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RESUMO 

 

SILVA, Camilla Pereira da. Análise fenotípica comparativa em pacientes brasileiros 
com doença de Parkinson com e sem mutações nos genes LRRK2 e GBA. 2017. 
95f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcantara 
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.  
 
 A doença de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa 
caracterizada por uma marcante variabilidade fenotípica. Evidência acumulada 
aponta que a manifestação dos sinais clínicos da DP pode ser diferentemente 
modificada por fatores genéticos, como mutações nos genes LRRK2 e GBA. Sendo 
assim, o estabelecimento de correlações genótipo-fenótipo na DP tem importantes 
implicações na predição do prognóstico e pode contribuir para o desenvolvimento de 
estratégias terapêuticas específicas. O presente estudo teve como objetivo conduzir 
uma análise comparativa de características motoras e não motoras em portadores e 
não portadores de mutações nos genes LRRK2 e GBA em uma amostra de 
pacientes brasileiros com DP. As análises moleculares para identificação das 
variantes ocorreram através da técnica de sequenciamento dos produtos da reação 
em cadeia da polimerase. Para a compilação dos dados clínicos e demográficos dos 
131 pacientes com DP foi elaborado um formulário, contemplando a presença ou 
ausência de sintomas motores e não motores, assim como, a resposta ao 
tratamento com levodopa, a idade de manifestação e a história familiar da doença. A 
comparação dos dados de 22 probandos com alterações no gene GBA, 17 
indivíduos com a mutação LRRK2 G2019S e 96 pacientes com DP idiopática 
mostrou diferenças significativas entre os grupos em relação à idade de 
manifestação (p = 0,004), história familiar da doença (p = 0,003) e à presença de 
tremor de repouso (p = 0,03); complicações motoras, como congelamento da 
marcha (p = 0,0498); e complicações não motoras, como sintomas depressivos (p = 
0,04), e disautonomia (p < 0,0001). As idades de manifestação dos portadores de 
mutações resultaram em uma média menor que a média das idades dos não 
portadores, sugerindo que a presença de mutações pode adiantar o início da 
doença. O tremor de repouso esteve em frequência menor no grupo GBA-PD do que 
nos demais. Já no LRRK2-PD, os pacientes mostraram uma menor incidência de 
congelamento da marcha e disautonomia, quando comparados aos outros grupos. 
Além disso, verificou-se uma menor proporção de sintomas depressivos em ambos 
os grupos com mutações em comparação aos probandos com DP idiopática.  Esses 
dados clínicos revelam diferenças na evolução da doença e sugerem a existência de 
diferentes subtipos genéticos. Nossas observações corroboram a hipótese de que a 
apresentação clínica da doença pode ser modificada por mutações nesses genes. 
Similaridades nos fenótipos da DP entre pacientes com genótipos comparáveis 
podem beneficiar o esclarecimento de perfis clínicos de acordo com características 
genéticas. 
 
 
Palavras-chave: Doença de Parkinson. GBA. LRRK2. Heterogeneidade clínica.  
 
 



ABSTRACT 

 

SILVA, Camilla Pereira da. Comparative phenotypic analysis in Brazilian patients 
with Parkinson's disease with and without LRRK2 and GBA mutations. 2017. 95f. 
Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcantara 
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.  
 

 Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by 
remarkable phenotypic variability. Accumulated evidence points that the 
manifestation of PD clinical signs might be differentially modified by genetic factors, 
as mutations in LRRK2 and GBA genes. In this sense, the clarification of the 
genotype-phenotype correlations in PD has important implications in predicting 
prognosis and can contribute to the development of specific therapeutic approaches. 
The objective of this study was to conduct a comparative analysis of motor and non-
motor features in LRRK2 and GBA mutations carriers and non-carriers in a cohort of 
Brazilian PD patients. Molecular analyzes to identify the variants were performed 
through the sequencing of polymerase chain reaction products. For compilation of 
clinical and demographic data of 131 patients with PD, a form was elaborated, 
contemplating the presence or absence of motor and non-motor symptoms, as well 
as the response to treatment with levodopa, age at onset and family history of the 
disease. Comparison of data from 22 probands with GBA mutations, 17 individuals 
with LRRK2 G2019S and 96 idiopathic PD patients showed significant differences 
among the three groups regarding the age at onset (p = 0.004), family history of the 
disease (p = 0.003) and the presence of rest tremor (p = 0.03); motor complications, 
as gait freezing (p = 0.0498), and non-motor complications, as depressive symptoms 
(p = 0.04) and dysautonomia (p <0.0001). Age at onset of mutation carriers resulted 
in a lower mean than the age of non-carriers, suggesting that the presence of 
mutations may advance the disease onset. Resting tremor was in lower frequency in 
GBA-PD than in the other groups. In LRRK2-PD, patients showed a lower incidence 
of gait freezing and dysautonomia when compared to GBA-PD and IPD. In addition, 
a lower proportion of depressive symptoms was identified in both mutation groups 
compared to idiopathic PD probands. These clinical data reveal differences in the 
disease evolution and suggest the existence of different genetic subtypes. Our 
observations corroborate the hypothesis that the clinical presentation of the disease 
can be modified by LRRK2 and GBA mutations. Similarities in PD phenotypes among 
patients with comparable genotypes may benefit the elucidation of clinical profiles 
according to genetic characteristics. 
 
 
Keywords: Parkinson's disease. GBA. LRRK2. Clinical heterogeneity. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A neuropatologia da doença de Parkinson e seus sinais clínicos 

 

 

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

neurodegenerativa, progressiva e irreversível, que acomete ambos os sexos e cursa 

com distúrbios do movimento (Singh et al., 2007; Henchcliffe & Severt, 2011). A DP 

é a segunda doença neurodegenerativa mais comum em idosos depois da doença 

de Alzheimer e apresenta alta prevalência, estimada em 1% a 4% dos indivíduos 

com mais de 65 anos (de Rijk et al., 2000; de Lau & Breteler, 2006).  

Clinicamente, sintomas motores como rigidez muscular, tremor em repouso, 

bradicinesia (lentidão anormal dos movimentos voluntários) e instabilidade postural 

são característicos da doença (Litvan et al., 2003; Jankovic, 2008). Os sintomas 

motores observados são decorrentes da intensa perda dos neurônios 

dopaminérgicos na parte compacta da substância negra (SNpc), na base do 

mesencéfalo, embora neurônios de outras regiões do cérebro também estejam 

envolvidos no curso da doença, o que torna a DP complexa e multissistêmica (Lang 

& Lozano, 1998; O’Malley, 2010; Tsui & Isacson, 2011). A patogênese molecular da 

DP está relacionada a diversas vias e mecanismos, como a proteostase da α-

sinucleína, a função mitocondrial, o estresse oxidativo, a homeostase de cálcio, o 

transporte axonal e a neuroinflamação (Poewe et al., 2017). Entretanto, a principal 

característica patológica da doença é a presença dos corpos de Lewy, que são 

inclusões intracelulares de agregados proteicos, formados principalmente pela 

deposição da proteína α-sinucleína nos neurônios sobreviventes (Spillantini et al., 

1997; 1998; para revisão ver Goedert et al., 2013). 

Além dos sinais motores cardinais, a maioria dos pacientes com DP 

apresentam também características não motoras (Chaudhuri & Schapira, 2009; 

Siderowf & Lang, 2012). Esses sintomas envolvem diversas funções, incluindo 

distúrbios de sono (insônia, sonolência excessiva diurna, sonhos vívidos, distúrbio 

comportamental do sono REM, síndrome das pernas inquietas, entre outros), 

sintomas neuropsiquiátricos (depressão, apatia, ansiedade, déficit de atenção, 

disfunção cognitiva, alucinações e demência), sintomas disautonômicos (distúrbios 
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urinários, sudorese, hipotensão ortostática, disfunção urogenital, distúrbios 

gastrointestinais – sialorreia, disfagia, refluxo, náusea, constipação intestinal) e 

sintomas sensoriais (distúrbios de olfato, disfunção visual e dor) (Chaudhuri & 

Schapira, 2009) (Figura 1). 

 

Figura 1 – Sintomas clínicos associados à doença de Parkinson ao longo de sua 

progressão 

 
Legenda: O diagnóstico da DP ocorre próximo ao início dos sintomas motores clássicos (estágio 

inicial), mas pode ser precedido por uma fase prodrômica, caracterizada por sinais não 
motores. Os sintomas não motores tornam-se cada vez mais prevalentes conforme a 
doença avança, mas podem estar presentes em um grau variável ao longo de toda a sua 
evolução. A progressão debilitante da DP é conduzida pela combinação destes sinais não 
motores com o aumento da severidade dos sintomas motores cardinais, o 
desenvolvimento de complicações motoras induzidas por L-Dopa (estádio intermediário) e 
a evolução de deficiências motoras pouco responsivas ao L-Dopa, como instabilidade 
postural, problemas de marcha (incluindo congelamento) e disfagia (estágio tardio).  

Fonte: Adaptado de Poewe et al., 2017. 

 

 

Alguns sinais clínicos não motores podem anteceder os sintomas motores 

clássicos da DP, de forma que a evolução da doença pode ser dividida em etapas 

(Siderowf & Stern, 2006) (Figura 2). Na fase pré-fisiológica, os pacientes não 

apresentam evidências que sugiram a presença da condição, mas podem portar 

mutações genéticas, que representam fatores de risco para o desenvolvimento da 

DP (Siderowf & Stern, 2006; Stern & Siderowf, 2010). A fase pré-clínica se refere 

àquela na qual alterações fisiológicas iniciais podem ser detectadas através de 
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exames de neuroimagem e de testes olfatórios (Marek et al., 1996; Stern, 2004; 

Siderowf & Lang, 2012; Jennings et al., 2014). Na fase pré-motora, indivíduos 

podem apresentar sintomas como a diminuição da sensibilidade do olfato, disfunção 

autonômica, constipação intestinal, distúrbios neuropsiquiáticos, como depressão e 

ansiedade, e de sono (Shiba et al., 2000; Abbott et al., 2001; 2005; Ross et al., 2008; 

Siderowf & Lang, 2012). Na fase pré-diagnóstica, os pacientes têm algumas 

características clínicas sutis da DP, que ocorrem antes de atenderem aos critérios 

de diagnóstico (Siderowf & Stern, 2006; Stern & Siderowf, 2010; Noyce et al., 2016).  

 

Figura 2 – Pirâmide de fases de evolução da doença de Parkinson 

 
 

Legenda: Nesse modelo, há quatro estágios que precedem às manifestações clássicas da desordem. 
Embora um número relativamente grande de indivíduos tenha predisposição para 
desenvolver a doença, apenas alguns deles progridem a cada nível, de forma que o número 
dos que desenvolvem a DP é uma pequena fração do grupo de risco.  

Fonte: Adaptado de Siderowf & Stern, 2006 e de Siderowf & Lang, 2012. 

 

 

Braak e colaboradores (2003a) desenvolveram a hipótese de seis estágios de 

formação de corpos de Lewy na DP, na qual o dano neuronal segue uma sequência 

de eventos marcada por alterações características, que permitem distinguir fases da 

doença (Figura 3). Nos estágios 1 e 2, inicia-se a formação e deposição dos 
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corpúsculos de Lewy nas regiões do nervo vago, bulbo olfatório e medula oblonga 

(Braak et al., 2003b; 2004; 2006), o que causa um déficit autonômico e olfativo 

(Halliday et al., 2011). Nos estágios 3 e 4, quando nota-se redução de mais de 50% 

dos neurônios dopaminérgicos da SNpc (Fearnley & Lees, 1991), começam a ser 

afetadas as regiões do tronco encefálico, amígdala e mesocórtex (Braak et al., 

2003a; 2004; 2006), causando perturbações do sono e motoras (Halliday et al., 

2011). A partir desse momento, torna-se possível o reconhecimento macroscópico 

das lesões e a fase pré-sintomática evolui para a fase clinicamente reconhecível da 

doença (Braak et al., 2003a; 2006). As regiões neocorticais (Braak et al., 2003b; 

2004; 2006) são finalmente atingidas nos estágios 5 e 6, além da substância negra 

apresentar um grande déficit de neurônios (Braak et al., 2003b; 2006), causando, 

assim, comprometimento neurocomportamental, cognitivo e emocional (Halliday et 

al., 2011).  

 

Figura 3 – Representação dos estágios da doença de Parkinson 

 

 

Legenda: Segundo Braak e colaboradores (2003a), mostrando a evolução dos depósitos de corpos 
de Lewy nas diferentes regiões do cérebro.  

Fonte: Adaptado de Halliday et al., 2011. 
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Tratamento 

 

 

A patogênese e a etiologia da DP têm sido objeto de muitos estudos, na 

esperança de que um tratamento efetivo seja alcançado. Os avanços terapêuticos 

trazem a possibilidade de um efetivo gerenciamento e controle dos sintomas e da 

qualidade de vida durante anos após o início da doença (Poewe et al., 2017). No 

entanto, o desafio maior ainda é o desenvolvimento de terapias que possam impedir, 

desacelerar ou reverter a neurodegeneração associada à doença (Schapira, 2015).  

Atualmente, o tratamento medicamentoso é o principal meio utilizado no 

controle dos sintomas da DP e o objetivo dessa terapia é suprir a deficiência de 

dopamina estriatal nos gânglios da base através da administração de precursor ou 

agonistas de dopamina (Olanow et al., 2001; Tarrants et al., 2010; Connolly & Lang, 

2014; Poewe et al., 2017). O precursor levodopa (L-Dopa) é a droga mais prescrita e 

eficaz por promover uma melhora dos distúrbios motores, com boa repercussão na 

qualidade e na expectativa de vida dos pacientes, embora seu uso contínuo possa 

causar efeitos adversos, como flutuações motoras e discinesias (Olanow et al., 

2004; Schapira et al., 2007; Aquino & Fox, 2015). Além do L-Dopa e dos agonistas 

de dopamina, a terapia farmacológica dopaminérgica inclui também inibidores da 

catecol-O-metiltranferase (COMT), que previnem o metabolismo periférico da 

dopamina e aumentam sua biodisponibilidade e meia-vida, e inibidores da 

monoamina oxidase tipo B (MAOB), que disponibilizam a recaptação da dopamina e 

aumentam suas concentrações sinápticas (Schapira, 2011; Müller, 2015; Poewe et 

al., 2017) (Figura 4). O tratamento farmacológico não dopaminérgico também pode 

ser utilizado em casos de complicações motoras e de resistência à terapia de 

substituição de dopamina (Poewe et al., 2017). 
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Figura 4 – Alvos da terapia farmacológica dopaminérgica na doença de Parkinson 

 

Legenda: Os alvos pré-sinápticos incluem a substituição de L-Dopa combinada a inibidores 
periféricos de aminoácido aromático descarboxilase (AADC) ou catecol-O-metiltransferase 
(COMT). Os inibidores de monoamina oxidase tipo B (MAOB) aumentam a disponibilidade 
sináptica de dopamina, enquanto os agonistas de dopamina atuam na região pós-
sináptica. A seta tracejada do sangue para o cérebro designa o transporte da barreira 
hematoencefálica de L-Dopa. A seta tracejada através do transportador de dopamina 
(DAT) denota a recaptação de dopamina a partir da fenda sináptica. 3-O-M-DOPA: 3-O-
metil-dopa; D1R: receptor D1 de dopamina; D2R: receptor D2 de dopamina; DOPAC: 
ácido 3,4-dioxi-fenilacético; TH: tirosina hidroxilase.  

Fonte: Adaptado de Poewe et al., 2017 e Servier Medical Art. 

 

 

Etiologia 

 

 

Embora as causas que levam à DP não sejam completamente conhecidas, 

fatores de risco ambientais e genéticos têm sido associados à etiologia da doença 

(Delamare & Meissner, 2017). Dados da literatura mostram que fatores ambientais, 

como a exposição a toxinas (pesticidas) e traumas na cabeça (traumatismo 

craniano), estão relacionados ao desenvolvimento da DP (Tanner et al., 2009; Wan 

& Lin, 2016; Taylor et al., 2016). Além disso, evidências sugerem que hábitos de 

vida, como a prática de atividades físicas e a alimentação (consumo de cafeína) 

também podem contribuir para reduzir o risco de desenvolvimento da doença 
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(Hernán et al., 2002; Thacker et al., 2008; Costa et al., 2010; Yang et al., 2015). Nos 

últimos anos, a descoberta de inúmeros fatores genéticos associados à etiologia da 

DP tem enfatizado o envolvimento de mutações patogênicas ou variantes de risco 

como importantes causas da doença (Schulte & Gasser, 2011; Bonifati, 2014; 

Delamare & Meissner, 2017).  

Em relação aos fatores genéticos associados à DP, mutações em diferentes 

genes são conhecidas por causar formas monogênicas raras da doença (de herança 

autossômica dominante ou recessiva) (Schulte & Gasser, 2011; Bonifati, 2014; 

Delamare & Meissner, 2017) (Tabela 1). Além dessas, variantes de risco em 

diversos genes também contribuem para a etiologia da DP, reforçando a 

complexidade da arquitetura genética desta condição (Schulte & Gasser, 2011; 

Kumar et al., 2012; Delamare & Meissner, 2017). Dentre os diversos fatores 

genéticos relacionados à DP, mutações nos genes Leucine-Rich repeat Kinase 2 

(LRRK2) e Glicocerebrosidase (GBA) chamam a atenção por sua alta incidência, 

com frequências diferindo de acordo com o background populacional.  
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Tabela 1 – Genes associados à DP que seguem um padrão de herança monogênica 

Gene Localização Herança Proteína Fenótipo Referências 

SNCA 4q21 AD α-Sinucleína 
DP de início 

precoce e curso 
agressivo 

Polymeropoulos 
et al., 1997 

LRRK2 12q12 AD 
Dardarina /  

LRRK2 
DP típica e início 

tardio 

Zimprich et al., 
2004;  

Paisán-Ruíz et 
al., 2004 

GBA 1q21 AD (?) Glicocerebrosidase 
DP típica e início 

tardio 

Neudorfer et al., 
1996; 

Aharon-Peretz et 
al., 2004 

VPS35 16q11.2 AD Vps35 
DP típica e início 

tardio 

Zimprich et al., 
2011;  

Vilariño-Güell et 
al., 2011 

EIF4G1 3q27.1 AD (?) eIF4G1 
DP de início 

tardio  
Chartier-Harlin et 

al., 2011 

CHCHD2 7p11.2 AD CHCHD2 
DP típica e de 

início tardio 
Funayama et al., 

2015 

RIC3 11p15 AD RIC3 
DP típica e 

fenótipos não 
motores 

Sudhaman et al., 
2016 

PRKN 6q25.2-q27 AR Parkin 
DP de início 

precoce e curso 
lento 

Kitada, 1998 

PINK1 1p35-36 AR PINK1 
DP de início 

precoce e curso 
lento 

Valente et al., 
2004 

DJ-1 1p36 AR DJ-1 
DP de início 

precoce e curso 
lento 

Bonifati et al., 
2003 

HTRA2 2p12 AR Omi/HtrA2 DP típica 
Strauss et al., 

2005 

Legenda: SNCA: α-Sinucleína; LRRK2: Leucine-Rich repeat Kinase 2; GBA: Glicocerebrosidase; 
VPS35: Vacuolar Protein Sorting 35; GBA: Glicocerebrosidase; EIF4G1: Eukaryotic 
Translation Initiation Factor 4-gamma 1; CHCHD2: Coiled-coil-helix–coiled-coil-helix domain 
containing 2; RIC3: RIC3 acetylcholine receptor chaperone; PRKN: Parkin; PINK1: PTEN-
Induced Putative Kinase 1; DJ-1: oncogene DJ-1; HTRA2: HtrA serine peptidase 2. AD: 
autossômico dominante; AR: autossômico recessivo. Os genes associados a formas 
atípicas e juvenis da DP não foram incluídos na tabela – ATP13A2: ATPase type 13A2; 
PLA2G6: group VI phospholipase A2; FBXO7: F-box only protein 7; DNAJC6: DnaJ (Hsp40) 
homolog; SYNJ1: synaptojanin 1; VPS13C: Vacuolar protein sorting 13C; RAB39B: Ras-
related protein Rab-39B.  

Fonte: Adaptado de Bonifati, 2014. 
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Gene LRRK2 

 

 

O gene Leucine-Rich repeat Kinase 2 (LRRK2; PARK8; OMIM 609007) 

localiza-se em 12q12. Com 144 kb de comprimento, o gene possui 51 exons e 

codifica a proteína dardarina ou LRRK2, composta por sete domínios e 2.527 

aminoácidos (Zimprich et al., 2004; Mata et al., 2006a, Sheng et al., 2010) (Figura 5). 

A dardarina possui domínios com atividade kinase, GTPase e múltiplos domínios de 

interação proteína-proteína (Mata et al., 2005; Bonifati, 2014; Islam and Moore, 

2017). Alguns dos substratos da dardarina são Akt1, tau associada à tubulina, 

RPS15, MARK1, NSF e diversas proteínas e GTPases Rab (Ohta et al., 2011; 

Kawakami et al., 2012; Martin et al., 2014; Krumova et al., 2015; Belluzzi et al., 2016; 

Steger et al., 2016). Sugere-se que a proteína dardarina esteja envolvida em 

diversos processos, como organização do citoesqueleto e tráfego de vesículas, 

resposta imune, autofagia, função e morfologia mitocondrial, controle da tradução, 

vias de regulação de síntese e degradação de proteína, eventos de sinalização, 

endocitose sináptica e morte celular (Gardet et al., 2010; Gehrke et al., 2010; 

Cookson, 2012; Berwick & Harvey, 2012; Matta et al., 2012; Tsika & Moore, 2012; 

Islam and Moore, 2017). Além disso, estudos mostram que o LRRK2 é expresso em 

diversas áreas do cérebro, incluindo regiões dos gânglios da base, que são 

associadas à disfunção motora na DP, e em áreas relacionadas a funções não 

motoras, como o hipocampo (Simón-Sánchez et al., 2006; Higashi et al., 2007). 
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Figura 5 – Representação do gene LRRK2, sua localização cromossômica e 

proteína 

 

  

Legenda: (A) Esquema do gene LRRK2, indicando sua localização no cromossomo 12 (seta 
vermelha). As setas azuis apontam para os exons onde se encontram as variantes 
patogênicas. O círculo vermelho destaca a mutação G2019S. (B) Esquema da proteína 
dardarina e seus domínios ARM (armadillo), ANK (ankyrin repeat), LRR (leucine-rich 
repeat), ROC (Ras-renin-angiotensin system), COR (C-terminal of ROC), kinase e WD40. 
(C) Modelo da estrutura do domínio kinase da proteína dardarina. As regiões N-terminal e 
C-terminal do domínio estão representadas em rosa e azul escuro, respectivamente. A 
esfera verde representa o resíduo de glicina na posição 2019 e sinaliza o local onde 
ocorre a mutação G2019S, no circuito de ativação quinase mostrado em vermelho.  

Fonte: Adaptado de Mata et al., 2006a e Corti et al., 2011. 

 

 

Mutações no gene LRRK2 são a causa mais comum da DP autossômica 

dominante (Bonifati, 2014). Até o momento, mais de 100 mutações foram descritas 

nesse gene, porém apenas algumas são bem caracterizadas (Delamare & Meissner, 

2017). Dentre elas, sete mutações são consideradas patogênicas: N1437H, 

R1441C, R1441G, R1441H, Y1699C, G2019S e I2020T (Bonifati, 2014) (Figura 5). A 

mutação patogênica mais frequentemente relatada em diversas populações é a 
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G2019S, sendo encontrada em aproximadamente 40% de árabes norte africanos 

(Lesage et al., 2006) e em 18% de Judeus Ashkenazi (Ozelius et al., 2006) (Figura 

6). No entanto, essa variante é rara ou ausente em populações asiáticas, com 

frequências inferiores a 0,4% (Tan et al., 2005; Fung et al., 2006; Zabetian et al., 

2006; Wu-Chou et al., 2013).  

A G2019S apresenta penetrância incompleta associada à idade, com um risco 

de desenvolvimento da DP de 28% aos 59 anos, 51% aos 69 anos e 74% aos 79 

anos (Healy et al., 2008). Além disso, dados da literatura sugerem que mutações no 

LRRK2, em particular a G2019S, contribuem para o desenvolvimento da DP através 

de um mecanismo de ganho de função tóxica, por aumentar a atividade quinase da 

dardarina (West et al., 2005; 2007). 

A experiência de nosso grupo em relação ao estudo do gene LRRK2 em 

pacientes brasileiros com e sem história familiar da DP (Pimentel et al., 2008) levou 

à identificação da mutação G2019S em heterozigose em três de 154 pacientes 

analisados (1,95%), não sendo a mesma observada entre 250 controles saudáveis 

da mesma população. Em outro estudo de nosso grupo, Abdalla-Carvalho e 

colaboradores (2010) analisaram 204 pacientes brasileiros com DP, sendo 

rastreados todos os exons do gene LRRK2 nos 154 casos já relatados, além de 50 

pacientes adicionais, e identificaram a mutação G2019S em cinco deles (2,4%) e em 

nenhum indivíduo controle. Além disso, Abreu e colaboradores (2016) detectaram a 

variante em seis dos 141 pacientes brasileiros com DP, com história familiar 

compatível com herança autossômica dominante, sendo encontrada em uma 

frequência de 4,2%. Entretanto, em uma pesquisa conduzida em 100 pacientes com 

DP esporádica de início tardio e 100 controles saudáveis, na cidade de São Paulo, 

Chien e colaboradores (2014) não detectaram a presença da variante G2019S nos 

indivíduos avaliados (Figura 6).  

 



 

Figura 6 – Frequência da mutação G2019S no gene LRRK2 encontrada em diferentes populações do mundo 
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Gene GBA 

 

 

O gene Glicocerebrosidase (GBA; OMIM 606463) mapeia em 1q21 (Winfield 

et al., 1997; Schapira, 2015) e possui 7,6 kb de extensão, com 11 exons e 10 introns 

(Horowitz et al., 1989) (Figura 7). Ele codifica a proteína glicocerebrosidase, com 

três domínios e 497 aminoácidos (Dvir et al., 2003). Trata-se de uma enzima 

lisossômica, que catalisa a hidrólise do glicocerebrosídeo glicosilceramida, um 

glicolipídio de membrana, convertendo-o em glicose e ceramida (Beutler, 1992; 

Sidransky, 2004). Outro substrato dessa enzima é o glicolipídio glicosilesfingosina 

(Sidransky, 2004). 

 

Figura 7 – Representação do gene GBA, sua localização cromossômica e proteína 

 

 

Legenda: (A) Esquema do gene GBA, indicando sua localização no cromossomo 1 (seta vermelha). 
As setas azuis apontam para o íntron 2 e para os exons 2, 9 e 10, onde se encontram as 
mutações mais comuns. (B) Modelo da estrutura da enzima glicocerebrosidase, com a 
localização de seus domínios. No centro da enzima, se encontram os sítios catalíticos do 
sítio ativo. As esferas vermelhas representam as mutações severas mais comuns enquanto 
as amarelas, as mutações brandas mais comuns.  

Fonte: Adaptado de Dvir et al., 2003. 
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A presença de mutações no gene GBA em homozigose ou heterozigose 

composta é reconhecida como causa de uma doença lisossômica de 

armazenamento de lipídios, a doença de Gaucher (DG, OMIM 606463) (Hruska et 

al., 2008; Schulte & Gasser, 2011). Além disso, variantes em heterozigose nesse 

gene têm sido identificadas como um importante fator de risco para a DP (Aharon-

Peretz et al., 2004; Neumann et al., 2009; Lesage et al., 2011a).  

Até o momento, mais de 300 mutações e polimorfismos no gene GBA têm 

sido identificados em pacientes com DG, incluindo alterações de sentido trocado, 

sem sentido, frameshift, pequenas deleções e inserções (Hruska et al., 2008; 

Schapira, 2015). As mutações mais comuns na DG são: N370S; L444P; 84GG e 

IVS2+1G>A (Koprivica et al., 2000) (Figura 7). Entre as mutações e polimorfismos do 

gene GBA relacionados à DP, a N370S e a L444P são as mais frequentemente 

estudadas em todos os grupos étnicos (Swan & Saunders-Pullman, 2013) e 

representam 70% dos alelos mutados no gene GBA em pacientes com DP (Lesage 

et al., 2011a).  

As mutações no GBA são relativamente mais frequentes na população 

judaica Ashkenazi, chegando a 31,3% em pacientes com DP e 6,2% em controles 

saudáveis (Aharon-Peretz et al., 2004) (Figura 8). Em populações asiáticas, a 

proporção de casos de DP portando mutações no GBA varia de 2,4 a 9,4%, 

comparada a frequências inferiores a 1,5% nos controles normais (Mitsui et al., 

2009; Tan et al., 2007; Yu et al., 2015). 

Na população brasileira, de etnia altamente miscigenada (Giolo et al., 2012), 

cinco estudos relataram dados de frequência das mutações no gene GBA em 

pacientes com DP, sendo três deles conduzidos por nosso grupo de pesquisa 

(Figura 8). Dentre eles, dos Santos e colaboradores (2010) identificaram seis 

portadores de mutações em uma amostra de 110 pacientes brasileiros com e sem 

história familiar da DP (5,4%, sendo dois probandos com a L444P, dois portadores 

da N370S e um com a IVS2+1G>A), e nenhum dentre os 155 controles saudáveis. 

Em 2012, Guimarães e colaboradores estendeu essa análise ao rastrear as 

mutações L444P e N370S em mais 237 brasileiros com DP e identificaram oito 

portadores (3,4%, sendo três com a N370S e cinco com a L444P). Em outro estudo 

de nosso grupo, Abreu e colaboradores (2016) rastrearam as alterações N370S e 

L444P em 141 indivíduos brasileiros com DP, com história familiar compatível com 

herança autossômica dominante, e observaram mutações no GBA em quatro deles 
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(2,8%), sendo três com a variante L444P e um com a N370S. Em uma pesquisa 

conduzida com um grupo de 65 pacientes da cidade de São Paulo que manifestaram 

a DP antes dos 55 anos de idade, Spitz e colaboradores (2008) identificaram 2 

probandos (3,0%) com a variante L444P no gene GBA, com história familiar da 

doença, não observando alterações em 267 indivíduos saudáveis. Em 2009, Socal e 

colaboradores investigaram uma amostra de 62 indivíduos com DP, da cidade de 

Porto Alegre (RS), com idade de manifestação média da doença de 41,4 ± 10 anos, 

e identificaram as mutações L444P e N370S em dois pacientes (3,0%).  



 

 

Figura 8 – Frequência das mutações no gene GBA encontrada em diferentes populações do mundo
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Embora os mecanismos pelos quais variantes no GBA em heterozigose 

contribuem para o parkinsonismo ainda sejam desconhecidos, foram postuladas 

tanto hipóteses de perda quanto de ganho de função tóxica pela enzima mutada, 

implicando uma relação próxima entre a glicocerebrosidase e a α-sinucleína 

(Velayati et al., 2010; Westbroek et al., 2011; Swan & Saunders-Pullman, 2013). 

Correlações genótipo-fenótipo fornecem algum suporte para a hipótese de perda de 

função devido a mutações que resultam na ausência da proteína, como 84GG e 

IVS2+1G>A, aumentarem o risco de desenvolvimento de parkinsonismo (Velayati et 

al., 2010). 

Deve-se ressaltar, também, que o efeito das diferentes alterações no gene 

GBA parece ocasionar diferenças na atividade enzimática. As mutações variam 

entre brandas, que causam uma ligeira diminuição na atividade da enzima; severas, 

que resultam em uma enzima altamente não funcional; ou nulas, que geram a não 

produção de proteína (Sidransky, 2004; Swan & Saunders-Pullman, 2013). As 

variantes no GBA foram assim categorizadas de acordo com diferenças de efeitos a 

nível fenotípico que causam na doença de Gaucher, com mutações severas e nulas 

associadas à forma neuropática da desordem (Tipos II e III) e mutações brandas 

associadas à DG não neuropática (Tipo I) (Beutler et al., 2005). Da mesma maneira, 

o risco de desenvolvimento de parkinsonismo parece estar correlacionado com o 

tipo de mutação no GBA, de forma que mutações brandas (como a N370S, por 

exemplo) aumentam cerca de duas vezes o risco de desenvolvimento da doença em 

relação a indivíduos sem a alteração, enquanto as variantes severas e nulas 

(IVS2+1G>A e L444P, por exemplo) aumentam em mais de 13 vezes esse risco 

(Gan-Or et al., 2008). Além disso, o tipo de mutação pode afetar diferentemente a 

idade de manifestação da doença, sendo mais precoce entre os portadores de 

mutações severas do que entre os pacientes com mutações brandas (Gan-Or et al., 

2008).  
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Heterogeneidade clínica 

 

 

A apresentação clínica da doença de Parkinson mostra uma importante 

heterogeneidade em sua progressão, na idade de início e na severidade dos 

sintomas motores e não motores, incluindo a manifestação de sinais 

neuropsiquiátricos, como o declínio cognitivo (Foltynie et al., 2002). A doença pode 

se apresentar com progressão lenta e curso benigno ou de forma progressiva rápida 

e incapacitante (Selikhova et al., 2009; van Rooden et al., 2010; Lawton et al., 2015; 

Ma et al., 2015). A DP pode se iniciar cedo, em torno dos 30 anos, ou mais tarde, 

próximo à nona década de vida (Giladi et al., 2016). Dentre os sintomas clínicos, o 

tremor pode ser predominante ou o fenótipo pode revelar outras características 

principais, como incapacidades posturais e de marcha, rigidez ou bradicinesia e não 

mostrar nenhum sinal de tremor (Selikhova et al., 2009; van Rooden et al., 2010; Ma 

et al., 2015). Pacientes com DP podem desenvolver mudanças comportamentais e 

cognitivas, diferentes aspectos de dor, distúrbios de sono e autonômicos (Jankovic 

et al., 2008; Selikhova et al., 2009; Ma et al., 2015; Giladi et al., 2016). Ainda, a 

doença de Parkinson, no geral, parece acometer mais homens do que mulheres, 

sustentando a hipótese de um efeito protetor causado por hormônios femininos, por 

um mecanismo genético associado ao sexo ou por diferenças específicas na 

exposição a fatores ambientais de risco (Baldereschi et al., 2000; Van Den Eeden et 

al., 2003; Poewe et al., 2017). 

Atualmente, embora se acredite que a origem da variabilidade fenotípica 

observada na doença esteja relacionada às complexas interações entre fatores 

genéticos e ambientais, essa questão permanece pouco compreendida (Zorzon et 

al., 2002; Bekris et al., 2010). Dados da literatura mostram que a DP associada a 

variantes no gene LRRK2 parece apresentar um fenótipo com menor 

comprometimento cognitivo (Somme et al., 2015; Srivatsal et al., 2015), melhor 

função olfativa (Saunders-Pullman et al., 2014) e, mais frequentemente, 

correlacionado à dificuldade de marcha e instabilidade postural (Alcalay et al., 2015), 

quando comparada à DP idiopática. Em contraste, pacientes portadores de 

mutações no gene GBA mostram uma idade de início mais precoce (Wang et al., 

2014), com maior prevalência de sintomas não motores, como o declínio cognitivo 
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(Alcalay et al., 2012; Brockmann et al., 2011) e distúrbios neuropsiquiátricos 

(Brockmann et al., 2011), se comparados a pacientes não portadores de mutações.  

Ainda que comparações diretas da apresentação clínica da DP entre grupos 

de pacientes com genótipos específicos sejam escassas (Gan-Or et al., 2010; Angeli 

et al., 2013; Wang et al., 2014), as características clínicas observadas em indivíduos 

com mutações nos genes LRRK2 e GBA comparados com não portadores revelam 

diferenças na evolução da doença (Sidransky et al., 2009; Pulkes et al., 2014; Giladi 

et al., 2016). Isso indica que a apresentação dos sinais clínicos da DP pode ser 

diferentemente modificada por mutações nesses genes (Gan-Or et al., 2010), dando 

suporte à existência de diferentes subtipos genéticos da doença (Foltynie et al., 

2002; Wang et al., 2014). Sendo assim, o esclarecimento de correlações genótipo-

fenótipo na DP tem uma importante implicação na predição do prognóstico e no 

acompanhamento médico, podendo, também, contribuir para o desenvolvimento e 

implementação de estratégias terapêuticas específicas (Gan-Or et al., 2015; Giladi et 

al., 2016). 

Embora nossa experiência em estudos prévios aponte que as mutações 

LRRK2 G2019S e GBA L444P e N370S são as causas genéticas associadas à DP 

mais comuns em nossa população (Pimentel et al., 2008; Abdalla-Carvalho et al., 

2010; dos Santos et al., 2010; Guimarães et al., 2012; Abreu et al., 2016), nenhuma 

correlação em relação ao quadro clínico da doença em indivíduos com DP 

portadores de mutações nesses genes e aqueles com DP idiopática foi até então 

conduzida em uma população com alto nível de miscigenação como a nossa. Assim, 

através do presente estudo, uma análise comparativa de fenótipos clínicos da DP 

associados a mutações específicas nos genes LRRK2 e GBA em relação a 

probandos com DP idiopática foi conduzida em uma amostra de pacientes 

brasileiros.  
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1. OBJETIVOS 

 

 

 Este estudo teve como objetivo principal conduzir uma análise comparativa 

em relação ao quadro clínico da doença de Parkinson entre pacientes brasileiros 

com mutações específicas nos genes LRRK2 e GBA e probandos com DP 

idiopática, de forma a inferir se existe uma correlação entre o genótipo específico e o 

perfil fenotípico da doença.  

 

 

1.1 Objetivos específicos 

 

 

a) Comparar a presença de sintomas motores e não motores, resposta ao 

tratamento com levodopa, história familiar, assim como o sintoma inicial e a 

idade de manifestação entre portadores da variante LRRK2 G2019S, 

pacientes com as mutações GBA N370S, L444P e IVS2+1G>A e probandos 

não portadores de mutações. 
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2 METODOLOGIA 

 

 

2.1 Pacientes com DP 

 

Nesse estudo, dados clínicos e demográficos de 131 pacientes brasileiros 

com DP, não aparentados, foram colhidos e avaliados, sendo: 16 indivíduos com a 

variante LRRK2 G2019S (grupo LRRK2-PD), 21 portadores de mutações no GBA 

(grupo GBA-PD), um paciente com mutações em ambos os genes (incluído em 

ambos os grupos) e 93 probandos com DP idiopática, ou seja, não portadores de 

mutações (grupo IPD) (Tabela 2). Alguns desses casos foram, anteriormente, 

caracterizados do ponto de vista genético por nosso grupo (Pimentel et al., 2008; 

Abdalla-Carvalho et al., 2010; dos Santos et al., 2010; Guimarães et al., 2012; Spitz 

et al., 2015; Abreu et al., 2016). 

 



 

 

Tabela 2 – Dados demográficos dos grupos de pacientes com DP em estudo 

Informações 
DP idiopática 

(IPD) 
G2019S 

(LRRK2-PD) 

GBA-PD Ambas 
LRRK2 

G2019S e 
GBA 

L444P 

Total Efeito severo 
Efeito 

brando 

L444P IVS2+1G>A N370S 

N (%) 93 16 12 1 8 1 131 

Número de homens (%) 57 (61,3) 7 (43,8) 7 (58,33) 1 3 (37,5) 0 75 (57,3) 

Idade em anos 38 - 92 46 - 76 36 - 84 63 34 - 71 48 34 - 92 

Idade (média ± dp) 66,2 ± 2,0 60,4 ± 9,0 63,1 ± 12,2 -- 60,0 ± 11,2 -- 64,4 ± 12,1 

Idade de manifestação em anos 29 - 87 29 - 60 29 - 61 49 23 - 67 38 23 - 87 

Idade de manifestação (média ± dp) 55,0 ± 2,4 47,3 ± 9,1 46,8 ± 9,5 -- 50,1 ± 13,9 -- 52,9 ± 12,4 

Duração da doença em anos 0 - 28 4 - 31 7 - 25 14 2 - 19 10 0 - 31 

Duração da doença (média ± dp) 11,1 ± 6,7 12,9 ± 6,8 12,9 ± 6,4 -- 10,9 ± 6,4 -- 11,5 ± 6,5 

História familiar da doença (%) 14 (15,1) 8 (50,0) 5 (41,7) 0 1 (12,5) 1 30 (22,9) 

Legenda: IPD: DP idiopática; LRRK2-PD: portadores da mutação LRRK2 G2019S; GBA-PD: portadores de mutações no GBA; dp: desvio padrão. 
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Os pacientes incluídos nessa pesquisa foram provenientes de ambulatórios 

de Neurologia e Distúrbios do Movimento do Hospital Universitário Pedro Ernesto 

(HUPE/UERJ), Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ), 

Instituto de Neurologia Deolindo Couto (INDC/UFRJ), Santa Casa de Misericórdia do 

Rio de Janeiro (SCMRJ), Hospital Universitário Antônio Pedro (HUAP/UFF), Instituto 

Integrado de Neurociências de Goiânia (IINEURO) e Hospital Universitário Getúlio 

Vargas (HUGV/UFAM). Todos os pacientes foram avaliados por médicos 

neurologistas especialistas em distúrbios do movimento ligados a esses centros de 

referência, seguindo os critérios clínicos do UK Parkinson’s Disease Society Brain 

Bank (Hughes et al., 1992). Os indivíduos testados foram classificados como casos 

familiares, quando relataram ao menos um parente próximo com DP ou como casos 

isolados, quando relataram não haver história familiar da doença. 

Todos os pacientes foram esclarecidos quanto aos objetivos da pesquisa e 

convidados a participar do estudo. Somente após a autorização do participante, 

através da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A), a 

coleta do material biológico para a análise molecular foi realizada. Este projeto foi 

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

Janeiro [Protocolo de pesquisa nº 032.2.2008 – Parecer 026/2013 (adendo ao 

projeto)] (Anexo B) e os procedimentos adotados obedeceram às normas éticas do 

CNS/MS (Resolução 466/2012), que regem as pesquisas envolvendo seres 

humanos. 

 

 

2.2 Coleta de Material Biológico 

 

 

O DNA de cada paciente foi obtido a partir de sangue periférico ou saliva. Na 

primeira opção, foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubos vacutainer 

contendo anticoagulante EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), sob condições 

de plena assepsia. A saliva foi colhida em recipientes do kit Oragene™ DNA self-

collection (DNAGENOTEK), delicadamente misturada com a solução contida no 

frasco coletor e mantida à temperatura ambiente. Para que a coleta da saliva se 

desse de forma adequada, algumas recomendações foram não beber, comer ou 

fumar 30 minutos antes do procedimento. 
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2.3 Extração de DNA 

 

 

Após a coleta de sangue periférico ou saliva, o DNA genômico foi extraído 

com a utilização de kits comerciais próprios para esta finalidade. A extração de DNA 

a partir de sangue se deu com a utilização do Kit Wizard® Genomic DNA Purification 

(Promega), seguindo as instruções contidas no protocolo descrito pelo fabricante. A 

extração de DNA a partir de saliva foi realizada com o Kit ORAGENE™ DNA self-

collection (DNAGENOTEK), utilizando o protocolo descrito pelo fabricante. Para 

ambos os métodos, uma alíquota da solução final contendo o DNA de cada paciente 

foi armazenada em microtubo de 1,5 mL a 4ºC e as demais alíquotas estocadas em 

tubos de 1,5 mL a -20ºC. 

 

 

2.4 Estimativa de integridade e concentração do DNA 

 

 

A integridade das amostras de DNA foi avaliada através da técnica de 

eletroforese em gel de agarose a 0,8% (Bioagency) diluída em tampão TBE 1X [Tris 

89 mM (GE Healthcare), ácido bórico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE 

Healthcare)]. O preparo das amostras foi feito com 1 μL da alíquota de DNA e 1 μL 

de corante de corrida [azul de bromofenol 0,25% (GE Healthcare); xileno cianol 

0,25% (GE Healthcare); glicerol 30% (ISOFAR)], 1 μL da solução de 1 μL de 

GelRed™ previamente diluído em 500 μL de água destilada (UNISCIENCE) e 8 μL 

de água deionizada (MilliQ). Essa etapa se deu em cuba horizontal [MS 250V Power 

Supply (Major Science)], a 60 V por 1 hora, utilizando como tampão de corrida TBE 

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

Healthcare)]. Após a eletroforese, o gel foi visualizado no sistema de 

fotodocumentação L-Pix® Ex (Loccus Biotecnologia). A integridade e intensidade da 

banda apresentada pelas amostras de DNA genômico foram comparadas com um 

padrão de DNA de Bacteriófago λ (Thermo Fisher Scientific) de 100 ηg/μL. 

As amostras de DNA tiveram sua concentração estimada através de um 

espectrofotômetro modelo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Essa 

estimativa, assim como, o grau de pureza das amostras (como a contaminação por 
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proteínas, fenóis e carboidratos) foi calculado pelo equipamento com a configuração 

para ácidos nucleicos de fita dupla (modo double strand). O preparo das amostras 

foi realizado com 1 μL da alíquota de DNA extraído. Foi utilizada a solução de 

reidratação do kit comercial como branco na calibração do equipamento para DNA 

que foi extraído de sangue periférico e o tampão TE [Tris 10 mM (GE Healthcare), 

HCl (MERCK), EDTA 1 mM (GE Healthcare); pH 7,4] para DNA extraído a partir da 

saliva. 

 

 

2.5 Análise molecular 

 

 

Para rastrear a presença das mutações N370S (c.1226A>G) e L444P 

(c.1448T>C) no gene GBA, foi realizada a amplificação do DNA através da técnica 

de reação em cadeia da polimerase (PCR), seguida por sequenciamento 

automático. A confirmação das mutações encontradas se deu através do 

sequenciamento dos produtos de uma nova reação de PCR. A identificação da 

mutação LRRK2 G2019S (c.6055G>A) ocorreu através da técnica de 

sequenciamento automático. As análises moleculares para identificação da variante 

G2019S no gene LRRK2 foram realizadas por Gabriella de Medeiros Abreu como 

parte dos experimentos de sua dissertação de Mestrado em Biociência (IBRAG-

UERJ) e encontram-se detalhadas em sua dissertação (Abreu, 2015). 

 

 

2.6 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

 

O fragmento genômico da região na qual as mutações L444P e N370S, no 

gene GBA, ocorrem foi amplificado por PCR, utilizando um par de oligonucleotídeos 

iniciadores (primers), conforme mostrado na Tabela 3. Essa reação produziu um 

fragmento longo, abrangendo a sequência entre os exons 8 e 11 do gene GBA. As 

reações de amplificação foram realizadas em tubos de 0,2 μL, dentro de uma capela 

de fluxo laminar, sob condições de plena assepsia, seguindo as condições 

detalhadas na Tabela 4. A PCR ocorreu em um termociclador Veriti 9902 (Thermo 
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Fisher Scientific) com os parâmetros de ciclagem descritos na Tabela 5. Ao final, os 

produtos foram armazenados a -20°C. 

 

 

Tabela 3 – Oligonucleotídeos utilizados na PCR da região do gene GBA na qual as 

mutações N370S e L444P estão localizadas 

Região 
Tamanho do 
Fragmento 

Oligonucleotídeos Referências 

Exons 8 a 11 1682 pb 
F 5’ TGTGTGCAAGGTCCAGGATCAG 3’ 

R 5’ ACCACCTAGAGGGGAAAGTG 3’ 
Mitsui et al., 

2009 

 

 

Tabela 4 – Condições utilizadas na PCR para amplificação do fragmento do gene 

GBA 

Reagentes PCR dos Exons 8 a 11 

Tampão de reação 10x (BIOTOOLS)* 1X 

dNTPs 5 mM (GE Healthcare) 200 µM 

MgCl₂ 50 mM (BIOTOOLS) 2,0 mM 

Oligonucleotídeo F 10 µM (INVITROGEN/Life Tecnologies) 0,4 µM 

Oligonucleotídeo R 10 µM (INVITROGEN/Life Tecnologies) 0,4 µM 

Tth DNA polimerase 1 U/µL (BIOTOOLS) 1,0 U 

DNA ~50 ηg 1,0 µL 

Volume final 25,0 µL 

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

 

 

Tabela 5 – Condições de ciclagem utilizadas na PCR da região do gene GBA 

analisada 

Etapas PCR dos Exons 8 a 11 

Desnaturação inicial   94ºC – 2’   

Desnaturação    94ºC – 30”   

Anelamento     Ciclos  61ºC – 1’ 30”           35 X 

Extensão   72ºC – 2’  

Extensão Final   72ºC – 10’  
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2.7 Avaliação da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da 

PCR 

 

 

Os produtos da PCR foram visualizados através da eletroforese em gel de 

agarose 1% (Thermo Fisher Scientific) diluída em tampão TBE 1X [Tris 89 mM (GE 

Healthcare), ácido bórico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. O 

preparo das amostras foi feito com 3 μL da alíquota do produto da PCR, 1 μL de 

corante de corrida [azul de bromofenol 0,25% (GE Healthcare); xileno cianol 0,25% 

(GE Healthcare); glicerol 30% (ISOFAR)] e 1 μL da solução de 1 μL de GelRed™ 

previamente diluído em 500 μL de água destilada (UNISCIENCE). 

A eletroforese se deu em cuba horizontal [MS 250V Power Supply (Major 

Science)], por, aproximadamente, 1 hora a 80 V, utilizando como tampão de corrida 

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

(GE Healthcare)]. Após a corrida eletroforética, o gel foi visualizado no sistema de 

fotodocumentação L-Pix® Ex (Loccus Biotecnologia). 

Para confirmar o tamanho do fragmento amplificado, as bandas dos produtos 

foram comparadas com um padrão de peso molecular 1 kb DNA Ladder Plus (Life 

Technologies). A análise do rendimento da PCR e da qualidade dos fragmentos 

amplificados foi realizada através de estimativa visual da intensidade das bandas e 

da presença de uma única banda. Ao final, os produtos foram armazenados a -20°C 

até a próxima etapa. 

 

 

2.8 Purificação dos produtos da PCR 

 

 

Antes da reação de sequenciamento, os produtos da amplificação foram 

purificados com a enzima ExoSAP-IT® (Affymetrix), seguindo o protocolo descrito 

pelo fabricante. A purificação teve por objetivo a remoção de resíduos resultantes 

dos reagentes da PCR. 
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2.9 Reação de sequenciamento 

 

 

Para a identificação da mutação N370S, utilizou-se primers para o exon 9, no 

qual ela se localiza e, para o rastreamento da alteração L444P, a reação se deu com 

primers para o exon 10, descritos na Tabela 6. Para a reação de sequenciamento 

utilizou-se o Kit Big Dye Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific). As amostras 

foram preparadas com 1 μL do oligonucleotídeo senso ou anti-senso a 3,2 μM, 1 μL 

de tampão de sequenciamento 5X (Thermo Fisher Scientific), 1 μL de DNA 

amplificado e purificado (cerca de 50 ηg), 0,5 μL do Kit e água deionizada (MilliQ) 

suficiente para um volume final de 10 μL. Essas reações foram conduzidas em um 

termociclador Veriti modelo 9902 (Thermo Fisher Scientific), seguindo as condições 

de ciclagem apresentadas na Tabela 7.  

 

 

Tabela 6 – Oligonucleotídeos utilizados na reação de sequenciamento das regiões 

nas quais as mutações N370S e L444P no gene GBA estão localizadas  

Região Mutação Oligonucleotídeos Referências 

Exon 9 N370S 
F 5’ ACCCTTACCTACACTCTCTG 3’ 

R 5’ GTGATGTAAGCCATCCGATG 3’ 
Mitsui et al., 2009 

Exon 10 L444P 
F 5’ GGGTGACTTCTTAGATGAGG 3’ 

R 5’ AGCTGAGAGTGTGATCCTGC 3’ 
Mitsui et al., 2009 
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Tabela 7 – Condições de ciclagem utilizadas no sequenciamento dos segmentos do 

gene GBA analisados 

Etapas Sequenciamento 

Desnaturação inicial   96ºC – 1’   

Desnaturação    96ºC – 10”   

Anelamento     Ciclos  50ºC – 15”               15 X 

Extensão   60ºC – 1’15”  

Desnaturação    96ºC – 10”   

Anelamento     Ciclos  50ºC – 15”               5 X 

Extensão   60ºC – 1’30”  

Desnaturação    96ºC – 10”   

Anelamento     Ciclos  50ºC – 15”               5 X 

Extensão   60ºC – 2’  

 

 

Os produtos foram, então, precipitados para a remoção do excesso dos 

reagentes não incorporados na reação. Com esta finalidade, 80 μL de isopropanol 

75% foram adicionados ao produto da reação e, em seguida, a placa de 96 poços 

[MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific)] foi 

centrifugada por 50 minutos a 3000 rpm (SIGMA, 2-16). O sobrenadante foi 

descartado cuidadosamente e a placa com as amostras precipitadas foi centrifugada 

em posição invertida por 1 minuto a 900 rpm, sendo em seguida levada ao 

termociclador Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific) a 75ºC por 5 minutos para 

secagem. 

O material foi ressuspenso em 10 μL de solução de formamida Hi Di (Thermo 

Fisher Scientific). A placa com as amostras foi levada ao termociclador Veriti 9902 

(Thermo Fisher Scientific) por 5 minutos a 95ºC para desnaturação e, 

imediatamente, incubada em gelo para manter a desnaturação do DNA. A placa foi 

novamente centrifugada a 900 rpm por 1 minuto e inserida em um sequenciador ABI 

Prism 3130 (Life Technologies) para processamento. 

Na análise das sequências obtidas pela reação de sequenciamento, utilizou-

se o programa BioEdit Sequence Alignment Editor versão 7.0.9.0 (Isis 

Pharmaceuticals, Inc) e essas sequências foram alinhadas e comparadas ao 



48 
 

 

fragmento correspondente à sequência do gene GBA sem alterações, acessado no 

banco de dados Ensembl online (trancrito: ENST0000368373). 

 

 

2.10 Coleta dos dados clínicos 

 

 

Para a compilação dos dados clínicos e demográficos dos pacientes com DP 

foi elaborado um formulário, contemplando a presença ou ausência de sintomas 

motores e não motores, assim como, a resposta ao tratamento com levodopa, a 

idade de manifestação e a história familiar da doença. O formulário de cada 

participante da pesquisa foi preenchido de acordo com as informações presentes no 

prontuário e/ou pelo médico neurologista responsável pelo paciente. Os sintomas 

incluíram bradicinesia, rigidez, tremor em repouso, instabilidade postural, 

congelamento da marcha (freezing), discinesia, flutuações motoras (wearing off - 

deterioração de final de dose da medicação; delayed on - atraso no início do efeito 

de dose da levodopa; fenômeno on e off – oscilação da resposta motora, ou seja, 

mudanças bruscas e aleatórias do estado de mobilidade, sem relação com a 

administração da dose), declínio cognitivo, alucinações, sintomas depressivos, 

alteração de voz (hipofonia), alteração do sono (insônia, sono fragmentado, distúrbio 

do sono REM, sonhos vívidos, pesadelos, síndrome da apnéia-hipopnéia do sono, 

sonolência excessiva diurna ou síndrome das pernas inquietas), disautonomia 

(sialorréia, seborreia, sudorese, disfagia, constipação intestinal, incontinência 

urinária, disfunção sexual, hipotensão postural - lipotímia ou síncope), distúrbios do 

olfato (hiposmia ou anosmia) e resposta ao levodopa. Sintomas como distúrbios do 

olfato, declínio cognitivo e sintomas depressivos foram obtidos a partir de queixas 

dos pacientes. 
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2.12 Análise estatística 

 

 

As informações dos pacientes portadores de mutações nos genes GBA (GBA-

PD) e LRRK2 (LRRK2-PD) e dos não portadores (IPD) foram comparadas e os 

valores de p estão mostradas nas Tabelas 8, 9 e 10, nos resultados. Para averiguar 

a normalidade da distribuição das variáveis contínuas (idade de manifestação), foi 

conduzido o teste de Kolmogorov-Smirnov. Como esse dado seguiu a distribuição 

normal, os valores foram apresentados na forma de média ± desvio padrão. 

Diferenças entre os três grupos em relação a variáveis contínuas foram testadas 

utilizando análise de variâncias (one-way ANOVA), seguida do teste de Tukey. As 

análises comparativas das variáveis categóricas foram realizadas através do teste 

de Qui-quadrado (2) (Tabela 10, nos resultados). As diferenças foram consideradas 

significativas quando p < 0,05. Os valores de odds ratio (OR) e o respectivo intervalo 

de confiança de 95% (IC 95%) também foram calculados. Considerando os valores 

de p e de IC, OR > 1 aponta para susceptibilidade, OR < 1 indica proteção e OR = 1 

representa não associação entre o sintoma e o grupo em questão. As análises dos 

dados foram feitas com o auxílio do programa estatístico SPSS versão 16.0 (SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA). 
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3 RESULTADOS 

  

 

 A comparação de dados demográficos entre os grupos GBA-PD, LRRK2-PD e 

IPD mostrou diferenças significativas na idade de manifestação da DP e presença 

de história familiar relatada pelo paciente (p = 0,004 e p = 0,003, respectivamente). 

No entanto, não foi observada diferença na proporção de homens e mulheres entre 

os três grupos analisados (p = 0,24) (Tabela 8).  

Em relação às características clínicas, as análises revelaram diferenças 

significativas entre os grupos de portadores de mutações nos genes GBA e LRRK2 

e o de não portadores quanto à presença de tremor de repouso (p = 0,03), 

congelamento da marcha (p = 0,0498), sintomas depressivos (p = 0,04) e 

disautonomia (p < 0,0001). Por outro lado, não houve diferenças entre os grupos 

quando comparamos a presença de rigidez (p = 0,47), instabilidade postural (p = 

0,16), distúrbios de olfato (p = 0,14), discinesia (p = 0,59), flutuações motoras (p = 

0,54), alucinações (p = 0,09) e alteração na voz e de sono (p = 0,85 e p = 0,13, 

respectivamente). Além disso, não foi observada diferença significativa entre os 

grupos GBA-PD, LRRK2-PD e IPD, relativa ao sintoma inicial (p = 0,15) e à resposta 

ao tratamento com levodopa (p = 0,17) (Tabelas 8 e 9). 
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Tabela 8 – Dados clínicos e demográficos dos pacientes com DP de acordo com a 

presença ou ausência de mutações nos genes GBA e LRRK2 

Características GBA-PD LRRK2-PD IPD p 
a
  

Tamanho da amostra (N)  22 17 93  

Idade de manifestação (variação) 
47,82 ± 11,30 

(23 - 67) 
46,76 ± 9,14 

(29 - 60) 
55,02 ± 12,36 

(29 - 87) 
0,004 

d
 

Proporção homens / mulheres 11/11 7/10 57/36 0,24 

Proporção casos familiares / esporádicos 7/15 9/8 15/78 0,003 
d
 

Sintoma Inicial        

Tremor (%) 13/22 (59,09) 9/17 (52,94) 66/90 (73,33) 

0,15 
b
 

Bradicinesia (%) 4/22 (18,18) 2/17 (11,76) 1/90 (1,11) 

Rigidez (%) 2/22 (9,09) 1/17 (5,88) 4/90 (4,44) 

Rigidez + Tremor (%) 0/22 (0,0) 0/17 (0,0) 4/90 (4,44) 

Rigidez + Bradicinesia (%) 2/22 (9,09) 2/17 (11,76) 1/90 (1,11) 

Tremor + Bradicinesia (%) 0/22 (0,0) 2/17 (11,76) 1/90 (1,11) 

Rigidez + Tremor + Bradicinesia (%) 0/22 (0,0) 0/17 (0,0) 1/90 (1,11) 

Outros(s) (%) 1/22 (4,55) 1/17 (5,88) 12/90 (13,33) 

Sintomas presentes        

Bradicinesia (%) 22/22 (100,0) 17/17 (100,0) 93/93 (100,0)  

Rigidez (%) 20/22 (90,91) 16/17 (94,12) 90/93 (96,77) 0,47 

Tremor de repouso (%) 16/22 (72,73) 14/17 (82,35) 85/92 (92,39) 0,03 
c
 

Instabilidade postural (%) 17/21 (80,95) 10/17 (58,82) 54/92 (58,70) 0,16 

Distúrbios do olfato (%) 
j
 8/14 (57,14) 11/13 (84,62) 21/39 (53,85) 0,14 

Complicações motoras        

Congelamento da marcha (%) 13/18 (72,22) 8/17 (47,06) 48/62 (77,42) 0,0498 
c
 

Discinesia (%) 12/22 (54,55) 12/17 (70,59) 50/83 (60,24) 0,59 

Flutuações motoras (%) 
g
 17/22 (77,27) 15/17 (88,24) 51/59 (82,98) 0,54 

Complicações não motoras     

Declínio cognitivo (%) 8/21 (38,1) 5/16 (31,25) 13/82 (15,85) 0,055 
f
 

Alucinações (%) 11/22 (50,0) 3/17 (17,65) 39/90 (43,33) 0,09 

Sintomas depressivos (%) 18/22 (81,82) 13/17 (76,47) 51/90 (56,67) 0,04 
c
 

Alteração na voz (hipofonia) (%) 17/21 (80,95) 13/17 (76,47) 52/63 (82,54) 0,85 

Alteração de sono (%) 
h
 18/21 (85,71) 13/17 (76,47) 76/82 (92,68) 0,13 

Disautonomia (%) 
i
 20/22 (90,91) 9/16 (56,25) 76/78 (97,44) 0,000002 

e
 

Resposta ao levodopa (%) 22/22 (100,0) 16/16 (100,0) 83/91 (91,21) 0,17 

Legenda: A idade de manifestação é apresentada como média ± desvio padrão, em anos. 
a
 Teste de 

² e ANOVA. A diferença é considerada significativa quando p < 0,05. O valor de p se refere ao teste 
com todos os grupos. 

b
 Para tremor vs todos os outros sintomas iniciais. 

c
 p < 0,05. 

d
 p < 0,01. 

e
 p < 

0,001. 
f
 Valor de p na borda de significância. 

g
 Flutuações motoras consistiram de wearing off, delayed 

on e fenômeno on/off. 
h
 Alteração de sono foi avaliado como insônia, sono fragmentado, distúrbio do 

sono REM, sonhos vívidos, pesadelos, síndrome da apneia-hipopneia do sono, sonolência excessiva 
diurna e síndrome das pernas inquietas. 

i
 Disautonomia incluiu sialorreia, seborreia, sudorese, 

disfagia, constipação intestinal, incontinência urinária, disfunção sexual, hipotensão postural (lipotímia 
e síncope). 

j
 Distúrbios de olfato se referem à presença de hiposmia ou anosmia. Sintomas como 

distúrbios do olfato, declínio cognitivo e sintomas depressivos foram obtidos a partir de queixas dos 
pacientes. 
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Tabela 9 – Diferenças nos dados demográficos e clínicos nos grupos de pacientes 

de acordo com os genes mutados, em comparação ao grupo IPD 

Características GBA-PD LRRK2-PD 

Tamanho da amostra (n)  22 17 

Idade de manifestação Mais precoce que IPD Mais precoce que IPD 

Distribuição de gênero Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Casos familiares Similar à IPD 
Mais frequente que IPD e 

GBA-PD 

Sintoma Inicial Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Sintomas presentes     

Rigidez  Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Tremor de repouso  
Menos frequente que IPD e 

LRRK2-PD 
Similar à IPD 

Instabilidade postural  Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Distúrbios do olfato Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Complicações motoras     

Congelamento da marcha Similar à IPD 
Menos frequente que IPD e 

GBA-PD 

Discinesia Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Flutuações motoras Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Complicações não motoras     

Declínio cognitivo  
Similar entre os grupos com 

valor de p na borda de 
significância 

Similar entre os grupos com 
valor de p na borda de 

significância 

Alucinações  Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Sintomas depressivos Mais frequente que IPD Mais frequente que IPD 

Alteração na voz (hipofonia) Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Alteração de sono Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Disautonomia Similar à IPD 
Menos frequente que IPD e 

GBA-PD 

Resposta ao levodopa  Similar entre os grupos Similar entre os grupos 

Legenda: IPD: grupo de pacientes com doença de Parkinson idiopática; LRRK2-PD: portadores da 
mutação LRRK2 G2019S; GBA-PD: portadores de mutações no gene GBA. 
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3.1 Idade de Manifestação  

 

 

Como podemos observar na Tabela 8, diferença estatística foi observada nas 

médias das idades de manifestação da DP entre os grupos analisados, GBA-PD, 

LRRK2-PD e IPD. A análise de variâncias (ANOVA) mostrou que a idade de início 

da doença diferiu significativamente entre os três grupos (p = 0,004). Para identificar, 

dentre os probandos com mutações no GBA e no LRRK2 e os pacientes com DP 

idiopática, qual era o grupo cuja média da idade de manifestação era diferente das 

demais, realizou-se o pós-teste. Esta análise, então, revelou diferença entre ambos 

os grupos de portadores e o de não portadores de mutação (47,82 ± 11,30 anos no 

grupo GBA-PD vs. 55,02 ± 12,36 anos no IPD, p = 0,03; e 46,76 ± 9,14 anos no 

grupo LRRK2-PD vs. 55,02 ± 12,36 anos no IPD, p = 0,03), como podemos observar 

na Tabela 10 e na Figura 9.  

O grupo GBA-PD é constituído de portadores das mutações severas L444P e 

IVS2+1G>A e da variante branda N370S, como mostrado na Tabela 2. Com o intuito 

de inferir se a variação no efeito das mutações nesse gene influenciou na idade de 

manifestação da doença nos pacientes, o grupo foi dividido entre casos índex com 

alterações de efeito severo e de efeito brando. Apesar do pequeno tamanho 

amostral resultante dos dois novos grupos formados, a análise pós-teste mostrou 

que a fonte de significância estava entre o grupo de portadores de variantes de 

efeito severo e o grupo IPD (46,36 ± 9,03 anos vs. 55,02 ± 12,36 anos, 

respectivamente, p = 0,04), mas não entre os grupos com a mutação branda e o IPD 

(50,38 ± 14,82 anos vs. 55,02 ± 12,36 anos, respectivamente, p = 0,56; Tabela 10 e 

Figura 10). 
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Tabela 10 – Resultados da análise estatística referentes às médias da idade de 

manifestação da DP para todos os grupos analisados 

One-way ANOVA Média ± dp 
a
 F p 

b
 

GBA-PD (n = 22) 47,82 ± 11,30 

5,80 0,004 LRRK2-PD (n = 17) 46,76 ± 9,14 

IPD (n = 93) 55,02 ± 12,36 

Teste de Tukey   p 
b
 

GBA-PD vs. LRRK2-PD   0,96 

GBA-PD vs. IPD   0,03 

LRRK2-PD vs. IPD   0,03 

One-way ANOVA – GBA Média ± dp 
a
 F p 

b
 

Mutações Severas (n = 14) 46,36 ± 9,03 

3,38 0,04 Mutações Brandas (n = 8) 50,38 ± 14,82 

IPD (n = 93) 55,02 ± 12,36 

Teste de Tukey – GBA   p 
b
 

Mutações Severas vs. Mutações Brandas   0,74 

Mutações Severas vs. IPD   0,04 

Mutações Brandas vs. IPD   0,56 

Legenda: IPD: grupo de pacientes com doença de Parkinson idiopática; LRRK2-PD: portadores da 
mutação LRRK2 G2019S GBA-PD: portadores de mutações no gene GBA. 

a
 : Valores estão 

apresentados como média ± desvio padrão. 
b
: A diferença é considerada significativa 

quando p < 0,05.  
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Figura 9 – Gráfico das idades de manifestação da DP (em anos) 

A 

 

 

 

B 

 

Legenda: (A) apresentada como média ± desvio padrão e (B) de acordo com a porcentagem 

acumulada de pacientes, nos grupos GBA-PD, LRRK2-PD e IPD. * p < 0,05. 
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Figura 10 – Gráfico da idade de manifestação da DP (em anos) nos portadores de 

mutações severas e brandas no gene GBA e no grupo IPD 

A 

 

 

 

B 

 

Legenda: (A) apresentada como média ± desvio padrão e (B) de acordo com a porcentagem 

acumulada de pacientes. * p < 0,05 
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3.2 História Familiar e Distribuição de Gênero 

 

 

A história familiar da DP foi mais frequentemente observada no grupo LRRK2-

PD do que no GBA-PD e IPD somados (OR = 4,76, IC 95% 1,65 – 13,72; p = 0,002), 

como podemos observar na Tabela 10 e na Figura 11. No entanto, apesar do grupo 

com DP idiopática ser predominantemente masculino e o grupo de portadores de 

mutações no LRRK2 ser majoritariamente feminino, a distribuição de gêneros foi 

estatisticamente semelhante nos três grupos analisados (p = 0,24; Figura 12, 

Tabelas 8 e 11).  

 

 

Tabela 11 – Resultados da análise estatística para a história familiar, distribuição de 

gênero e sintomas da DP para todos os grupos analisados 

Qui-quadrado (
2
) 

2
 p 

a
 

História Familiar   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 93) 11,86 0,003 

GBA-PD vs. IPD 2,83 0,09 

LRRK2-PD vs. GBA-PD + IPD 9,42 0,002 

Distribuição de Gênero   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 93) 2,87 0,24 

Legenda: IPD: grupo de pacientes com doença de Parkinson idiopática; LRRK2-PD: portadores da 
mutação LRRK2 G2019S GBA-PD: portadores de mutações no gene GBA. 

a
: A diferença é 

considerada significativa quando p < 0,05.  
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Figura 11 – Gráfico da história familiar da DP, apresentado de acordo com a 

proporção de casos familiares e esporádicos da desordem nos grupos 

analisados (LRRK2-PD e GBA-PD + IPD) 

 

Nota: ** p < 0,01.  

 

Figura 12 – Gráfico da distribuição de gênero nos grupos LRRK2-PD, GBA-PD e 

IPD, apresentado de acordo com a proporção de homens e mulheres 
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3.3 Dados Clínicos  

 

Diferença estatística foi observada entre os três grupos analisados quanto à 

presença de tremor de repouso, congelamento da marcha, sintomas depressivos e 

disautonomia. Em relação ao tremor de repouso, as frequências também foram 

significativamente maiores entre os portadores de mutações no LRRK2 e não 

portadores somados, quando comparados ao grupo GBA-PD (OR = 3,71, IC 95% 

1,19 – 11,63; p = 0,02; Figura 13A e Tabela 12). Quando comparamos a presença 

de congelamento da marcha e disautonomia, esses sintomas foram mais frequentes 

nos grupos GBA-PD e IPD somados do que nos portadores de mutações no LRRK2 

(respectivamente, OR = 3,61, IC 95% 1,22 – 10,66; p = 0,02; e OR = 18,67, IC 95% 

4,58 – 76,13; p < 0,0001; Figura 13B e Tabela 12). No entanto, sintomas 

depressivos estiveram presentes em maior proporção nos portadores de mutações 

do que no grupo IPD (OR = 2,96, lC 95% 1,23 – 7,16; p = 0,013; Figura 13C e 

Tabela 12). Além disso, embora o declínio cognitivo pareça estar presente em maior 

frequência nos grupos de portadores de mutações do que nos pacientes com DP 

idiopática, podemos observar um valor de p na borda de significância (p = 0,055; 

Figura 13C e Tabelas 8 e 12). 

A maioria dos portadores e não portadores de mutação apresentaram uma 

resposta favorável ao tratamento com levodopa, com frequências de 100% e 91%, 

respectivamente, e nenhuma diferença estatística foi identificada entre eles (p = 

0,17; Tabelas 8 e 12). Do mesmo modo, embora o tremor tenha sido relatado como 

o sintoma inicial em mais da metade dos pacientes (59,09% no GBA-PD, 52,94% no 

LRRK2-PD e 73,33% no IPD), não foi detectada diferença significativa entre os três 

grupos analisados (p = 0,15; Tabelas 8 e 12).  
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Tabela 12 – Resultados da análise estatística para a história familiar, distribuição de 

gênero e sintomas da DP para todos os grupos analisados 

Qui-quadrado (
2
) 

2
 p 

a
 

Sintoma Inicial 
b
   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 90) 3,76 0,15 

Sintoma Presentes   

Rigidez   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 93) 1,49 0,47 

Tremor de Repouso   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 92) 6,94 0,031 

LRRK2-PD vs. IPD 1,74 0,19 

GBA-PD vs. LRRK2-PD + IPD 5,59 0,02 

Instabilidade Postural   

GBA-PD (n = 21), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 92) 3,71 0,16 

Distúrbios do Olfato   

GBA-PD (n = 14), LRRK2-PD (n = 13), IPD (n = 39) 3,96 0,14 

Complicações Motoras   

Congelamento da Marcha   

GBA-PD (n = 18), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 62) 6,00 0,0498 

GBA-PD vs. IPD 0,21 0,65 

LRRK2-PD vs. GBA-PD + IPD 5,82 0,02 

Discinesia   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 83) 1,05 0,59 

Flutuações Motoras   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 59) 1,24 0,54 

Complicações Não Motoras   

Declínio Cognitivo   

GBA-PD (n = 21), LRRK2-PD (n = 16), IPD (n = 82) 5,80 0,055 

Alucinações   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 90) 4,77 0,09 

 

Continua 
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Tabela 12 – Resultados da análise estatística para a história familiar, distribuição de 

gênero e sintomas da DP para todos os grupos analisados 

(continuação) 

Qui-quadrado (
2
) 

2
 p 

a
 

Sintomas Depressivos   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 90) 6,24 0,04 

GBA-PD vs. LRRK2-PD 0,17 0,68 

GBA-PD + LRRK2-PD vs. IPD 6,12 0,013 

Alteração na Voz (hipofonia)   

GBA-PD (n = 21), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 63) 0,32 0,85 

Alteração de Sono   

GBA-PD (n = 21), LRRK2-PD (n = 17), IPD (n = 82) 4,15 0,13 

Disautonomia   

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 16), IPD (n = 78) 26,24 < 0,0001 

GBA-PD vs. IPD 1,90 0,17 

LRRK2-PD vs. GBA-PD + IPD 25,39 < 0,0001 

Resposta ao levodopa    

GBA-PD (n = 22), LRRK2-PD (n = 16), IPD (n = 91) 3,56 0,17 

Legenda: IPD: grupo de pacientes com doença de Parkinson idiopática; LRRK2-PD: portadores da 
mutação LRRK2 G2019S GBA-PD: portadores de mutações no gene GBA. 

a
: A diferença é 

considerada significativa quando p < 0,05. 
b
: Para tremor vs. todos os outros sintomas 

iniciais. 
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Figura 13 – Gráfico dos dados clínicos nos grupos analisados 

 

A 

 

B 

 

 

Continua 



63 
 

 

C 

 

 

Legenda: (A) Porcentagem de pacientes que desenvolveram tremor de repouso nos grupos LRRK2-
PD + IPD e GBA-PD. (B) Congelamento da marcha e disautonomia nos grupos GBA-PD + 
IPD e LRRK2-PD, em porcentagem de probandos acometidos. (C) Proporção de indivíduos 
que manifestaram sintomas depressivos e declínio cognitivo nos grupos de portadores e 
não portadores. * p < 0,05; *** p < 0,001.  

 

 

Esse trabalho deu origem ao manuscrito intitulado “Clinical profiles associated 

with LRRK2 and GBA mutations in Brazilians with Parkinson’s disease”, publicado no 

periódico Journal of the Neurological Sciences (Anexo C). 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Apesar da abordagem retrospectiva utilizada na presente pesquisa, o 

desenho amostral aqui apresentado contou com grupos de tamanhos pequenos. No 

entanto, dados da literatura revelam uma escassez de trabalhos realizados em 

grandes coortes, como mostrado na Tabela 13.  
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Tabela 13 – Tamanho amostral de estudos de comparação de dados clínicos entre 

portadores de mutações nos genes LRRK2 (G2019S) ou GBA e não 

portadores 

Estudo População 
Tamanho amostral 

GBA-PD  LRRK2-PD  IPD 

Aharon-Peretz et al., 2005 Judeus Ashkenazi 40 - 108 

Clark et al., 2007 
Judeus e não 

judeus do GEPD 
38 - 155 

Gan-Or et al., 2008 Judeus Ashkenazi 71 56 280 

Neumann et al., 2009 Grã-Bretanha 31 - 790 

Belarbi et al., 2010 Argélia - 23 48 

Mao et al., 2010 China 20  596 

Brockmann et al., 2011 Alemanha 20 - 20 

Huang et al., 2011 Taiwan 31 - 59 

Lesage et al., 2011a Europa 100 - 1291 

Marras et al., 2011 
Canadá, Brasil, 

Alemanha, EUA.  
- 25 84 

Alcalay et al., 2013 Judeus Ashkenazi - 97 391 

Kumar et al., 2013 Sérvia 21 - 339 

Mirelman et al., 2013 Judeus Ashkenazi - 50 50 

Li et al., 2014 Japão 34 - 113 

Pulkes et al., 2014 Tailândia 17 - 191 

Wang et al., 2014 China 49 
223 (não 

G2019S) 
1366 

Alcalay et al., 2015 Judeus Ashkenazi - 116 120 

Gan-Or et al., 2015 Judeus Ashkenazi 

166 (mutações 

severas), 162 

(mutações 

brandas) 

- - 

Kresojevic et al., 2015 Sérvia 39 - 539 

Somme et al., 2015 Espanha - 27 27 

Srivatsal et al., 2015 PDCGC - 29 1326 

Swan et al., 2016 Judeus Ashkenazi 31 - 55 

Presente estudo Brasil 22 17 93 

Legenda: GBA-PD: portadores de mutações no GBA; LRRK2-PD: portadores de mutações no 
LRRK2; IPD: pacientes com DP idiopática; GEPD: Genetic Epidemiology of Parkinson’s 
Disease study; PDCGC: PD Cognitive Genetics Consortium. 
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Como demonstrado na Tabela 8, as diferenças entre os três grupos de 

pacientes com DP analisados não atingiram significância em relação à proporção de 

homens e mulheres, à resposta ao tratamento com levodopa e à presença de alguns 

sintomas, como rigidez, instabilidade postural, distúrbios do olfato; de algumas 

complicações motoras, como discinesia, flutuação motora; e de algumas 

complicações não motoras, como alucinações e alteração na voz e de sono. Esses 

achados estão de acordo com resultados encontrados em outros estudos 

conduzidos em amostras maiores de pacientes da Europa, China, América do Norte 

e do Sul (Lesage et al., 2011a; Marras et al., 2011; Wang et al., 2014). Lesage e 

colaboradores (2011a) identificou semelhança em uma ampla amostra de pacientes 

da Europa, constituída de 100 probandos com mutações no GBA e 1.291 não 

portadores, em relação a alguns dados como a distribuição de gênero, a melhora 

com o tratamento e a presença de rigidez. Além disso, diferenças significativas não 

foram identificadas na proporção de homens e mulheres, na resposta ao levodopa e 

na presença de instabilidade postural, discinesia e flutuação motora em uma 

pesquisa conduzida com indivíduos canadenses, americanos, brasileiros e alemães, 

sendo 25 portadores da variante LRRK2 G2019S e 84 probandos sem a mutação 

(Marras et al., 2011). Ainda, a porcentagem de homens, a resposta ao levodopa e a 

presença de rigidez matinal, instabilidade postural, discinesia e flutuação motora 

foram observadas de forma semelhante em 49 portadores da mutação GBA L444P e 

em 1.366 pacientes com DP idiopática, provenientes da população chinesa (Wang et 

al., 2014).  

No presente estudo, observamos diferenças significativas entre os grupos 

GBA-PD, LRRK2-PD e IPD na idade de manifestação, na história familiar e na 

presença de tremor de repouso, sintomas depressivos, congelamento da marcha e 

disautonomia (Tabelas 8 e 9). 

Verificamos que o sinal clínico inicial da DP em nossa amostra ocorreu, em 

média, mais precocemente em portadores de variantes no GBA do que em 

probandos IPD, particularmente para as mutações que mostram um efeito severo na 

atividade da glicocerebrosidase. Esses achados foram similares aos encontrados 

por Gan-Or e colaboradores (2008) em pacientes de ascendência judaica Ashkenazi 

com DP. Eles relataram que a idade de manifestação média foi significativamente 

mais precoce em 71 portadores de mutações no GBA do que em 283 não 

portadores. Além disso, Gan-Or e colaboradores (2008) observaram uma idade de 
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início dos sintomas motores cinco anos menor entre os 22 probandos portando 

mutações severas, quando comparados aos 279 não portadores.  

 Em uma meta-análise, agrupando dados de idade de manifestação de 

portadores de mutações severas e brandas no GBA de mais de 11.000 indivíduos 

com DP de diversas populações (América do Norte, Central e do Sul, Europa, Ásia, 

norte da África e judeus Ashkenazi), Gan-Or e colaboradores (2015) demonstraram 

que mutações heterozigotas severas e brandas no GBA afetam diferentemente a 

idade de manifestação da DP, sendo a média de idades mais precoce observada 

entre os pacientes com mutações severas. Ainda, a comparação de nossas 

observações no grupo GBA-PD com estudos em outras populações reforçam que 

mutações no GBA estão relacionadas com uma idade de manifestação média da 

doença mais precoce (Neumann et al., 2009; Pulkes et al., 2014; Sidransky et al., 

2009; Clark et al., 2007; Ma et al., 2015). 

Assim como no grupo GBA-PD, podemos observar que os portadores da 

variante LRRK2 G2019S também tenderam a desenvolver os primeiros sintomas em 

uma idade mais precoce do que os pacientes com IPD. Existe uma discordância na 

literatura em relação a esse dado. De acordo com Gan-Or e colaboradores (2008), a 

análise realizada em uma amostra de pacientes judeus Ashkenazi de Israel revelou 

uma idade de início da doença significativamente mais jovem no grupo de 56 

portadores da mutação LRRK2 G2019S comparados a 283 não portadores. No 

entanto, esse traço não foi detectado em 97 judeus Ashkenazi com a variante 

LRRK2 G2019S em comparação a 391 pacientes com DP dos EUA e Israel (Alcalay 

et al., 2013) e também em 25 portadores da mutação LRRK2 G2019S (incluindo 9 

canadenses, 6 brasileiros, 3 alemães e 7 dos EUA), quando comparados a 84 

probandos sem a mutação (Marras et al., 2011). 

Em relação aos dados clínicos, verificou-se que os portadores de mutações 

no GBA apresentaram um fenótipo caracterizado por uma menor frequência na 

presença de tremor em repouso em relação aos pacientes dos grupos LRRK2-PD e 

IPD. Embora essas observações corroborem os resultados de um estudo 

multicêntrico desenvolvido em indivíduos com DP da América do Norte e do Sul, 

Ásia, Israel e Europa (Sidransky et al., 2009), elas contrastam com achados em 

outras populações, nas quais diferenças significativas nas frequências de tremor de 

repouso entre grupos de portadores de alterações no GBA e probandos sem 

mutações não foram identificadas em pacientes judeus Ashkenazi, europeus, 
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tailandeses e sérvios (Gan-Or et al., 2008; Lesage et al., 2011a; Pulkes et al., 2014; 

Kresojevic et al., 2015). 

Além disso, os portadores da mutação LRRK2 G2019S exibiram um fenótipo 

caracterizado por uma frequência reduzida na presença de congelamento da marcha 

e disautonomia em relação a pacientes GBA-PD e IPD. Entretanto, distúrbio da 

marcha foi mais frequentemente encontrado em 25 pacientes com a variante 

G2019S do que entre 84 probandos com DP idiopática em uma pesquisa conduzida 

em indivíduos canadenses, americanos, brasileiros e alemães (Marras et al., 2011). 

Ademais, dentre 100 pacientes com DP de origem judaica Ashkenazi, sendo 50 

portadores e 50 não portadores, a mutação G2019S se mostrou aparentemente 

associada a um aumento na variabilidade da marcha (Mirelman et al., 2013). 

Em nossa amostra, portadores de mutações no GBA e no LRRK2 

apresentaram uma incidência significativamente mais alta de sintomas depressivos 

do que pacientes com IPD. Tal traço foi encontrado em 82% dos casos com a 

variante LRRK2 G2019S, em 76% de portadores de alterações no GBA e em 57% 

de não portadores (Tabela 8). A pesquisa conduzida em uma amostra de pacientes 

da Argélia (Belarbi et al., 2010), sendo 23 indivíduos com a mutação LRRK2 

G2019S e 48 não portadores, identificou mais alterações comportamentais, 

principalmente depressão e alucinações, nos portadores da variante G2019S do que 

em pacientes sem mutações. Também foi observada uma maior incidência de 

depressão em uma amostra composta por 31 judeus Ashkenazi com mutações no 

GBA (sendo 24 probandos com N370S, 2 com 84GG, 2 com R496H e 1 com L444P 

em heterozigose e 2 com N370S/84GG ou N370S/RecNciI em heterozigose 

composta), quando comparada a 55 pacientes com DP idiopática (Swan et al., 

2016). Além disso, um estudo realizado em 20 pacientes com DP de origem alemã, 

heterozigotos para GBA L444P (14 probandos) ou N370S (6 probandos), e 20 não 

portadores encontrou uma maior proporção de distúrbios psiquiátricos no grupo com 

mutações no GBA, incluindo depressão, desordem de ansiedade e apatia 

(Brockmann et al., 2011). 

Embora dados da literatura suportem uma associação entre a presença de 

mutações no GBA e o desenvolvimento de distúrbios cognitivos em pacientes com 

DP (Sidransky et al., 2009; Brockmann et al., 2011), além de um risco reduzido para 

alterações cognitivas em portadores de mutações no LRRK2 quando comparados a 

pacientes com DP idiopática (Alcalay et al., 2015; Somme et al., 2015; Srivatsal et 



69 
 

 

al., 2015), não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos de portadores e não portadores em relação a essa característica. No entanto, 

a diferença nas frequências de declínio cognitivo entre os grupos aqui analisados 

apresentou um valor de p na borda de significância. Isso pode ter ocorrido devido 

aos pequenos tamanhos amostrais de portadores de mutações nos genes GBA e 

LRRK2, que podem não ter sido suficientes para demonstrar essa correlação.  

Sendo assim, os nossos resultados e de outros estudos sugerem que 

mutações nos genes GBA e LRRK2 influenciam os sinais clínicos da doença de 

Parkinson, com significantes implicações para o cuidado de grupos específicos de 

pacientes. Similaridades nos fenótipos da DP entre grupos com genótipos 

semelhantes podem beneficiar a classificação de perfis clínicos de acordo com 

características genéticas. Apesar do pequeno tamanho amostral do presente estudo, 

espera-se que o estabelecimento de subtipos clínicos da DP diferentemente 

modificados por mutações no GBA e no LRRK2 abra perspectivas em relação a 

condutas terapêuticas direcionadas. 
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CONCLUSÃO 

 

 

a) Em casuística brasileira, a comparação dos dados clínicos e 

demográficos de 22 probandos com alterações no gene GBA, 17 pacientes com a 

mutação LRRK2 G2019S e 93 não portadores de mutações mostrou diferenças 

significativas entre os grupos em relação à idade de manifestação, história familiar 

da doença e presença de tremor de repouso, sintomas depressivos, 

congelamento da marcha e disautonomia;  

 

b) As idades de manifestação dos grupos GBA-DP e LRRK2-DP 

resultaram em uma média menor que a média das idades no grupo IPD, 

sugerindo que a presença de mutações nos genes GBA e LRRK2 pode antecipar 

o início dos sinais clínicos da DP. No gene GBA, os pacientes com mutações 

severas apresentaram uma idade de manifestação média distinta dos probandos 

com DP idiopática, indicando que o tipo de mutação nesse gene pode influenciar 

diferentemente a idade de início da doença; 

 

c) No grupo GBA-PD, tremor de repouso esteve presente em frequência 

menor do que nos demais grupos. Já no LRRK2-PD, os pacientes desenvolveram 

um fenótipo caracterizado por uma menor incidência de complicações, como 

congelamento da marcha e disautonomia, quando comparados aos outros grupos. 

Além disso, verificou-se uma maior proporção de sintomas depressivos em ambos 

os grupos com mutações em comparação aos probandos com DP idiopática. 

Essas observações corroboram a hipótese de que a apresentação clínica da 

doença pode ser modificada por mutações nesses genes; 

 

d) Os dados clínicos dos indivíduos com mutações nos genes LRRK2 e 

GBA comparados com não portadores revelam diferenças na evolução da doença 

e dão suporte à existência de diferentes subtipos genéticos. Similaridades nos 

fenótipos da DP entre grupos com genótipos semelhantes podem beneficiar a 

classificação de perfis clínicos de acordo com as características genéticas, com 

importantes implicações no acompanhamento de grupos específicos de 
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pacientes, na predição do diagnóstico e no desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas direcionadas. 
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