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RESUMO

ABREU, Gabriella de Medeiros. Investigacdo de variantes exdnicas nos genes
VPS35, EIF4G1 e LRRK2 como causa da doencga de Parkinson em casuistica
brasileira. 2015. 139 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2015.

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
frequente no mundo, afetando 1-2% da populacdo acima de 65 anos, caracterizada
clinicamente por tremor em repouso, bradicinesia, instabilidade postural e rigidez
muscular. Essas manifestacfes surgem devido a degeneracdo neuronal progressiva
e a presenca de inclusbes proteicas ricas em a-sinucleina. A DP é decorrente da
interacdo entre fatores ambientais e genéticos, e entre os fatores genéticos,
variantes exdnicas de transmissdo dominante nos genes LRRK2 (leucine-rich repeat
kinase 2), VPS35 (vacuolar protein sorting 35) e EIF4G1 (eukaryotic translation
initiation factor 4-gamma 1) tém sido associadas a etiologia da doenca. Entretanto,
estudos sobre o efeito dessas variantes na populacdo brasileira sdo raros ou
inexistentes. Por essa razao, neste trabalho rastreamos mutacdes nos genes VPS35
(p.D620N; p.R524W), EIF4G1 (p.R1205H; p.A502V) e LRRK2 (p.G2019S) em uma
amostra de 582 pacientes brasileiros com DP ndo aparentados e 329 individuos
controles saudaveis. Além disso, conduzimos o primeiro estudo caso-controle para
andlise de variantes exodnicas raras (p.Q1111H, p.T1410M, p.M1646T, p.S1761R,
p.Y2189C) e comuns (p.N551K, p.R1398H, p.K1423K) no gene LRRK2 em um
subgrupo de 329 pacientes brasileiros com DP, ndo aparentados, naturais da regido
sudeste. Esse subgrupo foi analisado e comparado com 222 individuos controles
saudaveis a fim de verificar associacfes dessas variantes e a DP. Em relacdo as
mutacBes dos genes VPS35 e EIF4G1, ndo foram encontradas alteracbes nos
pacientes com DP. A mutacdo p.G2019S no gene LRRK2 foi encontrada em 15
probandos (2,6%), dos quais 9 sdo do sexo feminino (64,3%). O tremor em repouso
foi observado em 47,36% dos pacientes com a mutacdo p.G2019S como primeiro
sintoma motor. As analises das variantes raras no gene LRRK2 nao revelaram
qualquer associacdo estatisticamente significante. Entre as variantes comuns, a
p.K1423K mostrou evidéncia de associacdo de risco com a DP (p<0,05) na
estratificacdo contendo o grupo de individuos com histéria familiar da doenca e para
as variantes p.N551K e p.R1398H nao foram observadas associagdes. A analise do
haplétipo p.N551K-p.R1398H-p.K1423K revelou associacdo de protecdo na amostra
sudeste e na estratificagdo Rio de Janeiro (p<0,05). Esse hapl6tipo ndo estd em
desequilibrio de ligagdo na amostra de 222 individuos controles brasileiros
analisados (r’<45). Os resultados obtidos neste estudo representam contribuicbes
valiosas ao entendimento da relacdo entre as variantes genéticas estudadas e o
risco de desenvolvimento da doenca de Parkinson, principalmente no que se refere
aos endofendtipos associados.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson. VPS35. EIF4G1. LRRK2.



ABSTRACT

ABREU, Gabriella de Medeiros. Investigation of exonic variants in VPS35, EIF4G1
and LRRKZ2 genes as a cause of Parkinson’disease among Brazilian population.
2015. 139 1. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative
disorder in the world, affecting 1-2% of population more than 65 years of age,
clinically recognized by resting tremor, bradykinesia, postural instability and rigidity.
These manifestations occur due to progressive neuronal degeneration and to the
presence of protein inclusions enriched with a-synuclein. PD results from the
interaction between environmental and genetic factors, and, among genetic factors,
dominant exonic variants in LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2), VPS35 (vacuolar
protein sorting 35) e EIF4G1 (eukaryotic translation initiation factor 4-gamma 1)
genes have been described as causes of the disease. However, studies of the effect
of these variants in Brazilian population are rare or do not exist. For this reason, in
this study we decided screening mutations in VPS35 (p.D620N; p.R524W), EIF4G1
(p.R1205H; p.A502V) and LRRK2 (p.G2019S) genes in a cohort of 582 unrelated
Brazilian patients with PD and 329 healthy individuals control. In additional, we
carried on the first case-control study to analyze LRRK2 exonic rare (p.Q1111H,
p.T1410M, p.M1646T, p.S1761R, p.Y2189C) and common (p.N551K, p.R1398H,
p.K1423K) variants in a subgroup of 329 unrelated Brazilian patients with PD from
Southeastern region. This group was analyzed and compared to 222 healthy
individuals control in order to verify associations between these variants and PD.
Regarding mutations of VPS35 and EIF4G1 genes, we have not found any alteration
in Brazilian patients with PD. The mutation p.G2019S in LRRK2 gene was found in
15 probands (2.6%), 9 of them are female (64,3%). Resting tremor was observed in
47,36% of p.G2019S patients as the predominant initial symptom. Regarding the
LRRK2 rare variants, the results showed no significant association. Among LRRK2
common variants, the p.K1423K showed evidence of risk association with PD
(p<0,05) in the stratified analysis concerning the group of patients with family history
of the disease, in contrast, p.N551K and p.R1398H variants showed no associations.
The analysis of p.N551K-p.R1398H-p.K1423K revealed protection in Southeastern
group and Rio de Janeiro stratification (p<0,05). This haplotype is not in
disequilibrium linkage in 222 Brazilian healthy individuals control analyzed (r’<45).
Results obtained in this research represent valuable contributions for the
understanding of association between the genetic variants studied and the risk of
developing PD, particularly with regard to the associated endophenotypes.

Keywords: Parkinson’s disease. VPS35. EIF4G1. LRRK2.
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INTRODUCAO

Caracteristicas neuropatoldgicas

A doenca de Parkinson (DP) é um distarbio comum entre os idosos com
prevaléncia de cerca de 1-2% em individuos com mais de 65 anos (de Lau &
Breteler, 2006; Postuma & Montplaisir, 2009). Trata-se de uma condi¢ao
caracterizada pela perda de neurbnios em diversas regides do cérebro, sendo
particularmente proeminente nos neurdnios dopaminérgicos da parte compacta da
substancia negra do mesencéfalo. Os neurénios dopaminérgicos da via nigroestriatal
sdo essenciais para a regulacdo motora e, quando essas células sao perdidas na
substancia negra, acarretam a deplecdo da dopamina no estriado, resultando em
bradicinesia e rigidez, que sdo caracteristicas clinicas classicas da DP (Tsui &
Isacson, 2011) (Figura 1).

Figura 1- Esquema da via nigroestriatal comprometida na doenga de Parkinson

A

Cortex ___
' 4
Estriado )

niicleo

caudado | . -
putdmen \‘,\ K/

mesencéfalo =~ {
Fz b Y

Substéncia negra

\7

\

7
mesencéfalo

Legenda: (A) Corte transversal do cérebro mostrando em detalhe o estriado e o mesencéfalo. (B)
Corte horizontal do mesencéfalo mostrando em detalhe a substéncia negra (Fonte: Connolly
& Lang, 2014, com modifica¢6es).
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Os neurdnios dopaminérgicos contém o pigmento neuromelanina, que é
responsavel pela coloragdo escura da substancia negra e a medida que ocorre a
morte desses neurdnios, a substancia negra vai perdendo sua coloracédo (Halliday &
McCann, 2010) (Figura 2).

Figura 2- Neuropatologia da doenca de Parkinson

Legenda: Seccao horizontal do mesencéfalo de um paciente com DP a esquerda (P) e de um controle
normal a direita (C) mostrando a perda de pigmentagdo da substancia negra no paciente P
apontada pelas setas vermelhas (Fonte: Mackenzie, 2001, com modificagées).

Além da morte dos neurbnios dopaminérgicos, hd a formacdo dos
corpusculos de Lewy nos neurbnios sobreviventes, que sdo conglomerados
proteicos e lipidicos (Braak et al., 2003) (Figura 3). O principal componente dos
corpusculos de Lewy é a a-sinucleina, uma pequena proteina sinaptica que tem
como funcéo se ligar aos lipidios de membrana e curva-los de forma a gerar uma
estrutura helicoidal. Entretanto, em algumas situacdes, essa proteina se liga a si
prépria e forma estruturas ricas em conformacfes folha-B. Pequenos oligbmeros
podem se acumular e gerar grandes fibrilas que sdo insollveis e que podem dar

origem aos corpusculos de Lewy (Cookson, 2009).
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Figura 3- Corpusculos de Lewy na substancia negra de um paciente com doenca de
Parkinson (Fonte: Lees et al., 2009, com modificacdes)

Braak e colaboradores (2003), ao estudarem os depdésitos de a-sinucleina no
cérebro, desenvolveram a hipotese dos seis estagios Braak relacionados a DP, a
qual suporta a ideia de que a neurodegeneracao vai além da perda dos neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra. Sao eles: nos estagios 1 e 2 ha depdsitos de
corpusculos de Lewy na periferia e, em seguida, se espalham para a medula
oblonga e para a via olfatéria. Esses depdsitos em regides periféricas podem ter
correlagdes clinicas com disturbios autonémicos e olfativos (Poewe, 2008; Gaig &
Tolosa, 2009). Nos estagios 3 e 4, os depdsitos infiltram o tronco cerebral, causando
distarbios de sono e motores. Nos estagios 5 e 6, 0 sistema limbico e as regifes
neocorticais sdo afetadas, causando danos neurocomportamentais, cognitivos e
emocionais (Braak et al., 2003; 2006) (Figura 4).
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Figura 4- Representacdo dos estagios de Braak relacionados a doenca de Parkinson
mostrando os sitios de iniciagdo na medula oblonga e no bulbo olfatério e por ultimo
a infiltracdo da patologia de Lewy nas regides corticais (Fonte: Halliday et al., 2011,
com modificagdes)

Estagios Braak 1 e 2 DP Estagios Braak 3 e 4 DP Estagios Braak 5 e 6 DP
Distiirhios autonomicos/olfatorios  Distirbios de sono/motores Distiirbios emocionais/cognitivos
o
via s premotor  sintomas motores
bulbo olfativo
via @ corpisculos de Lewy  ® corpisculos de Lewy
nervo vago no tronco cerebral na regiio cortical

Caracteristicas clinicas

Acredita-se que a DP tenha uma longa fase pré-motora antes de ser
diagnosticada pelos sintomas motores classicos (tremor em repouso, bradicinesia,
rigidez muscular e instabilidade postural). A fase pré-motora pode ser dividida em
qguatro estagios: pré-fisioldgico; pré-clinico; pré-motor e pré-diagnéstico (Figura 5). A
fase pré-fisioldgica inclui individuos que ndo possuem evidéncia da DP, mas
possuem mutacdes que podem conferir um maior risco ao desenvolvimento da
doenca (Polymeropoulos et al., 1997; Lucking et al., 2000; Healy et al., 2008). A fase
pré-clinica se refere a mudancas fisioldégicas que podem ser detectadas utilizando-se
metodologias tais como testes olfatérios e neuropsicologicos. Pacientes na fase pré-
motora podem desenvolver sintomas como o decréscimo do senso olfativo (Doty et
al., 1988; Muller et al., 2002; Ross et al., 2008; Haehner et al., 2009), constipacéo
(Abbott et al., 2001; Savica et al., 2010), além de disfuncdo autondémica e disturbios
do sono (Plazzi et al., 1998; Abbott et al., 2005; Postuma et al., 2009; Iranzo et al.,
2011) e neuropsiquiatricos (Gonera et al., 1997; Shiba et al., 2000). Na fase pré-

diagnéstico, muitos pacientes possuem alguns sinais de parkinsonismo, porém nao
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possuem todos os critérios requeridos para o diagnostico de DP (Louis & Bennett,
2007).

Figura 5- A piramide pré-motora da DP

Pré-diagnésticol

Pré-motor

Pré-clinico

Pré-fisiolégico

Legenda: Nesse modelo ha quatro estagios que precedem as manifestacfes clinicas classicas da
doenca: pré-fisioloégica, pré-clinica, pré-motora e pré-diagnéstico. H& relativamente um
grande nimero de individuos que tem uma predisposi¢do a desenvolver DP, mas apenas
uma fragéo progride a cada nivel. No final, o nUmero de individuos que desenvolvem a DP é
uma pequena fragdo do grupo de risco (Siderowf & Lang, 2012).



Tratamento

26

Atualmente, ndo ha tratamento disponivel que impeca a progressao da

doenca. A administracdo de levodopa e agonistas de dopamina apenas aliviam 0s

sintomas motores, podendo ocasionar efeitos adversos, como flutuagdes motoras e

discinesias (Fahn, 2000; Schapira, 2005) (Figura 6).

Figura 6- Atuacdo dos principais medicamentos disponiveis para o tratamento dos

sintomas motores da doenca de Parkinson
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Legenda: O levodopa periférico ultrapassa a barreira hematoencefalica e é convertido centralmente
em dopamina. Com o intuito de disponibilizar mais levodopa no estriado, inibidores da
dopamina descarboxilase (DDCIs) bloqueiam a conversdo do levodopa em dopamina e
inibidores da catecolamina-O-metil transferase (COMTIs) blogueiam a degradacdo do
levodopa a 3-o-metildopa (3-OMD) na circulacéo periférica (Fonte: Connolly & Lang, 2014,

com modificacdes).



27

Etiologia

Fatores ambientais

Resultados experimentais obtidos em diversos estudos indicam que algumas
substancias relacionadas aos habitos e a dieta do paciente podem reduzir ou
aumentar a suscetibilidade a doenca. Evidéncias sugerem que o cigarro e a cafeina
reduzem o risco da DP, possivelmente porque promovem a sobrevivéncia dos
neurénios dopaminérgicos (Hernan et al., 2002; Kieburtz & Wunderle, 2013).
Atividades fisicas também parecem contribuir para diminui¢cdo do risco da doenca
(Thacker et al., 2008). Em contraste, sugere-se que a exposicdo a pesticidas
aumenta trés vezes o risco de desenvolvimento da doenca (Tanner et al., 2009;
2011). Individuos que trabalham em atividades rurais parecem ter uma maior chance
de desenvolver DP devido a maior exposicao a pesticidas (Hancock et al., 2008).
Goldman e colaboradores (2006) conduziram um estudo em pessoas que tiveram
traumatismo cranio-encefélico e sugeriram que o trauma eleve duas vezes o risco de

desenvolvimento da DP.

Fatores Genéticos

Até 1997, o papel da herdabilidade na etiologia da DP era controverso (Farrer,
2006). Acreditava-se que a doenca fosse ocasionada por fatores ambientais devido
a algumas evidéncias: a epidemia de parkinsonismo pdés-encefalitico que ocorreu
logo apo6s a primeira guerra mundial (Casals et al., 1998); a descoberta do MPTP
como agente indutor do parkinsonismo (Langston et al, 1983) e a falta de
concordancia da doenga observada entre gémeos monozigoticos (Tanner et al.,
1999; Wirdefeldt et al., 2011). Entretanto, a base genética da DP comecou a ser
elucidada na ultima década e sabe-se hoje que se trata de uma condicdo com

importante componente genético que inclui mutagfes diretamente associadas a
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doenca e variantes de risco que modificam a susceptibilidade a DP (Gasser et al.,
2011).

Aproximadamente, 10% dos pacientes com DP tém histéria familiar da
doenca e verifica-se que as formas mendelianas tém contribuido para a elucidacao
das vias moleculares que levam a degeneracdo e a morte neuronal. Através de
andlise de ligacao, estudos de associacao genémica (GWAS) e sequenciamento de
nova geracdo foram identificados pelo menos 12 genes associados as formas
monogénicas envolvidas na DP (Tabela 1). Dentre os genes descritos, mutacdes em
trés deles (SNCA, LRRK2, VPS35) sdo causas autossémicas dominantes da DP,
conclusivamente estabelecidas. Recentes evidéncias, ainda que inconclusivas,
sinalizam que alteragbes no gene EIF4AG1 também contribuem para o

desenvolvimento da DP (Bonifati, 2014).



Tabela 1- Genes associados a doenca de Parkinson com heranca monogénica
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Gene Localizacédo Heranca Caracteristicas patolégicas Fenotipo Clinico Referéncias
SNCA 4921 Dominante Cgrpusculos 2 LE] DP com inicio precoce e curso agressivo Polymeropoulos et al., 1997
atipica em alguns casos
LRRK2 12qg12 Dominante I?Igomorﬁca, c_;orpusculos ele Lty Tipico, com inicio tardio Z'”?p,“Ch eJE BN
tipicos na maior parte dos casos Paisan-Ruiz et al., 2004
. . . S . Zimprich et al., 2011;
VPS35 16911.2 Dominante Desconhecido Tipico, com inicio tardio Vilarifio-Guiell et al., 2011
EIF4G1 3g27.1 Dominante (?) Desconhecido DP com inicio tardio Chartier-Harlin et al., 2011
PRKN 6025.2-927 Recessiva Ausen_c:la Bl GERUEEL 965 0% (LEw) DP com inicio precoce e curso lento Kitada, 1998
na maior parte dos casos
PINK1 1p35-p36 Recessiva Ciplie.lies d,e LEN . DP com inicio precoce e curso lento Valente et al., 2004
(apenas um cérebro analisado)
DJ-1 1p36 Recessiva Desconhecido DP com inicio precoce e curso lento Bonifati et al., 2003

*SNCA- a-synuclein; LRRK2 - leucine-rich repeat kinase 2; VPS35 - vacuolar protein sorting 35; EIF4G1 - eukaryotic translation initiation factor 4-gamma 1;
PRKN — Parkin; PINK1 - PTEN-induced putative kinase 1; DJ-1 - oncogene DJ-1. Genes associados a formas atipicas e juvenis da DP nao incluidos na
tabela: ATP13A2 - ATPase type 13A2; PLA2G6 - group VI phospholipase A2; FBXO7 — F-box only protein 7; DNJC6 -DnaJ (Hsp40) homolog; SYNJ1 -
synaptojanin 1 (Fonte: adaptado de Bonifati, 2014).
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Além das muta¢des monogénicas, variantes comuns ou raras também podem
contribuir para o desenvolvimento da doenca (Hardy, 2010; Bonifati, 2014). Desta
forma, evidencia-se uma complexa arquitetura genética, como apresentada na figura
7, onde vemos que, apesar das mutacfes com heranca monogénica terem um efeito
maior, elas sdo, em geral, raras na populagéo. Por sua vez, as variantes comuns
sdo encontradas com uma frequéncia superior a 5%, porém, oferecem um risco
menor ao desenvolvimento da doenca (Hardy, 2010; Lesage & Brice, 2012). Esta
complexidade sinaliza o envolvimento de uma diversidade de vias metabdlicas na
etiologia da DP. Nos atimos anos, atencdo especial dos estudos de associacao
genética com a DP tem sido voltada para as variantes raras e comuns dos genes
dominantes EIF4G1, VPS35 e LRRK2.

Figura 7- Arquitetura genética da doenca de Parkinson

Efeito
SNCA
[ VPS35
Grande LRRK2
Heranga monogénica
PINK1 ATp13A2
Parkin GBA
Moderado Variantes raras
LRRK2
LRRK2
Variantes comuns
Pequeno SNCA

MAPT

Frequéncia alélica

e ss—————
0.001 0.005 .05
raro | Menos comum ’0 I Comum ‘

Legenda: O eixo y do gréafico representa os efeitos que as alteracdes podem oferecer (grande,
moderado e pequeno) e o eixo x representa a frequéncia alélica, sendo classificadas como:
muito raro (<0,001), raro (<0,005), menos comum (<0,05) e comum (>0,05) (Fonte: Tsuji
2010, com modificag6es).
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Gene EIF4G1

O gene eukaryotic translation initiation factor 4-gamma 1 (EIF4G1) (OMIM
600495) mapeia em 3g27.1, possui 33 exons e codifica o fator de iniciagdo de
traducdo elF4G1 (eukaryotic translation initiation factor 4G1), um componente do
complexo de iniciacdo de traducao elF4F (eukaryotic translation initiation factor 4F)
(Figura 8).

Figura 8- Localizacédo do gene EIF4G1 em 3g27.1

Cromossomo 3 Ideograma da interagdo da proteina elF4G1
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Legenda: A regiao N-terminal da proteina elF4G1 se liga ao elF4E (eukaryotic translation initiation
factor 4E) e ao PABP (poly-adenine binding protein) que ataca a cauda do RNA mensageiro.
O dominio central do elF4G1 recruta o elF4A (eukaryotic translation initiation factor 4A) e
elF3 (eukaryotic translation initiation factor 3). A regidao C-terminal da proteina elF4G1
contém sitios de ligacdo adicionais para elF4A e fatores de regulagéo incluindo Mnk1 (MAP
kinase signal-integrating serine/threonine kinase 1). Juntos, o elF3 e elF4F (eukaryotic
translation initiation factor 4F) se ligam a subunidade ribossémica 40S e ao RNA
transportador metionil. A posicdo das mutacbes EIF4AG1l p.A502V e p.R1205H estdo
apresentadas a nivel de exoma e proteoma (Fonte: Chartier-Harlin et al., 2011, com
modificacdes).
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MutacBes no gene EIF4G1l tém sido descritas como uma possivel causa
genética da doenca de Parkinson tardia de heranca autossdmica dominante.
Chartier-Harlin e colaboradores (2011) identificaram uma Unica variante no gene
EIF4G1 segregando em uma familia de origem francesa, a p.R1205H (c.3614G>A).
ApoOs a descoberta inicial, outros 7 pacientes com histéria familiar de DP de
diferentes nacionalidades (Estados Unidos, Canad4, Irlanda, Italia e Tunisia) foram
identificados com esta mutacdo. A alteracdo p.R1205H, localizada no exon 24, leva
a substituicdo do aminoacido arginina, conservado entre os mamiferos, pela histidina
no residuo 1205 da proteina. Além dessa mutacdo, outras quatro variantes de
sentido trocado foram identificadas em individuos com DP, entre elas, a variante
p.A502V (c.1505C>T) encontrada em 3 pacientes com histéria familiar e um caso
esporadico. Apesar de raras, é possivel que mutagcdes no gene EIFAG1l sejam
causas incomuns ou fatores de risco para DP. Estudos de andlise funcional
demonstraram que as mutag¢des p.R1205H e p.A502V interferem com a ligagéo dos
fatores elF3e (eukaryotic translation initiation factor 3, subunit E) e elF4E (eukaryotic
translation initiation factor 4E), interacfes estas normalmente requeridas para iniciar
a traducéo (Chartier-Harlin et al., 2011).

Gene VPS35

O gene vacuolar protein sorting 35 (VPS35) (OMIM 601501) mapeia em
160911.2 e possui 17 exons. A expressao de seu RNA mensageiro ocorre em muitos
tecidos, incluindo o cérebro. Ele codifica uma proteina denominada Vps35 de 796
aminoacidos com um peso molecular de 92 kDa (Edgar & Polak, 2000; Zhang et al.,
2000). O gene VPS35 é um componente altamente conservado do complexo
retrbmero, que € a maior plataforma de classificacdo de vias secretoras, na qual
proteinas recém-sintetizadas ou recuperadas de compartimentos endociticos sao
marcadas para diferentes destinos (Anitei & Hoflack, 2011). O retrdmero é um
complexo multiproteico formado no revestimento das membranas endossomicas,
gue medeia o transporte retrogrado de carga transmembrana do endossomo para o
trans-Golgi (Seaman, 2005; Bonifacino & Rojas, 2006). O complexo retrdbmero

humano € constituido de dois subcomplexos: o trimero Vps26-Vps29-Vps35, de



33

reconhecimento cargo e o dimero sorting nexin (SNX) composto por uma
combinagao indefinida de SNX1, SNX2, SNX5, SNX6 e, possivelmente, SNX32
(Attar & Cullen, 2010; McGough & Cullen, 2011) (Figura 9).

Figura 9- Localizacédo do gene VPS35 em 16q11.2
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Legenda: A figura apresenta um modelo para formac@o do retrdbmero sobre membranas
endossémicas. As unidades do retromero SNX, Vps26, Vps29 e Vps35 formam dominios de
revestimento sobre as membranas do endossomo que capturam moléculas-carga, incluindo
proteinas transmembrana para vesiculas que as retornam a rede trans de Golgi. A proteina
Vps35 liga-se as caudas citoplasmaticas das proteinas transmembrana de carga. A proteina
SNX contém diferentes médulos proteicos: um dominio PX, o qual se liga a fosfaditilinositol
PI(3)P, e um dominio BAR, o qual medeia a dimerizacdo e acoplamento as membranas
altamente curvadas. As mutacdes p.R524W e p.D620N estdo apontadas segundo a sua
posicdo exdnica (Fonte: Bonifacino & Rojas, 2006, com modificacdes).
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Em 2011, através do sequenciamento do exoma do gene VPS35, dois grupos
independentes descreveram a mesma mutacdo p.D620N (c.1858G>A) como uma
nova causa de DP autossdmica dominante em duas familias de origem suica e
austriaca (Vilarino-Guell et al., 2011; Zimprich et al., 2011). Muta¢Bes patogénicas
no VPS35 podem causar uma disfuncdo no sistema de transporte retrogrado e
contribuir para a morte de neurdnios dopaminérgicos na DP. Além disso, podem
causar disfuncdo no trafego endossomo-lisossomo, similar & SNCA e ao LRRK2,
que estdo envolvidos com o trafego de vesiculas (Caudle et al., 2008; Berwick &
Harvey, 2011; Vilarifio-Guell, et al, 2011; Zimprich et al., 2011; Guella et al., 2012;
Sheerin et al., 2012). Aléem da mutacdo p.D620N, a variante p.R524W (c.1570C>T)

foi reportada como sendo possivelmente patogénica (Zimprich et al., 2011).

Gene LRRK?2

O gene Leucine-Rich repeat Kinase 2 (LRRK2) (OMIM 609007) mapeia em
12912, possui 144kb de extensdo, 51 exons e codifica a proteina dardarina ou
LRRK2 de 2527 aminoacidos. A dardarina possui peso molecular ~280 kDa e
contém os dominios ARM (Armadillo), ANK (Ankyrin repeat), LRR (leucine rich
repeat), ROC (Ras of complex proteins; GTPase), COR (C-terminal of ROC),
MAPKKK (mitogen activated kinase kinase kinase) e WD40 (Schulte & Gasser,
2011). Sugere-se que ela esteja envolvida na organizagdo do citoesqueleto e do
microtubulo, no trdfego vesicular e na dinAmica de membrana, em eventos de
sinalizacdo, no processamento de microRNA, na neurotransmissdo estriatal, na
arborizacdo neuronal, na endocitose, na autofagia e na imunidade (MacLeod et al.,
2006; Gehrke et al., 2010; Cookson, 2012; Matta et al., 2012; Berwick & Harvey,
2012; Tsika & Moore, 2012) (Figura 10).
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Figura 10- Localizagdo do gene LRRK2 em 12g12
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Legenda: A figura mostra o modelo de regulacdo do dimero dardarina proposto por Deng e
colaboradores (2008). (A) Com a hidrélise do GTP a GDP, mudangas conformacionais do
dimero ROC (verde e amarelo) interrompem o dimero COR (azul claro) e MAPKKK,
inativando a atividade quinase (azul). (B) Na ligacdo ao GTP o dominio ROC dimérico
(verde e amarelo) induz a dimerizagdo COR (azul claro), induzindo a auto-interacdo do
dominio MAPKKK, resultando em sua atividade de fosforilacdo (vermelho). As mutactes
analisadas neste estudo estdo apontadas na representacdo grafica do exoma do gene
LRRK2 (Fonte: Deng et al., 2008, com modificacbes).

Véarios estudos tém mostrado que mutacBes de ponto no gene LRRK2
explicam entre 5 a 13% dos casos familiares e 1 a 5% dos casos esporadicos da DP
(Karbe et al., 1992; Litvan et al., 1996; Juh et al., 2004; Tan & Skipper, 2007,
Williams et al., 2007; Jellinger, 2008; Pinkhardt et al., 2008; Teune et al., 2010).
Estudos de dosagens do LRRK2 objetivando a deteccdo de CNVs (nimero de
cOpias variaveis) ndo detectaram multiplicacdes ou delecdes (Mata et al., 2005;
Paisan Ruiz et al., 2008; Nuytemans et al., 2009). A frequéncia das mutacdes
identificadas no gene LRRK2 €& dependente do grupo étnico ou da populacdo em
estudo. Mutacdes de sentido trocado no LRRK2 representam a causa mais comum
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da DP familiar (Paisan-Ruiz et al., 2004; Zimprich et al., 2004). Até o momento, sete
mutacBes patogénicas foram confirmadas no LRRK2 (p.N1437H, p.R1441C;
p.R1441G; p.R1441H, p.Y1699C, p.G2019S e p.12020T) (Farrer & Ross, 2006; Aasly
et al., 2010). A mutacdo mais frequentemente encontrada é a p.G2019S
(c.6055G>A), localizada no dominio quinase MAPKKK, sendo relatada em alta
frequéncia em arabes norte africanos (37% dos casos familiares e 41% dos casos
esporadicos) (Lesage et al., 2006) e em Judeus Ashkenazi (29% dos casos
familiares e 13% dos casos esporadicos) (Ozelius et al., 2006). Em contraste, a
mutacdo p.G2019S € muito rara nas populacdes asiaticas (< 0,4%) (Lu et al., 2005;
Tan et al., 2005; Fung et al., 2006; Zabetian et al., 2006). Essa variante tem
penetrancia incompleta associada a idade, sendo 28% aos 59 anos, 51% aos 69
anos e 74% aos 79 anos (Gan-Or et al., 2012). Ha relatos, porém, de octogenarios
que, apesar de terem essa mutagcdo, ndo apresentam sintomas clinicos da DP (Kay
et al., 2005; Gaig et al., 2006) (Figura 11).
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Figura 11- Frequéncia da mutacdo p.G2019S em diferentes regides do mundo

Deng et al., 2005; Farrer et al., 2005; Bras et al., 2005; Gaig et al., 2006;
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Variantes ex6nicas raras (p.Q1111H, p.T1410M, p.M1646T, p.S1761R e p.Y2189C)
no gene LRRK?2

Outras variantes exobnicas raras tém sido descritas no gene LRRK2
associadas a DP, apesar de ainda ndo terem seu papel esclarecido na etiologia da
doenca. Nichols e colaboradores (2007) em um estudo no qual sequenciaram todos
0os 51 exons do gene LRRK2 em pacientes de 88 familias, em sua maioria, de
origem europeia, encontraram a variante p.Q1111H (c.3333G>T) em 2 irm&os
hispanicos, estando ela ausente em 368 controles saudaveis de etnia branca. Sendo
a glutamina na posicdo 1111 altamente conservada na maioria das espécies, uma
mudanca nesse aminoacido pode modificar o dominio LRR e ter um impacto na
atividade da dardarina.

A variante p.T1410M (c.4229C>T) foi encontrada em maior frequéncia em
pacientes com DP (9,3%) quando comparados a controles saudaveis (4,9%)
(Lesage et al., 2009), embora tenha sido considerada nao patogénica pelos autores,
que sugerem a necessidade de mais estudos para saber se essa variante € um fator
de risco para DP ou uma variante nao patogénica. O amino&cido treonina localizado
no dominio ROC é altamente conservado na posicdo 1410 e analises in silico
demonstraram que essa alteracdo é possivelmente patogénica (Abdalla-Carvalho et
al., 2010).

A substituicdo p.M1646T (c.4937T>C) foi inicialmente reconhecida como uma
variante ndo associada a DP, com frequéncias variando entre 0,02% a 2,42%
(Zimprich et al., 2004; Mata et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006; Nuytemans et al.,
2009). Entretanto, recentemente, Ross e colaboradores (2011), identificaram a
variante p.M1646T como sendo o primeiro fator de risco comum na populagéo
branca com um odds ratio (OR) de 1,43.

A mutacdo p.S1761R (c.5281A>C) foi identificada em 3 pacientes espanhdis
com histéria familiar de DP e analises in silico indicam que essa mudanca do
aminoacido de serina para arginina € prejudicial para a proteina devido a diminui¢cao
da atividade GTPase e consequentemente da atividade quinase da dardarina
(Lorenzo-Betancor et al., 2012).

A variante ex6nica p.Y2189C (c.6555A>G) foi encontrada inicialmente em um

paciente belga com DP familiar (Nuytemans et al., 2008). Estudos posteriores
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conduzidos em pacientes norte africanos e arabes berberes encontraram associagao
de risco dessa variante com a DP (Jasinska-Myga et al., 2010; Ross et al., 2011).
Além disso, andlises in silico indicam que a variante p.Y2189C pode ser deletéria
para a funcéo da dardarina (Nuytemans et al., 2008).

Variantes exénicas comuns (p.N551K, p.R1398H, p.K1423K) no gene LRRK?2

Ao contrario das variantes descritas anteriormente, o haplétipo formado pelas
variantes exoénicas comuns p.N551K (c.1653C>G), p.R1398H (c.4193G>A) e
p.K1423K (c.4269G>A) parece conferir protecdo a doenca de Parkinson através da
reducdo da atividade quinase da dardarina (Tan et al., 2010; Ross et al., 2011).
Acredita-se que a variante p.R1398H diminui a toxicidade celular através da reducéo
da atividade quinase da proteina (Ito et al., 2007). O papel da variante de sentido
trocado p.N551K e da variante silenciosa p.K1423K no haplotipo protetor ainda é
desconhecido.

Estudos conduzidos em populacdes latino-americanas correlacionando a
presenca de variantes genéticas com susceptibilidade ao risco ou a protecdo para a
doenca de Parkinson sdo escassos ou inexistentes. Assim, julgamos que a analise
molecular voltada para a identificacdo de alteracbes exdnicas nos genes EIF4G1,
VPS35 e LRRK2 em uma ampla amostra de pacientes brasileiros com esta patologia
irA contribuir para o melhor entendimento da relacdo entre essas variantes genéticas
e a doenca em questdo, principalmente no que se refere aos endofendtipos

associados.
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1 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo principal conduzir a analise molecular de
variantes exonicas raras ou comuns nos genes eukaryotic translation initiation factor
4-gamma 1 (EIF4G1), vacuolar protein sorting 35 (VPS35) e Leucine-Rich repeat
Kinase 2 (LRRK2) em uma ampla amostra de individuos brasileiros com doenca de
Parkinson, bem como em um grupo de individuos controles saudaveis, com o intuito
de verificar se existe associacdo entre as variantes estudadas e o desenvolvimento

da DP em casuistica brasileira.

1.1 Objetivos especificos:

a) Rastrear a presenca das mutacfes raras nos genes EIFAG1l (p.R1205H;
p.A502V), VPS35 (p.D620N; p.R524W) e LRRK2 (p.G2019S) na amostra
selecionada;

b) Estabelecer correlagcbes gendtipo-fenétipo entre os pacientes com uma
mesma mutacao;

c) Avaliar a frequéncia genotipica e alélica das variantes de ponto p.Q1111H,
p.T1410M, p.M1646T, p.S1761R e p.Y2189C no gene LRRK2 em casos e
controles e a associacao dessas variantes com a DP;

d) Avaliar a frequéncia genotipica e alélica das variantes comuns p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K no gene LRRK2 em casos e controles bem como a
frequéncia haplotipica e a associa¢do com a DP;

e) Avaliar se existe desequilibrio de ligacédo entre as variantes comuns p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K no gene LRRK2.
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2 METODOLOGIA

2.1 Pacientes com DP e individuos controles saudaveis

Os pacientes foram avaliados por médicos neurologistas especialistas em
distarbios de movimento, de acordo com 0s critérios clinicos recomendados para a
DP, que incluiam a presenca de pelo menos trés das manifestacbes motoras que
caracterizam a doenca (tremor em repouso, bradicinesia, rigidez muscular e
instabilidade postural). Os probandos foram triados nos ambulatérios de doencas de
movimento do: Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE/UERJ), Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ), Instituto de Neurologia
Deolindo Couto (INDC/UFRJ), Hospital Federal dos Servidores do Estado (HFSE),
Santa Casa de Misericordia do Rio de Janeiro (SCM), Hospital Universitario Anténio
Pedro (HUAP/UFF), Instituto Integrado de Neurociéncias de Goiania (IINEURO) e
Hospital Universitario Getulio Vargas (HUGV/UFAM). Os individuos foram
classificados como casos esporadicos, quando ndo havia histéria familiar da doenca
ou como casos familiares, havendo ao menos um parente de primeiro ou segundo
grau com DP. O grupo controle compreendeu individuos saudaveis de mesma faixa
etaria que ndo apresentavam sinais ou sintomas da DP ou de qualquer outra doenca
neurodegenerativa. Os individuos participantes deste estudo foram esclarecidos
guanto aos objetivos da pesquisa. A coleta do material biolégico para analise
molecular foi realizada apenas ap6s a autorizacdo dos participantes, mediante a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A e B). Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro [Protocolo de pesquisa n° 032.2.2008 — Parecer 026/2013 (adendo ao
projeto)] (Anexo C) e os procedimentos adotados seguiram as normas éticas do
CNS/MS (Resolugdo 466/2012) que regem as pesquisas envolvendo seres

humanos.
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2.2 Desenho amostral relativo ao estudo dos pacientes com DP

2.2.1 Mutacdes nos genes EIFAG1, VPS35 e LRRK?2

As andlises moleculares das mutacdes nos genes VPS35 (p.D620N;
p.R524W), EIFAG1 (p.R1205H; p.A502V) e LRRK2 (p.G2019S) foram conduzidas
em 582 pacientes brasileiros com DP ndo aparentados. Foi realizado um
rastreamento adicional de 319 controles saudaveis para as mutacbes nos genes
EIF4G1 e VPS35. O grupo de pacientes incluiu 367 homens e 215 mulheres, com
idades variando entre 16 e 96 anos (idade média 60,73 * 12,52; idade de
manifestacdo média 52,49 + 13,24 anos). Entre eles, 59% tiveram DP tardia tipica
(=50 anos) e os demais desenvolveram os primeiros sinais da doenca antes dos 50
anos. Dos 582 pacientes analisados, 33,7% reportaram histéria familiar da DP e
66,3% eram casos esporadicos. O grupo controle incluiu 319 individuos saudaveis
(112 homens e 207 mulheres) (faixa etaria: 50-98 anos; idade média: 69,98 + 9,40
anos). A mutagdo p.G2019S néo foi estudada no grupo controle visto que ela foi
anteriormente rastreada por Beatriz de Carvalho Guimarédes em sua monografia em
168 individuos controles saudaveis e essa mutacdo se mostrou ausente (Guimaraes
et al., 2009).

2.2.2 Variantes exonicas raras e comuns no gene LRRK?2

As analises moleculares de variantes no gene LRRK2 foram restritas aos
pacientes da regido sudeste do Brasil, sendo os pacientes de outras regifes
excluidos com o intuito de reduzir o nUmero de varidveis atuantes sobre a amostra
em questdo. As variantes no gene LRRK2 foram classificadas em dois grupos: raras
(p.Q1111H, p.T1410M, p.M1646T, p.S1761R, p.Y2189C) e comuns (p.N551K,
p.R1398H, p.K1423K). O rastreamento das variantes raras e comuns no gene
LRRK2 foi conduzido em 551 individuos ndo aparentados: 329 pacientes com DP
(229 do Rio de Janeiro, 39 de S&o Paulo, 42 de Minas Gerais e 19 do Espirito
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Santo) e 222 controles saudaveis. O grupo de pacientes incluiu 200 homens e 129
mulheres, com idade variando entre 16 e 96 anos (idade média 61,77 + 12,45 anos;
idade de manifestacdo meédia 53,49 + 13,58 anos). Entre eles, 60,81% tiveram DP
tardia (=50 anos) e os demais desenvolveram os primeiros sinais da doenca antes
dos 50 anos. Dos 329 pacientes analisados, 217 (65,9%) eram casos isolados e 112
(34,1%) reportaram historia familiar da DP. Os 222 individuos controles saudaveis
(107 homens e 115 mulheres) residiam no Estado do Rio de Janeiro (faixa etéria:
50-98 anos; idade média 65,59 + 10,15 anos).

Nas analises das variantes comuns (p.N551K, p.R1398H, p.K1423K), foram
realizadas estratificagbes na amostra de pacientes do sudeste para verificar se
existiam resultados mascarados devido a forma da DP (familiar ou esporadica), a
idade de manifestacao (tardia), bem como, ao efeito geografico (Estado do Rio de
Janeiro versus outros Estados do sudeste). Assim, a amostra do sudeste foi
estratificada em: (1) pacientes com DP esporadica; (2) pacientes com DP familiar;
(3) pacientes com DP tardia (=50 anos) e (4) pacientes provenientes do Estado do
Rio de Janeiro (Tabela 2). Estas analises foram realizadas em comparacao ao grupo

de 222 individuos controles saudaveis residentes no Estado do Rio de Janeiro.

Tabela 2- Caracteristicas da amostra estratificada de pacientes com DP

Caracteristicas Sudeste Sudeste Sudeste Rio de
Esporadico Familiar 2 50 anos Janeiro

Tamanho da amostra o A0S el ALl
(11848;75Q) (7114;37%) (12038;70?) (1303;76 @)

Faixa etéria 33-88 21-90 53-91 21-96

o : ~ 62,40 63,03 68,14 61,34

Idade média (£ desvio padrdo) (* 11,11) (* 12.76) (= 8.60) ( 11,93)

Idade de manifestacdo média 54,51 55,29 61,94 53,61

(+ desvio padrao) (11,34) (x12,63) (+ 8,25) (x11,91)

Casos isolados 193 0 122 146

Casos familiares 0 108 68 60

Manifestacdo da DP < 50 anos 71 40 0 85

Manifestacdo da DP > 50 anos 122 68 190 121
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2.3 Coleta de material biolégico e extragcdo de DNA genémico

A coleta de sangue periférico ou de saliva foi realizada por um técnico em
andlises clinicas, seguindo normas de plena assepsia. Foram coletados 5 mL de
sangue periférico utilizando-se tubos vacutainer contendo anticoagulante EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético). Para a extragcdo de DNA gendmico do sangue,
foi utilizado o Kit comercial illustra™ blood genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare).
Em um microtubo de 1,5 mL foram adicionados 300 pL da amostra de sangue, 20 puL
de proteinase K (20 mg/mL) e 400 pL de tampéao de lise tipo 10 (1-2 mg/mL). Essa
solucdo foi misturada em agitador vortex, durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Apdés esta etapa, a solucdo foi centrifugada. O sobrenadante foi
transferido para uma coluna e centrifugado durante 1 minuto a 11.000 rpm. O
sobrenadante formado nessa etapa foi descartado e a coluna foram acrescentados
500 L de tampdo de lise tipo 10 (1-2 mg/mL), sendo esta centrifugada novamente
por 1 minuto a 11.000 rpm. Ao final desta etapa, o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, foram adicionados a coluna 500 pL de tampéao de lavagem tipo 6 (24 mL de
etanol absoluto em 120 mL de tampéao de lavagem tipo 6), sendo essa centrifugada
por 3 minutos a 11.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a coluna foi transferida
para um novo microtubo, ao qual foram adicionados 200 uL de tampé&o de eluicdo 5
(10mM de KHCOg3; 155 mM de NH4CI; 0,1 mM de EDTA) a 70° C e incubado por um
minuto a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se a centrifugacdo durante 1
minuto a 11.000 rpm para retirada do DNA da coluna. As etapas de centrifugagao
foram realizadas em uma centrifuga eppendorf modelo 5417R com rotor de 6 cm de
raio.

Na extragcdo de DNA a partir da amostra de saliva, utilizou-se o Kit
ORAGENE™ DNA self-collection (DNAGENOTEK). Para a coleta adequada da
saliva, algumas recomendacfes foram feitas, que consistiam em nédo beber, comer
ou fumar 30 minutos antes da realizacdo do procedimento. No momento da coleta, a
amostra de saliva foi misturada delicadamente com a solucdo contida no frasco
coletor e mantida a temperatura ambiente. Em sequéncia, a amostra foi incubada
em banho-maria a 50° C por, no minimo, 1 hora e 500 puL dessa amostra foram
transferidos para um microtubo de 1,5 mL. Adicionou-se 20 uL de Oragene Purifier

(fornecido pelo fabricante) a essa solucéo, que foi misturada em vortex por alguns
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segundos. Em seguida, a solucdo foi incubada em gelo durante 10 minutos e
centrifugada a temperatura ambiente por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante
foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL, cuidadosamente descartando o
precipitado com as impurezas. Foram adicionados 500 pL de etanol 95-100% para
cada 500 pL de sobrenadante, misturando-se delicadamente, sendo a amostra
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente para a precipitacdo do DNA. A
seguir, o0 microtubo foi centrifugado por 2 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
removido com cuidado e descartado para ndo revolver o precipitado. A este foram
adicionados 100 pL de tampéo TE [Tris 10 mM (GE Healthcare)-HClI (MERCK);
EDTA 1 mM (GE Healthcare); pH 7,4].

Em ambos os métodos de extracdo utilizados, foram obtidas duas aliquotas
de DNA em microtubos de 1,5 mL para cada paciente, sendo uma delas

armazenada a 4° C e a outra a -20° C.

2.4 Estimativa da concentracao e da integridade do DNA

A integridade das amostras de DNA foi avaliada atraves de eletroforese em
gel de agarose 0,8% (Bioagency) diluida em tampao TBE 1X [Tris 89 mM (GE
Healthcare), acido borico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. As
preparacdes das amostras foram feitas através da adicdo de 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 agua destilada (Uniscience) e 8 uL de agua deionizada
(MilliQ). A eletroforese foi realizada em cuba horizontal [MS 250V Power Supply
(Major Science)] por 1 hora a 60 V, utilizando-se como tampao de corrida TBE 1X
[Tris 89 mM (GE Healthcare), acido boérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE
Healthcare)]. Apos a corrida, o gel foi visualizado em um transiluminador de luz
ultravioleta [modelo TM 20 (UVP)]. A intensidade e integridade da banda de cada
amostra de DNA foi comparada com o padrao de DNA de Bacteriéfago A (Thermo
Fisher Scientific) de 100 ng/uL.

A concentracdo das amostras de DNA foi aferida através de

espectrofotometria em um NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). No preparo
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das amostras foi utilizado 1 pL de aliquota de DNA e o tampé&o de eluicdo 5 (10mM
de KHCOg3; 155 mM de NH4CI; 0,1 mM de EDTA) como branco na calibracdo do
equipamento para os DNAs extraidos a partir do sangue e o tampé&o TE [Tris 10 mM
(GE Healthcare), HCI (MERCK), EDTA 1 mM (GE Healthcare); pH 7,4] para os DNAs
que foram extraidos a partir da saliva. A estimativa da concentracdo da amostra e o
grau de pureza (contaminacgédo por proteinas, fendis e carboidratos) foram calculados

pelo equipamento com a configuracédo de quantificacdo de DNA de dupla fita.

2.5 Anélise molecular

2.5.1 Anélise molecular da mutacdo LRRK2 p.G2019S

2.5.1.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para avaliar a presenca da mutacao p.G2019S no exon 41 do gene LRRK2 foi
realizada a amplificacdo do DNA através da técnica de PCR, seguida por digestao
enzimatica. Um par de primers (Invitrogen), descrito por Di Fonzo e colaboradores
(2005), foi utilizado, correspondendo aos primers PARK8 41F (5 TTT TGA TGC
TTG ACA TAG TGG AC 3’) e PARK8_41R (5 CAC ATC TGA GGT CAG TGG TTA

TC 3’). As condicdes finais das reacoes estao especificadas na Tabela 3.
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Tabela 3- Condicdes utilizadas na PCR para a amplificacdo do exon 41 do gene
LRRK?2.

Reagentes Exon 41
Tampao de reacao 10X (BIOTOOLS)* 1X
dNTPs 5 mM (GE Healthcare) 200 uM
MgCl, 50 mM (BIOTOOLS) 2,0 mM
Primer F 10 uM (Invitrogen) 0,4 uM
Primer R 10 uM (Invitrogen) 0,4 uM
Tag DNA polimerase 1U/uL (BIOTOOLS) 10U
DNA ~50 ng 2ng
Volume final 25,0 uL

*Tampao de reacao 10X [KCI 5 mM, Tris HCI 7,5 mM - pH 9,0, (NH4),SO4 2 mM].

As condi¢cBes de ciclagem utilizadas incluiram: desnaturacao inicial a 95° C
por 6 minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 95° C por 1 minuto, hibridizagéo a 60° C
por 1 minuto e extensdo a 72° C por 1 minuto e 30 segundos; e extensao final a 72°
C por 7 minutos. As reacfes de PCR foram conduzidas em um termociclador Veriti
modelo 9902 (Thermo Fisher Scientific). Ap6s a amplificacdo, os produtos da PCR

foram armazenados a -20° C.

2.5.1.2 Avaliagédo da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da
reacao

Para avaliagcdo da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da
reacdo, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
(Thermo Fisher Scientific), diluida em tampao TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare),
acido borico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. As amostras foram
preparadas adicionando-se 3 uL da aliquota da reacdo de PCR a 1 uL de corante de
corrida [azul de bromofenol 0,25% (GE Healthcare); xileno cianol 0,25% (GE
Healthcare); glicerol 30% (ISOFAR)] e 1 pL de GelRed™ diluido previamente em
500 pL de agua destilada (Uniscience). A eletroforese foi realizada a 80 V, por 1
hora em cuba horizontal [MS 250V Power Supply (Major Science)], utilizando como

tampdo de corrida TBE 1X. Apos a eletroforese, o gel foi visualizado em um
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transiluminador de luz ultravioleta [modelo TM 20 (UVP)] e para confirmacdo do
tamanho dos amplicons (329pb) foi utilizado o padrao de tamanho de fragmento
expresso em pares de bases 1 kb DNA ladder (Thermo Fisher Scientific).

2.5.1.3 Identificagdo da muta¢cao LRRK2 p.G2019S por PCR-RFLP

Parte do rastreamento da mutacdo p.G2019S (204 pacientes com DP) foi
realizada por Claudia Abdalla Carvalho em sua tese de doutorado (Abdalla-
Carvalho, 2011). Para analisar a presenca da mutacédo p.G2019S nos pacientes com
DP foi utilizada a técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism),
com base nos comprimentos diferenciados dos fragmentos gerados pela digestéao
enzimatica dos produtos da PCR, visto que esta mutacdo cria um novo sitio de
restricdo para a enzima. Apés a visualizacdo da amplificacdo em gel de agarose 1%,
os amplicons foram digeridos com a enzima de restricao Sfcl (New England). Uma
mistura contendo 16,5 pL de agua MilliQ, 10 uL do produto da PCR, 3 puL de tampéo
da enzima (1X NEBuffer 4) (New England) com 5 U da enzima Sfcl (New England)
foi mantida por 16 horas a 37° C. Apo0s a digestao, foi realizada a eletroforese em gel
de poliacrilamida 5% (GE Healthcare) ndo desnaturante.

A composicdo do gel consistia em 1,25 mL de solugcdo de acrilamida (GE
Healthcare): bis acrilamida 20% (19:1) (GE Healthcare), 0,25 mL de tampédo TBE
10X, 35 pL de persulfato de aménio 10% (GE Healthcare), 5 pL de TEMED
(Invitrogen) e 3,46 mL de 4gua MilliQ. Dez microlitros do produto da digestao foram
adicionados a 1 puL de corante de corrida [azul de bromofenol 0,25% (GE
Healthcare); xileno cianol 0,25% (GE Healthcare); glicerol 30% (ISOFAR)], sendo a
preparacao aplicada no gel. A eletroforese foi realizada em uma cuba vertical Mini-
Protean (BIO RAD) a uma voltagem de 110 V por aproximadamente 1 hora. Para
confirmacédo do tamanho dos amplicons foi utilizado o padrédo de tamanho de
fragmento expresso em pares de bases de 1 kb DNA ladder (Thermo Fisher
Scientific). O fragmento da PCR de 329 pb é clivado na presenca do alelo G
(selvagem) em dois fragmentos de 228 pb e 101 pb. Na presenca do alelo A

(mutado) o amplicon é clivado em trés fragmentos de 207, 101 e 21 pb. Para fins de
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comparacao, uma amostra de DNA nao-digerida e uma amostra de um paciente
sabidamente portador da mutacéo p.G2019S foram aplicadas no gel.

Apos a eletroforese, o gel foi imerso sob agitacdo moderada em uma solucao
fixadora [acido acético 0,5% (Isofar), etanol 10% (Isofar)] por 2 minutos, corado em
uma solucéo de nitrato de prata [acido acético 0,5% (Isofar), etanol 10% (Isofar) e
AgNO3 0,2% (MERCK)] por 10 minutos e lavado em &gua destilada por 20
segundos. Apos a lavagem, o gel foi revelado em uma solucdo contendo 3% de
hidréxido de sédio (Isofar) e 0,1% de formaldeido (MERCK) por 10 minutos e fixado
em uma solucédo fixadora [acido acético 0,5% (Isofar), etanol 10% (lsofar)] por 2

minutos.

2.5.1.4 Sequenciamento automatico

As amostras com a mutacdo p.G2019S, identificadas através da técnica de
PCR-RFLP, foram confirmadas por meio de sequenciamento automatico a partir de

uma nova reacao de amplificacao.

2.5.1.5 Purificacéo dos produtos da PCR

Apoés a amplificagdo, as amostras foram purificadas. Nesta etapa, 20 uL do
produto da PCR foram purificados utilizando o Kit de purificacdo AccuPrep® PCR
Purification (Bioneer), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante, que consistia

em lavagem com tampdes especificos e centrifugacdes.

2.5.1.6 Reacao de sequenciamento

As reacOes de sequenciamento dos produtos purificados da PCR foram

preparadas em um volume final de 10 pL utilizando o kit BigDye Terminator v3.1



50

(Thermo Fisher Scientific), contendo: 50 ng do DNA purificado; 3,2 pmol do primer
senso ou antisenso; 1,0 yL de tampao (Thermo Fisher Scientific), 0,5 pyL do Kit
(Thermo Fisher Scientific) e agua para um volume final de 10 pyL de reagdo. As
reacoes foram realizadas em uma placa contendo 96 pocos [MicroAmp® Optical 96-
Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific)] e conduzidas no termociclador Veriti
modelo 9902 (Thermo Fisher Scientific). A ciclagem compreendeu 35 ciclos de
desnaturacdo a 96° C por 15 segundos, hibridizacdo a 50° C por 10 segundos e
extensdo a 60° C por 4 minutos.

Apoés a ciclagem, o excesso de reagentes ndo incorporados na reacdo foi
removido através da precipitacdo dos produtos do sequenciamento. Para isso, foram
adicionados ao produto da reacao 80 uL de isopropanol 75% e, em seguida, a placa
foi centrifugada a 3.000 rpm (SIGMA, 2-16) por 50 minutos. 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 (Thermo Fisher Scientific) por 5 minutos a 75° C
para a secagem. O material precipitado foi ressuspenso em 10 uL de formamida Hi
Di (Thermo Fisher Scientific) e levado ao termociclador por 5 minutos a 95° C para
desnaturacdo. A placa com as amostras foi centrifugada a 900 rpm por 1 minuto e
levada ao sequenciador automatico ABI Prism 3130 (Thermo Fisher Scientific) para
0 processamento das amostras.

A andlise das sequéncias foi realizada através do programa computacional
BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 7.0.9.0 (Isis Pharmaceuticals, Inc)
(Hall, 1999). Os individuos que apresentaram variacdo nas sequéncias tiveram uma

nova aliquota do DNA analisada para a confirmacéo da variante encontrada.

2.5.1.7 Correlacao genotipo-fenétipo

Em relacdo aos pacientes identificados com a mutacdo p.G2019S no gene
LRRK2, foi realizado o levantamento detalhado das caracteristicas clinicas desses
individuos, com a colaboragédo dos médicos participantes do estudo. Em seguinte, foi

realizado o teste t de student com a utilizacdo do programa GraphPad Prism versao
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6 para comparar a média das idades de manifestacdo dos portadores desta mutacao
e dos néo portadores, sendo considerado estatisticamente significativo p<0,05.

2.5.2 Andlise molecular das mutacdes nos genes EIF4G1, VPS35 e das variantes

exbnicas no gene LRRK2

O rastreamento das mutacdes nos genes EIF4G1l (p.R1205H; p.A502V),
VPS35 (p.D620N; p.R524W) e das variantes raras (p.Ql111H, p.T1410M,
p.M1646T, p.S1761R, p.Y2189C) e comuns (p.N551K, p.R1398H, p.K1423K) no
gene LRRK?2 foi realizado através da aplicacdo da técnica de discriminacdo alélica
por PCR em Tempo Real (QPCR) (Tabela 4).

Tabela 4- Informacdes das variantes estudadas nos genes EIF4G1, VPS35 e LRRK2

Gene cDNA Aminoécido Numero de
acesso

EIF4AG1 c.1505C>T p.A502V rs111290936
c.3614G>A p.R1205H rs112176450

VPS35 c.1570C>T p.R524W rs184277092
c.1858G>A p.D620N rs188286943

LRRK2 €.1653C>G p.N551K rs7308720
€.3333G>T p.Q1l111H rs78365431
c.4193G>A p.R1398H rs7133914
C.4229C>T p.T1410M rs72546327
C.4269G>A p.K1423K rs11175964
€.4937T>C p.M1646T rs35303786
c.5281A>C p.S1761R -
C.6566A>G p.Y2189C rs35658131

- N&o ha nimero de acesso para a variante



52

A discriminagéo alélica € possivel através da utilizacéo de ensaios via sondas
TagMan® MGB (Thermo Fisher Scientific). Cada ensaio é composto por um par de

primers e um par de sondas alelo especificas (Figura 12).

Figura 12- Discriminacdo alélica através de ensaios via sondas TagMan® MGB
(Thermo Fisher Scientific)
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Legenda: (1) O ensaio via sondas TagMan® MGB é composto pelos primers forward e reverse e pelas
sondas VIC e FAM. As sondas sdo marcadas com o fluoréforo quencher (silenciador) na
extremidade 3’ e com o fluoréforo reporter (repérter) na extremidade 5’. (2) As sondas séo
alelo-especificas e diferem em sua composi¢do apenas na posigao do nucleotideo a qual se
pretende estudar, desta forma, uma sonda ira hibridizar apenas na sequéncia de DNA
selvagem, enquanto a outra, na sequéncia que contém a alteracdo. (3) Na etapa de
polimerizag&o as sondas hibridizadas serdo degradadas por meio da atividade exonuclease
5 — 3’ da enzima Taq DNA polimerase. Isso fara com que o reporter se distancie do
qguencher, de modo que o reporter ndo tera mais sua fluorescéncia absorvida pelo quencher
e sua emissdo podera ser detectada através da excitacdo com luz em seu comprimento de
onda especifico. A sonda que nao hibridizar continuara intacta com o reporter e o quencher
proximos e a fluorescéncia nao sera detectada. Assim, a inferéncia dos genétipos obtidos
pelo gPCR se da pela intensidade das fluorescéncias (Fonte: Thermo Fisher Scientific,
2010, com modificacbes).
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Ao final da amplificacéo é possivel fazer a discriminagdo alélica através da

separacdo das amostras em trés grupos distintos (que correspondem aos trés

possiveis genotipos em cada locus) no gréfico Alelic Discrimination Plot fornecido

pelo programa SDS v.2.0.6 (Thermo Fisher Scientific). Apos a analise inicial do Alelic

Discrimination Plot, é feita a confirmacao dos genotipos através do Multicomponent

plot (Figura 13).

Figura 13- Andlise atraves das ferramentas

Multicomponent Plot (Thermo Fisher Scientific)
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Legenda: (1) Resultado fornecido pelo Alelic Discrimination Plot onde é possivel verificar a
separagdo dos trés grupos de genotipos para a variante LRRK2 p.N551K, mostrando os
gendtipos CC (vermelho), CG (verde) e GG (azul). Os quadrados pretos sdo os controles
brancos e os “X” sdo amostras indeterminadas. (2) Resultado fornecido pela ferramenta
Multicomponent Plot, onde é possivel a confirmacdo dos dados analisados anteriormente
pelo Alelic Discrimination Plot, através da intensidade das fluorescéncias VIC (verde) e FAM
(azul), sendo a fluorescéncia vermelha o marcador de referéncia passiva ROX. (2A)
homozigoto polimérfico (GG), (2B) heterozigoto (CG), (2C) homozigoto selvagem (CC).



54

Existem dois tipos de ensaios: Assay on Demand, que sdo ensaios ja
disponiveis, testados e validados pela Thermo Fisher Scientific e Assay by Design,
gue sao aqueles ainda nao disponiveis e que precisam ser desenhados.

Recorrendo ao uso do Assay by Design TagMan® MGB (Thermo Fisher
Scientific), foram desenhados ensaios para as variantes p.D620N, p.R524W,
p.R1205H, p.A502V, p.Q1111H, p.R1398H, p.T1410M, p.K1423K, p.M1646T e
p.S1761R. As sequéncias especificas das regides de interesse foram conferidas por
meio da ferramenta BLAST, disponivel no banco de dados gendmicos on line NCBI
(National Center for Biotechnology Information), no intuito de verificar se existiam
regides de homologia com alto grau de similaridade com outros genes ou no mesmo
gene. Posteriormente, as sequéncias foram analisadas e validadas no programa on
line RepeatMasker 4.0.5 (http://repeatmasker.org), a fim de verificar a existéncia de
regibes de DNA repetitivo que pudessem mascarar a eficiéncia de reconhecimento
das sondas. Por fim, as sondas TagMan® MGB (Thermo Fisher Scientific) foram
desenhadas com o auxilio do software File Builder 3.1 (Thermo Fisher Scientific).
Todas elas foram desenhadas de forma que a sonda VIC se anelasse ao alelo
selvagem e a sonda FAM ao alelo mutado. Os ensaios para as variantes p.N551K e
p.Y2189C foram realizados via sistema de ensaios Assay on Demand TagMan®
MGB (Thermo Fisher Scientific).

As reacdes de qPCR tiveram um volume final de 5 pL, sendo compostas por 1
uL de DNA genémico (15 ng), 0,125 pL do ensaio TagMan® MGB (Thermo Fisher
Scientific), 2,5 uL de TagMan® Universal Master Mix (Thermo Fisher Scientific) e
1,375 pL de agua ultra pura MilliQ. As condicdes de ciclagem obedeceram as
recomendacdes do fabricante num programa padrdo de 1 min a 60° C, 10 min de
desnaturacao a 95° C, seguido por 40 ciclos de 15 s de desnaturacao a 95° C, 1 min
de hibridizagéo e extenséo a 60° C e um adicional de 1 min de extenséao final a 60°
C. A leitura da fluorescéncia foi realizada pelo equipamento 7500 FAST Real-Time
PCR System (Thermo Fisher Scientific) e posteriormente analisada pelo software
V.2.0.6 (Versao 2.0.6, Thermo Fisher Scientific).
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2.6 Andlise estatistica

As analises estatisticas das variantes raras e comuns no gene LRRK2 foram
realizadas de modos distintos, visto que para as variantes comuns é esperado
encontrar os trés gendtipos possiveis, enquanto as variantes raras sao geralmente

encontradas apenas em heterozigose.

2.6.1 Anélise estatistica para as variantes exonicas raras p.Q1111H, p.T1410M,
p.M1646T, p.S1761R e p.Y2189C no gene LRRK?2

Para as variantes raras (p.Q1111H, p.T1410M, p.M1646T, p.S1761R,
p.Y2189C) no gene LRRK2 foram realizadas as analises das frequéncias alélicas e
genotipicas em casos e controles através do programa estatistico R v.3.0.2.
Posteriormente, foi realizada a comparagdo entre as frequéncias das alteracdes
raras nos pacientes e nos controles através do teste exato de Fisher, considerado
estatisticamente significativo quando p< 0,05. Este célculo, bem como o célculo de
Odds Ratio (OR) com um intervalo de confianca (IC) de 95%, foi realizado utilizando-
se 0 programa GraphPad Prism versao 6. Levando-se em conta o IC, o valor de p e
o OR, OR>1 indica susceptibilidade, OR=1 ndo h& associacdo com a doenca e
OR<1 indica protegao.

2.6.2 Andlise estatistica das variantes ex6nicas comuns p.N551K, p.R1398H e
p.K1423K no gene LRRK?2

As frequéncias genotipicas das variantes comuns (p.N551K, p.R1398H,
p.K1423K) no gene LRRK2, nos grupos caso e controle, foram testadas com o
auxilio do teste de Qui-quadrado (x°) com correcdo de Yates, para avaliar se
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), sendo considerado significante o

valor de p< 0,05.
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As frequéncias alélicas e genotipicas nos grupos caso e controle foram
comparadas utilizando o modelo de regresséo logistica, com e sem 0 ajuste para as
co-variaveis sexo e idade. Esta metodologia foi utilizada tanto para as analises de
cada variante isolada quanto para os haplétipos. As analises foram realizadas em
referéncia & contagem alélica, a contagem dos carreadores do alelo (incluindo
heterozigotos e homozigotos) e a contagem genotipica. Os resultados das
regressoes logisticas para as variantes foram obtidos tomando como base para as
comparacdes o alelo, genétipo e haplétipo mais frequente de cada variante. As
frequéncias haplotipicas foram estimadas através de méxima verossimilhanca e
também foram comparadas entre casos e controles. A andlise de OR foi usada como
estimativa de associacdo, com IC de 95%. Levando-se em conta o IC, o valor de p e
o OR, OR>1 indica susceptibilidade, OR=1 ndo ha associacdo com a doenca e
OR<1 indica protecdo. Todas as analises foram realizadas com auxilio do programa
estatistico R v.3.0.2, utilizando os pacotes Genetics, Design e Haplo.stats. O
parametro r® foi utilizado, através do programa HaploView 4.2, para verificar se a
combinagcdo das variantes no grupo controle estava em desequilibrio de ligacao
(DL). Os critérios estabelecidos pelo projeto HapMap

(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov) indicam que SNPs com valores de r>>80 estdo em

alto DL, ou seja, estdo segregando juntos na forma de haplétipo.


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.1 Anélise molecular das mutacdes nos genes EIF4G1 e VPS35

N&o foram identificadas mutacées de ponto nos genes VPS35 (p.D620N e
p.R524W) e EIF4G1 (p.R1205H e p.A502V) nos 582 pacientes com DP e nos 319

controles saudaveis analisados (Anexo D). Os resultados obtidos por gPCR podem

ser visualizados a partir dos gréaficos fornecidos pela ferramenta Multicomponent Plot

(Figura 14), onde o eixo X representa 0 numero de ciclos e o eixo y a fluorescéncia

captada pelo equipamento. Através desta andlise foi possivel verificar que todos os

pacientes e controles ndo apresentavam as muta¢gdes em estudo.

Figura 14- Gendtipo fornecido pela discriminacdo alélica por qPCR do paciente
PAR4152, homozigoto selvagem para as quatro mutacdes p.D620N (A), p.R524W

(B), p.R1205H (C) e p.A502V (D)
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Legenda: Observa-se apenas a amplificacdo da fluorescéncia VIC (verde) em todas as andlises. A
fluorescéncia vermelha é o marcador de referéncia passiva, ROX.
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Os achados referentes as mutacdes nos genes VPS35 (p.D620N; p.R524W) e
EIF4G1 (p.R1205H e p.A502V) deram origem ao artigo cientifico intitulado Mutations
in SNCA, VPS35 and EIF4G1 genes are uncommon among Brazilian patients with
Parkinson’s disease, em fase final de redacdo, a ser submetido ao periédico

Neurobiology of Aging.

3.2 Andlise molecular da mutacdo LRRK2 p.G2019S

Dentre os 582 probandos com DP, foram identificados 15 pacientes
portadores da mutacao p.G2019S (c.6055G>A) em heterozigose (Anexo D) através
da técnica de PCR-RFLP (Figura 15) e confirmados por sequenciamento automatico
(Figura 16).

Figura 15- Gel da digestdo dos produtos da PCR (exon 41 do gene LRRK2) com a
enzima Sfcl

Paciente (PAR1646) com a
mutagio p.G2019S
Paciente (PAR1647) sem a
mutagio p.G2019S
Paciente (PAR1648) sem a
mutagiio p.G2019S
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Legenda: Linha 1: padréo de tamanho de fragmento expresso em pares de bases 1kb DNA ladder;
linha 2: paciente PAR1646 com a mutacdo c.6055G>A (p.G2019S) em heterozigose no
gene LRRK2; linhas 3 e 4: pacientes com DP sem a mutacdo c.6055G>A (p.G2019S).
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Figura 16- Eletroferogramas gerados através do sequenciamento automatico da
PCR

oy

o

Legenda: A) Sequéncia selvagem do exon 41 do gene LRRK2. B) Mutagdo p.G2019S (c.6055G>A)
encontrada em heterozigose no paciente PAR1646.

Dos 15 pacientes brasileiros com DP portadores da mutacdo patogénica
p.G2019S, 9 (64,3%) sdo do sexo feminino e 6 (35,7%) do sexo masculino. A média
da idade de manifestacéo foi de 47,64 + 9,36 (Faixa etaria: 33-60 anos), ndo sendo
estatisticamente diferente da média dos ndo portadores da mutacédo (52,60 + 13,3)
(p= 0,06). Dos quinze pacientes, sete deles apresentavam histdria familiar da
doenca e oito eram casos esporadicos. Cinquenta e trés por cento dos probandos
manifestaram a doenca antes dos 50 anos de idade e os demais desenvolveram os
primeiros sintomas da DP apdés os 50 anos. O tremor em repouso esta presente em
47,36% dos pacientes como o0 primeiro sintoma motor, seguido da bradicinesia
(26,31%), rigidez (21,05%) e distarbio da marcha (5,26%). Todos o0s pacientes
portadores da p.G2019S desenvolveram bradicinesia. Com exceg¢do do paciente
4160, todos os demais apresentaram rigidez. Doze pacientes manifestaram tremor
em repouso. Apenas trés probandos apresentaram distonia e cinco desenvolveram
declinio cognitivo. Todos os pacientes em uso do L-dopa apresentam uma boa

resposta ao medicamento, no entanto, 71,42% desenvolveram discinesia (Tabela 5).
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Tabela 5- Caracteristicas clinicas dos pacientes portadores da mutacao p.G2019S no gene LRRK2

Ndmero de registro 1306 1398 1455 1646 2101 2257 2386 2737 2748 3147 3173 4046 4073 4160 4180
Sexo M F M M F F M F M F F F F M F
paciente vivo? S N S S S S S S S N S S S S S
idade 73 * 64 58 50 48 45 65 49 62* 54 61 65 73 59
idade de manifestacéo 55 53 47 45 33 38 43 60 b 33 40 57 60 55 48
caso familiar (Fa) ou isolado (l) Fa I Fa I I Fa I Fa Fa I I I Fa Fa I
sintoma inicial DM R B T T R+B T T T R B+R T T B+T B+T
bradicinesia P P P P P P P P P k P P P P P
rigidez P P P P P P P P P ok P P P A P
tremor em repouso P P P P P A P P P ok P P P A P
distonia A P A A A A A A A P P A A A A
discinesia P P P P P A A A P rhx P A P P P
declinio cognitivo A P P P A A A P P A A A A A A
resposta ao L-dopa P P P P P P *x P P P P P P P P

M: Masculino; F: Feminino; S: Sim; N: N&o; Fa: Familiar; I: Isolado; DM: Distlrbio da Marcha; R: Rigidez; B: Bradicinesia; T: Tremor; P: Presente; A: Ausente;
*Paciente falecida; ** Sem uso do medicamento L-dopa; *** Sem informac&o.
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3.3 Andlise molecular e estatistica das variantes exdnicas raras p.Q1111H,
p.T1410M, p.M1646T, p.S1761R e p.Y2189C no gene LRRK?2

Das cinco variantes raras no gene LRRK2 triadas nos 551 individuos
(329 probandos com DP e 222 controles saudaveis), quatro (p.Q1111H,
p.T1410M, p.M1646T e p.Y2189C) foram identificadas em heterozigose e a

variante p.S1761R mostrou-se ausente na amostra analisada (Figura 17).

Figura 17- Gendtipo fornecido pela discriminacéo alélica por gPCR do paciente
PAR1969, homozigoto selvagem (AA) para a mutacdo p.S1761R no gene
LRRK2
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Legenda: Observa-se apenas a amplificacdo da fluorescéncia VIC (verde). A fluorescéncia
vermelha é o marcador de referéncia passiva, ROX.
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A discriminacado alélica da variante LRRK2 p.Q1111H pode ser vista na

Figura 18.

Figura 18- Resultado da analise molecular da variante p.Q1111H
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Legenda: (A) Genotipo fornecido pela discriminacdo alélica por qPCR para a variante rara
p.Q1111H. Os quadrados pretos sdo os controles brancos e os “X” sdo amostras
indeterminadas. (B) Gendtipo do paciente PAR2143 heterozigoto (GT) para a variante
p.Q1111H no gene LRRK2, observa-se a amplificacdo das sondas VIC (verde) e FAM
(azul) (C) Genodtipo do paciente PAR2133, homozigoto (GG) para a variante
p.Q1111H no gene LRRK2, observa-se apenas a amplificacdo da sonda VIC (verde).
A fluorescéncia vermelha é o marcador de referéncia passiva, ROX.

A variante LRRK2 p.Q1111H foi encontrada em 0,6% dos pacientes com
DP e em 0,5% dos controles saudaveis (Tabela 6). Ndo foram observadas

diferencas estatisticamente significativas (p= 1,0; OR=1,35; IC= 0,12 — 14,9).

Tabela 6- Distribuicdo alélica e genotipica da variante LRRK2 p.Q1111H.

N (Frequéncia N (Frequéncia
PHEIAR contr(olesqsaudév)eis paci(enteqs com [))P
GG 221 (0,995) 327 (0,994)
GT 1 (0,005) 2 (0,006)
TT - -
Alelo G 443 (0,997) 656 (0,997)
Alelo T 1 (0,003) 2 (0,003)

- : Gendtipo ndo encontrado
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O resultado obtido através do qPCR para a variante p.T1410M pode ser

visto na Figura 19.

Figura 19- Resultado da analise molecular da variante p.T1410M
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Legenda: (A) Gen6tipo fornecido pela discriminacdo alélica por qPCR para a variante rara

p.T1410M. Os quadrados pretos sdo os controles brancos. (B) Gen6étipo do paciente
PAR1728 heterozigoto (CT) para a variante p.T1410M no gene LRRK2, observa-se a
amplificagdo das sondas VIC (verde) e FAM (azul) (C) Gendtipo do paciente
PAR1218, homozigoto (CC) para a variante p.T1410M no gene LRRK2, observa-se
apenas a amplificacdo da sonda VIC (verde). A fluorescéncia vermelha é o marcador
de referéncia passiva, ROX.

A diferenca nas frequéncias da variante LRRK2 p.T1410M em pacientes

com DP (0,6%) e nos controles saudaveis (0,9%) (Tabela 7) nao foi

estatisticamente significante (p= 1; OR=0,67; IC= 0,09 — 4,80).

Tabela 7- Distribuicdo alélica e genotipica da variante LRRK2 p.T1410M

0.T1410M N (Frequénci,a) . N .(Frequéncia)
controles saudaveis pacientes com DP
cC 220 (0,991) 327 (0,994)
CT 2 (0,009) 2 (0,006)
TT - -
Alelo C 442 (0,995) 656 (0,997)
Alelo T 2 (0,005) 2 (0,003)

- : Gendtipo ndo encontrado
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O resultado da analise molecular da variante LRRK2 p.M1646T esta

representado na figura 20.

Figura 20- Resultado da analise molecular da variante p.M1646T
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Legenda: (A) Genotipo fornecido pela discriminacdo alélica por qPCR para a variante rara

p.M1646T. Os quadrados pretos sdo os controles brancos. (B) Gen6étipo do paciente
PAR4110 heterozigoto (TC) para a variante p.M1646T no gene LRRK2, observa-se a
amplificacdo das sondas VIC (verde) e FAM (azul) (C) Gendtipo do paciente
PAR4117, homozigoto (TT) para a variante p.M1646T no gene LRRK2, observa-se
apenas a amplificacdo da sonda VIC (verde). A fluorescéncia vermelha é o marcador
de referéncia passiva, ROX.

A variante p.M1646T foi encontrada apenas no grupo de pacientes com

DP (1,8%), estando ausente nos controles. O alelo raro (C) teve uma

frequéncia de 0,9% em pacientes e 0% em controles (Tabela 8), entretanto,
nao foi observada significancia estatistica (p= 0,08; OR= 8,91; IC= 0,50 — 159).

Tabela 8- Distribuicdo alélica e genotipica da variante LRRK2 p.M1646T

N (Frequéncia N (Freguéncia
SRS contr(olesqsaudév)eis paci(entgs com I%P
TT 222 (1,0) 321 (0,982)
CT - 6 (0,018)
CC - -
Alelo T 444 (1,0) 648 (0,991)
Alelo C - 6 (0,009)

- : Genotipo ou alelo ndo encontrado
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A discriminacdo alélica da variante LRRK2 p.Y2189C pode ser
observada na figura 21.

Figura 21- Resultado da analise molecular da variante p.Y2189C
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Legenda: (A) Gendtipo fornecido pela discriminacdo alélica por gPCR para a variante rara
p.Y2189C. Os quadrados pretos sdo os controles brancos. (B) Gendétipo do paciente
PAR2368 heterozigoto (AG) para a variante p.Y2189C no gene LRRK2, observa-se a
amplificagdo das sondas VIC (verde) e FAM (azul) (C) Gendtipo do paciente
PAR2128, homozigoto (AA) para a variante p.Y2189C no gene LRRK2, observa-se
apenas a amplificacdo da sonda VIC (verde). A fluorescéncia vermelha € o marcador
de referéncia passiva, ROX.

Apesar da variante LRRK2 p.Y2189C ter sido encontrada em maior
frequéncia no grupo controle (0,9%) comparado ao grupo de pacientes com DP
(0,6%) (Tabela 9), ndo foram observadas diferencas estatisticas (p= 1; OR=
0,67;1C= 0,09 — 4,82).

Tabela 9- Distribuicdo alélica e genotipica da variante LRRK2 p.Y2189C

0.Y2189C N (Frequénci,a) . N .(Frequéncia)
controles saudaveis pacientes com DP
AA 218 (0,991) 323 (0,994)
AG 2 (0,009) 2 (0,006)
GG - -
Alelo A 438 (0,995) 648 (0,997)
Alelo G 2 (0,005) 2 (0,003)

- : Genotipo ndo encontrado
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3.4 Analise molecular e estatistica das variantes exdnicas comuns
p.N551K, p.R1398H e p.K1423K no gene LRRK2

3.4.1 Analise das frequéncias genotipicas e alélicas e teste do Qui-quadrado

A investigacdo das variantes comuns p.N551K, p.R1398H e p.K1423K
no gene LRRK2 foi conduzida inicialmente em uma amostra de 329 pacientes
brasileiros com DP, naturais da regido sudeste do Brasil (os pacientes da
regido sudeste estdo sinalizados em cinza no Anexo D). Essa estratégia foi
utilizada visando obter um resultado mais robusto e fidedigno, tendo em vista a
diversidade da populacdo brasileira. Para fins comparativos, uma amostra
controle constituida por 222 individuos saudaveis do Estado do Rio de Janeiro
foi analisada.

Numa segunda analise, subdividimos a amostra de pacientes da regido
sudeste em: pacientes com DP esporadica; pacientes com DP familiar;
pacientes com DP tardia (=50 anos); pacientes do Estado do Rio de Janeiro,
conforme apresentado na Tabela 2, e comparamos com 0 mesmo grupo
controle de 222 individuos saudaveis do Estado do Rio de Janeiro.

Os resultados das andlises moleculares das variantes comuns p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K revelaram em cada caso a presenca dos trés genétipos
possiveis. A discriminacao alélica, bem como a analise através da ferramenta
Multicomponent Plot da variante comum LRRK2 p.N551K pode ser visualizada

na figura 22.
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Figura 22- Resultado da analise molecular da variante p.N551K
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Legenda: (A) Gendtipo fornecido pela discriminagéo alélica por gPCR para a variante comum
p.N551K. Os quadrados pretos sdo os controles brancos e os “X” sdo amostras
indeterminadas. (B) Gendtipo do paciente PAR2172 homozigoto (GG) para a variante
p.N551K no gene LRRK2. Observa-se a amplificacdo apenas da sonda FAM (azul)
(C) Gendtipo do paciente PAR1701, heterozigoto (CG) para a variante p.N551K no
gene LRRK2. Observa-se a amplificacdo das sondas VIC (verde) e FAM (azul) (D)
Gendtipo do paciente PAR2267 homozigoto (CC) para a variante p.N551K no gene
LRRK2. Observa-se a amplificacdo apenas da sonda VIC (verde). A fluorescéncia
vermelha é o marcador de referéncia passiva, ROX.

As frequéncias genotipicas e alélicas da variante comum p.N551K no
gene LRRK2 em casos e controles da amostra sudeste estdo apresentadas
nos graficos 1 e 2, respectivamente. As frequéncias alélicas e genotipicas por

estratificacdo estdo apresentadas nas tabelas 14, 15, 16 e 17.
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Gréfico 1- Frequéncia genotipica na amostra sudeste da variante exdnica
comum p.N551K do gene LRRK2 por grupo

Frequéncia genotipica na amostra sudeste da p.N551K por grupo

100
90
o T8 77
70
< eU mCC
- 50
mCG
40
20 GG
20 23
20
10 2 0
0

Pacientes Controles

Frequéncia genotipica

Gréfico 2- Frequéncia alélica na amostra sudeste da variante exdnica comum
p.N551K do gene LRRK2 por grupo
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Pela aplicacéo do teste do y® foi possivel verificar que as frequéncias
genotipicas da variante comum LRRK2 p.N551K na amostra controle estdo em
EHW com p>0,05 e para o grupo de pacientes observa-se que as frequéncias
genotipicas da variante comum p.N551K n&o estdo em EHW na estratificacdo
sudeste familiar (p= 0,01) (Tabelas 10).

Tabela 10- Teste do Qui-quadrado para testar o equilibrio de Hardy e Weinberg
para a variante LRRK2 p.N551K por estratificagdo da amostra de 327
probandos com DP.

Estratificacéo Variante LRRK2 p.N551K
v% controle v® paciente
Sudeste 2,72 (p=0,09) 0,68 (p=0,40)

Sudeste Esporadico 2,72 (p=0,09) 0,52 (p=0,46)
Sudeste Familiar 2,72 (p=0,09) 6,12 (p=0,01)
Sudeste 2 50 anos 2,72 (p=0,09) 2,28 (p=0,13)

Rio de Janeiro 2,72 (p=0,09) 0,09 (p=0,76)
Em vermelho: p<0,05.

A discriminacgdo alélica, bem como a andlise através da ferramenta
Multicomponent Plot da variante comum LRRK2 p.R1398H pode ser

visualizada na figura 23.
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Figura 23- Resultado da analise molecular da variante p.R1398H

Multicemponent Plot

B

Allelic Discrimination Plot

50

40 Multicompenaent Plot

]

a0

Multicomponent Flot

0o E L ]

0.3 0g 1.3 8

Legenda: (A) Gendtipo fornecido pela discriminagéo alélica por gPCR para a variante comum
p.R1398H. Os quadrados pretos séo os controles brancos e os “X” sdo amostras
indeterminadas. (B) Gendtipo do paciente PAR2271 homozigoto (AA) para a variante
p.R1398H no gene LRRK2. Observa-se a amplificacdo apenas da sonda FAM (azul)
(C) Gendtipo do paciente PAR1637, heterozigoto (GA) para a variante p.R1398H no
gene LRRK2. Observa-se a amplificacdo das sondas VIC (verde) e FAM (azul) (D)
Gendtipo do paciente PAR2056 homozigoto (GG) para a variante p.R1398H no gene
LRRK2. Observa-se a amplificacdo apenas da sonda VIC (verde). A fluorescéncia
vermelha é o marcador de referéncia passiva, ROX.

As frequéncias genotipicas e alélicas dos casos e controles para a
variante comum p.R1398H no gene LRRK2 na amostra sudeste estao
apresentadas nos graficos 3 e 4, respectivamente. As frequéncias alélicas e

genotipicas por estratificacdo estdo apresentadas nas tabelas 14, 15, 16 e 17.
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Gréfico 3- Frequéncia genotipica na amostra sudeste da variante exdnica
comum p.R1398H do gene LRRK2 por grupo
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Grafico 4- Frequéncia alélica na amostra sudeste da variante exénica comum
p.R1398H do gene LRRK2 por grupo

Frequéncia alélica na amostra sudeste da p.R1398H por grupo
100

a0 90 88
20
70
&0
50
40
30
20 10 12
10
0

Pacientes Controles

(%)

maleloG
malelo A

Frequéncia alélica



12

Pela aplicacéo do teste do y® foi possivel verificar que as frequéncias
genotipicas da variante comum p.R1398H na amostra controle estdo em EHW
com p>0,05 e para o grupo de pacientes, observa-se que as frequéncias
genotipicas nas estratificacées sudeste familiar e sudeste 250 anos n&o estéo
em EHW (Tabela 11).

Tabela 11- Teste do Qui-quadrado para o equilibrio de Hardy e Weinberg para
a variante LRRK2 p.R1398H por estratificacdo da amostra de 328 probandos
com DP.

Estratificacao Variante LRRK2 p.R1398H
y® controle  y? paciente
Sudeste 0,01 (p=0,90) 3,76 (p=0,052)

Sudeste Esporadico 0,01 (p=0,90) 0,007 (p=0,93)
Sudeste Familiar 0,01 (p=0,90) 8,24 (p=0,004)
Sudeste 2 50 anos 0,01 (p=0,90) 4,3 (p=0,04)

Rio de Janeiro 0,01 (p=0,90) 1,80 (p=0,17)
Em vermelho: p<0,05.

A discriminacgdo alélica, bem como a andlise através da ferramenta
Multicomponent Plot da variante comum LRRK2 p.K1423K pode ser

visualizada na figura 24.
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Figura 24- Resultado da analise molecular da variante p.K1423K
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Legenda: (A) Gendtipo fornecido pela discriminagéo alélica por gPCR para a variante comum
p.K1423K. Os quadrados pretos sdo os controles brancos. (B) Gen6tipo do paciente
PAR1144 homozigoto (AA) para a variante p.K1423K no gene LRRK2. Observa-se a
amplificagdo apenas da sonda FAM (azul) (C) Gendtipo do paciente PAR1191,
heterozigoto (GA) para a variante p.K1423K no gene LRRK2. Observa-se a
amplificagdo das sondas VIC (verde) e FAM (azul) (D) Genétipo do paciente
PAR1435 homozigoto (GG) para a variante p.K1423K no gene LRRK2. Observa-se a
amplificagdo apenas da sonda VIC (verde). A fluorescéncia vermelha é o marcador de
referéncia passiva, ROX.

As frequéncias genotipicas e alélicas dos casos e controles para a
variante comum p.K1423K no gene LRRK2 na amostra sudeste estao
apresentadas nos graficos 5 e 6, respectivamente. As frequéncias alélicas e
genotipicas por estratificacdo estdo apresentadas nas tabelas 14, 15, 16 e 17.
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Gréfico 5- Frequéncia genotipica na amostra sudeste da variante exdnica
comum p.K1423K do gene LRRK2 por grupo
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Gréfico 6- Frequéncia alélica na amostra sudeste da variante exénica comum
p.K1423K do gene LRRK2 por grupo
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Pela aplicacéo do teste do y® foi possivel verificar que as frequéncias
genotipicas da variante comum p.K1423K na amostra controle estdo em EHW
com p>0,05, entretanto, observa-se que as frequéncias genotipicas nas
estratificacdes sudeste familiar e sudeste 250 anos n&do estdo em EHW (Tabela
12).

Tabela 12- Teste do Qui-quadrado para o equilibrio de Hardy e Weinberg
para a variante LRRK2 p.K1423K por estratificagdo da amostra de 328
probandos com DP.

Estratificacéo p.K1423K
y*controle v* paciente
Sudeste 0,24 (p=0,62) 2,77 (p=0,99)

Sudeste Esporéadico 0,24 (p=0,62) 0,24 (p=0,61)
Sudeste Familiar 0,24 (p=0,62) 12,63 (p= 0,0004)
Sudeste 250 anos 0,24 (p=0,62) 7,03 (p= 0,007)

Rio de Janeiro 0,24 (p=0,62) 1,24 (p=0,26)
Em vermelho: p<0,05.

3.4.2 Reqgresséao Logistica

As andlises comparativas realizadas através da regressao logistica nos
niveis de gendtipos, alelos e carreador do alelo menos frequente e os valores
de OR néo ajustados (OR bruto) e de OR ajustado para sexo e idade por
estratificacdo, constam das tabelas 13, 14, 15, 16 e 17.

N&o foi encontrada qualquer associacéo, de risco ou de protecao, para
nenhuma das trés variantes comuns estudadas no gene LRRK2 na amostra
proveniente da regido sudeste do Brasil (Tabela 13).

A partir da estratificacdo da amostra da regido sudeste do Brasil, foi
observado que, em relacdo as andlises dos pacientes naturais do Estado do

Rio de Janeiro, ndo houve qualquer associagcdo entre as trés variantes comuns
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no gene LRRK2 e a DP, néo revelando, portanto, a influéncia do efeito
geografico (Tabela 17). O mesmo foi visto nas amostras de pacientes com
idade de manifestacdo = 50 anos (tabela 16) e com DP esporadica (Tabela 14).
Entretanto, no estudo de associacdo com 0 genotipo, na estratificacdo sudeste
familiar para a variante p.K1423K, o gendtipo homozigoto raro AA mostrou uma
associacdo ao risco de DP com um OR de 10,66 (p= 0,03). Mesmo ap0Os 0s
ajustes para as co-variaveis sexo e idade, o genétipo raro AA ndo perdeu a

significancia estatistica passando a ter um OR ainda maior (15,22; p= 0,02)
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Tabela 13- Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas e analise da regressao logistica para as variantes p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K do gene LRRK2 na amostra sudeste.

Sudeste
p.N551K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes  OR casos ndo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
CcC 170 (0,77) 254 (0,78) Referéncia Referéncia
CG 52 (0,23) 66 (0,20) 0,85 [0,56-1,28 (0,44)] 0,87 [0,55-1,38 (0,55)]
GG 0 (0,00) 7 (0,02) - -
Alelo C 392 (0,88) 574 (0,88) Referéncia Referéncia
Alelo G 52 (0,12) 80 (0,12) 1,05 [0,62-1,78 (0,85)] 1,07 [0,59-1,95 (0,81)]
Carreador G 52 (0,23) 73 (0,22) 0,94 [0,63-1,41 (0,76)] 0,96 [0,61-1,52 (0,87)]
p.R1398H N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes  OR casos ndo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 169 (0,77) 269 (0,82) Referéncia Referéncia
GA 48 (0,22) 52 (0,16) 0,68 [0,44-1,05 (0,08)] 0,68 [0,42-1,10 (0,11)]
AA 3(0,01) 7 (0,02) 1,46 [0,37-5,75 (0,58)] 1,93[0,38-9,73 (0,42)]
Alelo G 386 (0,88) 590 (0,9) Referéncia Referéncia
Alelo A 54 (0,12) 66 (0,1) 0,80 [0,47-1,37 (0,42)] 0,81 [0,45-1,49 (0,51)]
Carreador A 51 (0,23) 59 (0,18) 0,73[0,48-1,11 (0,14)] 0,73[0,46-1,17 (0,19)]
p.K1423K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes  OR casos néo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 194 (0,87) 279 (0,85) Referéncia Referéncia
GA 27 (0,12) 44 (0,13) 1,13 [0,68-1,89 (0,63)] 1,13 [0,64-2,00 (0,67)]
AA 1(0,01) 5 (0,02) 3,48 [0,40-29,99 (0,26)] 4,13 [0,40-42,84 (0,23)]
Alelo G 415 (0,93) 602 (0,92) Referéncia Referéncia
Alelo A 29 (0,07) 54 (0,08) 1,28 [0,66-2,49 (0,46)] 1,30 [0,62-2,72 (0,48)]
Carreador A 28 (0,13) 49 (0,15) 1,221[0,74-2,00 (0,44)] 1,221[0,70-2,13 (0,47)]

IC: Intervalo de confianca; OR: Odds Ratio; *OR ajustado para as co-variaveis sexo e idade; -: Genétipos encontrados em apenas um dos grupos néo foram
analisados para o OR.
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Tabela 14- Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas e analise da regressao logistica para as variantes p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K do gene LRRK2 na estratificacdo sudeste esporadico.

Sudeste esporadico

p.N551K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes  OR casos nédo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
CcC 170 (0,77) 149 (0,776) Referéncia Referéncia

CG 52 (0,23) 42 (0,219) 0,92 [0,58-1,46 (0,73)] 0,92 [0,55-1,56 (0,76)]

GG 0 (0,00) 1 (0,005) - -

Alelo C 392 (0,88) 340 (0,89) Referéncia Referéncia

Alelo G 52 (0,12) 44 (0,11) 0,98 [0,53-1,78 (0,94)] 0,97 [0,49-1,92 (0,92)]

Carreador G 52 (0,23) 43 (0,224) 0,94 [0,59-1,49 (0,80)] 0,94 [0,56-1,58 (0,81)]

p.R1398H N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes OR casos nédo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 169 (0,77) 158 (0,82) Referéncia Referéncia

GA 48 (0,22) 33(0,17) 0,73 [0,45-1,20 (0,22)] 0,73 [0,42-1,27 (0,27)]

AA 3(0,01) 1(0,01) 0,36 [0,04-3,46 (0,37)] 0,38 [0,03-4,98 (0,46)]

Alelo G 386 (0,88) 349 (0,91) Referéncia Referéncia

Alelo A 54 (0,12) 35 (0,09) 0,72 [0,38-1,35 (0,30)] 0,72 [0,36-1,47 (0,37)]

Carreador A 51 (0,23) 34 (0,18) 0,71 [0,44-1,16 (0,17)] 0,72[0,41-1,23 (0,22)]

p.K1423K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes OR casos ndo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 194 (0,87) 165 (0,86) Referéncia Referéncia

GA 27 (0,12) 27 (0,14) 1,18 [0,66-2,08 (0,58)] 1,25 [0,66-2,37 (0,50)]

AA 1 (0,01) 0 (0,00) - -

Alelo G 415 (0,93) 357 (0,93) Referéncia Referéncia

Alelo A 29 (0,07) 27 (0,07) 0,86 [0,70-1,05 (0,14)] 1,08 [0,50-2,33 (0,84)]

Carreador A 28 (0,13) 27 (0,14) 1,13 [0,64-2,00 (0,66)] 1,17[0,62-2,22 (0,62)]

IC: Intervalo de confianca; OR: Odds Ratio; *OR ajustado para as co-variaveis sexo e idade; -: Gendtipos encontrados em apenas um dos grupos nao foram
analisados para o OR.
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Tabela 15- Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas e analise da regressao logistica para as variantes p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K do gene LRRK2 na estratificacdo sudeste familiar.

Sudeste familiar

p.N551K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes OR casos ndo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
cc 170 (0,77) 86 (0,79) Referéncia Referéncia

CG 52 (0,23) 17 (0,16) 6,45e+5 [0,35-1,18 (0,16)] 6,17e+5 [0,32-1,20 (0,15)]

GG 0 (0,00) 5(0,05) - -

Alelo C 392 (0,88) 189 (0,88) Referéncia Referéncia

Alelo G 52 (0,12) 27 (0,12) 1,08 [0,53-2,17 (0,84)] 1,16 [0,53-2,50 (0,71)]

Carreador G 52 (0,23) 22 (0,21) 0,84 [0,48-1,47 (0,53)] 0,85[0,46-1,57 (0,61)]

p.R1398H N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes OR casos néo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 169 (0,77) 88 (0,81) Referéncia Referéncia

GA 48 (0,22) 15 (0,14) 0,60 [0,32-1,13 (0,11)] 0,5310,26 -1,05 (0,07)]

AA 3(0,01) 5 (0,05) 3,20 [0,75-13,70 (0,12)] 4,65 [0,89-24,17 (0,07)]

Alelo G 386 (0,88) 191 (0,88) Referéncia Referéncia

Alelo A 54 (0,12) 25 (0,12) 0,94 [0,46-1,91 (0,85)] 0,92 [0,42-2,00 (0,84)]

Carreador A 51 (0,23) 20 (0,19) 0,75 [0,42-1,34 (0,34)] 0,70 [0,38-1,32 (0,27)]

p.K1423K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes OR casos ndo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 194 (0,87) 91 (0,84) Referéncia Referéncia

GA 27 (0,12) 12 (0,11) 0,95 [0,46-1,95 (0,88)] 0,93 [0,42-2,06 (0,86)]

AA 1(0,01) 5 (0,05) 10,66 [1,23-92,56 (0,03)] 15,22 [1,54-150,22 (0,02)]

Alelo G 415 (0,93) 194 (0,9) Referéncia Referéncia

Alelo A 29 (0,07) 22 (0,1) 1,62 [0,71-3,68 (0,25)] 1,79 [0,73-4,40 (0,20)]

Carreador A 28 (0,13) 17 (0,16) 1,29[0,67-2,5 (0,44)] 1,36 [0,66-2,79 (0,40)]

IC: Intervalo de confianca; OR: Odds Ratio; *OR ajustado para as co-variaveis sexo e idade; Vermelho e negrito: p < 0,05; -: Genotipos encontrados em
apenas um dos grupos nao foram analisados para o OR.
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Tabela 16- Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas e analise da regressao logistica para as variantes p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K do gene LRRK2 na estratificacdo sudeste = 50 anos.

Sudeste 2 50 anos

p.N551K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes  OR casos nao ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
CcC 170 (0,77) 147 (0,77) Referéncia Referéncia

CG 52 (0,23) 37 (0,20) 0,82 [0,51-1,32 (0,42)] 0,821[0,51-1,34 (0,44)]

GG 0 (0,00) 6 (0,03) - -

Alelo C 392 (0,88) 331 (0,87) Referéncia Referéncia

Alelo G 52 (0,12) 49 (0,13) 1,1210,62-2,01 (0,71)] 1,12 [0,61-2,06 (0,70)]

Carreador G 52 (0,23) 43 (0,23) 0,96 [0,60-1,51 (0,85)] 0,96 [0,60-1,54 (0,87)]

p.R1398H N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes  OR casos nao ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 169 (0,77) 152 (0,80) Referéncia Referéncia

GA 48 (0,22) 32(0,17) 0,74 [0,45-1,22 (0,24)] 0,69 [0,41-1,15 (0,15)]

AA 3(0,01) 6 (0,03) 2,22 [0,55-9,04 (0,26)] 2,63[0,61-11,23 (0,19)]

Alelo G 386 (0,88) 336 (0,88) Referéncia Referéncia

Alelo A 54 (0,12) 44 (0,12) 0,94 [0,51-1,70 (0,83)] 0,91 [0,49-1,69 (0,77)]

Carreador A 51 (0,23) 38 (0,20) 0,83[0,52-1,33 (0,44)] 0,82 [0,52-1,33 (0,44)]

p.K1423K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes OR casos nédo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 194 (0,87) 161 (0,85) Referéncia Referéncia

GA 27 (0,12) 24 (0,13) 1,07 [0,59-1,93 (0,82)] 1,07 [0,59-1,96 (0,81)]

AA 1 (0,01) 5 (0,02) 6,02 [0,70-52,09 (0,10)] 6,14 [0,69-54,88 (0,10)]

Alelo G 415 (0,93) 346 (0,91) Referéncia Referéncia

Alelo A 29 (0,07) 34 (0,09) 0,8310,68-1,02 (0,08)] 1,41 [0,67-2,97 (0,36)]

Carreador A 28 (0,13) 29 (0,15) 1,2 [0,71-2,18 (0,44)] 1,25[0,71-2,22 (0,44)]

IC: Intervalo de confianca; OR: Odds Ratio; *OR ajustado para as co-variaveis sexo e idade; -: Genétipos encontrados em apenas um dos grupos ndo foram
analisados para o OR.



81

Tabela 17- Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas e analise da regressao logistica para as variantes p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K do gene LRRK2 na estratificacdo Rio de Janeiro.

Rio de Janeiro

p.N551K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes OR casos néo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
CcC 170 (0,77) 160 (0,78) Referéncia Referéncia

CG 52 (0,23) 42 (0,20) 0,86 [0,54-1,36 (0,51)] 8,68e+5 [0,51-1,47 (0,60)]

GG 0 (0,00) 4 (0,02) - -

Alelo C 392 (0,88) 362 (0,88) Referéncia Referéncia

Alelo G 52 (0,12) 50 (0,12) 1,04 [0,58-1,87 (0,89)] 1,14 [0,59-2,23(0,69)]

Carreador G 52 (0,23) 46 (0,22) 0,94 [0,60-1,48 (0,79)] 0,99 [0,59-1,66 (0,98)]

p.R1398H N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes OR casos ndo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 169 (0,77) 171 (0,83) Referéncia Referéncia

GA 48 (0,22) 31(0,15) 0,64 [0,39-1,05 (0,08)] 0,64 [0,37-1,13 (0,12)]

AA 3(0,01) 4 (0,02) 1,31 [0,29-5,98 (0,72)] 3,06 [0,53-17,76 (0,21)]

Alelo G 386 (0,88) 373 (0,91) Referéncia Referéncia

Alelo A 54 (0,12) 39 (0,09) 0,74 [0,40-1,38 (0,35)] 0,84 [0,42-1,67 (0,63)]

Carreador A 51 (0,23) 35(0,17) 0,68 [0,42-1,10 (0,11)] 0,73 [0,43-1,24 (0,24)]

p.K1423K N (Frequéncia) controles N (Frequéncia) pacientes  OR casos ndo ajustados [95% IC; (valor de p)] OR casos ajustados* [95% IC; (valor de p)]
GG 194 (0,87) 176 (0,85) Referéncia Referéncia

GA 27 (0,12) 27 (0,13) 1,10 [0,62-1,95 (0,74)] 1,20 [0,63-2,29 (0,57)]

AA 1(0,01) 3(0,02) 3,30 [0,34-32,08 (0,30)] 6,57 [0,57-76,30 (0,13)]

Alelo G 415 (0,93) 379 (0,92) Referéncia Referéncia

Alelo A 29 (0,07) 33(0,08) 1,25 [0,60-2,59 (0,56)] 1,47 [0,65-3,35 (0,35)]

Carreador A 28 (0,13) 30 (0,15) 1,18 [0,68-2,05 (0,56)] 1,35[0,72-2,52 (0,34)]

IC: Intervalo de confianca; OR: Odds Ratio; *OR ajustado para as co-variaveis sexo e idade; -: Genétipos encontrados em apenas um dos grupos nao foram
analisados para o OR.
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3.4.3 Analise de haplétipos relativos as combinacdes alélicas das variantes
exbnicas comuns p.N551K, p.R1398H e p.K1423K no gene LRRK2

Foi realizada a analise dos haplotipos formados pelas combinacdes
alélicas das variantes p.N551K, p.R1398H e p.K1423K na amostra da regido
sudeste, bem como para as estratificacdes (sudeste esporadico, sudeste
familiar, sudeste 250 anos e Rio de Janeiro). As combinacfes alélicas das
variantes foram dispostas de acordo com a ordem em que se encontram no
gene LRRK2 (Tabela 18).

Tabela 18- Possiveis combinacBes alélicas para as variantes exodnicas
p.N551K, p.R1398H e p.K1423K do gene LRRK2.

Hapl6tipo p.N551K p.R1398H p.K1423K

1 C A A
2 C A G
3 C G A
4 C G G
5 G A A
6 G A G
7 G G A
8 G G G

O haplétipo encontrado em maior frequéncia na amostra sudeste e em
todas as estratificacdes foi o haplétipo 4 (C-G-G) (média da frequéncia 85,52 +
0,36), utilizado como haplétipo de referéncia. O haplétipo 2 (C-A-G) se mostrou
como fator de protecdo na amostra sudeste (OR= 0,35; IC= 0,13 - 0,93; p=
0,04), mantendo a associagdo apos 0s ajustes para as co-variaveis (OR= 0,32;
IC= 0,12 — 0,89; p= 0,03). O haplotipo 6 (G-A-G) mostrou susceptibilidade a
protecdo na amostra do sudeste (OR= 0,30; IC= 0,11 - 0,82; p=0,02) e sudeste
esporadico (OR=0,24; IC= 0,06 — 0,92; p= 0,04) porém, quando as amostras

sudeste e sudeste esporadico foram corrigidas para as co-variaveis sexo e
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idade, perderam a significancia (p= 0,12; p= 0,09, respectivamente). O
haplétipo 6 também se mostrou como fator de protecao na estratificacdo do Rio
de Janeiro (OR= 0,15; IC= 0,03 - 0,75; p= 0,02) mesmo apds os ajustes (OR=
0,19; IC= 0,04 — 0,96; p= 0,04). Os haplotipos com frequéncia menor que 0,5%

nao foram acessados (Tabela 19).
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Tabela 19- Distribuicdo da regresséo logistica e analise de odds ratio bruto e ajustado para sexo e idade para os haplétipos por
estratificacao.

OR casos nao

OR casos

OR casos nao OR casos

OR casos néo OR casos

OR casos néo

OR casos

ORcasosndo  OR casos ajustados™

Haplétipo  ajustados [95% ajustados* [95%  ajustados [95% ajustados* [95%  ajustados [95%  ajustados* [95%  ajustados [95% ajustados* [95% ajustados [95%  [95% IC; (valor de
I1C; (valor de p)] IC; (valor de p)]  IC; (valor de p)] IC; (valor de p)] IC; (valor dep)] IC; (valor de p)] IC; (valor de p)] IC; (valor de p)] IC; (valor de p)] p)]
Sudeste Sudeste esporadico Rio de Janeiro Sudeste acima de 50 anos Sudeste familiar
2 0,35 0,32 0,58 0,50 0,47 0,40 0,50 0,44
[0,13-0,93(0,04)]  [0,12-0,89 (0,03)]  [0,22-1,53 (0,27)] [0,17-1,34 (0,16)] [0,17-1,32 (0,15)] [0,13-1,19 (0,10)] [0,18-1,38(0,18)]  [0,15-1,25 (0,12)]
5 1,34 1,38 1,18 121 1,33 1,58 1,50 1,49 1,57 1,68
[0,82-2,19 (0,25)]  [0,80-2,38 (0,25)] [0,65-2,16 (0,58)] [0,62-2,35(0,58)] [0,77-2,29 (0,31)] [0,86-2,88 (0,14)] [0,89-2,53(0,13)] [0,87-2,54 (0,15)]  [0,88-2,77 (0,12)]  [0,90-3,15 (0,10)]
6 0,30 0,42 0,24 0,29 0,15 0,19 0,43 0,42 0,44 0,41
[0,11-0,82 (0,02)]  [0,14-1,24 (0,12)]  [0,06-0,92 (0,04)] [0,07-1,19 (0,09)] [0,03-0,75 (0,02)] [0,04-0,96 (0,04)] [0,15-1,26 (0,13)]  [0,14-1,27 (0,12)]  [0,12-1,61 (0,22)]  [0,11-1,67 (0,22)]
7 ) 0,87 0,86 0,30 0,26
[0,38-1,97 (0,74)]  [0,37-2,01(0,73)]  [0,06-1,31(0,11)]  [0,05-1,30 (0,10)]
8 0,93 0,83 1,15 0,93 1,16 0,96 ) )
[0,46-1,90 (0,85)]  [0,37-1,87 (0,66)] [0,54-2,47 (0,71)] [0,39-2,24 (0,88)] [0,55-2,44 (0,70)] [0,40-2,29 (0,93)]
1 0,24 0,10 0,38 0,23 0,35 0,23 ) )
raro [0,01-3,80 (0,31)] [0,001-15,82 (0,37)] [0,05-2,75 (0,33)] [0,02-2,47 (0,23)] [0,05-2,62 (0,31)] [0,02-2,51 (0,23)]
4 - - -
base

IC: Intervalo de confianca; OR: Odds Ratio; *OR ajustado para as co-variaveis sexo e idade; em vermelho e negrito p< 0,05; em verde e negrito: dados que
perderam a significancia apés o ajuste para as co-variaveis idade e sexo; -: dados ndo avaliados devido a baixa frequéncia do haplétipo (<0,5%)
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3.4.4 Andlise de desequilibrio de ligacado relativo as variantes exbnicas comuns
p.N551K, p.R1398H e p.K1423K no gene LRRK?2

A analise de desequilibrio de ligacdo da amostra composta por 222
individuos saudaveis mostrou que as variantes p.N551K (rs7308720),
p.R1398H (rs7133914) e p.K1423K (rs11175964) do gene LRRK2 néo estdo
em DL, visto que, segundo critérios estabelecidos pelo projeto HapMap
(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov), apenas variantes com valores de r>>80, estdo
em alto DL, ou seja, elas ndo estdo segregando juntas na forma de hapldtipo
(Figura 25).

Figura 25- A andlise revela auséncia de desequilibrio de ligacdo entre as
variantes p.N551K (rs7308720), p.R1398H (rs7133914) e p.K1423K
(rs11175964) no gene LRRK2 na amostra total de controles

rs7308720
rs7133914
rs11175964

—
ot
(2

Legenda: O namero no interior do losango indica o valor de r2.
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4 DISCUSSAO

4.1 Andlise das mutacdes p.D620N e p.R524W no gene VPS35

Esse é o primeiro estudo voltado para a investigacdo das variantes
p.D620N e p.R524W no gene VPS35 em uma ampla casuistica brasileira.
Essas mutacbes ndo foram encontradas nos 901 individuos brasileiros
analisados (582 probandos com DP e 319 controles saudaveis).

ApoOs a recente descoberta da mutacdo p.D620N no gene VPS35 como
uma nova causa de doenca de Parkinson autossémica dominante (Vilarifio-
Guell et al., 2011; Zimprich et al., 2011), estudos subsequentes tém sinalizado
que essa mutacdo € uma causa rara de DP. Ela foi encontrada em baixa
frequéncia nas populacfes japonesa (Ando et al., 2012), alema (Kumar et al.,
2012) e britanica (Sheerin et al., 2012) e ausente nas populagbes chinesa
(Deng et al., 2012; Guo et al., 2012; Zhang et al., 2012; Chen et al., 2013),
italiana (Guella et al., 2012; Gagliardi et al., 2014), belga (Verstraeten et al.,
2012), indiana (Sudhaman et al.,, 2013) e sul africana (Blanckenberg et al.,
2014), corroborando nossos achados que apontam a raridade dessa mutacdo

na populacao brasileira (Tabela 20).
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Tabela 20- Sumario dos estudos da mutacdo p.D620N no gene VPS35 em
pacientes com doenca de Parkinson em diferentes populacdes

Populacéo N° de pacientes N° de controles Referéncias
(N° de pacientes (N° de controles
mutados) mutados)

Japonesa 733 (4) 579 (0) Ando et al., 2012
Chinesa 202 (0) N&o testada Deng et al., 2012
Italiana 475 (0) N&o testada Guella et al., 2012
Chinesa 1.038 (0) 1.016 (0) Guo et al., 2012

Alema/ Sérvia/ 1.774 (1) N&o testada Kumar et al., 2012
Americana/ Chilena
19 paises de quatro 8.870 (7) 6.513 (0) Sharma et al., 2012
continentes

Britanica 597 (1) N&o testada Sheerin et al., 2012

Belga 677 (0) 800 (0) Verstraeten et al., 2012
Chinesa 512 (0) 406 (0) Zhang et al., 2012
Chinesa 609 (0) 600 (0) Chen et al., 2013

Caucasiana 213 (0) 272 (0) Nuytemans et al., 2013
Indiana 320 (0) 100 (0) Sudhaman et al., 2013
Sul africana 418 (0) 528 (0) Blanckenberg et al., 2014
Italiana 250 (0) 250 (0) Gagliardi et al., 2014
Brasileira 582 (0) 319 (0) Presente estudo

A baixa frequéncia observada desta alteracdo em pacientes com DP é
similar aquelas encontradas para as mutacées de ponto no gene SNCA (Berg
et al., 2005a). Os pacientes com DP identificados com a mutacdo p.D620N
possuem historia familiar da doenca, com heranca autossémica dominante e
essa mutacdo, como outras de transmissdo dominante, estd associada com
penetrancia incompleta associada a idade (Vilarifio-Guell et al., 2011; Zimprich
et al., 2011). As caracteristicas clinicas observadas nos portadores da mutacéo
sdo similares aquelas encontradas na DP idiopéatica e com boa resposta ao
levodopa. Além disso, estudos de analises de hapl6tipo sugerem que a
substituicdo p.D620N ocorre através de eventos mutacionais independentes,
visto que os pacientes de uma mesma populagdo ndo compartilham do mesmo
haplétipo (Vilarino-Guell et al., 2011; Ando et al., 2012; Kumar et al., 2012).

A substituicdo p.R524W no gene VPS35, descrita em apenas um
paciente sem historia familiar da DP, foi sugerida ser patogénica de acordo
com trés programas estatisticos (PolyPhen2, SNAP e SIFT) (Zimprich et al.,
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2011). Apd6s esses achados iniciais, essa mutacdo se mostrou ausente nos

subsequentes estudos conduzidos, incluindo o nosso (Tabela 21).

Tabela 21- Sumario dos estudos da mutacdo p.R524W no gene VPS35 em
pacientes com doenca de Parkinson de diferentes populacdes

Populacéo N° de pacientes N° de controles Referéncias
(N° de pacientes mutados) (N°de controles mutados)

Japonesa 733 (0) 579 (0) Ando et al., 2012
Chinesa 202 (0) N&o testada Deng et al., 2012
Chinesa 27 (0) N&o testada Guo et al., 2012
Britanica 96 (0) N&o testada Sheerin et al., 2012
Chinesa 32 (0) 35 (0) Zhang et al., 2012

Caucasiana 213 (0) 272 (0) Nuytemans et al., 2013
Indiana 15 (0) N&o testada Sudhaman et al., 2013
Brasileira 582 (0) 319 (0) Presente estudo

4.2 Anélise das mutagdes p.R1205H e p.A502V no gene EIF4G1

As mutagbes de ponto p.R1205H e p.A502V no gene EIF4G1 foram
ausentes nos 582 pacientes brasileiros com DP e nos 319 controles saudaveis
analisados, sugerindo que essas substituicbes sdo causas incomuns de DP
entre os pacientes brasileiros.

A mutagdo p.R1205H no gene EIF4GL1 foi descrita inicialmente em uma
familia francesa com DP tardia segregando de modo autossémico dominante,
sendo posteriormente encontrada em 7 pacientes com DP (2 americanos, 1
canadense, 1 irlandés, 2 italianos e 1 tunisiano) (Chartier-Harlin et al., 2011).
Corroborando os nossos achados na populacéo brasileira, a mutacdo de ponto
p.R1205H ndo foi encontrada em estudos conduzidos em populagdes
europeias (Lesage et al., 2012; Schulte et al., 2012; Gagliardi et al., 2014),
asiaticas (Chen et al., 2013; Li et al., 2013; Yuan et al., 2013; Zhao et al., 2013;
Nishioka et al., 2014), africana (Blanckenberg et al., 2014) e indiana
(Sudhaman et al.,, 2013). A substituicdo p.R1205H foi encontrada em um
paciente alemédo sem histéria familiar (Huttenlocker et al., 2014) e em um

paciente caucasiano com histéria familiar da DP, entretanto, essa variante foi
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descrita em um individuo saudavel de 86 anos nessa familia, sugerindo uma
penetrancia reduzida associada a idade (Nuytemans et al., 2013). Hutternlocker
e colaboradores (2014) conduziram um estudo de associacdo e né&o
observaram qualquer correlacdo da mutacdo p.R1205H com o fendtipo da
doenca (OR= 1,3; p=0,5). Além disso, essa mutacao também foi identificada
em trés controles saudaveis (Schulte et al., 2012), levantando duvidas se é
uma mutacao patogénica ou apenas uma variante benigna rara (Lesage et al.,
2012; Huttenlocker et al., 2014) (Tabela 22).

Tabela 22- Sumério dos estudos da mutagdo p.R1205H no gene E1F4G1l em
pacientes com doenca de Parkinson de diferentes populacdes

Populacéo N° de pacientes N° de controles Referéncias
(N° de pacientes (N° de controles
mutados) mutados)
Europeia 251 (0) 236 (0) Lesage et al., 2012
(maioria
francesa)
Europeia 1.351 (0) 1.014 (3) Schulte et al., 2012
Chinesa 609 (0) 600 (0) Chen et al., 2013
Chinesa 532 (0) 508 (0) Lietal., 2013
Caucasiana 213 (1) 272 (0) Nuytemans et al., 2013
Afro-americana/ 168 (0) N&o testada Siitonen et al., 2013
americana/
Indiana/ Asiatica/
Caucasiana/
outras
Indiana 320 (0) 100 (0) Sudhaman et al., 2013
Chinesa 425 (0) N&o testada Yuan et al., 2013
Asiética 96 (0) N&o testada Zhao et al., 2013
Sul africana 418 (0) 528 (0) Blanckenberg et al., 2014
Italiana 250 (0) 250 (0) Gagliardi et al., 2014
Alema / 2.146 (1) N&o testada Huttenlocher et al., 2014
Islandesa
Japonesa 319 (0) 374 (0) Nishioka et al., 2014
Brasileira 580 (0) 319 (0) Presente estudo

Apos a descoberta da mutacdo EIFAG1 p.A502V em quatro probandos
com DP (3 americanos e um polonés) (Chartier-Harlin et al., 2011), estudos
posteriores falharam em replicar os resultados iniciais (Lesage et al., 2012;
Schulte et al., 2012a; Li et al., 2013; Nuytemans et al., 2013; Siitonen et al.,
2013; Sudhaman et al., 2013; Yuan et al., 2013; Zhao et al., 2013; Huttenlocker
et al., 2014; Nishioka et al., 2014), sugerindo ser esta uma causa incomum de
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doenca de Parkinson, corroborando nossos achados em casuistica brasileira
(Tabela 23).

Tabela 23- Sumario dos estudos da mutacdo p.A502V no gene E1F4G1l em
pacientes com doenca de Parkinson em diferentes populacdes

N° amostral de pacientes  N° amostral de controles

Populagdo (N° de pacientes mutados) (N°de controles mutados) Referéncias
Europeia
(maioria 251 (0) 236 (0) Lesage et al., 2012
francesa)
Europeia 1.351 (0) 1.014 (0) Schulte et al., 2012
Chinesa 29 (0) N&o testada Li et al., 2013
Caucasiana 213 (0) 272 (0) Nuytemans et al., 2013
Afro-americana/
americana/
Indiana/ ~ .
Asiatica/ 168 (0) Nao testada Siitonen et al., 2013
Caucasiana/
outras
Indiana 15 (0) N&o testada Sudhaman et al., 2013
Chinesa 425 (0) N&o testada Yuan et al., 2013
Asiatica 96 (0) N&o testada Zhao et al., 2013
Y 2.146 (0) N&o testada Huttenlocher et al., 2014
Islandesa
Japonesa 319 (0) 374 (0) Nishioka et al., 2014
Brasileira 580 (0) 319 (0) Presente estudo

4.3 Analise da mutacao p.G2019S no gene LRRK2

Nosso grupo rastreou a mutacdo de ponto p.G2019S no gene LRRK2
em 582 probandos brasileiros com DP e identificou esta variante patogénica
em heterozigose em 15 pacientes (2,6%), dos quais cinco haviam sido
relatados anteriormente por Abdalla-Carvalho e colaboradores (2010). A
frequéncia observada (2,6%), englobando uma amostra maior de probandos,
foi semelhante aos nossos achados prévios (2,4%) (Pimentel et al., 2008;
Abdalla-Carvalho et al., 2010).

A mutacdo p.G2019S no LRRK2 é a alteracdo genética mais frequente
associada a DP em todo o mundo, com excecéo da populagéo asiatica, sendo,

no entanto, sua frequéncia altamente variavel nos diferentes grupos étnicos



91

(para revisdo Correia-Guedes et al., 2010). Em relacdo a outras populagdes
latino americanas nas quais foi estudada, verificamos que as frequéncias
encontradas foram similares a nossa: 3% em individuos com DP chilenos
(Perez-Pastene et al., 2007), 0,4% em peruanos e 4% em uruguaios (Mata et
al., 2009) (Tabela 24).
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Tabela 24- Sumario dos estudos da mutacédo p.G2019S no gene LRRK2 em
pacientes com doenca de Parkinson em diferentes populacdes

Populacéo Média da frequéncia Referéncias
encontrada nos
estudos (%)
Norueguesa 2,1% Aasly et al., 2005
Sueca 1,4% Carmine et al., 2006
Alema 0,8% Zimprich et al., 2004; Berg et al., 2005b; Hedrich et al., 2006; Schlitter
et al., 2006; Mdller et al., 2008
Holandesa 0,0% Macedo et al., 2009
Belga 0,0% Nuytemans et al., 2008
Polonesa 0,0% Bialecka et al., 2005
Russa 1,6% lllarioshkin et al., 2007; Pchelina et al., 2008
Austriaca 0,0% Haubenberger et al., 2007
Britanica 1,5% Gilks et al., 2005; Khan et al., 2005; Williams-Gray et al., 2006
Irlandesa 0,7% Gosal et al., 2005
Francesa 1,3% Lesage et al., 2005; Funalot et al., 2006; Lesage et al., 2007
Portuguesa 6,1% Bras et al., 2005; Ferreira et al., 2007
Espanhola 5,1% Infante et al., 2006; Mata et al., 2006; Gaig et al., 2006; Gonzalez-
Fernandez et al., 2007; Gorostidi et al., 2009
Italiana 1,7% Di Fonzo et al., 2005; Goldwurm et al., 2006; Marongiu et al., 2006;
Squillaro et al., 2007; Civitelli et al., 2007; De Rosa et al., 2009
Grega 0,1% Xiromerisiou et al., 2007; Kalinderi et al., 2007; Papapetropoulos et
al., 2008
Israelense (JA) 14,8% Orr-Urtreger et al., 2007
Israelense (NJA) 2,7% Orr-Urtreger et al., 2007
Arabe norte 39,0% Ishihara et al., 2007; Lesage et al., 2008; Lesage et al., 2005;
africana Lesage et al., 2006; Hulihan et al., 2008
Nigeriana 0,0% Okubadejo et al., 2008
Canadense 0,6% Paisan-Ruiz et al., 2005; Dupré et al., 2007; Grimes et al., 2007
Americana (C) 1,9% Nichols et al., 2005; Ishihara et al., 2007; Farrer et al., 2005;
Hernandez et al., 2005; Zabetian et al., 2005; Kay et al., 2006; Scholz
et al., 2006; Deng et al., 2006; Johnson et al., 2007
Americana (H) 5,0% Deng et al., 2006
Americana (J) 13,0% Deng et al., 2006; Clarck et al., 2006; Ozelius et al., 2006
Brasileira 2,8% Munhoz et al., 2008; Pimentel et al., 2008
Chilena 3,0% Perez-Pastene et al., 2007
Peruana 0,4% Mata et al., 2009
Uruguaia 4.0% Mata et al., 2009
Indiana 0,1% Punia et al., 2006
Taiwanesa 0,0% Lu et al., 2005; Fung et al., 2006; Lin et al., 2008; Mata et al., 2005;
Calne et al., 1992; Farrer et al., 2007
Singapuriana 0,0% Tan et al., 2005
Sul coreana 0,0% Cho et al., 2007; Choi et al., 2008
Japonesa 0,3% Zabetian et al., 2006
Australiana 1,9% Huang et al., 2007; Mellick et al., 2009

JA: Judeus Ashkenazi; NJA: N&o judeus Ashkenazi; C: Caucasiana; H: Hispénica; J: Judaica
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4.3.1 Estudo de associacdo fenétipo-gendtipo

Ao contrario do observado na DP idiopatica, na qual a incidéncia no sexo
masculino € 1,5 maior em comparagdo as mulheres, (Wooten et al., 2004),
assim como observado no nosso estudo (63,66%), entre 0s pacientes
carreadores da mutacdo p.G2019S, geralmente, o sexo feminino € encontrado
em maior proporcao (Or-Urtreger et al., 2007; Gan-Or et al., 2010; Saunders-
Pullman et al.,, 2011; Alcalay et al., 2013). Também em nosso estudo,
observamos uma frequéncia maior da mutagcdo no sexo feminino (9/15 -
64,3%), como mostra a tabela 5. Além disso, Trinh e colaboradores (2014), em
um estudo conduzido na populacdo tunisiana, observaram que mulheres
portadoras da mutacdo p.G2019S manifestam a doenca aproximadamente 5
anos antes do que os homens portadores. E possivel que haja fatores de
susceptibilidade ligados ao sexo associados a via celular da dardarina (Orr-
Urtreger et al.,, 2007), o que explicaria a maior prevaléncia da mutacao
p.G2019S entre as mulheres, entretanto, ainda ndo ha estudos que comprovem
essa teoria.

A idade de manifestacdo dos sintomas iniciais da DP é bem variavel
entre os pacientes, entretanto, ela tende a ser menor entre os carreadores da
mutacéo p.G2019S (Orr-Urtreguer et al., 2007; Healy et al., 2008), assim como
visto no nosso estudo (carreadores 47,64 + 9,36; ndo carreadores 52,6 + 13,3).
Contudo, nossos resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,06),
ou pode ser devido ao tamanho da amostra.

Pacientes heterozigotos para a mutacdo p.G2019S no gene LRRK2
tipicamente apresentam um quadro clinico similar aqueles com DP idiopatica
com bradicinesia, rigidez, tremor e boa resposta ao levodopa (Paisan-Ruiz et
al., 2004; Haugarvoll et al., 2009). Entretanto, assim como em nossos achados,
a incidéncia do tremor parece ser elevada em portadores de mutacdes no gene
LRRK2 (Nuytemans et al., 2008; Gan-Or et al., 2010; Trinh et al., 2014).
Estudos com um maior tamanho amostral de portadores da p.G2019S seréao
necessarios para determinar a influéncia dessa mutacao no fenétipo clinico dos

pacientes.
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4.4 Analise das variantes exodnicas raras p.Q1111H, p.T1410M, p.M1646T,
p.S1761R e p.Y2189C no gene LRRK2

Até o momento, a maior parte dos estudos conduzidos como o intuito de
analisar o significado de variantes no gene LRRK2 na etiologia da DP foram
realizados em populacdes de origem europeia, asiatica e norte-americana.
Assim, pesquisas voltadas para a identificacdo do efeito de variantes no gene
LRRK2 associada a DP em populacdes latino-americanas sdo escassas.
Tendo em vista a composicdo genética Unica da populacdo brasileira,
resultante da miscigenacao interétnica entre europeus, africanos e amerindios
(Pena et al.,, 2011) e a variabilidade das frequéncias dessas variantes
encontradas entre grupos étnicos diferentes, estudos com esse enfoque sdo de
extrema importancia.

Nossas andlises conduzidas nos 551 individuos brasileiros (329
probandos com DP e 222 controles saudaveis) para as variantes exonicas
raras p.Q1111H, p.T1410M, p.M1646T, p.S1761R e p.Y2189C no gene LRRK2
nao mostraram qualquer associacao estatisticamente significante.

A mutacdo p.S1761R no gene LRRK2 néo foi por nés encontrada entre
os 329 probandos com DP da regido sudeste do Brasil e nos 222 controles
saudaveis analisados. Nosso estudo sugere que essa variante é rara entre 0s
brasileiros. Um estudo conduzido em 1.217 pacientes oriundos de paises
latino-americanos, incluindo o Brasil, também n&o identificou a variante em
questdo, suportando nossa hip6tese (Mata et al., 2013). Evidéncias sugerem
gue essa mutacao tenha surgido a partir de um efeito fundador na Espanha,
visto que dos trés pacientes espanhois identificados com a alteracdo, dois
compartilhavam o mesmo haplétipo (Lorenzo-Betencor et al., 2012).

O alelo raro (T) da variante exodnica p.Q1111H foi encontrado com
mesma frequéncia alélica (0,3%) entre os pacientes da regido sudeste do Brasil
e controles saudaveis analisados nesse estudo, ndo havendo portanto
diferenca estatistica. Essa baixa frequéncia encontrada esta de acordo com os
dados anteriormente publicados que sugerem que essa variante foi originada
entre os amerindios puros, visto a alta incidéncia em controles saudaveis

amerindios (18,4%) e em pacientes (10%) e controles (7,4%) do Peru e em



95

pacientes (4,6%) e controles (3,4%) do Chile comparada as frequéncias
encontradas nos pacientes da Argentina (1%), Uruguai (1%) que
historicamente tiveram uma menor mistura amerindia (Mata et al.,, 2011).
Considerando que a patogenicidade dessa variante ainda ndo foi comprovada,
nossos estudos corroboram achados anteriores (Mata et al., 2011) de que essa
variante pode ser um polimorfismo nao patogénico.

Diferentemente dos achados por Ross e colaboradores (2011) que
descreveram uma associacao de risco (OR= 1,43, IC= 1,15-1,78; p=0,0012)
entre a variante exbnica LRRK2 p.M1646T e individuos brancos com DP
oriundos de diferentes paises, nossos resultados ndo apontaram qualquer
significancia dessa variante em pacientes brasileiros com DP (IC= 0,50-159;
p=0,08), apesar dessa alteracdo ter sido encontrada apenas no grupo de

pacientes e do valor de OR ter sido consideravelmente alto (8,91) (Tabela 25).
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Tabela 25- Frequéncia do alelo menos frequente (C) da variante p.M1646T no
gene LRRK2 em pacientes e controles saudaveis e OR de acordo com a
populacao

Populacéo N° de pacientes N° de controles OR* IC Referéncias
(% do alelo raro C nos (% do alelo raro C nos
pacientes) controles)

Francesa 581 (1,92%) 145 (0,35%) 5,68 0,76-42,58 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Grega 509 (1,24%) 430 (0,37%) 25 0,69-9,11 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Polonesa 381 (0,94%) 344 (0,76%) 1,25 0,39-3,98 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Americana 1.326 (2,03%) 648 (0,88%) 2,06 1,04-4,07 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Alema 1.131 (2,02%) 905 (0,97%) 2,13 1,20-3,78 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Sueca 93 (2,25%) 184 (1,1%) 2,09 0,51-8,58 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Norueguesa 697 (1,31%) 614 (1,12%) 1,17 0,56-2,42 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Italiana 491 (2,85%) 412 (1,83%) 1,43 0,74-2,76 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Irlandesa 392 (2,24%) 462 (1,87%) 1,21 0,61-2,40 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Australiana 994 (1,85%) 760 (1,88%) 0,98 0,60-1,63 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Belga 314 (2,45%) 590 (2,27%) 1,08 0,53-2,23 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Sul africana 86 (0,6%) 101 (2,55%) 0,23 0,03-1,98 Ross et al., 2011
Heckman et al., 2013

Brasileira 321 (0,9%) 222 (0%) 8,91 0,50-159 Presente estudo

OR*: OR ajustado; IC: Intervalo de confian¢a (Fonte: Ross et al., 2011)

A variante rara LRRK2 p.T1410M foi inicialmente descrita em pacientes
(9,3%) e controles saudaveis (4,9%) caribenhos (Lesage et al., 2009). Apesar
dessa substituicdo ter sido descrita como possivelmente patogénica por
analises in silico (Abdalla-Carvalho et al., 2010), ela foi encontrada em maior
frequéncia entre os controles (0,9%) do que na amostra de pacientes (0,6%),
mas ndo foi observada diferenca estatisticamente significante. Assim como
sugerido por estudos anteriores (Lesage et al., 2009; Abdalla-Carvalho et al.,
2010), nossos resultados apontam a variante LRRK2 p.T1410M como um
polimorfismo ndo patogénico sem associacdo com a DP.

A variante LRRK2 p.Y2189C, previamente descrita em um paciente
belga com DP de heranca autossdmica dominante (Nuytemans et al., 2008), foi

encontrada em maior frequéncia entre 0s nossos controles saudaveis (0,9%)
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do que no grupo de probandos (0,6%). Contrariando os achados de Jasinska-
Myga e colaboradores (2010) que encontraram uma associagao de risco
estatisticamente significativa (p= 0,0053) entre a variante p.Y2189C e a DP,

nossos dados sinalizam que essa variante € um polimorfismo ndo patogénico.

4.5 Andlise das variantes exbnicas comuns p.N551K, p.R1398H e
p.K1423K no gene LRRK2

As andlises das variantes exdnicas comuns p.N551K e p.R1398H no
gene LRRK2 nado apresentaram qualquer associacao alélica, genotipica ou de
carreador estatisticamente significante nas diferentes estratificacdes, no
entanto, o genotipo raro (AA) da variante p.K1423K parece conferir risco para
doenca de Parkinson.

A realizacéo de estratificacdes da amostra atua como uma forca seletiva,
visto que a selecdo amostral deixa de ser ao acaso, sendo assim, seria
esperado que as frequéncias genotipicas nas amostras estratificadas de
pacientes ndo estivessem em EHW, assim como foi observado nas
estratificacdes sudeste familiar para as trés variantes comuns p.N551K (Tabela
10), p.R1398H (Tabela 11) e p.K1423K (Tabela 12) e na estratificacdo sudeste
= 50 anos para as variantes p.R1398H (Tabela 11) e p.K1423K (Tabela 12).

As analises conduzidas na amostra de 329 pacientes brasileiros com DP
naturais da regido sudeste do Brasil e nas estratificacbes (DP esporadica; DP
familiar; DP tardia (250 anos); Estado do Rio de Janeiro), para a variante
exbnica comum LRRK2 p.N551K (c.1653C>G), ao serem comparadas ao
grupo de 222 controles saudaveis do Estado do Rio de Janeiro, revelaram uma
maior frequéncia do genotipo heterozigoto (CG) no grupo controle. No entanto,
as andlises de regressao logistica ndo mostraram qualquer associagao alélica,
genotipica e de carreador estatisticamente significativa, mesmo apdés as
correcdes para as variaveis sexo e idade.

Com excecédo dos trabalhos conduzidos nas populacdes asiaticas que
mostraram associacao de protecdo da p.N551K em relacdo a DP (Tan et al.,
2010; Ross et al., 2011; Gopalai et al.,, 2013), a analise dessa variante em
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diferentes grupos étnicos ndo indicou significancia estatistica, mostrando
somente tendéncia a protecdo ou ao risco, assim como o observado em nosso
estudo (Tabela 26).

Tabela 26- Valor do Odds Ratio para o alelo raro (G) da variante exbnica
LRRK2 p.N551K encontrado em diferentes populacdes

Populagéo OR* IC Referéncias
Grega 1,05 0,59-1,85 Paisan-Ruiz et al., 2006
Finlandesa 1,06 0,58-1,94 Paisan-Ruiz et al., 2007
Caucasiana 0,93 0,68-1,26 Pankratz et al., 2008
Caucasiana 0,92 0,59-1,45 Nuytemans et al., 2009
Caucasiana 0,88 0,66-1,15 Simon-Sanchez et al., 2009
Tunisiana 0,87 0,53-1,40 Jasinska-Myga et al., 2010
Afro-descendente 197 0,83-4,67 Ross et al., 2010
Singapuriana 0,89 0,52-1,53 Tan et al., 2010
Singapuriana 0,64 0,42-0,98 Tan et al., 2010
Taiwanesa 0,58 0,39-0,87 Tan et al., 2010
Chinesa 0,87 0,64-1,20 Tan et al., 2010
Caucasiana 0,89 0,79-1,00 Ross et al., 2011
Asiatica 0,74  0,60-0,91 Ross et al., 2011
Arabe 0,84  0,48-1,46 Ross et al., 2011
Taiwanesa 0,91 0,67-1,25 Wu et al., 2013
Brasileira (regido sudeste) 1,07 0,59-1,95 Presente estudo
Brasileira (sudeste esporadico) 0,97  0,49-1,92 Presente estudo
Brasileira (sudeste familiar) 1,16 0,53-2,50 Presente estudo
Brasileira (sudeste 250 anos) 1,12  0,61-2,06 Presente estudo
Brasileira (Rio de Janeiro) 1,14 0,59-2,23 Presente estudo

OR*: OR ajustado para as co-variaveis sexo e idade; IC: Intervalo de confianca (Fonte:
http://www.pdgene.org/meta.asp?geneid=13&polylD=255, com modifica¢des).

As analises realizadas para a variante LRRK2 p.R1398H (c.4193G>A)
revelaram uma maior frequéncia do alelo raro (A) na amostra de pacientes da
regido sudeste do Brasil, embora em todas as estratificacdes realizadas ela
tenha sido encontrada em maior frequéncia no grupo controle. Apesar do OR
bruto e ajustado do alelo raro (A) ter mostrado uma tendéncia a protecao
(OR<1), em todas as analises eles n&o tiveram poder estatisticamente
significativo (p<0,05). O mesmo foi observado para a analise de genaotipo (GA)
e de carreador do alelo menos frequente (A). Assim como a variante p.N551K,
a variante exobnica p.R1398H mostrou um efeito protetor apenas nas
populacfes asiaticas (Tan et al., 2010; Chen et al., 2011; Ross et al., 2011;

Gopalai et al., 2013), ndo mostrando qualquer associagdo nos demais grupos
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étnicos estudados, sugerindo uma associacdo a protecdo a DP apenas entre

0s asiaticos (Tabela 27).

Tabela 27- Valor do Odds Ratio para o alelo raro (A) da variante exdnica
LRRK2 p.R1398H encontrado em diferentes popula¢cdes

Populacéo OR* IC Referéncias
Caucasiana 0,94 0,65-1,34 Biskup et al., 2005
Caucasiana 1,14 0,68-1,90 Paisan-Ruiz- et al., 2005
Grega 0,93 0,52-1,64 Paisan-Ruiz et al., 2006
Finlandesa 1,27 0,66-2,44 Paisan-Ruiz et al., 2006
Caucasiana 0,91 0,68-1,23 Pankratz et al., 2008
Caucasiana 0,87 0,56-1,35 Nuytemans et al., 2009
Caucasiana 091  0,70-1,20 Slmon-Sggggez st
Caucasiana 0,96 0,61-1,53 Sutherland et al., 2009
Asiatica 0,81 0,58-1,13 Chen et al., 2010
Caucasiana 1,44 1,02-2,04 Chung et al., 2010
Africana 093  0,59-1,48 Jas'”Sk"J‘z'g"l%ga S,
Afro-americana 1,04 0,37-2,93 Ross et al., 2010
Singapuriana 0,89 0,52-1,53 Tan et al., 2010
Singapuriana 0,64 0,42-0,98 Tan et al., 2010
Chinesa 0,87 0,64-1,20 Tan et al., 2010
Asiatica 0,79 0,66-0,96 Chen et al., 2011
Caucasiana 0,90 0,80-1,02 Ross et al., 2011
Asiatica 0,73 0,59-0,90 Ross et al., 2011
Arabe 1,05  0,62-1,77 Ross et al., 2011
Taiwanesa 0,79 0,62-1,23 Wu et al., 2013
Brasileira (regido sudeste) 0,81 0,45-1,49 Presente estudo
Brasileira (sudeste esporadico) 0,72 0,36-1,47 Presente estudo
Brasileira (sudeste familiar) 0,92 0,42-2,00 Presente estudo
Brasileira (sudeste 250 anos) 0,91 0,49-1,69 Presente estudo
Brasileira (Rio de Janeiro) 0,84 0,42-1,67 Presente estudo

OR*: OR ajustado para as co-variaveis sexo e idade; IC: Intervalo de confianca (Fonte:
http://www.pdgene.org/meta.asp?geneid=13&polylD=132, com modifica¢des).

Engquanto a mutacdo patogénica p.G2019S no gene LRRK2 aumenta a
atividade quinase da proteina dardarina (Greggio et al., 2006; Lu & Tan et al.,
2008), a variante p.R1398H parece ter um resultado oposto, levando a um
efeito protetor. A variante p.R1398H esta localizada no dominio ROC, que
pertence a superfamilia GTPase Ras, e a ativacdo da atividade quinase da

dardarina é dependente da ativagdo por GTPase. Sendo assim, uma alteragédo
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no dominio ROC, como a substituicdo p.R1398H, pode influenciar na ligacao
ou na hidrolise do GTP ou na saida do GDP, levando a uma diminuicdo da
atividade quinase da proteina e, consequentemente, a uma melhora em termos
da toxicidade celular (Tan et al., 2008, 2010).

As analises conduzidas na amostra sudeste e nas diferentes
estratificacbes para a variante p.K1423K (c.4269G>A) para o gendtipo
heterozigoto (GA), o alelo raro (A) e de carreador do alelo raro (A) nao
mostraram qualquer associacdo com poder estatisticamente significativo,
semelhante ao encontrado em estudos anteriores (Pankratz et al., 2008;
Simoén-Sanchez et al., 2009, Ross et al. 2010; Tan et al., 2010; Wu-Chou et al.,
2013) (Tabela 28).

Tabela 28- Valor do Odds Ratio para o alelo raro (A) da variante exbnica
LRRK2 p.K1423K encontrado em diferentes populacfes

Populacgéo OR* IC Referéncias
Caucasiana 0,9 0,67-1,21 Pankratz et al., 2008
Caucasiana 0,91 0,77-1,08 Simoén-Sanchez et al., 2009
Caucasiana 1,45 1,02-2,05 Chung et al., 2010
Africana 0,41 0,21-0,82 Jasinska-Myga et al., 2010
Afro-americana 1,70 0,32-9,09 Ross et al., 2010
Asiatica 0,72 0,47-1,11 Tan et al., 2010
Caucasiana 0,83 0,74-0,94 Ross et al., 2011
Asiatica 0,75 0,61-0,92 Ross et al., 2011
Arabe 0,42  0,20-0,89 Ross et al., 2011
Taiwanesa 0,78 0,59-1,03 Wu-Chou et al., 2013
Brasileira (regido sudeste) 1,30 0,62-2,72 Presente estudo
Brasileira (sudeste esporadico) 1,08  0,50-2,33 Presente estudo
Brasileira (sudeste familiar) 1,79 0,73-4,04 Presente estudo
Brasileira (sudeste 250 anos) 1,41  0,67-2,97 Presente estudo
Brasileira (Rio de Janeiro) 1,47 0,65-3,35 Presente estudo

OR*: OR ajustado para as co-variaveis sexo e idade; IC: Intervalo de confianca (Fonte:
http://www.pdgene.org/meta.asp?geneid=13&polylD=230, com modifica¢des).

Entretanto, o estudo de associagdo com o genotipo raro (AA) na
estratificacdo sudeste familiar mostrou uma associacao de risco a DP com um
OR de 10,66 (p= 0,03). Mesmo apds 0s ajustes para as co-variaveis sexo e
idade, o gendtipo AA néo perdeu a significancia estatistica passando a ter um

OR ainda maior (15,22; p= 0,02), porém, o intervalo de confianca né&o foi
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preciso (ndo corrigido= 1,23-92,56; corrigido= 1,54-150,22), deixando davidas
do valor real do risco que essa variante pode proporcionar. Interessantemente,
0 genotipo raro (AA) ndo foi encontrado entre 0 grupo sudeste esporadico,
reforcando a hipdétese de que esta variante possa proporcionar um risco para a
DP familiar, apesar de ser uma variante silenciosa. Diferentemente dos nossos
achados, estudos anteriores descreveram a variante p.K1423K como um fator
protetor (Jasinska-Myga et al., 2010; Ross et al., 2011). Entretanto, popula¢gdes
distintas podem apresentar resultados opostos devido as diferencas nas
frequéncias alélicas e genotipicas observadas em diferentes grupos étnicos, o
gue explicaria os resultados divergentes.

4.5.1 Analise de haplétipos relativos as combinacoes alélicas das variantes
exbnicas comuns p.N551K, p.R1398H e p.K1423K no gene LRRK2

O haploétipo 2 (C-A-G) formado pela combinacao das variantes p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K no gene LRRK2, revelou ser protetor contra o
desenvolvimento da DP na amostra sudeste (OR= 0,35; IC= 0,13 — 0,93; p=
0,04), padrao mantido ap0s os ajustes para as co-variaveis (OR= 0,32; IC=
0,12 — 0,89; p= 0,03). O haplétipo 6 (G-A-G) também mostrou susceptibilidade
a protecdo na estratificacdo Rio de Janeiro (OR= 0,15; IC= 0,03 — 0,75; p=
0,02) mesmo apos os ajustes (OR= 0,19; IC= 0,04 — 0,96; p= 0,04). Apesar de
nao ter sido encontrada associacdo com o haplétipo 5 (G-A-A), anteriormente
descrito como protetor (Ross et al.,, 2011), em ambos haplétipos (2 e 6)
encontrados, a variante p.R1398H estava presente. Dessa forma, nosso estudo
suporta a hipétese de que a p.R1398H ¢é a variante funcional que confere o
efeito protetor ao haplétipo, como mostrado em estudos anteriores (Tan et al.,
2010; Heckman et al., 2013). Estudos in vitro mostraram que a variante
p.1398H apresentou diminuicdo na atividade quinase quando comparada com
a forma selvagem p.R1398 (Tan et al., 2010).
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4.5.2 Andlise de desequilibrio de ligacdo relativo as variantes exdnicas comuns
p.N551K, p.R1398H e p.K1423K no gene LRRK?2

Tan e colaboradores (2010) observaram que as variantes p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K segregam juntas na forma de haplétipo (r*>80) na
populacdo chinesa. O mesmo foi confirmado em estudos posteriores
envolvendo asiaticos (Ross et al., 2011; Wu-chou et al., 2013), &rabes norte
africanos e caucasianos (Ross et al.,, 2011). Nosso estudo foi o primeiro
trabalho com este enfoque em uma populacdo latino-americana e, ao contrario
dos estudos anteriores, as variantes p.N551K, p.R1398H e p.K1423K néo
estdo em DL na amostra de 222 individuos controles brasileiros (r’<45). O
mesmo foi observado em um estudo conduzido na populacdo afro-americana
(r’=16) (Ross et al., 2010). Os resultados divergentes sugerem que este
haplétipo estd em alto DL apenas nas populacdes dos continentes asiatico e
africano, mas ndo no continente americano. Entretanto, esse resultado pode
ser um falso-negativo devido a limitagcdo do tamanho da amostra controle.

Em se tratando do primeiro estudo caso-controle com enfoque em
variantes exdnicas no gene LRRK2 na populacdo brasileira, reinteramos a
importancia de estudos futuros de replicacdo envolvendo maior numero
amostral, de modo a confirmar as associacfes observadas nesse estudo. Além
disso, é de extrema importancia que este estudo seja conduzido em individuos
de diferentes regibes do Brasil, ja que ocorre uma predominancia de
amerindios na regido amazonica (norte), uma predominancia de linhagens
africanas no nordeste do pais, um equilibrio no sudeste e uma dominancia

europeia no sul (Parra et al., 2003).
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CONCLUSOES

A analise dos genes VPS35 e EIF4G1, conduzida em uma amostra de
582 probandos brasileiros com DP, mostrou que mutacfes nesses genes sao
causas raras da doenca em nossa populacao.

A mutacdo p.G2019S no gene LRRK2, presente em 15 pacientes
avaliados (2,6%), reforca a importancia desta mutacdo como causa da DP em
nossa populacéo.

A mutacdo patogénica p.G2019S afeta em maior frequéncia o sexo
feminino.

Os pacientes portadores da mutacdo p.G2019S tipicamente possuem
boa resposta ao medicamento L-dopa e apresentam bradicinesia, rigidez e
tremor em repouso.

A mutacdo p.S1761R do gene LRRK2 se mostrou ausente nos 551
individuos brasileiros analisados.

As variantes raras p.Q1111H, p.M1646T, p.T1410M e p.Y2189C do gene
LRRK2 ndo mostraram qualquer associacdo genotipica estatisticamente
significativa na amostra sudeste analisada.

A andlise das variantes comuns p.N551K, p.R1398H e p.K1423K do
gene LRRK2 na amostra total do sudeste e nas estratificacbes sudeste
esporadico, sudeste =50 anos e Rio de Janeiro ndo revelaram associagdes
alélicas, genotipicas e de carreador. Na andlise estratificada dos pacientes com
histéria familiar da DP, a variante p.K1423K se mostrou associada ao risco da
doenca (OR= 15,22; IC= 1,54-150,22; p=0,02).

A anadlise de haplétipos formados pelas combinacbes alélicas das
variantes comuns p.N551K, p.R1398H e p.K1423K do gene LRRK2 revelou
gue o haplétipo 2 (C-A-G) esta associado a protecdo na amostra sudeste (OR=
0,32; IC=0,12-0,89 p=0,03) e o haplotipo 6 (G-A-G) mostrou estar associado a
protecdo na estratificacdo Rio de Janeiro (OR=0,19; IC= 0,04 — 0,96; p= 0,04).

A analise de desequilibrio de ligacdo para as variantes comuns p.N551K,
p.R1398H e p.K1423K do gene LRRK2 revelou que elas ndo estdo em DL (r’<
80).
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continua)

N | NR | idade | M| Sexo | FA | goriac | peson | Rszaw | ASo2v | R1205H
1 1142 64 55 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
2 1143 68 63 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
3 1144 69 65 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
4 1145 74 69 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
5 1146 79 73 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
6 1147 47 35 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
7 1148 48 42 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
8 1149 65 64 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
9 1153 54 51 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
10 | 1154 70 66 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
11 | 1155 55 51 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
12 | 1156 56 52 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
13 | 1157 76 65 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
14 | 1158 64 60 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
15 | 1159 71 53 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
16 | 1160 68 58 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
17 | 1161 59 49 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
18 | 1162 64 47 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
19 | 1163 83 65 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
20 | 1164 64 57 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
21 | 1168 66 62 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
22 | 1169 74 71 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
23 | 1170 57 43 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
24 | 1171 65 55 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
25 | 1172 74 61 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
26 | 1173 62 44 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
27 | 1174 55 54 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
28 | 1175 75 71 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
29 | 1176 57 49 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
30 | 1177 77 55 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
31 | 1182 39 26 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
32 | 1183 58 44 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
33 | 1184 69 66 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
34 | 1185 62 50 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
35 | 1186 57 45 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
36 | 1190 55 54 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
37 | 1191 72 60 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
38 | 1192 69 50 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
39 | 1193 72 68 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
40 | 1194 72 67 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: NUumero de registro; IM:

Idade de Manifestacdo; F: Histérico familiar da DP e |: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1
B IR leEee ) Il S0 FI' | G2019s | D620N | R524W | A502v | R1205H
41 | 1195 79 60 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
42 | 1196 47 40 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
43 | 1203 74 73 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
44 | 1208 63 52 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
45 | 1209 55 51 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
46 | 1211 58 57 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
47 | 1218 55 45 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
48 | 1219 74 64 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
49 | 1221 55 46 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
50 | 1223 78 74 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
51 | 1224 65 55 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
52 | 1229 56 43 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
53 | 1230 71 65 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
54 | 1231 66 56 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
55 | 1232 54 43 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
56 | 1247 48 46 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
57 | 1248 70 58 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
58 | 1263 67 66 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
59 | 1270 73 60 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
60 | 1280 67 59 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
61 | 1287 56 40 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
62 | 1288 66 59 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
63 | 1292 66 54 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
64 | 1293 53 48 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
65 | 1294 61 46 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
66 | 1296 58 42 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
67 | 1297 57 43 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
68 | 1304 65 63 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
69 | 1305 38 36 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
70 | 1306 65 55 M F G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
71 | 1307 54 44 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
72 | 1308 56 50 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
73 | 1314 72 69 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
74 | 1315 63 58 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
75 | 1320 54 51 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
76 | 1321 50 40 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
77 | 1322 54 48 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
78 | 1323 54 47 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
79 | 1324 64 63 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
80 | 1325 67 64 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: NUumero de registro; IM:

Idade de Manifestacdo; F: Histérico familiar da DP e I: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N®| NR | ldade | IM | Sexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H

81 | 1329 71 64 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

82 | 1330 33 31 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

83 | 1335 61 50 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

84 | 1344 56 52 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

85 | 1345 33 14 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

86 | 1355 64 48 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

87 | 1358 76 60 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

88 | 1359 59 53 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

89 | 1366 71 58 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

90 | 1375 64 57 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

91 | 1376 78 69 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

92 | 1377 48 38 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

93 | 1386 49 46 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

94 | 1394 43 38 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

95 | 1397 53 50 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

96 | 1398 67 53 F I G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal

97 | 1399 42 39 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

98 | 1401 43 37 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

99 | 1402 71 47 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

100 | 1404 62 48 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
101 | 1405 38 35 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
102 | 1407 58 43 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
103 | 1408 66 60 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
104 | 1409 47 33 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
105 | 1410 82 72 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
106 | 1420 72 57 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
107 | 1426 68 67 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
108 | 1427 63 57 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
109 | 1428 71 70 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
110 | 1435 79 78 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
111 | 1436 41 35 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
112 | 1437 71 62 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
113 | 1438 42 37 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
114 | 1440 69 59 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
115 | 1441 62 50 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
116 | 1442 43 38 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
117 | 1443 61 44 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
118 | 1444 69 53 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
119 | 1445 70 66 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
120 | 1447 57 52 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM:

Idade de Manifestacdo; F: Histérico familiar da DP e |: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N INIRE EREE SEexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
121 | 1448 58 52 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
122 | 1449 74 70 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
123 | 1450 34 26 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
124 | 1451 68 55 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
125 | 1452 64 47 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
126 | 1453 48 36 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
127 | 1454 61 57 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
128 | 1455 57 47 M F G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
129 | 1456 70 46 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
130 | 1457 80 50 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
131 | 1458 59 45 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
132 | 1459 46 42 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
133 | 1460 60 42 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
134 | 1461 71 59 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
135 | 1462 59 53 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
136 | 1463 53 46 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
137 | 1464 74 67 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
138 | 1493 74 69 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
139 | 1494 64 63 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
140 | 1495 61 52 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
141 | 1499 77 68 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
142 | 1503 76 72 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
143 | 1504 70 60 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
144 | 1510 73 71 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
145 | 1511 71 65 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
146 | 1512 54 50 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
147 | 1602 61 59 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
148 | 1625 78 60 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
149 | 1635 60 60 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
150 | 1636 47 44 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
151 | 1637 60 56 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
152 | 1645 80 64 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
153 | 1646 47 45 M I G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
154 | 1647 71 68 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
155 | 1648 61 56 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
156 | 1649 57 49 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
157 | 1650 53 42 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
158 | 1660 67 57 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
159 | 1661 49 27 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
160 | 1662 54 51 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM

: Idade de Manifestagdo; F: Historico familiar da DP e I: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacdo; Pacientes do sudeste estédo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N INIRE EREE SEexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
161 | 1666 87 78 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
162 | 1667 38 35 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
163 | 1695 61 44 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
164 | 1696 68 58 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
165 | 1697 62 57 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
166 | 1699 88 68 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
167 | 1701 66 53 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
168 | 1702 67 54 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
169 | 1703 35 25 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
170 | 1704 56 47 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
171 | 1705 38 34 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
172 | 1722 67 60 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
173 | 1728 70 55 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
174 | 1729 73 60 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
175 | 1730 61 55 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
176 | 1732 87 83 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
177 | 1738 71 69 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
178 | 1747 58 54 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
179 | 1760 67 62 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
180 | 1765 61 50 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
181 | 1799 80 69 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
182 | 1801 90 89 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
183 | 1805 50 22 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
184 | 1807 60 56 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
185 | 1814 71 - M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
186 | 1963 43 39 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
187 | 1964 40 39 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
188 | 1965 44 39 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
189 | 1966 39 36 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
190 | 1967 48 37 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
191 | 1968 41 38 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
192 | 1969 40 38 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
193 | 1989 70 64 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
194 | 1997 55 48 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
195 | 1998 61 53 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
196 | 1999 78 68 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
197 | 2011 46 45 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
198 | 2037 58 58 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
199 | 2038 57 47 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
200 | 2039 70 60 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM

: Idade de Manifestagdo; F: Historico familiar da DP e I: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N®| NR | ldade | IM | Sexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
201 | 2041 74 64 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
202 | 2042 79 76 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
203 | 2043 71 69 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
204 | 2044 70 67 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
205 | 2045 70 69 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
206 | 2046 96 33 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
207 | 2056 59 39 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
208 | 2057 78 75 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
209 | 2058 71 63 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
210 | 2064 62 40 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
211 | 2065 59 43 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
212 | 2066 78 78 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
213 | 2067 70 47 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
214 | 2068 56 28 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
215 | 2069 63 57 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
216 | 2079 71 66 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
217 | 2080 63 60 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
218 | 2081 59 40 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
219 | 2083 59 45 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
220 | 2084 69 69 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
221 | 2085 48 42 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
222 | 2086 78 68 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
223 | 2087 70 54 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
224 | 2088 63 61 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
225 | 2089 84 77 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
226 | 2096 73 61 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
227 | 2098 58 49 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
228 | 2099 21 12 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
229 | 2100 58 56 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
230 | 2101 44 33 F - G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
231 | 2108 78 75 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
232 | 2116 58 56 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
233 | 2117 73 65 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
234 | 2118 58 47 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
235 | 2119 58 45 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
236 | 2120 57 53 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
237 | 2126 80 73 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
238 | 2127 57 46 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
239 | 2128 81 79 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
240 | 2133 50 40 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM

. Idade de Manifestagdo; F: Historico familiar da DP e I: Sem
historia familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacdo; Pacientes do sudeste estao
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N®| NR | ldade | IM | Sexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
241 | 2143 58 a7 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
242 | 2145 50 45 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
243 | 2172 42 29 F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
244 | 2173 67 50 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
245 | 2219 81 67 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
246 | 2255 78 73 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
247 | 2256 45 37 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
248 | 2257 42 38 F F G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
249 | 2258 70 61 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
250 | 2259 42 40 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
251 | 2264 70 66 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
252 | 2265 81 78 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
253 | 2266 43 42 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
254 | 2267 49 45 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
255 | 2268 52 43 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
256 | 2269 70 63 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
257 | 2270 70 69 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
258 | 2271 68 62 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
259 | 2278 67 66 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
260 | 2279 62 54 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
261 | 2285 49 - F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
262 | 2286 79 76 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
263 | 2291 85 81 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
264 | 2299 84 77 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
265 | 2300 56 42 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
266 | 2301 73 67 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
267 | 2302 36 34 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
268 | 2303 34 29 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
269 | 2304 45 32 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
270 | 2318 76 65 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
271 | 2319 68 66 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
272 | 2320 85 80 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
273 | 2326 71 68 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
274 | 2327 55 53 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
275 | 2335 78 76 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
276 | 2343 64 55 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
277 | 2344 76 61 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
278 | 2345 41 38 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
279 | 2352 41 20 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
280 | 2353 69 67 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM:

Idade de Manifestacdo; F: Historico familiar da DP e I: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N INIRE EREE SEexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
281 | 2354 67 63 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
282 | 2355 54 44 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
283 | 2356 66 58 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
284 | 2357 51 46 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
285 | 2358 64 49 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
286 | 2359 69 67 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
287 | 2360 74 71 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
288 | 2362 50 46 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
289 | 2363 63 42 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
290 | 2364 74 71 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
291 | 2365 67 59 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
292 | 2366 72 72 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
293 | 2367 49 48 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
294 | 2368 51 a7 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
295 | 2369 34 31 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
296 | 2370 63 51 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
297 | 2371 62 49 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
298| 2373 63 55 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
299 | 2374 52 40 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
300 | 2375 38 34 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
301 | 2376 40 37 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
302 | 2377 52 51 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
303 | 2378 61 53 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
304 | 2379 53 51 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
305 | 2380 52 37 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
306 | 2381 46 38 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
307 | 2382 63 60 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
308 | 2383 83 75 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
309 | 2384 46 38 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
310 | 2385 55 45 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
311 | 2386 46 43 M I G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
312 | 2387 56 53 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
313 | 2388 55 48 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
314 | 2389 a7 37 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
315 | 2390 59 54 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
316 | 2391 24 24 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
317 | 2392 63 62 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
318 | 2393 71 57 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
319 | 2394 68 62 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
320 | 2395 50 39 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM

. ldade de Manifestacdo; F: Histérico familiar da DP e I: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N INIRE EREE SEexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
321 | 2396 69 46 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
322 | 2397 57 50 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
323 | 2401 74 67 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
324 | 2402 81 71 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
325 | 2405 69 67 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
326 | 2446 70 57 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
327 | 2703 49 48 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
328 | 2734 53 50 M I Normal | Normal | Normal | Normal | .Normal
329 | 2735 60 - M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
330 | 2736 45 43 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
331 | 2737 60 60 F F G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
332 | 2738 63 - M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
333 | 2739 53 - F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
334 | 2740 56 a7 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
335 | 2741 78 - F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
336 | 2742 65 63 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
337 | 2743 48 - M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
338 | 2744 49 47 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
339 | 2745 71 55 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
340 | 2746 53 - M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
341 | 2747 87 76 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
342 | 2748 45 - M F G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
343 | 2749 57 55 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
344 | 2750 66 - M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
345 | 2751 59 53 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
346 | 2752 67 65 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
347 | 2753 67 - M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
348 | 2754 67 - F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
349 | 2861 47 32 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
350 | 2862 47 32 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
351 | 2888 54 53 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
352 | 2893 76 73 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
353 | 2941 62 50 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
354 | 2997 82 79 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
355 | 2998 61 - M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
356 | 2999 54 - M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
357 | 3000 72 - M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
358 | 3001 85 73 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
359 | 3002 42 41 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
360 | 3003 62 61 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM

: ldade de Manifestagdo; F: Histérico familiar da DP e I: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N INIRE EREE SEexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
361 | 3004 58 10 F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
362 | 3005 80 - M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
363 | 3006 64 60 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
364 | 3007 43 39 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
365 | 3008 66 59 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
366 | 3009 68 64 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
367 | 3010 49 41 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
368 | 3011 72 58 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
369 | 3012 76 68 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
370 | 3013 57 46 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
371 | 3014 50 42 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
372 | 3015 47 40 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
373 | 3016 68 65 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
374 | 3147 59 33 F I G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
375 | 3170 47 30 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
376 | 3171 51 46 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
377 | 3172 53 50 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
378 | 3173 50 40 F I G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
379 | 3174 57 47 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
380 | 3175 77 75 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
381 | 3176 56 47 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
382 | 3177 51 49 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
383 | 3178 48 41 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
384 | 3179 49 43 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
385 | 3180 51 44 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
386 | 3181 46 45 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
387 | 3182 55 41 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
388 | 3183 47 41 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
389 | 3184 52 46 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
390 | 3187 76 74 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
391 | 3188 56 38 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
392 | 3189 - - F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
393 | 3191 55 49 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
394 | 3192 58 48 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
395 | 3193 36 32 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
396 | 3194 54 47 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
397 | 3204 65 54 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
398 | 3213 50 38 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
399 | 3214 53 46 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
400 | 3215 54 46 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM

: ldade de Manifestagdo; F: Histérico familiar da DP e I: Sem
historia familiar da DP; NT: Nao testado; -: Sem informacéo; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N®| NR | ldade | IM | Sexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
401 | 3216 41 37 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
402 | 3222 56 56 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
403 | 3265 46 43 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
404 | 3266 56 50 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
405 | 3279 53 40 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
406 | 3280 36 35 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
407 | 3281 64 62 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
408 | 3282 52 48 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
409 | 3283 54 51 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
410 | 3284 55 53 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
411 | 3285 66 65 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
412 | 3286 59 58 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
413 | 3287 62 60 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
414 | 3288 65 64 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
415| 3289 63 59 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
416 | 3290 60 45 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
417 | 3291 74 71 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
418 | 3292 64 60 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
419 | 3293 66 65 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
420 | 3294 54 38 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
421 | 3295 77 77 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
422 | 3296 50 44 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
423 | 3297 64 54 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
424 | 3298 66 64 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
425 | 3299 42 38 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
426 | 3300 53 43 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
427 | 3301 52 50 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
428 | 3303 54 40 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
429 | 3304 59 47 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
430 | 3305 65 62 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
431 | 3306 69 65 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
432 | 3324 64 45 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
433 | 3325 48 46 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
434 | 3326 66 59 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
435 | 3327 45 44 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
436 | 3328 17 16 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
437 | 3329 48 45 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
438 | 3380 59 35 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
439 | 3381 64 18 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
440 | 3422 57 52 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: NUumero de registro; IM

: ldade de Manifestacéo; F: Historico familiar da DP e I: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N®| NR | ldade | IM | Sexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
441 | 3423 47 37 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
442 | 3424 45 44 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
443 | 3425 54 44 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
444 | 3426 55 49 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
445 | 3686 72 70 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
446 | 3833 62 51 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
447 | 3834 73 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
448 | 3835 93 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
449 | 3836 80 - M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
450 | 3837 91 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
451 | 3838 73 51 F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
452 | 3839 67 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
453 | 3840 71 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
454 | 3841 71 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
455 | 3842 63 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
456 | 3843 60 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
457 | 3844 57 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
458 | 3845 51 45 M Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
459 | 3846 80 51 F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
460 | 3848 68 - F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
461 | 3849 69 51 F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
462 | 3850 62 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
463 | 3851 60 51 F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
464 | 3852 59 51 F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
465 | 3853 65 51 M - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
466 | 3855 46 43 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
467 | 3856 47 18 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
468 | 3932 16 9 F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
469 | 3939 80 72 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
470 | 3940 44 42 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
471 | 3955 63 53 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
472 | 3956 48 37 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
473 | 3963 76 70 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
474 | 3965 49 44 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
475 | 3966 47 39 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
476 | 3968 75 60 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
477 | 3973 78 65 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
478 | 3977 91 85 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
479 | 3978 75 46 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
480 | 3986 88 81 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM:

Idade de Manifestacdo; F: Histérico familiar da DP e |: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1
N MRS IEREES il S FI' | G2019S | D620N | R524W | A502V | R1205H
481 | 3996 80 75 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
482 | 3999 74 67 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
483 | 4003 61 57 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
484 | 4009 59 12 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
485 | 4022 71 62 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
486 | 4025 81 75 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
487 | 4035 68 58 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
488 | 4036 48 42 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
489 | 4037 32 29 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
490 | 4038 70 68 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
491 | 4039 69 67 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
492 | 4040 78 74 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
493 | 4041 50 46 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
494 | 4042 49 47 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
495 | 4043 32 23 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
496 | 4045 59 55 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
497 | 4046 59 57 F I G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
498 | 4047 76 76 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
499 | 4048 63 60 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
500 | 4049 52 51 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
501 | 4050 54 52 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
502 | 4051 52 25 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
503 | 4061 56 45 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
504 | 4062 63 - M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
505 | 4063 60 58 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
506 | 4064 51 51 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
507 | 4065 67 66 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
508 | 4066 57 55 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
509 | 4067 67 62 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
510 | 4068 52 43 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
511 | 4069 58 57 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
512 | 4070 65 59 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
513 | 4071 53 45 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
514 | 4072 56 50 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
515 | 4073 62 60 F F G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
516 | 4074 61 58 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
517 | 4075 57 52 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
518 | 4076 52 50 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
519 | 4077 43 40 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
520 | 4078 53 - M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM

. ldade de Manifestacé@o; F: Histérico familiar da DP e |: Sem
historia familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacdo; Pacientes do sudeste estao
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (continuacéo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1

N®| NR | ldade | IM | Sexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
521 | 4079 64 60 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
522 | 4080 59 55 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
523 | 4081 54 38 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
524 | 4082 69 45 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
525 | 4088 35 31 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
526 | 4091 56 54 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
527 | 4097 72 64 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
528 | 4098 58 52 F - Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
529 | 4099 54 47 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
530 | 4100 52 30 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
531 | 4106 70 65 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
532 | 4107 49 45 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
533 | 4108 52 45 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
534 | 4109 60 56 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
535 | 4110 45 42 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
536 | 4117 51 a7 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
537 | 4123 78 75 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
538 | 4124 66 64 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
539 | 4125 54 43 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
540 | 4126 66 57 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
541 | 4127 66 47 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
542 | 4128 77 75 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
543 | 4129 53 . M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
544 | 4130 58 40 F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
545 | 4131 69 53 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
546 | 4132 80 65 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
547 | 4133 84 74 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
548 | 4134 62 57 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
549 | 4135 64 45 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
550 | 4136 37 . M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
551 | 4137 75 51 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
552 | 4138 57 54 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
553 | 4139 56 51 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
554 | 4140 62 57 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
555 | 4141 50 45 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
556 | 4142 53 a7 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
557 | 4143 73 68 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
558 | 4144 42 41 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
559 | 4145 69 68 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
560 | 4152 74 70 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal

NR: Numero de registro; IM:

Idade de Manifestacdo; F: Histérico familiar da DP e |: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacado; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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APENDICE - Pacientes analisados para as mutacdes nos genes LRRK2,
VPS35 e EIF4G1 (concluséo)

LRRK2 | VPS35 VPS35 | EIF4G1 | EIF4G1
N INIRE EREE SEexo FI' | G2019S | D620N | R524W | A502v | R1205H
561 | 4153 77 67 F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
562 | 4160 64 55 M F G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
563 | 4161 54 42 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
564 | 4162 60 55 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
565 | 4163 50 44 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
566 | 4164 49 40 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
567 | 4165 72 - F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
568 | 4166 54 - F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
569 | 4167 71 58 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
570 | 4175 66 - F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
571 | 4176 72 60 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
572 | 4177 82 70 M | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
573 | 4178 68 59 F | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
574 | 4179 54 36 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
575 | 4180 57 48 F I G2019S | Normal | Normal | Normal | Normal
576 | 4189 55 - F I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
577 | 4190 55 50 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
578 | 4191 53 - M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
579 | 4206 32 31 M F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
580 | 4207 25 21 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
581 | 4208 56 50 M I Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
582 | 4216 48 - F F Normal | Normal | Normal | Normal | Normal
583 | 1797 80 72 F F Normal NT NT NT NT
584 | 2015 63 60 F F Normal NT NT NT NT

NR: NUumero de registro; IM

. ldade de Manifestacdo; F: Historico familiar da DP e I: Sem
histéria familiar da DP; NT: N&o testado; -: Sem informacdo; Pacientes do sudeste estdo
destacados em cinza.
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ANEXO A- Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com DP

(Continua)
-‘??#"”ﬁ Universidade do Estado do Rio de Janeiro
i nﬁ g Departamento de Genética
s W ﬁ? Servigo de Genética Humana

it

TERMO DE CONSENTIMENTO
Titulo do Projeto: Relacio entre miltiplas variantes genéticas & a Doenca de Parkinson
em casuistica brasileira
Instituicdo: Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Pesquisador responsavel: Marcia Mattos Goncalves Pimentel

NOME DO PACIENTE: DN:
REGISTRO: PROCEDEMNCIA:

Vocé estd sendo corvidadoa participar do projeto de pesquisa “Relaciio entre miltiplas
variantes genétin;as ea Doenga de Parkinson em casuistica brasileira®, realizado pelo
Zervico de Genetica Humana da Universidade do Estado do Rio deJaneiro. A pesquisa
tem como objetivas: investigar mutacdes nestes genes em pacientes com doenca de
Parkinson e determinar se estas alteragées sfo causa da doenca. '

05 resultados dessa pesquisa poderio abrir novas perspectivas para a
identificacio de causas genéticas, recentements identificadas, associadas com esta
patologia. Os individuos selecionados para participarem deste projeto 580 pacientes de
ambos 05 sex0s com doenca de Parkinson de causa desconhecida.

Todas as condutas adotadas nesta pesquisa seguirdo as normas de bioética
descritas na resolucio 196/%6 do Conselho Nacional de Sadde. Este estudo genético terd
uma duracio de quatro anos. A participacio do paciente neste projeto & voluntaria g, a
qualquer momento, ele poderd recusar-se a participar ou retirar o seu consentimento, sem
gue haja penalizagio ou prejuizo ao cuidado do paciente.

Os exames para pesquisar defeitos nos genes acima citados serdo gratuitos e
SErdn reallzﬂdnsﬂpﬂrtlrdeumaunlcﬂﬂmnstradeEdeesﬂngue coletada com material
descartavel. Embora esta coleta ndo apresente riscos ao paciente, eventualmente,
poderdo ocorrer desconfortos efou hematomas. Asseguramos, entretanto, que todos os
procedimentos serdo acompanhados poruma equipe de Ell:ull:ugl:ns tecnicamente treinada
para garantquue estas eventualidades sejam minimas oundo ocarram. O OMA extraido
do sangue sera armazenado no Servigo de Genética Humana da UERJ sob a
responsabilidade dos pesquisadores envolvidos, cabendo ao paciente o direito de retird-lo
do banco de DMA, a qualquer momento, se assim o desejar. Cada amostra de material
biolagico sera identificada por nimeros gspecificos & poderd ser utilizada para
mvestlgames futuras, desde quer mediante o consentimento dos doadores (ou de seus
responsaveis) efou da aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Instituicio.

As condicbes de sigilo quanto as |nf-:|rrna|:|:ues coletadas e aos resultados das
analises, assim como, a identidade dos pacientes serdo presenvadas. Os resultados dos
testes realizados somente serfo revelados ao paciente que autorizou a realizacdo dos
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ANEXO A- Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com DP

(Concluséo)

exames e também serdo utilizados com fins cientificos, podendaovir a ser divelgados em
revistas cientificas, respeitando a privacidade e o anonimato dos participantes.

Ao paciente gerﬁ fornecidotodo e qualquer esclarecimento que se fizer necessario
antes, durante e apos arealizacao da pesquisa, quevisa beneficiar os pacientes & suas
familias através dos diagnasticos encontrados.

Eu, ,
identidade n® ,declaroqueli ecompreendio que me foi explicado
g, desta forma, autorizo voluntaiamente minha participacdo no estudo.

Rio dedJaneiro, de de

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador

Endereco e telefone para contactar o coordenador do projeto:

Rua Sdo Francisco Xavier, 824 — Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha - sala 501F -
Maracand - Rio de Janeiro - RJ - GEP 20850-013

Tel: (021) 2334.0035 - Fax (021) 2334.0308

Email: pimentel@uer].br

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

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsavel,
comunigue o fato 8 Comissdode Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro: Rua 280 Francisco Xavier, 524, sala 3018, bloco E, 3* andar, - Maracand - Rio
de Janeiro, RdJ.

E-mail: etica@uerj.br - Telefone: (021) 2334-2180
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ANEXO B- Termo de consentimento livre e esclarecido da amostra controle
(Continua)

g‘&i Universidade do Estado do Ric de Janeiro
vERs ¥ Departamento de Genética
‘*’lrn"’ Servigo de Genetica Humana

TERMO DE CONSENTIMENTO DA AMOSTRA CONTROLE

Titulo do Projeto: Relsgdo entre miltiplas varisntes genéticas & s Doenga de Parkinson
am casuistica brasileirs

Instituigdo: Universidade do Estsdo do Rio de Janeino

Pesquisador responsavel Marcia Mattos Gongalves Pimentel

NOME DO PARTICIPANTE: DM
REGISTRO: PROCEDEMCIA:

Vocé ests sendo convidado s participercomo voluntéro doprojeto de pesquisa “Relsgéo
entra miltiplas varantes gendticas e & Doenga de Parkinson em casuistica brasileira”,
reslizado pelo Servipo de Genética Humans de Universidede do Estedo do Rio de
Janeiro. A pesquisa tem como objethos: invesigar mutacdes nestes genes em pacientes
com doenga de Parkinson e determinar se estas steragies sdo cousa ds doenga.

Os mesultedos dessa pesquiss poderso sbrr noves perspectives para s
identificagdo de causas genéticas, recentemente identficedss, associadas com esta
patologise sus paricipacéo como woluntario servird para que possamos comparar &
incidéncis das alteragdes geénicas encontradss nos pscieniescom a do grupode pessoas
nomais, sem a doengade Parkinson. Os individuos selecionados pars participarem dese
projeto =80 brasikiros de ambos 0s sexos sam parkinsonismo ou histora familiar da
doenga de Parkinson.

Todss as condutss sdotadas nests pesquisa seguirdo as nomnas de bioatica
descritas na resolugio 196/96 do Conselho Macional de Salde. Este estudogenético terd
uma duragiode quato anos. A paricipagdo dos controles neste projetn & voluntaris e, a
qualyuermomento, ele podera recusar-se a participar ou retirar o seu consentimento, sem
que haja penslizagdo ou prejuizo.

O=exames pars pesquisar defeitos nos genes acima citados serdo gratuitos &
serdo realizados s partirde uma dnica amostra de 5§ mL de sangue coletads com material
descartavel. Embora esta colets ndo apresente riscos ao paciente, eventusimente,
poderdoocomer desconforios efou hemsatomas. Asseguramios, entretanto, que todos os
procedimentos serso scompanhados poruma equipe de Biologos tecnicamenta treinads
pars garanirque estss eventuslidsdes sejam minimas oundo ocomam,. O DMA extraido
do sangue serd amazenado no Servico de Genética Humans da UERJ sob &
responsabilidsde dos pesquisadores envolvidos, cabendo so participante o direjo de
retirs-lo do bancode DMA, 2 qualquermomento, & assim o dessejar. Cada amostre de
rnaterial bioldgico sers identficeds pornumeros especificos e podera ser utiizada pars
investigagdes futuras, desde que medisnie o consentimento dos doadores (ou de seus
responsaveis) efou da aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da InstituigSo.
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As condigdes de sigilo quanto s informacdes coletadas & aos resultsdos das
analises, assimcomo, s identidade dos participantes serdo preservadas. Os resultados
dos testes poderdo vir s serdivulgados em revistas cientificas, respeitando a privacidade
& o anonimato dos paricipantes.

Ao participante sers formecido todo e quslquer esclarecimento que se fizer
necassano antas, durante e apds s reslizagdo da pesquisa, que visa beneficiar os
pacientes com doenga de Parkinson e suas familiss stravés dos disgnosticos
encontrados.

Eu, .
identidade n® , dedaro que lie compreendi o que me foi explicado
e, desta forma, autorizo voluntaiamente minha paricipagdo no estudo.

Fio de Janeiro, de de

Assinatura do paciente

Assinaturs do pesquisador

Endereco e telefone para contactar o coordenador do projeto:

Fua S8o Francisco Xavier, 524 — Pavilhdo Haroldo Lishos da Cunha - sals 501F -
Maracans - Rio de Janeino - RJ - CEP 206550013

Tel: (021) 2334.0039 - Fax (021) 2334.03089

Emagil: pimenteli@uer.br

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

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsawvel,
comunique o fato & Comisséo de Etica em Pesquiss da Universidsde do Estado do Rio de
Janeiro: Rua S8o Francisco Xavier, 524, zals 3018, bloco E, 3% andar, - Marscans - Rio
de Janeiro, RJ.

E-mgil: eticai@uern.br - Telefone: (021) 2334-2180
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ANEXO C - Carta de Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UERJ

Universidade do Estado do Rio de Janeiro/Sr2

% Comissio de Etica em Pesquisa — COEP
w UERJ o Rua Sio Francisco Xavier, 524, bloco E, 3° andar, sala 3018 - Maracand
® tomin CEP 20550-900 - Rio de Janeiro, R - email: <1 - o b - Telefone: (21) 2334-2180

PARECER COEP SOBRE ADENDO AO PROJETO

Documento n°. 026/2013
Protocolo de pesquisa n® 032.2.2008

Projeto de pesquisa: “Fatores Genéticos de risco para a Doenga de Parkinson dos genes SNCA,
PARKIN,UCH-L 1,PINKI,DJ-I.LRRK2.GBA, ATPI3A2, HTRA2 ¢ GIGYF2 em pacientes
brasileiros.”

Pesquisador Responsével: Profa Marcia Mattos Gongalves Pimentel

Instituicfio Responsavel: IBRAG/UERJ

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

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

Sumério: Estudos recentes, nos ultimos trés anos, rclatam novas variantes genéticas nos genes ja
descritos, bem como mutagdes em dois outros genes, VPS35 e EIF4G1 (Vilarino-Guell ef al., 2011:
Zimprich ef al., 2011; Chartier-Harlin ef al., 2011; Kumar et al., 2012; Lesage et al., 2012; Sheerin et
al., 2012: Deng et al.. 2013) em pacientes com doenga de Parkinson, gerando’grande interesse sobre o
papel desses fatores genéticos na etiologia da doenca, em paralelo aos genes ja em investigagdo. A
partir da expeniéncia acumulada por nosso grupo nesta area do conhecimento (Pimentel er al., 2008:
Abdalla-Carvalho et al., 2010; dos Santos et al., 2010 Guimaries et al., 2012; Moura et al., 2012) ¢ as
recentes descobertas, foi julgado pertinente, em continuidade a essa linha de pesquisa, incorporar as
novas variantes genéticas identificadas aos nossos estudos, reconhecendo que a analise genética
populagdo-dirigida ¢ de fundamental importancia para melhorar a predigdo de risco da doenca e, na
pratica, o perfil genético do paciente pode contribuir sobremaneira na caracterizagio dos subtipos da
docnga e em seu prognéstico, bem como, na estratificagio de risco dos pacientes com historia familiar
de DP,

Objetivos : Diante da identificacdo destes novos fatores de risco para a DP do interesse nesta
importante linha de pesquisa voltada para a elucidagiio de fatores genéticos associados @ DP em nossa
populagiio, ¢ proposta uma cxtensdo aos objetivos iniciais do projeto acima, objetivando Incluir em
nossa proposta o rastreamento de mutagdes nos genes FPS35 e EIF4G 1 nos pacientes com doenga de
Parkinson, sclecionados para o estudo, com a finalidade de verificar se alteragdes nestes genes estio
envolvidas na etiologia da doenca e também um ajuste no titulo do projeto, que passaria a ser:
“Relagao entre multiplas variantes genéticas e a Doenga de Parkinson em casuistica brasileira™.

Consideragdes finais: O adendo ao projeto foi apresentado, descrevendo de forma satisfatoria os
resultados da pesquisa, at¢ o momento. Identifica novos fatores de riso para a DP e solicita a extensio
aos objetivos iniciais ao projeto ¢ também a modifica¢do no titulo da pesquisa. A COEP aprovou as
modificac¢des apresentadas.

Situagao do Projeto : APROVADO Rio de janeiro, 11 de outubro de 2013
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Profa. Dra. Rosa M. E. Moreira da Costa
Coordenadora da Comissdo de Etica em Pesquisa/UERJ
Mat 34509-0




