziegler et al.,
2007; Neumann et al., 2009). Num recente estudo, Neumann e colaboradores (2009)

afirmaram que a frequéncia de mutagdes identificada no gene GBA representaria a mais alta
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frequéncia de mutagdes em um Unico gene relacionado ao desenvolvimento da forma
idiopdtica desta desordem na populagcdo inglesa. Apesar de estudos anteriores na mesma
amostra de pacientes terem demonstrado que genes como PINKI, LRRK2 e DJ-1 também
podem desempenhar um papel na forma esporddica da DP (Abou-Sleiman et al., 2003; Gilks
et al., 2005; Abou-Sleiman et al., 2006), mutagdes no gene GBA teriam a maior prevaléncia,
com ~3,7% de todos os casos de DP esporadica sendo afetados, comparado com ~1,6% para o
gene LRRK2, ~1,2% para o gene PINKI e ~1% para o gene DJ-1 (Neumann et al., 2009).
Esses dados, além de reforcar a hipotese de que mutagdes no gene GBA representam um fator
de susceptibilidade significativo para o desenvolvimento da DP, sugerem que este possa ser o
fator de risco genético mais comum identificado nesta doenca (Neumann et al., 2009).

Com relacdo as caracteristicas clinicas, diversos estudos concluiram que os pacientes
com DP portadores de mutagdo no gene GBA apresentam a forma tipica da doenca, pois suas
manifestagdes clinicas gerais (incluindo o inicio assimétrico € a extensdo dos sintomas
motores), a presenca de historia familiar e a resposta ao tratamento com levodopa nio
diferiam significativamente dos pacientes com DP que ndo apresentavam mutagdes neste gene
(Aharon-Peretz et al., 2004; Aharon-Peretz et al., 2005; Sato et al., 2005; Toft et al., 2006;
Clark et al., 2007; Wu et al., 2007; De Marco et al., 2008; Gan-Or et al., 2008; Mata et al.,
2008; Spitz et al., 2008; Nichols et al., 2009).

Por outro lado, desde os primeiros estudos do gene GBA em pacientes com DP foi
sugerido que alteragdes neste gene estariam associadas a uma idade de manifestacdo mais
precoce da doenga, pois dentro da amostra de pacientes aqueles que possuiam mutacdes neste
gene tendiam a ser mais jovens e ter manifestado os sintomas da doenga mais cedo em relagdao
aos individuos ndo mutados (Aharon-Peretz et al., 2004; Lwin et al., 2004; Clark et al., 2007;
Tan et al., 2007; Wu et al., 2007; Gan-Or et al., 2008; Kalinderi et al., 2009; Mitsui et al.,
2009; Neumann et al., 2009; Nichols et al., 2009).

Clark e colaboradores (2007) demonstraram que alteragdes no gene GBA além de
associadas a DP, sdao mais frequentes em casos que manifestaram a doenca com idade <50
anos quando comparados com casos de idade >50 anos. Portadores de mutacdes apresentavam
idade de manifestacdo 1,7 anos menor do que os ndo portadores, e dentre os casos com idade
de manifestacdo <50 anos a manifestacdo da doenga ocorria em média 2,5 anos antes em
portadores de mutagdes do que em nao portadores, o que nao foi visto no grupo com idade de
manifestacdo >50 anos. Esses dados levaram os autores a sugerir que o GBA pode ser um
gene de susceptibilidade a DP e que mutacdes neste gene atuariam como modificadores da

idade de manifestacdo da doenca (Clark et al., 2007). Ao contrario desses autores, Nichols e
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colaboradores (2009) apesar de observarem que pacientes com muta¢do manifestavam a
doenca até 6,04 anos mais cedo que pacientes sem mutacdo, afirmaram que entre pacientes
com idade de manifestacao >50 anos, aqueles com alteracdes no GBA manifestavam a doenca
significativamente mais cedo (61,6 anos) quando comparados com aqueles sem alteragdes
(65,4 anos), mas nio observaram diferenca no grupo com idade de manifestacio <50 anos
(Nichols et al., 2009).

Num recente estudo do gene GBA, Neumann e colaboradores (2009) afirmaram que
seus achados corroboram os resultados previamente publicados, indicando que os aspectos
clinicos de pacientes com DP portadores de mutagdes neste gene incluem uma idade precoce
(<50 anos) de manifestacdo da doenca e uma boa resposta ao tratamento com p-dopa. Além
disso, andlises neuropatoldgicas desses pacientes demonstraram que as alteragdes
morfoldgicas apresentadas estavam dentro do espectro normal da DP cléssica (idiopatica) e
ndo representavam uma forma atipica da doengca (Neumann et al., 2009). Sendo assim, os
dados clinicos e neuropatolégicos nestes pacientes enfatizam que os casos de parkinsonismo
com mutagdes no gene GBA sdo indistinguiveis daqueles normalmente considerados como
casos idiopaticos e esporadicos da DP (Neumann et al., 2009; Schapira, 2009).

Apesar dos grandes avangos no entendimento da patogénese da DP, os mecanismos
que levam a agregacdo e aos efeitos toxicos da a-sinucleina, assim como, as vias celulares
envolvidas na sua remocao, ainda nio estdo totalmente esclarecidos (Sidransky, 2006). Os
resultados de estudos genéticos, como aqueles que vém demonstrando uma associacdo de
mutacdes no gene GBA com a DP, tém motivado a busca pelas potenciais vias patolégicas
para tal associacdo (Neumann et al., 2009). Os mecanismos pelos quais mutacdes neste gene
exercem seus efeitos e atuam como fatores de risco ainda sdo desconhecidos, porém o
espectro de sinucleinopatias exibida por portadores de alteracdes no GBA sugerem um papel
da glicocerebrosidase na agregacdo da a-sinucleina e diversas tentativas para explicar essa
associacdo tém surgido nos ultimos anos (Bras & Singleton, 2009; Depaolo et al., 2009;
Westbroek et al., 2011).

Ja no primeiro estudo de triagem mutacional do gene GBA em pacientes com DP, os
autores especularam que a glicocerebrosidase alterada atuaria como um fator de risco para o
desenvolvimento de parkinsonismo devido a uma perda de funcdo, na qual a atividade
enzimatica diminuida levaria ao aumento focal de glicosilceramida em regides especificas do
cérebro (Lwin et al., 2004). Entretanto, um estudo recente revelou que diferentes mutagdes no

GBA podem, por outro lado, levar a um ganho de fun¢do da proteina glicocerebrosidase
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contribuindo diretamente para a agregacdo da o-sinucleina e subsequente formacgdao dos
corpusculos de Lewy (Cullen et al., 2011).

A proteina a-sinucleina tem pouca ou nenhuma estrutura secunddria em solugdo,
porém sua ligacdo a indmeras proteinas altera seu estado nativo e leva a conformacdes
parcialmente enoveladas (Uversky et al., 2002). Sendo assim, alternativamente, € possivel que
a interacdo da a-sinucleina com outras proteinas mutadas, tais como a glicocerebrosidase,
poderia contribuir para sua agregacao (Sidransky, 2006; Depaolo et al., 2009).

Considerando ainda que a o-sinucleina é degrada tanto por autofagia quanto pelo
proteossomo (Webb et al., 2003) duas outras hipéteses foram sugeridas. A primeira seria de
que o mau enovelamento da enzima glicocerebrosidase afetaria seu transporte para o
lisossomo podendo, consequentemente, sobrecarregar o sistema de degradacdo via ubiquitina-
proteossomo e comprometer sua habilidade de remover outras proteinas acumuladas no
citosol, incluindo a a-sinucleina (Lwin et al., 2004; Sidransky, 2006; Depaolo et al., 2009). A
segunda seria de que a presenca de mutagdes no gene GBA, resultando em defici€ncia
enzimadtica, poderiam causar uma disfun¢do lisossOmica ou interferir na ligacdo da a-
sinucleina com seu receptor na membrana do lisossomo, levando a degradagcdo imprdpria
dessa proteina e/ou acarretando falhas na remocdo do material agregado, que ja foi
demonstrado ser degradado pela via lisossomica (Cuervo et al., 2004; Lwin et al., 2004;
Sidransky, 2004; Hruska et al., 2006; Sidransky, 2006; Depaolo et al., 2009).

Outro mecanismo proposto para a associagdo entre o gene GBA e as sinucleinopatias
envolve um papel em potencial dos lipidios (Hruska et al., 2006), com estudos em modelos
animais e tecido post-mortem de humanos sugerindo que essas moléculas poderiam ser um
fator crucial na toxicidade da a-sinucleina (Scherzer & Feany, 2004). Wong e colaboradores
(2004) observaram que perturbacdes na sintese € no metabolismo de lipidios poderiam
contribuir para efeitos citotoxicos, acimulo de glicocerebrosideo e formacdo de corpusculos
de Lewy. O conteido de fosfolipidios na membrana afeta a atividade da glicocerebrosidase,
sendo que lipidios negativamente carregados aumentam sua atividade, enquanto que
fosfolipidios neutros nao possuem essa habilidade (Dale et al., 1976; Sarmientos et al., 1986;
Vaccaro et al., 1989). Apesar do efeito preciso de mutacdes no gene GBA sobre a composi¢ao
de lipidios de membrana nao estar clara, foi demonstrado que o acimulo de glicocerebrosideo
pode produzir um aumento de fosfolipidios neutros, que por sua vez diminui ainda mais a
atividade enzimdtica da glicocerebrosidase (Wong et al., 2004). Além disso, a forma
funcional da a-sinucleina € ligada a lipidios (Bussell & Eliezer, 2004), sendo que esta adota

uma conformacdo helicoidal quando associada com membranas lipidicas, o que inibe sua
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conversdao em formas fibrilares (Zhu et al., 2003). J4 foi demonstrado que a a-sinucleina
possui pouca afinidade de ligacdo por fosfolipidios neutros (Davidson et al., 1998; Jo et al.,
2000) e que se liga a glicoesfingolipidios cerebrais que contém glicocerebrosideo em sua
estrutura, proporcionando um possivel elo bioquimico entre a atividade enzimética da
glicocerebrosidase e sinucleinopatias, como na DP (Schlossmacher et al., 2005). Portanto,
mudangas na estrutura lipidica da membrana devido ao acumulo de glicocerebrosideo e/ou
glicosilesfingosina podem interferir na afinidade e na ligacdo da a-sinucleina aos lipidios de
membrana. Livre no citosol esta proteina apresenta maior propensao a agregar, aumentando
sua citotoxicidade e levando a formagdo dos corpusculos de Lewy, e possivelmente a uma
patologia associada com mutacdes no GBA (Feany, 2004; Wong et al., 2004; Aharon-Peretz
et al., 2005; Hruska et al., 2006; Depaolo et al., 2009).

Um resultado interessante a cerca da participac¢do do lisossomo, da glicocerebrosidase,
e de outras enzimas lisossomicas em geral, na patogénese da DP vem do estudo de Balducci e
colaboradores (2007), no qual a atividade de diversas hidrolases lisossOmicas foi testada no
liquido cefalorraquidiano de pacientes com DP e controles. Estes autores demonstraram que a
atividade de vérias dessas enzimas, incluindo a glicocerebrosidase, estava significativamente
reduzida em pacientes com DP, refletindo uma possivel disfuncdo lisossdmica e apoiando
ainda mais uma associacdo entre os mecanismos patofisiolégicos da DP e hidrolases
lisossomais (Balducci et al., 2007).

Um maior ndmero de estudos que explorem os mecanismos moleculares e
patofisioldgicos por trds da associacdo entre alteracdes no gene GBA e a DP levardo a um
melhor entendimento desta desordem e sdo de extrema importincia para a elucidacdo do papel
deste gene em sua patogénese (Depaolo et al., 2009).

Atualmente, o elo entre a DG e a DP € claramente reconhecido e mutacdes no gene
GBA parecem representar um dos mais importantes fatores de risco para DP (Schapira, 2009;
Bekris et al., 2010). Apesar disso, deve ser lembrado que a maioria dos pacientes com DG e
grande parte dos portadores de alelos mutantes para esta doenca nunca desenvolverao DP, e
mesmo em familias onde o parkinsonismo esta presente, sua penetrancia € incompleta, pois
nem todos os portadores desenvolvem doencas neurodegenerativas (Goker-Alpan et al., 2004;
Sidransky, 2004).

Sendo assim, apesar da crescente complexidade e da diversidade dos mecanismos
envolvidos na patogénese da DP, a investigacdo de fatores de risco genéticos permanece
como uma importante maneira de proporcionar novas evidéncias que poderdo levar ao futuro

desenvolvimento de terapias direcionadas ao tratamento desta desordem. Assim, o grande
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nimero de pacientes com DP identificados com alteragdes no gene GBA, os diversos estudos
demonstrando a associacdo deste gene com variadas formas de sinucleinopatias, e o fato de
ainda ser dificil estimar o risco de se desenvolver parkinsonismo devido a suas alteracdes
tornam evidente a necessidade de mais investigacdes deste gene em individuos com DP,

principalmente em populagdes onde estes estudos ainda sdo escassos.
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1 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo principal investigar se mutagdes no gene GBA
constituem um fator genético de predisposi¢dao para o desenvolvimento da DP na populagao

brasileira. Com esta finalidade, temos como objetivos especificos:

e Rastrear mutacdes no gene GBA em uma amostra de pacientes brasileiros com DP;

e QGerar dados relativos a frequéncia das alteragdes encontradas entre pacientes com DP, de
forma a contribuir para um melhor entendimento do papel deste gene na etiologia desta

desordem;

e Comparar a frequéncia das alteracdes encontradas na amostra de pacientes com a
frequéncia destas em uma amostra de individuos controle, de forma a analisar se a
presenca de mutacdes no gene GBA estd associada a um risco maior de desenvolvimento

de parkinsonismo;
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2 METODOLOGIA

2.1 Pacientes e controles

Foram selecionados durante os anos de 2006 a 2010, para compor a amostra deste
estudo, 126 individuos com DP ndo aparentados, de ambos os sexos (75 homens e 51
mulheres; faixa etaria: 34 a 88 anos - idade média: 66,4 + 11,3 anos) com idade de
manifestacdo variando de 20 a 83 anos (59,7 = 11,5 anos). Dentre estes pacientes, 24 (19%)
relataram possuir histéria familiar da DP e 102 (81%) eram casos isolados da doencga.

Todos foram provenientes de ambulatérios de distirbios do movimento de importantes
hospitais publicos dos Estados do Rio de Janeiro (121 pacientes) e de Goids (5 pacientes).
Eles foram encaminhados ao Servico de Genética Humana da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (SERVGEN/UER]J) apés serem avaliados por médicos neurologistas especialistas
em distdrbios do movimento ligados a estes hospitais. Estes médicos procederam a anélise
clinica, seguindo os critérios clinicos/patolégicos aceitos para a DP (Hughes et al., 2001) e
levantaram a histéria familiar dos probandos. Foram incluidos na pesquisa somente 0s
pacientes com DP idiopdtica, tendo sido excluidos os casos de parkinsonismo secundario.

Além dos pacientes com DP, participaram deste estudo 152 individuos voluntarios
saudaveis (66 homens e 86 mulheres; faixa etaria: 50 a 95 anos - idade média: 61,2 + 94
anos), que ndo apresentavam sinais ou sintomas da DP ou de qualquer outra desordem
neurodegenerativa. Todos estes individuos eram brasileiros e residentes no Estado do Rio de
Janeiro.

Os individuos participantes foram esclarecidos com relagao aos objetivos da pesquisa
e convidados a fazer parte do estudo. A coleta do material biolégico para a andlise molecular
teve inicio somente apds a autorizacao destes individuos, mediante a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido proprio para pacientes e controles (Anexos A e B). Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (Protocolo n°® 032.2.2008 - parecer 004/2009) (Anexo C) e todas as condutas adotadas
seguiram as normas éticas do CNS/Ministério da Saude (Resolucdo 196/96), que regem as

pesquisas envolvendo seres humanos.
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2.2 Extraciao do DNA genomico

O DNA foi extraido a partir de sangue periférico ou de saliva, utilizando-se dois kits
comerciais. A extracdo do DNA gendmico a partir de sangue periférico foi realizada
utilizando-se o Kit comercial illustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare).
Para esta extracdo, 5 mL de sangue periférico foram coletados por um técnico em andlises
clinicas, sob condicdes de plena assepsia, utilizando tubos vacutainer contendo anticoagulante
EDTA. Em um tubo de 1,5 mL tipo eppendorf sao adicionados 300 uL. de sangue, 20 uL de
proteinase K (20 mg/mL) e 400ulL de lysis buffer type 10 (1-2mg/mL). A temperatura
ambiente, durante 10 minutos, essa solu¢do € misturada em vortex por aproximadamente 4
vezes até adquirir uma cor marrom escuro. Em seguida, esta é centrifugada e o sobrenadante é
transferido para uma coluna que é novamente centrifugada por um minuto a 11.000 rpm e o
sobrenadante € descartado. Na coluna é acrescentado 500 ul de lysis buffer type 10 (1-
2mg/mL) e centrifugado novamente por um minuto a 11.000 rpm, ao final descartando o
sobrenadante. Em seguida, € adicionado 500 uLL de wash buffer type 6 (24 mL de etanol
absoluto em 120 mL de wash buffer type 6) a coluna e centrifugado a 3 minutos a 11.000
rpm, ao final descartando o sobrenadante. A coluna é, entdo, transferida para um novo tubo
tipo eppendorf adicionando-se 200 uL de elution buffer 5 (10 mM de KHCOs3; 155 mM de
NH4CI; 0,1 mM de EDTA) a 70°C, incubado por um minuto a temperatura ambiente. Em
seguida centrifugado por um minuto a 11.000 rpm para retirar o DNA da coluna. Todas as
centrifugacdes foram realizadas em uma centrifuga eppendorf modelo 5417R com rotor de 6
cm de raio.

A extracio de DNA a partir da coleta de saliva foi feita utilizando-se o Kit
ORAGENE™ DNA self-collection (DNAGENOTEK). No momento da coleta, a amostra de
saliva € misturada delicadamente com a solu¢do Oragene. A amostra é incubada a 50°C no
banho-maria por no minimo 1 hora. A seguir, 500 uL. do conteido da solu¢do misturada é
transferido para um tubo de 1,5 mL tipo eppendorf. A essa solucdo adiciona-se 20 uL de
Oragene Purifier (fornecido pelo fabricante) que é misturada em vortex por alguns segundos.
Essa solugdo € incubada em gelo por 10 minutos e em seguida centrifugada a temperatura
ambiente por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante € transferido cuidadosamente para um
novo tubo de 1,5 mL tipo eppendorf descartando o pellet com as impurezas. Para cada 500 uL
de sobrenadante, adiciona-se 500 uL de etanol 95-100% a temperatura ambiente misturando-
se delicadamente. A amostra é incubada a temperatura ambiente por 10 minutos para a

precipitacio do DNA. Em seguida, o tubo € centrifugado por 2 minutos a 13.000 rpm. O
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sobrenadante € removido delicadamente para ndo revolver o pellet e é descartado. Adiciona-se
ao pellet 100 uL de tampao TE [Tris 10 mM (GE Healthcare)-HCl (MERCK); EDTA 1 mM
(GE Healthcare); pH 7,4]. Algumas recomendacdes para a coleta adequada da saliva
consistiram em nao beber, fumar ou mastigar 30 minutos antes da utilizacdo do frasco coletor.

Independente do método utilizado, apds a extragdo, duas aliquotas de DNA foram
feitas para cada paciente, em microtubos de 1,5 mL, sendo uma delas armazenada a 4°C e a

outra a -20°C.

2.3 Estimativa da concentracao e da integridade do DNA

Para avaliar a integridade do DNA extraido, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8% (Life Technologies) diluida em tampao TBE 1X [Tris 89
mM (GE Healthcare), acido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. As
amostras foram preparadas adicionando-se 1 pL da aliquota de DNA a 1 pL de corante de
corrida [azul de bromofenol 0,25% (GE Healthcare); xileno cianol 0,25% (GE Healthcare);
glicerol 30% (ISOFAR)], 1 uL de GelRed™ diluido previamente em 500 pL de dgua
destilada (UNISCIENCE) e 8 uL de 4dgua deionizada (MilliQ). A eletroforese foi realizada a
60 V, por 1 hora em cuba horizontal [Horizon 58 (Life Technologies)], utilizando-se como
tampao de corrida TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), dcido bérico 89 mM (MERCK),
EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. Apds a corrida eletroforética, 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 foram comparadas com o padrdo de DNA de Bacteriéfago A
(Life Technologies) de 100 ng/uL.

A concentracdo das amostras de DNA foi estimada através de espectrofotometria em
um biofotometro [BioPhotometer (EPPENDORF)]. No preparo das amostras, 5 uL da
aliquota de DNA foram diluidos em 65 puL de dgua deionizada (MilliQ) e colocadas em uma
cubeta prépria para a leitura no biofotometro. Uma dilui¢do de 5 uL de tampado TE [Tris 10
mM (GE Healthcare)-HCl (MERCK); EDTA 1 mM (GE Healthcare); pH 7,4] em agua
deionizada (MilliQ) suficiente para um volume final de 70 puL foi usada como branco na
calibragdo do equipamento. A estimativa da concentragdo da amostra, assim como, seu grau
de pureza (contaminagdo por proteinas, fendis e carboidratos), foi calculada pelo equipamento

com a configuracdo de quantificacdo de DNA de dupla fita.
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2.4 Rastreamento de mutac¢oes no gene GBA
A presenca de mutacdes em todos os 11 exons do gene GBA foi avaliada através da

técnica de sequenciamento direto dos produtos da PCR e foram confirmadas a partir de uma

segunda reacdo da PCR.

2.4.1 Reacao em cadeia da polimerase

Para avaliar a presenca de alteracdes no gene GBA foi realizada, a amplificacdo do
DNA dos pacientes para todo o gene, através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), seguida por sequenciamento direto.

A amplificagdo dos fragmentos génicos correspondentes aos 11 éxons, assim como
das regides de limite éxon/intron, que incluem os sitios doadores e receptores de
encadeamento, foi realizada utilizando-se 3 pares de oligonucleotideos (Life Technologies)
(tabela 3). As condicdes finais, nas quais as reagdes foram conduzidas estdo descritas na

Tabela 4.

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo de todos os éxons do gene GBA

s F 5 CCTAAATTgTCACCCATAC 3’ 805 op Mitsui et al.,

R 5 gCAgAgTgAgATTCTgCCTC 3’ P 2009

F 5 gACCTCAAATgATATACCTg3’ Mitsui et al.,
5-7 2.049 pb

R 5 AgTTTgggAgCCAgTCATTT 3’ 2009

F 5 TgTgTgCAAggTCCAggATCAg 3’ Mitsui et al.,
8-11 SIETERAAE = s 1.682 pb

R 5 ACCACCTAgAggggAAAgTg 3’ 2009
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Tabela 4: Condig¢des utilizadas na PCR para amplificagdo dos fragmentos correspondentes aos
éxons 1-4,5-7 e 8-11.

Exons
Reagentes
1-4 5-7 8§-11
Tampao de reagdo 10X
(BIOTOOLS)* 1X 1X 1X
dNTPs 5 mM
(GE Healthcare) 300 uM 400 uM 200 uM
MgCl, 50 mM
(BIOTOOLS) 2,0 mM 3,0 mM 2,0 mM
Oligonucleotideo F 10 uM
(Life Technologies) 0.4 1M 0.8 uM 0.4 1M
Oligonucleotideo R 10 uM
(Life Technologies) 0.4 uM 0.8 WM 0.4 uM
Tth DNA polimerase 1U/puL
(BIOTOOLS) 1,0U 20U 1,0U
DNA ~50 ng/uL 1,0 uL 1,0 pL 1,0 uL
Volume final 25,0 u 25,0 u 25,0 u

*Tampao de reagdo 10X [KCI 50 mM, Tris HC1 75 mM - pH 9,0, (NH,),SO420 mM].

As reagdes de PCR foram conduzidas em um termociclador Veriti modelo 9902
(APPLIED BIOSYSTEMS) sob as condicdes de ciclagem (desnaturacdo inicial, ciclos de
desnaturagdo, anelamento e extensdo, e extensao final) descritas abaixo. Apds a amplificagao,

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

Analise dos éxons 1 - 4 Analise dos éxons 5 -7 Analise dos éxons 8 - 11
94°C - 10 94°C -2’ 94°C -2’
94°C - 30”’ 94°C - 30’ 94°C - 30”
(e} 9 29 35 o] b 29 40 (e} b 9 35
55°C -1’30 ) 59°C -1’ 30 } 61°C -1’30 )
ciclos ciclos ciclos
72°C -2 72°C -2’ 72°C -2’

72°C - 107 72°C - 10° 72°C - 10°
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2.4.2 Avaliacdo da qualidade dos fragmentos amplificados € do rendimento da reacido de PCR

Os fragmentos resultantes da PCR foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
1% (Life Technologies), diluida em tampao TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), acido
boérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. As amostras foram preparadas
adicionando-se 3,0 uL da aliquota da reacdo de PCR a 1,0 pL. de corante de corrida [azul de
bromofenol 0,25% (GE Healthcare), xileno cianol 0,25% (GE Healthcare), glicerol 30%
(ISOFAR)] ¢ 1 pL de GelRed™ diluido previamente em 500 pL de dgua destilada
(UNISCIENCE).

A eletroforese foi realizada a 100 V por, aproximadamente, 30 minutos em cuba
horizontal [Horizon 58 (Life Technologies)], utilizando-se como tampao de corrida TBE 1X
[Tris 89 mM (GE Healthcare); acido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE
Healthcare)]. Apds a corrida, o gel foi visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta
[modelo TM 20 (UVP)]. Para confirmag¢ao do tamanho do fragmento amplificado foi utilizado
o padrao de peso molecular 1 kb DNA ladder (Life Technologies).

A andlise da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da reacdo foi
feita por estimativa visual da intensidade das bandas, levando-se em consideracdo se a reacao

apresentava apenas uma unica banda, mostrando que nio houve amplificag¢do inespecifica.

2.4.3 Sequenciamento automatico

Todas as amostras amplificadas através da técnica de PCR foram submetidas ao
sequenciamento direto, as mutacdes encontradas foram confirmadas a partir de uma nova

reacdo de amplificacao.

2.4.4 Purificacido dos produtos de PCR

Antes de serem utilizados na reacdo de sequenciamento, os produtos da PCR foram
purificados para a remocdao de residuos resultantes dos reagentes utilizados na reacdo de
amplificacdo. Para isso, foi utilizado um kit de purificacao [AccuPrep® PCR Purification Kit

(BIONEER)]. Adiciona-se a coluna 20ul de produto da PCR e 100 uL de binding buffer,
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centrifugando por um minuto a 13.000 rpm. Descarta-se o sobrenadante e adiciona-se 500 uLL
de washing buffer (100 mL de etanol absoluto adicionado a washing buffer fornecida pelo
fabricante) e centrifuga-se por um minuto a 13.000 rpm. Descarta-se o sobrenadante e
adiciona-se novamente 500 uL de washing buffer e centrifuga-se por 1 minuto a 13.000 rpm.
Descarta-se o sobrenadante e centrifuga a coluna vazia por 2 minutos a 13.000 rpm para
remover qualquer residuo de etanol e transfere a coluna para um novo tudo de 1,5 mL tipo
eppendorf. Adiciona-se a coluna 30 uL de elution buffer e centrifuga-se por 1 minuto a
13.000 rpm para eluir o DNA purificado. Todas as centrifugacdes foram realizadas em uma

centrifuga eppendorf modelo 5417R com rotor de 6 cm de raio.

2.4.5 Reacao de sequenciamento

As reacdes de sequenciamento dos produtos purificados da PCR foram realizadas
utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies). A condicdo final na qual as
reacOes foram conduzidas foi a mesma para as onze regides analisadas. Foram utilizados na
reacdo: 50 ng do DNA purificado; 3,2 pmol do oligonucleotideo senso ou antisenso para cada
exon separadamente (tabela); 1,0 pL de tampdo (Life Technologies), 0,5 puL do Kit (Life

Technologies) e 4gua para um volume final de 10 pL de reagdo.

Tabela 5: Oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento de todos os éxons do gene
GBA.

Ex. Senso Antisenso

1 5’ TAGTGGATCCTCTATCCTTC 3’ 5" AAATTCCAGTGCCAGGATTC 3’
2 5" AAAGGCAGCTAAGCCCTGCC 3’ 5" GCTACCAAAGGACTATGAGG 3’
3 5" AGTCTCTCCTAGCAGATGTG 3’ 5" TCCATGGTGATCACTGACAC 3’
4 5" AAATGGTGTCAGTGATCACC 3’ 5" GCAGAGTGAGATTCTGCCTC 3’
5 5" GCAAGTGATAAGCAGAGTCC 3 5" CAAGCAGACCTACCCTACAG 3’
6 5" AATGGCTGAACCGGATGCAC 3’ 5" AAGTGGAACTAGGTTGAGGG 3’
7 5" TCAAGTGATCCACCTGCCTC 3’ 5" AGTTTGGGAGCCAGTCATTT 3’
8 5 TGTGTGCAAGGTCCAGGATCAG 3’ 5 GCTTCTGTCAGTCTTTGGTG 3’

) 5" ACCCTTACCTACACTCTCTG 3’ 5" GTGATGTAAGCCATCCGATG 3’
10 5" GGGTGACTTCTTAGATGAGG 3° 5" AGCTGAGAGTGTGATCCTGC 3’
11 5" GGAAGTGGGCTGAAGACAGC 3’ 5’ TTAGTCACAGACAGCGTGT 3’
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As reacdes foram conduzidas em um termociclador Veriti modelo 9902 (Life
Technologies). A ciclagem compreendeu 35 ciclos de desnaturacido a 96°C por 15 segundos,
anelamento a 50°C por 10 segundos e extensao a 60°C por 4 minutos.

Ap6s a ciclagem, o excesso de reagentes nao incorporados na reag¢do foi removido
através da precipitacdo dos produtos do sequenciamento. Para isso, foram adicionados ao
produto da reagdao 80 uL de isopropanol 75%, em seguida a placa foi centrifugada a 3.000
rpm por 50 minutos (EPPENDORF). O sobrenadante foi descartado e a placa com o
precipitado foi novamente centrifugada de forma invertida a 900 rpm por 1 minuto. A placa
com as amostras foi levada ao termociclador Veriti modelo 9902 (Life Technologies) por 5
minutos a 75°C para a secagem. As amostras secas foram conservadas a -20°C até a aplicacdo
no sistema de sequenciamento.

O material precipitado foi ressuspenso em 10 pL de solu¢cdo de formamida [Hi Di
Formamida (Life Technologies)], e foi levado ao termociclador Veriti modelo 9902 (Life
Technologies) por 5 minutos a 95°C para desnatura¢do. Em seguida, a placa com as amostras
foi submetida a centrifugacdo 900 rpm por 1 minuto e foi levada ao sequenciador automaético

ABI Prism 3130 (Life Technologies) para o processamento das amostras.

2.4.6 Analise das sequéncias

A andlise das sequéncias foi realizada através do programa BioEdit Sequence
Alignment Editor versao 7.0.9.0 (Isis Pharmaceuticals, Inc) (Hall, 1999). As sequéncias
obtidas foram alinhadas com o fragmento correspondente a sequéncia selvagem do gene GBA,
obtidas acessando o banco de dados Ensembl (endereco  eletronico:
“http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000177628;r
=1:155204244-155214488;t=ENST00000368373"). Os individuos que apresentaram variacao
em suas sequéncias tiveram o seu DNA novamente analisado através de sequenciamento, a

partir de uma nova reacdo de PCR, para a confirmacao da presenca da mutacao.
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2.5 Ferramentas eletronicas

A andlise de predicoes dos efeitos das alteracdes que causam substituicdes de
aminodcidos na proteina foi realizada utilizando-se as ferramentas eletronicas PolyPhen-2
(Sunyaev et al., 2001), PMut (Ferrer-Costa et al., 2005) e SIFT (Ng & Henikoff, 2003). Esses
programas consideram determinados parametros (como a conservacdo do aminodcido em
proteinas homoélogas e as propriedades fisicas dos aminodcidos) para classificarem uma
substituicdo como patogénica ou neutra.

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

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 alteragdo como patogé€nica ou neutra.
Para tal classificacdo, o programa fornece valores de NN output e de confianga. Se o valor de
NN output € maior que 0,5, a mutagdo é predita como patogénica. O valor de confianca é um
valor que permite verificar se a predicdo é muito ou pouco confidvel, variando de 0 (pouco
confidvel) a 9 (muito confidvel).

O programa SIFT (http://blocks.thcrc.org/sift/SIFT.html) fornece um score que prediz
se a mutagdo € deletéria ou tolerdvel. Substitui¢cdes de aminodcidos com valores menores que
0,05 sdo preditos serem deletérios.

A ferramenta eletronica NNSPLICE versao 0.9 foi utilizada para a avaliacdo do
impacto de variantes intrOnicas em sitios doadores e receptores do encadeamento do RNA.
Este programa é baseados na predi¢do de sequéncias de encadeamento, tendo em vista a alta
frequéncia de certos nucleotideos em determinadas posi¢des, formando sequéncias que podem
ser reconhecidas por proteinas envolvidas no encadeamento. O programa NNSPLICE, no

endereco eletronico: “http://www.fruitfly.org/seq_tools/ splice.html”.
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2.6 Analise estatistica

Ap6s a andlise molecular do gene GBA, a frequéncia de mutagdes identificadas nos
pacientes com DP foi comparada com a frequéncia identificada na amostra controle através do

teste exato de Fisher, com P<0,05 considerado estatisticamente significativo.
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3 RESULTADOS

3.1 Alteracoes identificadas

A triagem de mutagdes ao longo do gene GBA foi conduzida em 126 pacientes, nao
aparentados, com DP idiopédtica, provenientes de ambulatérios do Rio de Janeiro e Goias.
Dentre estes pacientes, o nimero de casos isolados foi maior do que o nimero de casos
familiares, sendo a idade média de manifestacdo semelhante nos dois grupos (Tabela 6). O
nimero de homens foi duas vezes maior que o nimero de mulheres dentre os casos familiares
e semelhante entre os casos isolados (Tabela 6). As caracteristicas principais desses pacientes
(idade, idade de manifestacdo, sexo, caso familiar ou esporadico) constam no apéndice A. As
andlises moleculares conduzidas nesses pacientes estdo disponiveis nos apéndices B e C.
Nesses pacientes, foram identificadas 13 variantes de sequéncia: 7 variantes de sentido
trocado (exons 2, 8, 9 e 10), 4 variantes intronicas (introns 2, 4, 5 e 8) e 2 variantes silenciosas
(exons 8 e 10) (tabela 6). Nao foram encontradas alteracdes nos exons 1, 3,4, 5,6, 7 e 11,

assim como, nos demais introns (Apéndices B e C, respectivamente).

Tabela 6: Dados sobre a amostra de pacientes com DP idiopética estudada

Casos Familiares Casos Isolados Total
Numero de casos 24 (19,0%) 102 (81,0%) 126
Numero de homens 16 (66,7%) & e 8 59 (57,8%) & e 43 75 (59,5%) & e 51
e mulheres (33,3%) Q (42,2%) Q (40,5%) Q
Faixa etaria 41 a 87 anos 34 a 88 anos 34 a 88 anos

Idade média

65,0 = 11,9 anos

66,7 £ 11,2 anos

66,4 + 11,3 anos

Idade média de

manifestacao da DP

60,3 + 12,2 anos
(38 a 80 anos)

59,4 £ 11,4 anos
(20 a 83 anos)

59,6 + 11,5 anos
(20 a 83 anos)
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Tabela 7: Variantes de sequéncias encontradas no gene GBA, com as respectivas localizacdes
e frequéncias.

Alteracdo na sequéncia

Frequéncia da variante em

Localizagdo

Proteina* DP - N(%)

DNA

c.38A>G K(-)27R Exon 2 3(2,4)
c.115+1G>A
(IVS241G>A) - Intron 2 1 (0,8)
c.454+47G>A - Intron 4 62 (49,2)
¢.589-86A>G - Intron 5 40 (31,7)
c.1092G>A G325G Exon 8 2 (1,6)
c.1093G>A E326K Exon 8 4(3,2)
c.1223C>T T369M Exon 8 2(1,6)
c.1225-34C>A - Intron 8 120 (95,2)
c.1226A>G N370S Exon 9 3(2,4)
c.1251G>C W378C Exon 9 1 (0,8)
c.1448T>C L444pP Exon 10 324
c.1483G>C A456P Exon 10 4(3,2)

c.1497G>C V460V Exon 10 2(1,6)
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3.2 Caracteristicas das variantes encontradas

3.2.1 Variantes identificadas no exon 2 e intron 2

A alteragdo K(-)27R (c.38A>G) (Figura 6) foi identificada, no exon 2, em trés
pacientes heterozigotos (2,4%) (PAR1190, PAR1461 e PAR2300). Dentre esses, dois sdo do
sexo feminino e um do sexo masculino, e relataram ndo possuir histéria familiar da DP

(Apéndices A e B).

AAT agrcccafAleccTiT TG AATGTCCCANGCCTTTG

Figura 6 — Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracdo ¢.38A>G (K(-)27R).

A alteracdo intronica IVS2+1G>A (c.115+1G>A) foi identificada em heterozigose
(Figura 7) em um paciente (0,8%) (PAR1344), dentre os 126 individuos analisados. A
paciente PAR1344, é um caso isolado, do sexo feminino, que manifestou a doenga aos 52

anos de idade (apéndices A e B).

GGGCATC.—\GTGA GGGC.—’\TCAGNTG.—\

Figura 7 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracdo c.115+1G>A (IVS2+1G>A).
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3.2.2 Variante identificada no intron 4

A alteracdo no intron 4, ¢.454+47G>A (Figura 8), foi identificada em 62 pacientes (14

casos familiares e 48 casos esporddicos), dos quais 18 pacientes sdo homozigotos (apéndice C).

cTHYrrcllry ¥ T rc ¥ CEXTETTCEPNT TE TYCXT CTrrIrychils
B 6

Figura 8 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)

\ ‘;A“'a.s /
[ ‘\‘
A

Alteracio ¢.454+47G>A. C) Alteracdo ¢.454+47G>A em homozigose.

3.2.3 Variante identificada no intron 5

A alteracdo no intron 5, ¢.589-86A>G (Figura 9), foi identificada em 40 pacientes (10

casos familiares e 30 casos esporadicos), dos quais 11 sdo homozigotos (apéndice C).
GGGTGGGGCT.—\AT GGGTGGGGCTA.—\T GGGTGGGGCTAAT
B C

A

A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)

Figura 9 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR
Alteragdo ¢.589-86A>G. C) Alteracéo ¢.589-86A>G em homozigose
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3.2.4 Variantes identificadas no exon 8 e no intron 8

Trés alteracdes foram identificadas no exon 8 (T369M, G325G e E326K) . A variante
T369M (c.1223C>T) foi identificada em heterozigose (Figura 10) em dois pacientes (1,6%)
(PAR1164 e PAR1224) (apéndices B e C).

AT € LAT CA[CIIGGT A A GICC AT C AT C ANJGGTA A GC ©

Figura 10 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracdo c.1223C>T (T369M).

A alteragdo G325G foi identificada em heterozigose (Figura 11) em dois pacientes

(1,6%) (PAR1359 e PAR1449), sendo ambos casos isolados (apéndices A e B).

AcccCYTAGG[GJec AGACAE AcccectacaelNlecaAaGAT AC

Figura 11 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracdo c.1092G>A (G325G).
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A mutacdo E326K (c.1093G>A) foi identificada em quatro pacientes (3,2%)
(PAR1648, PAR2057, PAR2257 e PAR2266) (Figura 12), sendo trés do sexo masculino e um

do sexo feminino. Destes, dois relataram possuir histéria familiar de DP (apéndices A e B).

AcEcrTaAacGageGacacaAarc &G ¢ CNAG e RJAGARE A C

Figura 12 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracdo ¢.1093G>A (E326K).

O paciente PAR1648, heterozigoto para a alteracdo E326K, é um caso familiar, do
sexo masculino, que manifestou a doenca aos 56 anos de idade. Ele € brasileiro, natural do
Rio de Janeiro, porém possui ascendéncia portuguesa por parte dos bisavds paternos. Sua avé

paterna e seu pai, ja falecidos, foram diagnosticados com DP aos 70 anos de idade (Figura

13).

| ///
] -0
[ (}I O

\Y,

Figura 13 - Heredograma da familia do paciente PAR1648 (seta). IM, idade de manifestacdo da DP; +, individuo positivo
para a alteracdo ¢.1093G>A (E326K).
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A alteragdo c.1225-34C>A, localizada no intron 8, foi identificada em 120 pacientes
(24 casos familiares e 96 casos esporddicos) (Figura 14), dos quais 84 pacientes sdo

homozigotos (apéndice C).

Aegrarraldacer T Ta AeGTerrapfNcececTTie AGTGTTGREGCCTTTG

Figura 14 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteragdo c.1225-34C>A. C) Alteragdo c.1225-34C>A em homozigose.

3.2.5 Variantes identificadas no exon 9

Duas alteracdes foram identificadas no exon 9 (N370S e W378C). A mutacdo N370S
(c.1226A>Q) foi identificada em trés pacientes heterozigotos (2,4%) (PAR1154, PAR1461 e
PAR2353) (Figura 15). Dois sdo do sexo masculino e uma do sexo feminino e relataram ndo

possuir histéria familiar da DP (apéndices A e B).

CCCTAG.—’\CCTCCTGT ECCcCVYAGANC €T € € ¥o1

A B

Figura 15 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracdo c.1226A>G (N370S).
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A mutagao W378C (c.1251G>C), nunca antes descrita na literatura, foi identificada
em uma paciente do sexo feminino (0,8%) (PAR2285) (Figura 16), natural de Sao Paulo, sem

histéria familiar da doenga (apéndices A e B).

cegegcTGlfglaccoegacTao ca G ecTeNaececea e TG

Figura 16 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracdo c.1251G>C (W378C).

3.2.6 Variantes identificadas no exon 10

Trés alteracdes foram identificadas no exon 10 (L444P, A456P e V460V). A mutacdo
L444P (c.1448T>C) foi identificada em heterozigose em trés pacientes (2,4%) (PAR1156,
PAR2080 e PAR2257) (Figura 17), sendo dois casos isolados e um caso familiar. Além da
L444P, identificamos também as alteracoes A456P e V460V em ambos os pacientes, que ja
foram descritas anteriormente e a presenca delas juntas em um Unico individuo pode ser
resultado de uma recombina¢do entre o gene GBA e seu pseudogene GBAP, o que

caracterizaria um alelo recombinante, neste caso o alelo RecNcil (Figura 18).

AACGACEMeaaecAacacaA@ AAcagAccNaeagAcae ¢aAga

A B

Figura 17 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracgdo c.1448T>C (L444P).



61

Cemle@AcaoCcAe e eGcAC T AT GCATECCd AT ot ECTOET G T IGT a6 ¢iarelcT

ccNG 6 ¢
B

Figura 18 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracoes c.1448T>C (L444P), c.1483G>C (A456P) e ¢.1497G>C (V460V) - RecNcil.

Os pacientes PAR1156 e PAR2080 manifestaram a DP, respectivamente, aos 52 e 60
anos de idade. O paciente PAR1156 (Figura 19) € natural do Rio de Janeiro, porém relatou
possuir ascendéncia portuguesa por parte do bisavd. Seus pais e seus 5 irmaos nao apresentam
sinal de DP, entretanto uma de suas irmds mais velhas foi diagnosticada com doencga de
Alzheimer. O paciente PAR2080 € natural do Rio de Janeiro e também relatou possuir

ascendéncia portuguesa por parte dos avds paternos.

\ OO0

IM 52
+

Figura 19 - Heredograma da familia do paciente PAR1156 (seta). IM, idade de manifestacdo da DP; +, individuo positivo
para a alteragdo RecNcil; *, irma diagnosticada com Doenga de Alzheimer.
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A paciente PAR2257, heterozigota para a mutacao [.444P, também possui a alteracio
E326K em heterozigose (item 3.2.4).

Ainda no exon 10 a alteracdo A456P (c.1483G>C) foi encontrada em outros dois
pacientes (1,8%) (PAR1461 e PAR2143) (Figura 20), ambos sendo do sexo masculino, casos

esporddicos da doenca (apéndices A e B).

CTHCTGTTGT GGTCG crlcYo¥roRoc¥co

A B

Figura 20 - Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A) Sequéncia selvagem do gene GBA. B)
Alteracdo c.1483G>C (A456P).

O paciente PAR1461 apresentou a alteracdo A456P em heterozigose e, além dessa,
também mostrou-se heterozigoto para as alteragdes K(-)27R e N370S (itens 3.2.1 e 3.2.5

respectivamente).

3.3 Resultados das analises in silico

As andlises in silico feitas através dos programas PolyPhen, Pmut e SIFT estdo

resumidas na tabela 7. Para estas andlises foram utilizadas as alteragdes missense, com valor

patogénico desconhecido, identificadas neste estudo.



Tabela 8 — Resultados das andlises in silico das alteracdes exdnicas

Alteracdo

Programa PolyPhen

Programa PMut"

Programa SIF T

c.38A>G Predigdo: Benigna Predigdo: Neutra Predigao: Toleravel
(K(-)27R) NN output: 0,0269 Score: 0,71
Confianga: 9
c.1093G>A Predi¢do: Benigna Predicdo: Neutra Predicdo: Toleravel
(E326K) NN output: 0,2963 Score: 0,45
Confianca: 4
c.1223C>T Predicdo: Benigna Predicdo: Neutra Predicdo: Toleravel
(T369M) NN output: Score: 0,14
0,3664
Confiancga: 2
c.1251G>C Predi¢do: Provavelmente Predigdo: Patoldgica Predicdo: Toleravel
(W378C) prejudicial NN output: 0,8299 Score: 0,16
Confianca: 6
c.1483G>C Predigdo: Benigna Predigdo: Patoldgica Predigao: Toleravel
(A456P) NN output: 0,7094 Score: 0,21

Confiancga: 4

A alteragdo é classificada como patogénica (quando o valor de NN Output é maior que 0,5) ou neutra, com um intervalo de
confianga variando de O (pouco confidvel) a 9 (muito confidvel).
PA alteragdio é classificada como deletéria (quando o score é menor que 0,05) ou como toleravel.

Além das andlises in silico feitas para as alteracdes missense, o programa NNSPLICE
foi utilizado para avaliar se as alteracdes intronicas e silenciosas, com papel patogé€nico ainda
nio definido, podem alterar os sitios doadores e receptores do encadeamento do RNA.
Segundo as ferramentas utilizadas, as alteragdes intrOnicas c.454+47G>A, ¢.589-86A>G e
c.1225-34C>A e a alteragdo silenciosa c.1092G>A (G325G) nao afetam o reconhecimento

dos sitios doadores e dos sitios receptores de encadeamento selvagens.

3.4 Analise da amostra controle

Para fins comparativos, as mutacdes N370S, L444P e IVS2+1G>A e as com

patogenicidade desconhecida (K(-)27R, E326K, A456P e W378C) identificadas na amostra

de pacientes, foram rastreadas numa amostra controle, composta por 152 individuos saudaveis
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(66 homens e 86 mulheres; faixa etaria: 50 a 95 anos; idade média: 61,2 + 9,4 anos) sem
sinais de DP ou de qualquer outra doenga neurodegenerativa (apéndice D).
A andlise desses 152 voluntérios sauddveis revelou somente a presenga das alteragdes

K(-27)R, E326K e A456P em 10 individuos (apendice D).

3.5 Analise estatistica

A frequéncia de mutacdes no gene GBA com patogenicidade conhecida (N370S,
L444P e IVS2+1G>A) encontrada na amostra de pacientes com DP (5,5% ou 7/126) foi
significativamente maior do que a frequéncia observada nos controles sauddveis (0% ou

0/152) (P=0,0033).

Parte dos resultados alcangados neste estudo somados aos resultados do trabalho em
paralelo da aluna de iniciacdo cientifica Ana Carolina Pereira, deram origem a um artigo

cientifico publicado na revista Parkinsonism and Related disorders (apéndice E).
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4 DISCUSSAO

Inumeros estudos tém identificado uma frequéncia aumentada de mutacdes no gene
GBA em pacientes com parkinsonismo sugerindo uma forte associacdo entre alteracdes neste
gene e a DP, reforcando a ideia de que o GBA atua como um fator de risco para o
desenvolvimento da doenca (Sidransky et al., 2009). No presente estudo, examinamos a
possivel associacdo do gene GBA com a DP na populagdo brasileira através do
sequenciamento completo do gene GBA. Foram identificadas 13 variantes em 18 pacientes de
nossa casuistica (14,3%) (apéndices B e C). Dentre essas, sete variantes de sentido trocado
(exons 2, 8, 9 e 10), uma variante intronica (intron 2) e uma variante silenciosa (exon 8)
(Figura 21). Identificamos outras trés variantes intrOnicas numa frequéncia muito alta em
pacientes ndo sendo associada a doenca e a variante silenciosa V460V (c.1497G>C) s6 foi

encontrada compondo o alelo recombinante RecNcil (Figura 21) (apéndices B e C).

*RecNcil

N370S A456P*
E326K c.1226A>G _ ¢-1438G>C
K(J27R c.1093G>A 1369M \ Y5di6oC
c38A>G G3256  \¢-1223C>T €. 146705C
44P
1092624 c. 1448T>C
— Fr
L;J h-_A [ o | — e h—‘
5|6 7 8 9
ATG ATG

c.115+1G>A c.454+47G>A  ¢.589-86A>G €.1225-34C>A
IVS2+1G>A

Figura 21 - Representagdo do gene GBA e as alteracdes identificadas em nosso estudo. Variantes de sentido trocado:
¢.38A>G (K(-)27R); ¢.1093G>A (E326K); ¢.1223C>T (T369M); ¢.1226A>G (N370S); ¢.1251G>C (W378C);
¢.1448T>C (L444P); c.1483G>C (A456P).

Variantes intronicas: c.115+1G>A (IVS2+1G>A); ¢.454+47G>A; ¢.589-86A>G; ¢.1225-34C>A

Variantes silenciosas: ¢.1092G>A (G325G); ¢.1497G>C (V460V)

Representado em itdlico as alteragdes nas proteinas. Em vermelho as alteragdes comprovadamente patogénicas
e em azul a nova alteragcdo encontrada neste estudo.

*Alelo recombinante RecNcil (L444P+A456P+V460V).

Dentre as 13 alteracdes causadas por substitui¢cdes de nucleotideos encontradas, trés
sdo patogénicas (IVS2+1G>A, N370S e L444P). Essas foram encontradas em 7 pacientes
(apéndices B e C), o que representa 5,5% da amostra analisada. Esses resultados, quando
comparados a amostra controle normal, na qual nenhuma delas foi identificada, indicam uma
frequéncia significativamente maior dessas mutacdes nos pacientes com DP em relagdo aos
controles (P=0,0033). Além disso, se considerarmos a variante nunca antes descrita pela
literatura (W378C) como potencialmente patogénica, essa associacao se mantém (P=0,0014),

e a frequéncia de mutacdes patogé€nicas em nossa casuistica sobe para 6,4%, valor muito
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semelhante ao encontrado em uma andlise completa do gene GBA realizada em pacientes
portugueses com DP (6,1%) (Bras et al., 2009).

Até o momento, aproximadamente 50 diferentes muta¢des patogénicas ja foram
identificadas no gene GBA em pacientes com DP, sendo que a frequéncia e a distribui¢ao
destas alteracdes variam entre as diferentes populacdes (Sidransky et al., 2009). A frequéncia
de mutagdes heterozigotas no gene GBA varia entre 10,7% a 31,3% em judeus Ashkenazi com
DP e de 2,3% a 9,4% em pacientes ndo-Ashkenazi (Velayati et al., 2010). Alguns estudos
descrevem uma frequéncia relativamente baixa de mutacdes no GBA comparada as
encontradas em pacientes ndo-Ashkenazi (Tan et al., 2007), enquanto outros apresentam
resultados estatisticamente insignificantes (Toft et al, 2006; Wu et al., 2007). Essa
discrepancia pode ser atribuida a mutacdes especificas rastreadas nos respectivos estudos, e
pelo fato de a frequéncia de mutagdes no gene GBA terem uma variacdo muito grande entre
diferentes grupos étnicos (Gutti et al., 2008). Um recente estudo colaborativo do gene GBA
envolvendo 16 centros de pesquisa ao redor do mundo mostrou que até 45% dos alelos
mutantes identificados nos pacientes nao judeus podem nao ser detectados através da triagem
limitada as alteracoes N370S e L444P (Sidransky et al., 2009). Além disso, anélises baseadas
no rastreamento de apenas algumas mutagdes ndo conseguem detectar alelos raros (Hruska et
al., 2008; Mitsui et al., 2009; Sidransky et al., 2009).

Inimeros estudos deste gene em pacientes com DP realizaram o sequenciamento
completo do gene e muitos enfatizaram a importancia desse tipo de andlise para corretamente
estabelecer a frequéncia de mutacdes no GBA e para fortalecer o papel das variantes
identificadas na susceptibilidade a DP (Lwin et al., 2004; Eblan et al., 2005; Eblan et al.,
2006; Goker-Alpan et al., 2006; Clark et al., 2007; Ziegler et al., 2007; Gutti et al., 2008;
Bras et al., 2009; Kalinderi et al., 2009; Mitsui et al., 2009; Neumann et al., 2009; Nichols et
al., 2009; Sidransky et al., 2009). Ao realizaram a andlise completa do gene GBA esses
estudos foram capazes de identificar numerosas outras mutagdes e a frequéncia total de

alteracoes identificadas variou entre 3,6% e 17,5%.

4.1 Estudos do gene GBA em pacientes com DP na populacio brasileira

O rastreamento de mutacdes no gene GBA em pacientes brasileiros com DP ainda sao

escassos. Até o momento, apenas trés estudos, além do nosso, avaliaram mutacdes neste gene
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como causa da doenca em nossa populagdo (Spitz et al., 2008; Socal et al., 2009; Dos Santos
et al., 2010).

O primeiro deles foi realizado na cidade de Sao Paulo por Spitz e colaboradores
(2008), no qual foi analisada a presenca de trés diferentes mutacdes (N370S, L444P e G377S)
em uma amostra de 65 pacientes ndo aparentados, que manifestaram a DP antes dos 55 anos
de idade. Foram identificados 2 probandos (3%) heterozigotos para a mutacido L444P (idades
de manifestacdo 46 e 42 anos). Ambos os pacientes portadores de alteragdes no gene GBA
eram do sexo masculino e possuiam histéria familiar da doenga, porém os autores afirmaram
que nao foi possivel realizar andlises de segregacdo da mutacdo, pois os familiares recusaram-
se a participar ou ndo puderam ser contatados. A frequéncia de alteracdes encontrada neste
estudo foi comparada a um grupo controle composto por 267 individuos sem sintomas da DP,
nos quais nenhuma alteragdo foi encontrada, e a diferenca foi estatisticamente significativa
(P=0,0379). Com base nestes dados, este estudo concluiu que mutagdes no gene GBA
parecem constituir um raro, porém provavel fator hereditario de susceptibilidade para DP no
Brasil (Spitz et al., 2008).

Posteriormente, um estudo analisou a presenga de quatro diferentes mutacdes no gene
GBA (N370S, L444P, IVS2+1G>A e 84GG) em 62 pacientes ndo aparentados com DP (idade
média de manifestacdo da doenga 41,4 + 10 anos), provenientes de Porto Alegre (Socal et al.,
2009). Neste estudo foi encontrado um paciente portador heterozigoto da mutacdo N370S e
um paciente heterozigoto para a mutacao L444P (idades de manifestacdo da doencga 34 e 40
anos), representando uma frequéncia de alteracdes (3,5%) semelhante a frequéncia observada
por Spitz e colaboradores (2008). Os autores concluiram que os resultados eram comparaveis
aqueles previamente descritos e confirmaram a taxa de 3% de heterozigose entre pacientes
brasileiros com DP (Socal et al., 2009).

Mais recentemente, um estudo realizado por nosso grupo em pacientes com DP (Dos
Santos et al., 2010), no qual foi analisada a presenca de cinco diferentes mutacdes no gene
GBA (N370S, G377S, L444P, 84GG e IVS+1G>A) identificou alteracdes em 5,4% dos
pacientes, frequéncia esta semelhante a encontrada no atual estudo, considerando-se somente
as mutagdes patog€nicas encontradas (5,5%). Com relacdo a essa diferenca, € importante
ressaltar que dentro de um pais com dimensdes continentais, como € o caso do Brasil, a
composi¢do populacional varia amplamente entre as diversas regides e, portanto, nao
podemos excluir a possibilidade de que as diferentes frequéncias de mutacdes identificadas

possam ser devido a diversidades regionais presentes em nossa populagao.
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4.2 Alteracoes identificadas no gene GBA

4.2.1 Variantes de sentido trocado identificadas nos exons 2, 8,9 e 10

A alteragdo atipica K(-)27R, foi descrita pela primeira vez em um estudo realizado em
40 pacientes brasileiros com DG (Rozenberg et al., 2006b). Essa alteracdo foi encontrada em
trés pacientes e oito controles. Ela é decorrente da troca de uma adenina na posi¢do 38 do
cDNA por uma guanina (c.38A>G), o que leva a troca de uma lisina (Lys/K) por uma
arginina (Arg/R) na sequéncia lider da proteina GBA. Essa alteracdo ocorre no peptideo sinal
de 39 residuos que é removido da proteina madura durante o processamento pds-traducional
(Rozenberg et al., 2006b). Mutacdes na sequéncia lider nao sdo comumente encontradas em
pacientes com DG (Cormand et al., 1998; Rozenberg et al., 2006b).

Pelo fato desta variante alterar um aminodcido do peptidio sinal, acredita-se que o
transporte citoplasmatico da glicocerebrosidase possa estar comprometido (Rozenberg et al.,
2006b), entretanto, as andlises in silico através de trés ferramentas (Polyphen, Pmut e SIFT)
indicaram que esta alteracdo aparentemente nao afeta a estrutura do peptidio sinal ja que esta
alterac@o ndo € conservada entre as espécies. Além disso, nossas andlises identificaram essa
alteracdo numa frequéncia maior em controles (8/152 = 5,2%) (apéndice D) comparado aos
pacientes (3/126 = 2,4%) (apéndice B). Devido a alta frequéncia identificada nos controles em
comparacao aos pacientes acreditamos que K(-)27R € um provével polimorfismo.

A variante E326K, resulta da troca de uma guanina na posicao 1093 do cDNA por
uma adenina (c.1093G>A), o que provoca a mudanga do aminodcido glutamina (Glu/E) por
uma lisina (Lys/K) na posi¢ao 326 da proteina madura (ou na posi¢do 365 da proteina ainda
com o peptideo sinal de 39 aminodacidos; p.Glu365Lys) (Beutler et al., 2005; Hruska et al.,
2008). Por essa alteracdo ocorrer em um aminodcido ndo conservado e ter sido identificado
em diversos estudos numa frequéncia semelhante tanto em pacientes quanto em controles,
esta variante tem sido considerada um polimorfismo (Park et al., 2002; Sidransky et al.,
2009). Em nosso estudo, esta alteracdo foi encontrada em heterozigose numa frequéncia
maior em pacientes (4/126) (apéndice B) que em controles (1/152) (apéndice D), entretanto,
este resultado ndo foi estatisticamente significativo (P=0,1771). Além disso, as andlises in
silico através de trés ferramentas (Polyphen, Pmut e SIFT) indicaram que esta altera¢do nao

altera a atividade proteina.
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O residuo E326 esté localizado no dominio I da proteina, porém distante do sitio ativo
central, reforcando a teoria de que esta alteracdo nao causa efeitos significativos na atividade
enzimatica da glicocerebrosidase (Dvir et al., 2003). Entretanto, quando associada a mutacdes
severas, por exemplo, a L444P, ela pode atuar como um alelo modificador de fenétipo sendo
considerada uma mutagdo severa (Montfort et al., 2004; Horowitz et al., 2011). Um dentre os
quatro probandos portadores da alteracdo E326K também apresentou a mutacdo L444P em
heterozigose. Este paciente teve manifestacio precoce da doenca, aos 38 anos, e relatou
histéria familiar da doenca, entretanto, nao foi possivel o contato com a familia.

A alteracdo T369M ¢é consequéncia da troca de uma citosina na posi¢do 1223 do
cDNA por uma timina (c.1223C>T), o que provoca a mudanca do aminodcido treonina
(Thr/T) por uma metionina (Met/M) na posi¢ao 369 da proteina madura (ou na posi¢ao 408 da
proteina ainda com o peptideo sinal de 39 aminoécidos; p.Thr408Met) (Hruska et al., 2008).
Esta variante, descrita na literatura como um polimorfismo nao patogénico em pacientes com
DG (Sidransky et al., 2009), foi encontrada em dois pacientes e ausente na amostra controle,
entretanto, ndo apresentou significancia estatistica (P=0,2002). As andlises in silico através
das ferramentas Polyphen, Pmut e SIFT indicaram que esta alteracdo nao prejudica a
atividade proteina.

A mutagdo N370S, classificada como branda (Beutler et al., 2005), é decorrente da
troca da adenina na posicdo 1226 do cDNA por uma guanina (c.1226A>G), o que leva a
mudanca do aminodcido asparagina (Asn/N) por uma serina (Ser/S) na posicio 370 da
proteina madura (ou na posicdo 409 da proteina ainda com o peptideo sinal de 39 pb;
p-Asn409Ser) (Tsuji et al., 1988; Hruska et al., 2008). Estudos da glicocerebrosidase indicam
que esta alteracdo localiza-se na interface dos dominios II e III, porém distante do sitio ativo
para participar diretamente na catdlise e, portanto, causa mudangas relativamente minimas na
estrutura e na estabilidade da enzima e em sua atividade catalitica, que ja foi demonstrada ser
similar a da enzima normal (Grace et al., 1994; Pasmanik-Chor et al., 1997; Dvir et al., 2003;
Horowitz et al., 2011).

Em nossa casuistica a alteracdo N370S foi identificada em trés pacientes, o que
corresponde a uma frequéncia de 2,4%. Comparado aos demais estudos do gene GBA
realizados em pacientes com DP, esta frequéncia € semelhante aquelas observadas nos estudos
brasileiros realizados em pacientes provenientes de Porto Alegre (1,6%) (Socal et al., 2009) e
ao realizado anteriormente por nosso grupo (1,8%) (Dos Santos et al., 2010) e € consistente
com a prevaléncia desta mutacdo encontrada em Portugal (2,2%) (Bras et al., 2009) e em

pacientes de origem nao judaica e de descendéncia européia dos Estados Unidos - 2% (Clark
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et al.,2007) e 1,5% (Mata et al., 2008). Estudos conduzidos em séries de pacientes de origem
judaica, tanto em Israel quanto nos Estados Unidos, encontraram as maiores frequéncias da
mutacdo N370S, variando de 10,7% a 26%, enquanto que estudos realizados em séries de
probandos de origem nao judaica identificaram uma prevaléncia bem menor desta alteragio,
variando entre 0%, principalmente nas populacdes asidticas (Eblan et al., 2005; Tan et al.,
2007; Ziegler et al., 2007; Gutti et al., 2008; Spitz et al., 2008; Kalinderi et al., 2009; Mitsui
et al., 2009) e 8,8% (Lwin et al., 2004).

Um dos pacientes identificados com a mutacdo N370S em nossa amostra também
apresentou as alteracdes K(-)27R e A456P, porém nao foi possivel verificar se essas variantes
em conjunto alteravam o fendtipo do paciente, bem como ndo foi possivel analisar membros
da familia do probando.

A alteragao W378C, nunca antes descrita pela literatura, foi identificada em um
paciente e estava ausente nos 152 controles analisados. Ela € decorrente da troca de uma
guanina na posicao 1251 do cDNA por uma citosina, levando a uma mudang¢a no aminoédcido
altamente conservado triptofano (Trp/W) por uma cisteina (Cys/C) na posicdo 378 da proteina
madura (ou na posicdo 417 da proteina ainda com o peptideo sinal de 39 aminodcidos;
p-Trp417Cys). O residuo W378 esta localizado no dominio III que tem um tipo de dobradura
altamente conservada (a/f)s onde contém o sitio catalitico da glicocerebrosidase (Henrissat &
Bairoch, 1996; Fabrega et al., 2002; Dvir et al., 2003). De acordo com Chi e colaboradores
(1999), uma cadeia constituida por sete aminoacidos arométicos (F128, W179, Y244, F246,
Y313, W381 e F397) situados neste dominio forma o arcabougo do sitio ativo da enzima
glicocerebrosidase, sugerindo que estes possam estar envolvidos no reconhecimento do
substrato (Chi et al., 1999).

Tendo em vista a importancia do dominio III e o fato de a alteragao W378C estar
localizada muito proximamente ao sitio ativo da enzima glicocerebrosidade, acreditamos que
esta alteracdo pode ser patogénica e representar um fator de risco significativo ao
desenvolvimento da DP. Além disso, esta mutagdo estava ausente em individuos saudaveis de
nossa populagado e duas ferramentas indicaram que ela pode alterar a estrutura ou a fungdo da
proteina. Portanto, a soma das evidéncias sinaliza que a variante W378C possui uma alta
probabilidade de ser patogénica. Contudo, as andlises funcionais sdo importantes para
comprovar se esta alteracao estd definitivamente associada ao desenvolvimento da DP.

A mutagdo [.444P, classificada como severa (Beutler et al., 2005), € consequéncia da
troca da timina na posi¢ao 1448 do cDNA por uma citosina (c.1448T>C), o que resulta na

troca do aminodcido leucina (Leu/L) por uma prolina (Pro/P) na posi¢do 444 da proteina
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madura (ou na posicdo 483 da proteina ainda com o peptideo sinal de 39 aminodcidos;
p-Leud83Pro) (Tsuji et al., 1987; Hruska et al., 2008). Estudos de expressdao demonstram que
esta alteracdo, localizada no dominio II da glicocerebrosidase e que provavelmente resulta em
mudancas na conformag¢do da proteina, leva a producdo de uma enzima com estabilidade
significativamente reduzida e com atividade enzimadtica consideravelmente diminuida em
relacdo a enzima selvagem (Grace et al., 1994; Pasmanik-Chor et al., 1997; Dvir et al., 2003).

Em nossa amostra, a alteracdo 1.444P foi identificada em trés pacientes (2,4%). Todos
os probandos apresentaram, além da mutacdo 1.444P, outras alteracdes exdnicas, A456P e
V460V correspondentes a sequéncia do pseudogene, sugerindo a presenca do alelo
recombinante RecNcil e E326K, que em conjunto com a L.444P ¢ classificada como severa
(Grace et al., 1999). Estudos da enzima glicocerebrosidase indicam que o alelo recombinante
RecNcil, assim como a mutagdo [.444P, leva a produ¢do de uma enzima com estabilidade
reduzida e que apresenta atividade enzimdtica muito baixa quando comparada a enzima
normal (Pasmanik-Chor et al., 1997).

Eventos de recombinacdo entre sequéncias homélogas do DNA podem gerar mutagdes
patogénicas como resultado do pareamento desigual entre os cromossomos, sendo a
frequéncia com que isso ocorre influenciada pelo grau de homologia entre essas sequéncias.
No gene GBA um importante grupo de mutacdes resulta da recombinacdo entre este gene e
seu pseudogene (Tayebi et al., 2003a), e esta classe de alteragdes ndo € restrita ao gene GBA.
De fato, inimeros estudos deste gene em pacientes com DP também tém identificado a
alteracdo L444P como parte de alelos recombinantes (Eblan ez al., 2005; Sato et al., 2005;
Eblan et al., 2006; Clark et al., 2007; Wu et al., 2007; Gan-Or et al., 2008; Mata et al., 2008;
Mitsui et al., 2009; Neumann et al., 2009; Nichols et al., 2009; Sidransky et al., 2009). Nessas
andlises, a frequéncia da alteracdo 1.444P identificada como parte de alelos recombinantes
variou de 0% (Lwin et al., 2004; Toft et al., 2006; Tan et al., 2007; Ziegler et al., 2007; De
Marco et al., 2008; Gutti et al., 2008; Bras et al., 2009; Kalinderi et al., 2009) a 6% (Eblan et
al., 2006). Em nossa série de pacientes a frequéncia observada da mutagao L444P como parte
de um alelo recombinante foi de 0,9%, semelhante a encontrada por dois estudos conduzidos
na populacdo norte americana: 0,7% (Clark et al., 2007) e 1% (Nichols et al., 2009).

A variante A456P, identificada isoladamente em um paciente e um controle, resulta da
troca de uma guanina na posicao 1483 do cDNA por uma citosina, levando a mudanga de uma
alanina (Ala/A) por uma prolina (Pro/P) na posicdo 456 da proteina madura (ou na posi¢ao
495 da proteina ainda com o peptideo sinal de 39 pb; p.Ala495Pro) (Germain et al., 1998;

Hruska et al., 2008). Esta alteracdo isoladamente tem seu valor patogénico desconhecido,
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entretanto, quando em associagdo com outras mutagcdes em alelos recombinantes, como por
exemplo RecNcil (L444P+A456P+V460V) e o RecA456P (L444P+A456P), ela €

considerada severa.

4.2.2 Variantes intronicas identificadas nos introns 2,4, 5¢e 8

A mutacdo intronica IVS2+1G>A, classificada como nula (Beutler et al., 2005),
resulta da mudanca de uma guanina por uma adenina no primeiro nucleotideo do intron 2 do
gene GBA (c.115+1G>A). Apesar do efeito desta alteragdo sobre a proteina ainda ndo ter sido
totalmente determinado, foi sugerido que ela destroi o sitio doador de encadeamento no intron
2, o que poderia resultar na remog¢ao do exon 2, ou do exon 2 e parte do exon 3 durante o
processamento do RNAm, levando a mudanca no quadro de leitura, com consequente
formagdo da enzima glicocerebrosidase truncada e ndo funcional (Beutler & Gelbart, 1992;
He & Grabowski, 1992; Hruska et al., 2008).

Em nossa amostra, foi identificado um paciente com a alteracdo IVS2+1G>A,
representando uma frequéncia de 0,8%. Esta frequéncia foi bastante parecida aquelas
identificadas em dois outros estudos do gene GBA em pacientes com DP, até o momento:
0,95% (Gan-Or et al., 2008) e 0,9% (Dos Santos et al., 2010).

Além da mutacdo IVS2+1G>A, foram identificadas as alteracdes c.454+47G>A,
¢.589-86A>G e ¢.1225-34C>A, nos introns 4, 5 e 8 respectivamente. Essas variantes estao
descritas no banco de SNPs, entretanto, ndo foram associadas a nenhum tipo de doenca.
Considerando que todas estas variantes intronicas parecem nao afetar o reconhecimento dos
sitios de encadeamento selvagens, segundo as andlises realizadas utilizando a ferramenta

NNSPLICE, concluimos que estas alteracdes nao sio patogénicas.

4.2.3 Variantes silenciosas identificadas nos exons 8 e 10

A alteracao silenciosa G325G (c.1092G>A) encontrada no exon 8, foi descrita pela
primeira vez por Rozenberg e colaboradores (2006) em pacientes brasileiros com DG
(Rozenberg et al., 2006b), entretanto, nao existem dados na literatura sobre a presenga dessa
alteracdo em pacientes com DP. Em nossa casuistica esta variante foi identificada em dois

pacientes e em trés individuos sauddveis. A analise in silico através do programa NNSPLICE
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revelou que a G325G parece ndo afetar o reconhecimento dos sitios doadores e dos sitios
receptores de encadeamento selvagens.

Outra alteragdo silenciosa encontrada nos exon 10 foi a V460V (c.1497G>C). Esta
variante faz parte do alelo recombinante RecNcil e nao foi identificada isoladamente em nossa
casuistica.

Considerando as alteragdes encontradas descritas acima, observamos que a frequéncia
de mutagdes em nossa amostra (14,3%) € semelhante a de outros estudos que também
analisaram todo o gene GBA (Lwin et al., 2004; Eblan et al., 2005; Eblan et al., 2006; Goker-
Alpan et al., 2006; Clark et al., 2007; Ziegler et al., 2007; Gutti et al., 2008; Bras et al., 2009;
Kalinderi et al., 2009; Mitsui et al., 2009; Neumann et al., 2009; Nichols et al., 2009;
Sidransky et al., 2009). Se tivéssemos analisado somente as mutacdes mais comuns, N370S e
L444P, 54% das alteracdes nao teriam sido detectadas, e nao teria sido possivel a
identificacdo do alelo recombinante RecNcil e da nova variante W378C.

Apesar de a frequéncia de portadores de mutacdes no gene GBA variar
consideravelmente entre populacdes de diferentes origens geograficas, resultados combinados
de um recente estudo colaborativo internacional, no qual foram analisados 5.691 pacientes e
4.898 controles de quatro continentes, indicaram ndo somente uma associacdo existente entre
o gene GBA e a DP, mas também que este achado ndo é exclusivo de um grupo étnico nem de
uma mutacdo especifica (Sidransky et al., 2009). Os autores afirmam que a alta frequéncia de
mutacdes em coortes heterogéneos e etnicamente diversos de pacientes com DP tornam as
mutagdes neste gene o fator de risco genético mais comum para esta desordem identificado
até o momento (Sidransky et al., 2009).

A conclusao do presente estudo reforca os dados analisados por Sidransky e
colaboradores (2009) destacando uma importante associagao entre mutagdes no gene GBA e o
risco de desenvolvimento da DP em nossa populacdo. Utilizando uma amostra de pacientes
com DP da populacdo brasileira identificamos uma frequéncia considerdavel de mutagdes no
gene GBA e demonstramos que mutagdes neste gene sdo significativamente mais comuns em
pacientes do que em individuos sauddveis. Sendo assim, nossos dados mostram que mutacdes

no GBA sdo um fator risco importante para o desenvolvimento da DP na populagdo brasileira.
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4.3 Idades de manifestacao e histéria familiar da DP

Os primeiros estudos do gene GBA em pacientes com DP observaram que a idade de
manifestacdo da doenga em individuos portadores de mutagdes neste gene era
significativamente menor do que aquela dos pacientes nio portadores e que a frequéncia de
alteracdes era maior nos casos com idade de manifestacdo <50 anos quando comparado com
os casos de idade de manifestacdo >50 anos (Aharon-Peretz et al., 2004; Lwin et al., 2004;
Sato et al., 2005; Clark et al., 2007; Tan et al., 2007; Wu et al., 2007; De Marco et al., 2008;
Gan-Or et al., 2008; Kalinderi et al., 2009; Mitsui et al., 2009; Neumann et al., 2009; Nichols
et al., 2009). Estas observacOes levaram alguns autores a sugerirem que mutacdes no gene
GBA poderiam atuar como modificadores da idade de manifestacio em pacientes com DP
(Clark et al., 2007; De Marco et al., 2008; Kalinderi et al., 2009).

Apesar da maioria dos estudos concordarem que a manifestacdo da doenca ocorre mais
cedo (em média, 1,7 a 6,04 anos antes) nos pacientes portadores de alteragdes (Clark et al.,
2007; Nichols et al., 2009; Sidransky et al., 2009), ainda ha controvérsia se este fato ocorreria
em todas as faixas etdrias, pois ja foram identificados pacientes com mutag¢des no gene GBA
que apresentaram idades de manifestacdo variando de 26 a 82 anos (Mata et al., 2008;
Neumann et al., 2009). Clark e colaboradores (2007) observaram que no grupo de pacientes
com idade de manifestacdo <50 anos a doenca se manifestava em média 2,5 anos antes em
portadores de mutagcdes quando comparados aos nao portadores, o que nao foi observado
dentre os pacientes com idade de manifestacdo >50 anos. Nichols e colaboradores (2009), por
outro lado, relataram que dentre os pacientes com idade de manifestacao >50 anos, aqueles
com alteracdes no gene GBA manifestavam a doenca significativamente mais cedo (61,6
anos) quando comparados com aqueles sem alteragdes (65,4 anos), mas ndo observaram
diferenga no grupo com idade de manifestacao <50 anos (Nichols et al., 2009).

Em nosso estudo, foram analisados pacientes com idade de manifestacdo entre 20 e 83
anos e observamos que nos pacientes portadores de alteracdes no gene GBA a idade de
manifestacdo da DP variou entre 38 e 75 anos de idade, sendo mais prevalente entre 50 e 59
anos (Gréfico 2). Além disso, a idade média de manifestacio da doenca dos pacientes
portadores de alteragdes foi acima dos 50 anos e discretamente diferente (P=0,05) comparada
aos pacientes ndo portadores de alteracdes (55,6 = 10,1 anos versus 60,3 £ 11,6 anos).
Contudo, ndo podemos deixar de considerar que o nimero de pacientes identificados com
alteracdoes em nossa amostra ainda € limitado e que para tal andlise foram consideradas todas

as alteracOes encontradas, inclusive as sem cardter patogénico definido. Portanto, nio foi
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possivel tirar uma conclusdo definitiva com relagdo a influencia de mutacdes no gene GBA
sobre a idade de manifestacio da DP em nossa populagdo, entretanto, essas alteragdes

parecem ser um fator de risco ao desenvolvimento da DP independente da idade.

Grafico 2: Distribuicdo dos pacientes analisados no presente estudo segundo a idade de
manifestacao da DP.
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Ainda com relacdo a idade de manifestacdo, diversos autores observaram efeitos
diferenciais de mutagdes brandas versus severas, com portadores de alteracdes classificadas
como brandas apresentando uma idade média de manifestacio maior do que portadores de
mutacdes classificadas como severas (incluindo mutacdes nulas) (Gan-Or et al., 2008; Mata et
al., 2008; Gan-Or et al., 2009; Neumann et al., 2009).

Dentre os pacientes portadores de alteracdes no gene GBA em nossa amostra, trés
apresentaram a mutacdo N370S e quatro apresentaram mutacdes severas (L444P,
IVS2+1G>A e RecNcil). Nossos achados corroboram os observados por outros autores pois, a
idade média de manifestagcdo dos trés pacientes com alteracdes brandas foi significativamente
maior (64 + 4,4 anos) do que aquela dos portadores de mutacdes severas (50,5 = 9,1 anos)
(P=0,03).

A cerca da presenca de histéria familiar para a DP, alguns estudos do gene GBA
afirmaram ndo ter observado nenhuma diferenca significativa na frequéncia de portadores de
mutacao entre os pacientes com e sem histdria familiar da doenca (Aharon-Peretz et al., 2004;

Aharon-Peretz et al., 2005; Clark et al., 2007; De Marco et al., 2008; Gan-Or et al., 2008). No
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entanto, um recente estudo observou que comparados aos pacientes sem mutagdo, aqueles que
possuiam alteragdes no gene GBA eram mais provdveis de apresentarem histéria familiar
positiva da doenca (24% dos pacientes com mutacdo possuiam parentes de primeiro e
segundo grau com DP) (Sidransky et al., 2009). Outros estudos recentes, no qual familias com
multiplas geragdes afetadas foram analisadas, também afirmaram que, além de apoiar a
associacdo do gene GBA com a DP, seus resultados estendiam a associag@o para incluir casos
familiares da doenca, sugerindo que este gene também seria um fator de susceptibilidade para
DP familiar (Mitsui et al., 2009; Nichols et al., 2009). Em nosso estudo, considerando-se
somente as variantes comprovadamente patog€nicas, encontramos uma frequéncia de
mutacdes semelhante entre os casos familiares (4,1% - 1/24) quando comparada a incidéncia
entre os casos isolados da DP (5,9% - 6/102), corroborando a possibilidade de que o gene
GBA contribui para uma parcela consideravel tanto dos casos esporadicos quanto familiares
da DP.

Levando-se em consideracdao todas as alteracdes encontradas, 15,7% dos casos
isolados e 8,3% dos casos familiares apresentaram variantes no gene GBA. Apesar de algumas
dessas alteracdes ainda nao terem tido seu papel patogénico elucidado na literatura, é de
extrema importancia a realizacdo de estudos de segregacdo nas familias desses pacientes para
que possamos avaliar a penetrancia das alteracdes identificadas e contribuir para, futuramente,
determinar o risco de se desenvolver a DP devido a alteracdes especificas no gene GBA. Além
de andlises de segregacdo, € necessdria também a realizacdo de estudos funcionais que
abordem as implicagdes bioldgicas das mutacdes no processo patofisioldgico da DP. Somente
assim serd possivel elucidar o papel de diferentes variantes no gene GBA para a patogénese
desta desordem e determinar os mecanismos que contribuem para a associacdo de mutacoes
neste gene como um fator de risco para o parkinsonismo (Clark et al., 2007; Goker-Alpan et
al., 2008; Gan-Or et al., 2009; Mitsui et al., 2009; Sidransky et al., 2009). Entender como
alteracdes no gene GBA influenciam a susceptibilidade para a DP e avaliar se existem
aspectos fenotipicos especificos em portadores de mutacdes serd outro importante avango para
o conhecimento desta desordem (De Marco et al., 2008; Nishioka et al., 2009), além de
oferecer possibilidades futuras para diagndstico, progndstico, estratégias terapéuticas e
aconselhamento genético, podendo, até mesmo, tornar-se um recurso importante na prevengao
da DP em individuos que apresentem genétipos de susceptibilidade.

Os resultados alcangados neste estudo corroboram a associa¢do do gene GBA com a
DP na populacdo brasileira, tendo sido demonstrado que mutacdes neste gene sao

identificadas em pacientes com DP com uma frequéncia acima da esperada e
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significativamente mais alta do que aquela encontrada em um grupo de individuos saudaveis.
Além disso, demonstramos a importancia do sequenciamento completo do gene GBA para
estimar mais precisamente a frequéncia de mutacdes e identificar variantes raras nesse gene.
Sendo assim, nossos resultados estdo em concordiancia com os resultados de estudos de
triagem de mutacdes do gene GBA realizados anteriormente, tanto no Brasil quanto em outras
populacdes, e apdéiam a hipétese de que alteracdes no GBA representam um fator significativo

de susceptibilidade para o desenvolvimento da DP.
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5 CONCLUSOES

e O rastreamento de mutagdes no gene GBA em 126 pacientes com DP idiopética que
manifestaram a doenca com idade entre 20 e 83 anos revelou a presenca de treze
alteracoes diferentes em 18 pacientes (14,3%). Sete desses apresentavam mutacoes
comprovadamente patogénicas (L444P, N370S, IVS2+1G>A e RecNcil) representando
um total de 5,5% dos pacientes analisados. Além disso, esse rastreamento revelou uma
nova mutagdo, W378C, classificada pelas ferramentas eletronicas como potencialmente

patogénica.

e A andlise de uma amostra controle, composta por 152 individuos sauddveis revelou
somente a presenca das alteracoes K(-)27R, E326K e A456P. As mutagdes
comprovadamente patogé€nicas € a nova alteracdo identificada em nosso estudo ndo
foram encontradas na amostra controle, e a comparacdo desses resultados com aqueles
obtidos para os pacientes, demonstrou que essas mutacdes no gene GBA sao
significativamente mais comuns nos pacientes com DP do que em controles

neurologicamente saudaveis (P=0,0033).

e Permanece de extrema importancia a realiza¢do de andlises de segregacdo das mutagdes
identificadas nas familias dos pacientes, de forma a avaliar a penetrancia destas
mutacdes, bem como a realizacdo de estudos funcionais que abordem as implicagcdes
biol6gicas das mutagdes no processo patofisioldgico da DP, a fim de verificar a real

influencia dessas alteracdes no desenvolvimento da doenca em nossa populagao.

e Nossos resultados reforcam a associacao entre o gene GBA e a DP, e confirmam o papel
significativo de alteracdes neste gene como fator de risco hereditirio para o

desenvolvimento desta doenga na populagdo brasileira.
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APENDICE A — Caracteristicas dos pacientes analisados: idade, idade de manifestagdo, caso
familiar ou isolado e sexo

N° Registro Idade IM Sexo F/I
1 PAR1142 64 55 M I
2  PARI1143 68 63 F I
3 PAR1144 69 65 M F
4  PARI1146 79 73 M I
5 PARI1149 65 64 F I
6 PAR1154 70 66 M I
7  PAR1156 56 52 M I
8 PARI164 64 57 M I
9 PAR1168 66 62 M I

10 PAR1169 74 71 M I

11 PARI1171 65 55 M I

12 PAR1172 74 61 F I

13 PAR1174 55 54 F F

14 PAR1175 75 71 M I

15 PAR1177 77 55 M I

16 PAR1184 69 66 M I

17 PAR1190 55 54 F I

18 PAR1191 72 60 M I

19 PAR1193 72 68 F I

20 PAR1194 72 67 F I

21 PARI1195 79 60 F I

22 PARI1203 74 73 M F

23 PAR1208 63 52 F I

24 PAR1210 62 57 M I

25 PARI1211 57 58 F I

26 PARI219 74 64 M I

27 PAR1220 85 73 M I

28 PAR1223 78 74 M I

29 PAR1224 65 55 M I

30 PAR1230 71 65 M I

31 PAR1231 66 56 M I

32  PARI1270 73 60 F F

33 PAR1280 67 59 M I

34 PAR1288 66 59 F I

35 PAR1304 65 63 F I

36 PAR1315 63 58 F I

37 PAR1320 54 51 F I

38 PAR1329 71 64 F I

39 PAR1344 56 52 M I

40 PAR1358 76 60 M I

41 PAR1359 59 53 M I

42  PAR1366 71 58 F I

43 PAR1376 78 69 M I

44 PAR1406 77 69 M I

45 PAR1410 82 72 F I

46 PAR1427 63 57 M I

47 PAR1449 74 70 F I

48 PAR1461 71 59 M I

49 PAR1504 70 60 F I

50 PAR1602 61 59 M F

51 PAR1613 86 83 M I

N° Registro Idade IM Sexo F/I
52 PAR1625 78 60 M I
53 PAR1635 60 60 M F
54 PAR1637 60 56 F I
55 PAR1645 80 64 F I
56 PAR1647 71 68 F I
57 PAR1648 6l 56 M F
58 PAR1660 67 57 F I
59 PAR1662 54 51 M I
60 PAR1666 87 78 F F
61 PAR169% 68 58 M I
62 PAR1698 65 55 M I
63 PAR1699 88 68 M I
64 PAR1702 67 54 M F
65 PAR2037 58 58 M F
66 PAR2039 70 60 F F
67 PAR2040 84 77 F I
68 PAR2041 74 64 F I
69 PAR2042 79 76 F I
70 PAR2043 71 69 M F
71 PAR2045 70 69 M I
72 PAR2057 78 75 M I
73  PAR2079 71 66 M F
74 PAR2080 63 60 M I
75 PAR2082 61 57 M I
76  PAR2133 50 40 M I
77 PAR2134 56 M F
78 PAR2143 58 47 M I
79 PAR2145 50 45 M I
80 PAR2172 42 29 F I
81 PAR2173 67 50 M I
82 PAR2219 81 67 F I
83 PAR2255 78 73 M I
84 PAR2257 42 38 F F
85 PAR2258 70 61 F I
86 PAR2266 43 42 M I
87 PAR2268 52 43 M F
88 PAR2269 70 63 M I
89 PAR2270 70 69 M I
90 PAR2271 68 62 F F
91 PAR2278 67 66 F I
92 PAR2279 62 54 M I
93 PAR2285 49 F I
94 PAR2286 79 76 M F
95 PAR2291 85 81 F I
9% PAR2299 84 77 F I
97 PAR2300 56 42 F I
98 PAR2301 73 67 F I
99 PAR2302 36 34 M I
100 PAR2303 34 29 M I
101 PAR2304 45 32 M I
102 PAR2318 76 65 F I




N° Registro Idade IM Sexo F/I
103 PAR2319 68 66 F I
104 PAR2320 85 80 F F
105 PAR2326 71 68 M I
106 PAR2327 55 53 F I
107 PAR2335 78 76 M F
108 PAR2343 64 55 M I
109 PAR2344 76 61 M I
110 PAR2345 41 38 M F
111 PAR2352 41 20 F I
112 PAR2353 69 67 F I
113 PAR2354 67 63 F I
114 PAR2355 54 44 F I
115 PAR2356 66 58 F I
116 PAR2357 51 46 M F
117 PAR2358 64 49 F F
118 PAR2359 69 67 M F
119 PAR2360 74 71 M I
120 PAR2362 50 46 F I
121 PAR2363 63 42 M I
122 PAR2364 74 71 M I
123 PAR2365 67 59 M I
124 PAR2366 72 72 M I
125 PAR2367 49 48 M I
126 PAR2368 51 47 M I

F/I — Familiar/Isolado
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APENDICE B - Resultados da andlise molecular dos exons do gene GBA em pacientes com DP
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N° Registro IM  Exonl Exon2 Exon3 Exond Exon5 Exon6 Exon7 Exon8 Exon9 Exon10 Exonl1
1 PAR1142 55 - - N. N. N. N. N. N. N. N. N.
2 PAR1143 63 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
3 PAR1144 65 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
4 PAR1146 73 N. N. N. - - - - N. N. N. N.
5 PAR1149 64 N. N. N. - - - - N. N. N. N.
6 PAR1154 66 N. N. N. N. N. N. N. N. N370S N. N.
7 PARI1156 52 N. N. N. N. - - N. N. N. RecNcil N.
8 PARI1164 57 N. N. N. - - - - T369M N. N. N.
9 PAR1168 62 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

10 PAR1169 71 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

11 PARI1171 55 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

12 PARI1172 61 N. N. N. N. - - N. N. N. N. N.

13 PAR1174 54 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

14 PARI1175 71 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

15 PAR1177 55 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
16 PAR1184 66 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
17 PAR1190 54 N. K(-)27R N. N. N. N. N. N. N. N. N.
18 PARI1191 60 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
19 PAR1193 68 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

20 PAR1194 67 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

21 PAR1195 60 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

22 PAR1203 73 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

23 PAR1208 52 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

24 PARI1210 57 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

25 PARI211 58 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

26 PAR1219 64 N. N. N. N. N. N. - N. N. N. N.

27 PAR1220 73 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

28 PAR1223 74 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

29 PAR1224 55 N. N. N. N. N. N. N. T369M N. N. N.

30 PAR1230 65 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

31 PARI1231 56 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
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N° Registro IM  Exonl Exon2 Exon3 Exon4d ExonS Exon6 Exon7 Exon8 Exon9 Exon10 Exonll
32 PAR1270 60 - - - - N. N. N. N. N. N. N.
33 PAR1280 59 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
34 PAR1288 59 N. N. - - N. N. N. N. N. N. N.
35 PAR1304 63 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
36 PAR1315 58 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
37 PAR1320 51 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
38 PAR1329 64 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
39 PAR1344 52 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
40 PAR1358 60 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
41 PAR1359 53 N. N. N. N. N. N. N. G325G N. N. N.
42 PAR1366 58 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
43 PAR1376 69 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
44 PAR1406 69 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
45 PAR1410 72 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
46 PAR1427 57 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
47 PAR1449 70 N. N. N. N. N. N. N. G325G N. N. N.
48 PAR1461 59 N. K(-)27R N. N. N. N. N. N. N370S A456P N.
49 PAR1504 60 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
50 PAR1602 59 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
51 PAR1613 83 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
52 PAR1625 60 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
53 PAR1635 60 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
54 PAR1637 56 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
55 PAR1645 64 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
56 PAR1647 68 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
57 PAR1648 56 N. N. N. N. N. N. N. E326K N. N. N.
58 PAR1660 57 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
59 PAR1662 51 N. N. N. N. N. N. - N. N. N. N.
60 PAR1666 78 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
61 PAR1696 58 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
62 PAR1698 55 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
63 PAR1699 68 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
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N° Registro IM Exonl Exon2 Exon3 Exond Exon5 Exon6 Exon7 Exon8 Exon9 Exon1( Exonll1
64 PAR1702 54 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
65 PAR2037 58 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
66 PAR2039 60 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
67 PAR2040 77 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
68 PAR2041 64 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
69 PAR2042 76 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
70 PAR2043 69 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
71 PAR2045 69 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
72 PAR2057 75 N. N. N. N. N. N. N. E326K N. N. N.
73 PAR2079 66 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
74 PAR2080 60 N. N. N. N. N. N. N. N. N. RecNcil N.
75 PAR2082 57 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
76 PAR2133 40 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
77 PAR2134 N. N. N. - N. N. N. N. N. N. N.
78 PAR2143 47 N. N. N. N. N. N. N. N. N. A456P N.
79 PAR2145 45 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
80 PAR2172 29 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
81 PAR2173 50 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
82 PAR2219 67 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
83 PAR2255 73 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
84 PAR2257 38 N. N. N. N. N. N. N. E326K - L444P N.
85 PAR2258 61 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
86 PAR2266 42 N. N. N. N. N. N. N. E326K N. N. N.
87 PAR2268 43 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
88 PAR2269 63 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
89 PAR2270 69 N. N. N. N. N. N. N. N N. N. N.
90 PAR2271 62 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
91 PAR2278 66 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
92 PAR2279 54 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
93 PAR2285 N. N. N. N. N. N. N. N. W378C N. N.
94 PAR2286 76 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
95 PAR2291 81 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
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N° Registro IM  Exonl Exon2 Exon3 Exon4d ExonS Exon6 Exon7 Exon8 Exon9 Exon10 Exonll
96 PAR2299 77 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
97 PAR2300 42 N. K(-)27R N. N. N. N. N. N. N. N. N.
98 PAR2301 67 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
99 PAR2302 34 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
100 PAR2303 29 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
101 PAR2304 32 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
102 PAR2318 65 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
103 PAR2319 66 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
104  PAR2320 80 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
105  PAR2326 68 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
106  PAR2327 53 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
107 PAR2335 76 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
108  PAR2343 55 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
109  PAR2344 61 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
110  PAR2345 38 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
111 PAR2352 20 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
112 PAR2353 67 N. N. N. N. N. N. N. N. N370S N. N.
113 PAR2354 63 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
114 PAR2355 44 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
115  PAR2356 58 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
116 ~ PAR2357 46 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
117  PAR2358 49 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
118  PAR2359 67 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
119  PAR2360 71 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
120  PAR2362 46 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
121  PAR2363 42 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
122 PAR2364 71 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
123 PAR2365 59 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
124 PAR2366 72 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
125  PAR2368 48 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
126 PAR2369 47 N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.

N. — Normal; - — ndo foi possivel analisar
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PAR1142
PAR1143
PAR1144
PAR1146
PAR1149
PAR1154
PAR1156
PAR1164
PAR1168
PAR1169
PARI1171
PAR1172
PAR1174
PARI1175
PAR1177
PAR1184
PAR1190
PAR1191
PAR1193
PAR1194
PAR1195
PAR1203
PAR1208
PAR1210
PARI1211
PAR1219
PAR1220
PAR1223
PAR1224
PAR1230
PAR1231

55
63
65
73
64
66
52
57
62
71
55
61
54
71
55
66
54
60
68
67
60
73
52
57
58
64
73
74
55
65
56

R P

2277

c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A
N.
N.

N.
c.454+47G>A
454+47G>A/ cA54+47G>A
N.

N.
454+47G>A/ cA54+47G>A
N.

N.
454+47G>A/ cA54+47G>A
N.

N.

N.
c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A
N.

N.

N.

N.
c.454+47G>A

227227

c.589-86A>G

N.

N.
c.589-86A>G

N.

N.

N.
c.589-86A>G

¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G

22722727227

c.589-86A>G
N.
N.
c.589-86A>G

2222722
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c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A




99

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

PAR1270
PAR1280
PAR1288
PAR1304
PAR1315
PAR1320
PAR1329
PAR1344
PAR1358
PAR1359
PAR1366
PAR1376
PAR1406
PAR1410
PAR1427
PAR1449
PAR1461
PAR1504
PAR1602
PAR1613
PAR1625
PAR1635
PAR1637
PAR1645
PAR1647
PAR1648
PAR1660
PAR1662
PAR1666
PAR1696
PAR1698
PAR1699

60
59
59
63
58
51
64
52
60
53
58
69
69
72
57
70
59
60
59
83
60
60
56
64
68
56
57
51
78
58
55
68

222227

IVS2+1G>A

2222222222222 22222222Z2Z2ZZ

N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
N.

N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A
N.

N.

N.
c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.

N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
N.

N.

N.

N.
¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G
¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G
¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G

N.

N.
¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G
¢.589-86A>G
N.

N.
c.589-86A>G
N.
¢.589-86A>G
N.

N.
¢.589-86A>G
c.589-86A>G
N.
¢.589-86A>G

227227

¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G

7277

¢.589-86A>G
N.
N.
N.

c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
€.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A

c.1225-34C>A

c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A

c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A
€.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
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77
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PAR1702
PAR2037
PAR2039
PAR2040
PAR2041
PAR2042
PAR2043
PAR2045
PAR2057
PAR2079
PAR2080
PAR2082
PAR2133
PAR2134
PAR2143
PAR2145
PAR2172
PAR2173
PAR2219
PAR2255
PAR2257
PAR2258
PAR2266
PAR2268
PAR2269
PAR2270
PAR2271
PAR2278
PAR2279
PAR2285
PAR2286
PAR2291

54
58
60
77
64
76
69
69
75
66
60
57
40

47
45
29
50
67
73
38
61
42
43
63
69
62
66
54

76
81
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c.454+47G>A
c.454+47G>A

222277

c.454+47G>A/ c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.

N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
N.
c.454+47G>A
N.

N.

N.

N.

N.

N.
c.589-86A>G

2272222 ZZZL2LLLT

¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G
¢.589-86A>G
¢.589-86A>G
c.589-86A>G
N.
¢.589-86A>G
¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G
N.
¢.589-86A>G
N.
c.589-86A>G
N.

c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A

c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
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96

97
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100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

PAR2299
PAR2300
PAR2301
PAR2302
PAR2303
PAR2304
PAR2318
PAR2319
PAR2320
PAR2326
PAR2327
PAR2335
PAR2343
PAR2344
PAR2345
PAR2352
PAR2353
PAR2354
PAR2355
PAR2356
PAR2357
PAR2358
PAR2359
PAR2360
PAR2362
PAR2363
PAR2364
PAR2365
PAR2366
PAR2368
PAR2369

77
42
67
34
29
32
65
66
80
68
53
76
55
61
38
20
67
63
44
58
46
49
67
71
46
42
71
59
72
48
47

2222222222222 2222222Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2ZZZ

c.454+47G>A
c.454+47G>A/ c.454+47G>A

c.454+47G>A

c.454+47G>A

N.

N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.

N.

N.
c.454+47G>A
N.

N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
N.

N.
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A
c.454+47G>A/ c.454+47G>A
N.

N.
c.454+47G>A
c.454+47G>A
N.

N.

N.

c.589-86A>G
¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G
¢.589-86A>G
c.589-86A>G
N.

N.
¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G
c.589-86A>G
N.

N.

N.

N.
¢.589-86A>G
N.

N.

N.

N.

N.
¢.589-86A>G/ ¢.589-86A>G
c.589-86A>G
c.589-86A>G
¢.589-86A>G
¢.589-86A>G
N.

N.

N.
c.589-86A>G

zzzz

c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
N.
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A

c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
N.
N.
N.

N.
c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
¢.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A
c.1225-34C>A/c.1225-34C>A

N. — Normal; - — ndo foi possivel analisar
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APENDICE D - Resultados da andlise molecular do gene GBA em individuos sauddveis
(amostra controle).

N° Registro Idade Sexo exon 2/intron 2 exon 8 exon 9 exon 10

1C 2106 61
2C 2107 53
3C 2109 54
4C 2110 56
5C 2111 60
6C 2124 59
7C 2125 53
8C 2132 63
9C 2135 55
10C 2144 55
11C 2146 63
12C 2147 58
13C 2159 52
14C 2160 56
15C 2161 57
16C 2168 71
17C 2169 74
18C 2170 72
19C 2171 60
20C 2174 66
21C 2175 68
22C 2176 51
23C 2179 61
24C 2180 50
25C 2181 57
26C 2182 82
27C 2183 54
28C 2184 52
29C 2186 51
30C 2187 57
31C 2188 51
32C 2189 56
33C 2193 54
34C 2195 85
35C 2197 58
36C 2198 53
37C 2199 80
38C 2200 64
39C 2201 95
40C 2202 60
41C 2203 73
42C 2204 63
43C 2205 72
44C 2206 52
45C 2222 70
46C 2223 68
47C 2224 50

48C 2225 75

s Il s oo e s Bl s le s Bl s Hlo ol s e s Mo s e s B G GG GG il s Bl s B s Mo s e s BG-GB s I il  IE G G AR IR G ARG G IR GRS
2 2222222222222 222222222222222222222222222222222Z2Z
Z ZZ2ZZ2ZZZ2ZZ2Z2ZZZ2ZZ2Z2Z22Z22Z22Z2222Z22ZN2222Z22Z2222Z22Z222Z22Z22Z22Z7Z
Z 2222222222222 222222222222222222222222222222222ZZ

Z 2222222222222 2Z222Z22Z2Z22Z2Z22Z222Z222Z22Z2Z22Z2Z22Z222Z22Z2Z2ZZ
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N° Registro Idade Sexo exon 2/intron 2 Exon 8 Exon 9 Exon 10
49C 2226 79 F N. N. N. N.
50C 2227 75 F N. N. N. N.
51C 2233 57 M N. N. N. N.
52C 2234 58 M N. N. N. N.
53C 2235 51 M N. N. N. N.
54C 2236 59 M N. N. N. N.
55C 2237 53 M N. N. N. N.
56C 2238 53 M N. N. N. N.
57C 2239 51 M N. N. N. N.
58C 2240 56 M N. N. N. N.
59C 2242 50 F N. N. N. N.
60C 2243 75 F N. N. N. N.
61C 2244 58 F N. N. N. N.
62C 2245 79 M N. N. N. N.
63C 2247 53 M N. N. N. N.
64C 2249 58 M N. N. N. N.
65C 2251 64 F N. N. N. N.
66C 2252 56 F N. N. N. N.
67C 2253 61 M N. N. N. N.
68C 2297 54 M K(-)27R N. N. N.
69C 2409 52 M N. N. N. N.
70C 2415 60 M K(-)27R N. N. N.
71C 2416 77 F N. N. N. N.
72C 2418 57 M N. N. N. N.
73C 2422 51 F N. N. N. N.
74C 2423 61 F N. N. N. N.
75C 2426 63 F N. N. N. N.
76C 2431 57 F N. N. N. N.
77C 2432 71 M N. N. N. N.
78C 2433 78 M N. N. N. N.
79C 2434 52 F N. N. N. N.
80C 2435 68 M N. N. N. N.
81C 2436 63 F N. N. N. N.
82C 2437 57 M N. N. N. N.
83C 2438 58 M N. N. N. N.
84C 2439 64 F N. N. N. N.
85C 2441 55 F N. N. N. N.
86C 2442 68 F N. N. N. N.
87C 2448 55 M N. N. N. N.
88C 2450 51 F N. N. N. N.
89C 2451 52 M K(-)27R N. N. N.
90C 2452 64 M N. E326K N. N.
91C 2453 50 F N. N. N. N.
92C 2454 52 F N. N. N. N.
93C 2455 79 M K(-)27R N. N. N.
94C 2456 61 F K(-)27R N. N. N.
95C 2457 51 M N. N. N. N.
96C 2458 51 F N. N. N. N.
97C 2459 66 F N. N. N. N.
98C 2460 53 F N. N. N. N.
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N° Registro Idade Sexo exon 2/intron 2 Exon 8 Exon 9 exon 10
99C 2461 50 F N. N. N. N.
100C 2462 59 F N. N. N. N.
101C 2463 69 F N. N. N. N.
102C 2464 64 F K(-)27R N. N. N.
103C 2465 56 F N. N. N. N.
104C 2466 52 F N. N. N. N.
105C 2467 71 F N. N. N. N.
106C 2468 72 F N. N. N. N.
107C 2469 79 F K(-)27R N. N. N.
108C 2470 60 F N. N. N. N.
109C 2471 65 F N. N. N. N.
110C 2472 64 F N. N. N. N.
111C 2473 65 F N. N. N. N.
112C 2474 52 M N. N. N. N.
113C 2475 63 M N. N. N. A456P
114C 2476 84 F N. N. N. N.
115C 2477 56 M N. N. N. N.
116C 2478 60 F N. N. N. N.
117C 2479 54 F N. N. N. N.
118C 2480 74 F N. N. N. N.
119C 2481 57 F N. N. N. N.
120C 2482 60 F N. N. N. N.
121C 2483 52 F N. N. N. N.
122C 2484 50 M N. N. N. N.
123C 2485 63 F N. N. N. N.
124C 2486 66 F N. N. N. N.
125C 2488 56 M N. G325G N. N.
126C 2489 61 F N. N. N. N.
127C 2490 52 F N. N. N. N.
128C 2491 63 F N. N. N. N.
129C 2492 67 M N. N. N. N.
130C 2493 77 M N. G325G N. N.
131C 2494 74 M N. N. N. N.
132C 2495 63 F N. N. N. N.
133C 2496 56 F N. N. N. N.
134C 2497 54 M N. N. N. N.
135C 2502 63 F N. N. N. N.
136C 2503 52 F N. N. N. N.
137C 2504 66 F N. N. N. N.
138C 2505 54 F N. N. N. N.
139C 2506 58 F K(-)27R N. N. N.
140C 2507 59 F N. N. N. N.
141C 2508 57 F N. N. N. N.
142C 2509 58 F N. N. N. N.
143C 2510 50 F N. N. N. N.
144C 2511 58 F N. N. N. N.
145C 2512 69 M N. N. N. N.
146C 2513 61 F N. N. N. N.
147C 2515 59 M N. N. N. N.
148C 2517 56 F N. N. N. N.
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149C 2518 77

150C 2519 52

151C 2520 70

152C 2522 92
N. — Normal

m ™o
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Glucocerebrosidase N370S and L444P mutations as risk factors for Parkinson’s

disease in Brazilian patients

Parkinson’s disease (PD) is the most common neurodegenera-
tive movement disorder that has a complex etiology which involves
gene-environment interactions. Genetic involvement has been
substantiated by the discovery of several disease-causing genes
and nisk factors. These genetic causes are mainly characterized by
mutations within the genes SNCA, [RRK2, Parkin, Djl, PINKI,
ATPI3A2, PLA2G6 and FBXD7. The genes UCHL1, GIGYF2, HTRA2 and
EIFMGI may also be assodated to PD but their pathogenidty is still
unclear. In addition, multiple susceptibility genes have been
observed as important genetic factors. Among them, mutations
within the GBA gene have been proven to be well-established risk
factors for PD [1).

Data about the relationship between mutations in GBA gene and
PD are still scarce in Latin American countries. The purpose of the
present study s to extend our initial molecular analysis of GBA
gene |2] to a greater sample and indude late-onset cases of PD, in
order to improve the knowledge about the significance of N370S
and L444P mutations as genetic risk factors for PD in Brazilian
population.

We saeened 237 unrelated Brazlian patients diagnosed with
PD (Table 1). All probands were recruited from movement disorder
dinics of major public hospitals from the Southeast, North and Mid-
west regions of Brazil. The patients were examined by neurologists
spedalized in movement disorders, and fulfilled the criteria estab-
lished for the clinical diagnosis of PD. Cases of secondary and atyp-
ical parkinsonismwere exduded from the study. Infformation about
family history and ancestry were obtained in a uniform manner
through a structured questionnaire. No individual reported Ashke-
naz Jewish ancestry. The research protocol was approved by the
Institutional Ethics Committee and written informed consent was
obtained from all subjects.

Genomic DNA was isolated from peripheral blood or saliva, and
the sareening of GBA N370S and L444P mutations was performed

Table 1
Characteristics of saeened subjects and controls.
Growp N Malke() Mean age  Mean AAO  Family history
(SDLy (SDLy (%)
“PD (tota)) 237 18 (62.7%) 645(114) 579(117) 60(253%)
»50 years omset 182 114 (62.6¥) 63.7(88) 630(79) 43 (236%)
<50 yearsomset 55 35 (63.6Y) 50.5(67) 425(62) 17(309%)

Controls 186 51(27.4x) 60.7(84) -~ -

y: years.
SD: standard deviation
PD: Parkinson’s disease.
AAQ: age at omset.

1353.8020/$ - see front mateer ® 2011 Ekevier Ltd All rights reserved.
doi: 101016/} par kreldis 2011.11.028

by direct sequendng. Mutation frequendes were compared by
Fisher’s Exact test. The mean age at onset (AAO) of carriers and
non-<arriers of GBA mutations was compared by unpaired t test
Eight patients with PD (3.4%) carried either N370S or L444P vari-
ants. No mutation was found among the 186 controls analyzed.

In this study, we extend our previous analysis of the N370S and
L444P GBA mutations in 110 PD patients with early-onset and 155
controls | 2] to a greater sample which includes 58 early-onset PD
patients, 179 late-onset PD cases and 186 healthy Brazilian volun-
teers. Overall, 347 probands and 341 controls were analyzed. We
identified a significantly increased frequency of mutations (N370S
and L444P) in GBA gene (13/347 = 3.7%) among PD cases when
compared to control subjects (0/341) (P = 0.0002) (Table 2).

N370S and L444P mutations have been previously screened and
associated with PD by multiple studies. However, their frequency
seems to vary, in particular, between ethnidties. N370S was
observed to be predominant among Ashkenazi Jews, while L444P
seems to be more frequent in non-Ashkenaz patients. In patients
from other ethnic groups, the combined frequency of these two
mutations was 3% [3].

The frequency identified in our study of Brazilian patients (3.7%)
was also similar to the results reported by Spitz et al. (2008) [4]
demonstrating a high frequency of N370S and L444P GBA muta-
tions (3%) saeened in a sample of 65 Brazilian PD patients. In
particular, the frequency of GBA mutations was 4.1% among 168
patients with early-onset and 33% among 179 patients with late-
onset PD (P =0.78) (Table 2). When patients with PD were stratified
for the presence or absence of familial cases of PD, no significant
difference was observed in the frequency of GBA mutations
between patients with family history (2 out of 81, 2.5%) and those
without family history of PD (11 out of 266, 4.1%) (P = 0.74). Initial
PD manifestations have a tendency to occur at an earlier age in GBA
mutation carriers, however, in our study the mean AAO of carriers
(499 + 113 years) did not differ significantly in relation to non-
carriers (52.5 + 133 years) (P = 0.48).

Based on phenotypic effects of GBA mutations in GD, the N370S
mutation is dassified as mild and L444P mutation as severe.
Carriers of mild mutations presented a risk 222 times more likely
to develop PD and a mean age of manifestation of 579 years,
when compared with patients without mutations in GBA (mean
age of manifestation was 60.7 years). On the other hand, patients
with mutations dassified as severe had a 13.6 times greater risk
of developing PD and a mean age of manifestation of 55.7 years
|5]. In this study, patients carrying L444P mutation presented an
earlier mean age at onset than the N370S carriers (47 + 96 vs.
54.6 + 13.3) however, without statistical difference (P = 0.25).

Please citethis article in press as: de Carvalho Guimaraes B, et al., Glucocerebrosidase N370S and L444P mutations as risk factors for Parkinson’s
disease in Brazilian patients, Parkinsonism and Related Disorders (2012), doi:10.10 16 /j.parkrekdis. 201 L11.028
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Table2

Freq yofGBA Sons in the groups of d subjects from the p and the p study [2}

N(%) Male (2) Female (%) >50ye-smm sﬁ)yunm F-ﬂyhmryofl’b Nofmiy history of PD lh-u’(y) AAO (y)

Total 3ar 23 124 19 168 81 266 .7 < 125 524132
N3705S carriers  5(14%) 4(18%) 1(0.8%) 3(1.7% 2(12%) 0(0%) 5(19%) 6R26+118 546=133
L44dPcammiers 8(23%) 4(181) 4(3.x@) 3(1.7% 5(29%) 2(25%) 6(23%) 579+ 109 47 =986
All carriers 13(37%) 8(36%) 5(4%) 6(33%) 7(41%) 2(25%) 1(41%) 87+=1 489 =113

y:years

PD: Parkinson’s disease.

AAQ: age at onset.

* 110 patients from Ref [2] and 237 patients from this study.

While the mechanism by which GBA mutations might influence
the onset and evolution of parkinsonian symptoms is not yet
known, some authors speculate that misfolded glucocerebrosidase
might contribute to neurodegeneration by inducing lysosomal
dysfunction, by impairing autophagic pathways necessary for
degrading a-synudein, or by overwhelming the ubiquitin-
proteasome pathway |3). Overall, these data implicate the GBA
gene as one of the most common and powerful influences on the
risk of PD. Furthermore, it suggests that the better understanding
about the relationship between GBA mutations and PD could lead
to important etiologic insights besides the development of more
effective treatments.
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ANEXO A - Termo de consentimento para pacientes com DP

[/
4& f#%‘ Universidade do Estado do Rio de Janeiro
g - Departamento de Genética
.-%UERJ & Servigo de Genética Humana
51i00 ®
TERMO DE CONSENTIMENTO

Titulo do Projeto: Fatores genéticos de risco para a Doenca de Parkinson: Investigacdo dos genes SNCA,
PARKIN, UCH-L1, PINK1, DJ-1, LRRK2, GBA, ATP13A2 HTRAZ2e GIGYF2 em pacientes brasileiros
Instituicdo: Universidade do Estado do Rio de Janeiro

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

NOME DO PACIENTE: DN:
REGISTRO: PROCEDENCIA:

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

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

Todas as condutas adotadas nesta pesquisa seguirdo as normas de bioética descritas na resolucédo
196/96 do Conselho Nacional de Saude. Este estudo genético tera uma duracdo de trés anos. A
participacdo do paciente neste projeto é voluntaria e, a qualquer momento, ele podera recusar-se a
participar ou retirar o seu consentimento, sem que haja penalizacédo ou prejuizo ao cuidado do paciente.

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

As condicdes de sigilo quanto as informacoes coletadas e aos resultados das analises, assim como,
a identidade dos pacientes serdo preservadas. Os resultados dos testes realizados somente serdo
revelados ao paciente que autorizou a realizacdo dos exames e também serdo utilizados com fins
cientificos, podendo vir a ser divulgados em revistas cientificas, respeitando a privacidade e o anonimato
dos participantes.

Ao paciente sera fornecido todo e qualquer esclarecimento que se fizer necessario antes, durante e
apos a realizacdo da pesquisa, que visa beneficiar os pacientes e suas familias através dos diagnosticos
encontrados.

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

Rio de Janeiro, de de

108

i i Endereco e telefone para contactar o coordenador do projeto:
Assinatura do paciente Rua S&o Francisco Xavier, 524 — Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha -
sala 500
Maracand - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20550-013
Assinatura do pesquisador Tel: (021) 2334.0039 / 2334.0499- Fax (021) 2334.0309
Email: pimentel@uerj.br
Horario de atendimento: 9:00 — 17:00 horas

Janeiro, RJ, e-mail: etica@uerj.br

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador,
comunique o fato a Comissdo de Etica em Pesquisa da UERJ: Rua Sdo
Francisco Xavier, 524, sala 3020, bloco E, 30 andar, Maracana - Rio de
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ANEXO B - Termo de consentimento para controles sem DP

7
§§ 2 %‘ Universidade do Estado do Rio de Janeiro
g - Departamento de Genética
p%UERJ & Servigo de Genética Humana

51400 -

TERMO DE CONSENTIMENTO DA AMOSTRA CONTROLE

Titulo do Projeto: Fatores genéticos de risco para a Doenca de Parkinson: Investigacdo dos genes SNCA,
PARKIN, UCH-L1, PINK1, DJ-1, LRRK2, GBA, ATP13A2, HTRA2 e GIGYF2 em pacientes brasileiros
Instituicao: Universidade do Estado do Rio de Janeiro

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

NOME DO PARTICIPANTE: DN:
REGISTRO SERVGEN: PROCEDENCIA:

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

Os resultados dessa pesquisa poderdo abrir novas perspectivas para a identificacdo de causas
genéticas, recentemente identificadas, associadas com esta patologia e sua participacdo como voluntario
servira para que possamos comparar a incidéncia das alteracées génicas encontradas nos pacientes com a
do grupo de pessoas normais, sem a doenca de Parkinson. Os individuos selecionados para participarem
deste projeto sdo brasileiros de ambos 0s sexos sem parkinsonismo ou histéria familiar da doenca de
Parkinson.

Todas as condutas adotadas nesta pesquisa seguirdo as normas de bioética descritas na resolucédo
196/96 do Conselho Nacional de Saude. Este estudo genético tera uma duracdo de trés anos. A
participacdo dos controles neste projeto € voluntaria e, a qualquer momento, ele podera recusar-se a
participar ou retirar o seu consentimento, sem que haja penalizacao ou prejuizo.

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

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

Ao participante sera fornecido todo e qualquer esclarecimento que se fizer necessario antes,
durante e apo6s a realizacdo da pesquisa, que visa beneficiar os pacientes com doenca de Parkinson e suas
familias através dos diagnésticos encontrados.

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

Rio de Janeiro, de de

R e Endereco e telefone para contactar o coordenador do projeto:
Assineipdgpatdcipanie RuIa ggg Francisco Xavier, 524 — Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha -
sala
Maracand - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20550-013
Assinatura do pesquisador Tel: (021) 2334.0039 / 2334.0499- Fax (021) 2334.0309
Email: pimentel@uerj.br
Horario de atendimento: 9:00 — 17:00 horas
Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador,
comunique o fato a Comissdo de Etica em Pesquisa da UERJ: Rua Sdo
Francisco Xavier, 524, sala 3020, bloco E, 3o andar, Maracana - Rio de
Janeiro, RJ, e-mail: etica@uerj.br
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ANEXO C - Carta do Comité de Etica em pesquisa da UERJ com a aprovacio do projeto.

Universidade do Estado do Rio de Janeiro/Sr2

: g (g; 2. Comissio de Etica em Pesquisa — COEP
UEWKJ &  Rua Sdo Francisco Xavier, 524, bloco E, 3°. andar, sala 3018 - Maracand.
2 ssripe S CEP 20550-900 — Rio de Janéiro, RJ.
i E - mail: etica@uerj.br - Telefone: (21) 2569-3490

34y

PARECER COEP 004/2009

A Comissio de Etica em Pesquisa — COEP, em sua 11* Reunido Ordinéria em 11 de dezembro de 2008,
analisou o protocolo de pesquisa n°. 032.2.2008, segundo as normas éticas vigentes no pais para pesquisa
envolvendo sujeitos humanos e emite seu parecer.

Projeto de pesquisa: “Fatores Genéticos de risco para a Doenga de Parkinson dos genes SNCA,
PARKIN,UCH-L 1,PINK1,DJ-1,LRRK2,GBA, ATP13A2, HTRA2 e GIGYF2 em pacientes brasileiros.”
Pesquisador Responsavel: Profa Marcia Mattos Gongalves Pimentel

Institui¢do Responsavel: IBRAG/UER] .

Area do Conhecimento: 2.00- Ciéncias Biologicas — 2.02- Genética

Palavras-chave: Doenga de Parkinson, fatores genéticos, disfuncdo mitocondrial, sistema ubiquitina-
proteossomo.

Sumirio: Nos dias de hoje, o envelhecimento populacional ¢ um dos maiores desafios para a saude
publica e em decorréncia deste fato, a incidéncia de doengas neurodegenerativas tem aumentado
significativamente. Esta pesquisa pretende estudar os genes SNCA, PARKIN,UCH-L 1,PINK1,DJ-
1,LRRK2,GBA, ATP13A2, HTRA2 ¢ GIGYF2 em pacientes brasileiros com DP, de forma a avaliar se
estes fatores genéticos desempenham um papel relevante na etiologia desta doenga em nossa’ populagdo,
bem como identificar seus mecanismos de atua¢io, aumentando o conhecimento nesta area.

Objetivo: Estudar os genes SNCA, PARKIN, UCL-H 1, PINK1, DIJ-1, LRRK2, GBA, ATP13A2,
HTRA2, e GIGYF2 em brasileiros com Doenga de Parkison (DP), de forma a avaliar se estes fatores
genéticos desempenham um papel relevante na etiologia desta doenga na populagdo, bem como,
identificar seus mecanismos de atmacdo. Espera-se que os dados gerados por este projeto trardo
contribuigdo relevante para o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos nesta

neuropatologia.

Consideragdes Finais: A COEP considerou o projeto bem fundamentado, apresentado de forma clara e
organizada. O curriculo da pesquisadora responsavel demonstra que a mesma possui competéncia
comprovada no tema da pesquisa. A metodologia utilizada esta adequada aos objetivos propostos.

Apbs o atendimento a solicitagdo do Parecer COEP n°063/2008, a Comissao deliberou pela aprovagido
do projeto.

Faz-se necesséario apresentar Relatorio Anual - previsto para marco de 2010, para cumprir o disposto no
item VII 13.d da RES. 196/96/CNS. Além disso, a COEP devera ser informada de fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo, devendo o pesquisador apresentar justificativa, caso o projeto venha a
ser interrompido e/ou os resultados ndo sejam publicados.

Situacio: Projeto Aprovado Rio de Janeiro, 05 de margo de 2009.

OLK S §
Prof. Dr. Olinto Pegofdro )
Coordenador da Comissfo de Etica em Pesquisa - UERJ

Olinto Pegoraro

Coordenader 2
~yeisso de Etca em Pesauisa - UL -



