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RESUMO

COTRIN, Juliana Cordovil. Identificacio de genes e mecanismos moleculares associados ao
desenvolvimento da Doenc¢a de Parkinson. 2024. 194 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2024.

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ caracterizada pela perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos na substancia nigra e acimulo de alfa sinucleiina, gerando sintomas motores e
ndo motores. A etiologia da DP envolve multiplos fatores genéticos e ambientais. A utilizagao
de metodologias de alto rendimento como o sequenciamento de exoma completo (WES; Whole
Exome Sequencing) e a metabolomica tem tido um papel proeminente na expansao do espectro
mutacional na DP e no entendimento de sua fisiopatologia. Contudo, investigagdes dessa
natureza ainda sdo escassas, especialmente na populagao brasileira. No presente estudo, nossos
objetivos foram a identificagdo de novas causas moleculares associadas a DP (abordagem 1) e
a caracterizagdo de vias metabodlicas envolvidas no desenvolvimento e progressdo da doenga
(abordagem 2). Para a abordagem 1, analisamos 10 individuos com DP de inicio precoce (<40
anos) através de WES. J4 para a abordagem 2, analisamos por Ressonancia Magnética Nuclear
o perfil metabolico (urina, plasma e saliva) de dois grupos de pacientes com DP (DP de causa
genética conhecida e pacientes com DP idiopética), em comparagdo com idosos saudaveis,
posteriormente os resultados encontrados foram utilizados em anélises de enriquecimento para
genes previamente descritos como relacionados a DP. Os resultados de WES indicaram a
presenca de 12 variantes (genes PRKN, GBA, SYNJI, EIF4G1, UCHLI, SLC35G2, NOTCH3,
CSFIR, BAPI e TWNK) em 9 pacientes. Para a abordagem 2, foram evidenciadas alteragdes
em vias correlacionadas ao metabolismo da arginina, ciclo da ureia, metabolismo energético,
microbiota e metabolismo do glutamato. Nossas analises de enriquecimento apontaram para 14
genes: MAPT, SNCA, PRKN, GBA2, RERE, KCNN3, MAP3K14, CAMK2D, GCHI, GPR63,
CTSB, CARS2, SLC3841 e GFPT2. Os resultados gerados contribuem para uma melhor
caracterizagdo de mecanismos moleculares subjacentes a DP e podem ser utilizados como base
para estratégias de diagndstico precoce, prognostico e terapéutica diferenciada em nossa
populacao.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; sequenciamento de exoma completo; metabolomica;

Doenga de Parkinson de inicio precoce;



ABSTRACT

COTRIN, Juliana Cordovil. Identification of genes and molecular mechanisms associated with
Parkinsons Disease. 2024. 194 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Parkinson’s Disease (PD) is characterized by progressive loss of dopaminergic neurons
in the substantia nigra and accumulation of alpha-synuclein, with motor and non-motor
symptoms. The etiology of PD interplay between genetic and environmental factors. The use
of some methodologies such Whole Exome Sequencing (WES) and metabolomics has played
a prominent role in expanding the mutational spectrum in PD and in understanding its
pathophysiology. However, investigations of this nature are still scarce, especially in the
Brazilian population. In the present study, we aimed to identify new molecular causes
associated with PD (approach 1) and identify metabolic pathways of development and/or
progression of PD (approach 2). For approach 1, we will analyze 10 individuals with early-
onset PD (<30 years) using WES. For approach 2, we will analyze by Nuclear Magnetic
Resonance the metabolic profile (urine, plasma, and saliva) of two groups of PD patients
(Carriers of variants in the LRRK2/GBA/PRKN genes and patients with idiopathic PD)
compared to elderly healthy people, the results obtained were subsequently used in enrichment
analyzes. WES results pointed to 12 variants (genes PRKN, GBA, SYNJI, EIF4G1, UCHLI,
SLC35G2, NOTCH3, CSFIR, BAPI, and TWNK) in 9 patients. In the metabolomics approach,
evidence in arginine metabolism, urea cycle, energetic metabolism, microbiota, and glutamate
metabolism. Our enrichment analyzes pointed to 14 genes: MAPT, SNCA, PRKN, GBA2, RERE,
KCNN3, MAP3K14, CAMK2D, GCHI, GPR65, CTSB, CARS2, SLC3841 and GFPT2. We
believe that the results obtained in this study can contribute to a better characterization of
mechanisms underlying PD and can be used as a basis for strategies for early diagnosis,
prognosis and differentiated therapy in our population.

Keywords:  Parkinson’s disease; whole exome sequencing; metabolomics; early onset

Parkinson’s Disease.
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INTRODUCAO

Envelhecimento

Uma das caracteristicas mais marcantes da atual dindmica demografica mundial ¢ a
ampliacdo do envelhecimento populacional, isto ¢, o aumento do nimero absoluto e do
percentual de idosos, que ocorre desde 1950, principalmente ao longo do século XXI. Nota-
se um crescimento registrado e projetado no periodo de 150 anos, principalmente apds a
segunda metade do século XX, conforme dados da Divisao de Populagdo da Organizagao das

Nagdes Unidas (ONU, 2023).

Em 1950, a populacdo mundial total era de 2,5 bilhdes de habitantes e passou para 8
bilhdes em 2023, com 10% dessa parcela correspondendo a pessoas com mais de 65 anos.
Estima-se que esse numero chegue a 9,7 bilhdes de habitantes em 2050 e a populagdo de
idosos dobre de valor, chegando a 1,6 bilhdes, superando a populagao total de jovens entre 15
e 24 anos. O crescimento absoluto foi de 4,3 vezes em 150 anos e esses numeros sao ainda

mais pronunciados na populagao idosa (ONU, 2023).

A populacgao brasileira segue a tendéncia global de crescimento, porém de forma ainda
mais acentuada. Em 1950, o Brasil tinha uma populagao total de 51 milhdes de habitantes, um
nimero que aumentou para 203 milhdes em 2022, de acordo com dados do IBGE (IBGE,
2022). Atualmente, o pais ocupa o sexto lugar no ranking de populagdes idosas do mundo,
ficando atras apenas da China, India, Estados Unidos, Japdo e Rssia, conforme indicado pelas
Projecdes da Populacdo Mundial de 2022 disponiveis no site das Nagdes Unidas (World
Population Prospects, 2022 - https://population.un.org/wpp/). Segundo o Censo Demografico
de 2022, aproximadamente 15,8% da populagao brasileira possuia 60 anos ou mais, sendo que
55,7% eram mulheres e 44,3% eram homens. O indice de envelhecimento da populacao
brasileira aumentou de 44,8 em 2010 para 80,0 em 2022, indicando que ha 80 idosos (com
mais de 60 anos) para cada 100 criangas com idade entre 0 e 14 anos. Notavelmente, os estados
do Rio Grande do Sul e do Rio de Janeiro apresentam indices ainda mais altos, com 115,0 e

105,9, respectivamente, conforme dados do IBGE (IBGE, 2022).

A figura 1 ilustra o crescimento absoluto das populagdes mundial e do Brasil, € uma

projecao para os proximos anos nas seguintes categorias: 0-14 anos (infancia), 15-24 anos
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(adolescéncia), 25-64 anos (fase adulta) e >65 anos (idosos), conforme dados da Divisao de

Populagdo da Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU, 2022).

Figura 1: Populacdo mundial e do Brasil por faixa etaria ao longo dos anos

a b
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Legenda: Crescimento da populacdo por faixa etaria nas categorias: 0-14 anos, 15-24 anos, 25-64 anos e

acima de 65 anos. (a) Panorama da populagdo mundial. (b) Panorama da populacdo brasileira.

Fonte: ONU, 2022

Devido a esse aumento mundial na populagdo idosa, a Assembleia Geral das Nagdes
Unidas, declarou em dezembro de 2020 que o periodo de 2021-2030 seria conhecido como a
‘Década do Envelhecimento Saudével’, alertando sobre a importancia de agdes publicas e
privadas, além de sociais, fossem implementadas para garantir um aumento na expectativa de
vida junto a uma melhora na qualidade de vida da populagdo idosa. As iniciativas visam mudar
a forma como as pessoas pensam, sentem e agem em relagao a idade, o envelhecimento e as
doengas relativas a esse periodo (ONU, 2020).

O envelhecimento ¢ o principal fator de risco para doencas relacionadas a idade,
incluindo disturbios neurodegenerativos. Assim como outros Orgdos e sistemas, as
capacidades funcionais do cérebro diminuem progressivamente durante o envelhecimento,
afetando o desempenho cognitivo, a percepc¢ao sensorial (visdo, audi¢ao, tato, olfato e paladar)
e a coordenagao motora (Mattson e Arumugam, 2018). Dentre as doencas do envelhecimento,
os disturbios neurologicos sdo a principal causa de incapacidade e a segunda causa mais
comum de morte em todo o mundo, sendo a Doenga de Alzheimer (DA) e a Doenca de

Parkinson (DP) as mais prevalentes (Klompmaker et al., 2022). Sendo assim, os distirbios

2100
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neurologicos sdo agora a principal fonte de incapacidade em todo o mundo e, entre os
disturbios neuroldgicos discriminados no Global Burden of Disease, Injuries, and Risk
Factors Study (GBD) (2020), a DP foi a condicao clinica que mais cresceu em incidéncia e
foi indicada como a maior causa de morte. Em 2040, a DP pode chegar a afetar cerca de 13
milhdes de individuos, sugerindo uma potencial “pandemia de DP”. Embora essa extrapolagao
baseada no crescimento futuro da populagdo seja apenas uma estimativa, ela destaca o enorme
onus que a DP e demais condi¢des neurodegenerativas relacionadas podem representar para a

sociedade (Jankovic e Tan, 2020).

Doenca de Parkinson

A DP foi originalmente descrita por James Parkinson em “Essay on the shaking palsy”
(Um ensaio sobre a paralisia agitante) em 1817, como uma doenca incapacitante de inicio
insidioso e de curso progressivo. Ele descreveu o tremor de repouso, a postura flexionada ¢ a
festinacdo (aceleragdo da marcha) (Parkinson, 2002), mas ndo explicou especificamente a
bradicinesia (dificuldade em realizar movimentos voluntarios e lentificagdo de reflexos e
movimentos) ou a rigidez. Desde entdo, as caracteristicas motoras cardinais atribuidas a DP
foram poténcia muscular diminuida (paralisia) e tremor (agitans). Contudo, esses sintomas
levaram a dificuldades em distinguir a doenga de outros distirbios com manifestagcdes
semelhantes (Schilder et al., 2017). De acordo com o termo “paralisia”, James Parkinson
considerou os pacientes fracos. Contudo, reconhecia que o comprometimento nao dependia
da fraqueza geral, mas apenas da interrup¢cdo do fluxo do sistema nervoso central (SNC),
influenciando as partes afetadas (Parkinson, 2002).

A DP ¢ o segundo distirbio neurodegenerativo mais comum na populacdo mundial,
ficando apenas atrds da DA. De acordo com um estudo apoiado pela Parkinson’s Fundation,
aproximadamente 90 mil novos casos de DP sdo diagnosticados anualmente nos Estados
Unidos, enquanto mais de 10 milhdes de pessoas sofrem da doenga em todo o mundo (Willis
et al., 2022). Embora seja estimado que cerca de 4% dos diagnésticos de DP ocorram antes
dos 50 anos, os numeros mais expressivos de prevaléncia sdo observados em individuos com
65 anos ou mais, com o maior aumento percentual registrado entre os grupos etarios acima de
80 anos, atingindo um crescimento de mais de duas vezes no periodo de 1990 a 2019 (Ou et

al., 2021).
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Na América do Sul, uma prevaléncia de 10,4 milhdes de individuos possuem a doenga,
um aumento de cerca de 90% comparado a 1990 (Ou et al., 2021). No Brasil, a notificagdo da
DP nao ¢ obrigatéria; portanto, ndo hd dados oficiais sobre sua prevaléncia e incidéncia na
populagao brasileira. Uma estimativa nao oficial sugere que existam 220.000 casos em todo o
pais (Dorsey et al., 2007), mas um estudo realizado no estado de Minas Gerais (Barbosa et
al., 2006) encontrou prevaléncia de 3,3% de DP em idosos com idade igual ou acima de 65
anos. Com esse valor de referéncia e os dados populacionais disponiveis da época desse
estudo, estima-se que o numero de casos de DP em todo o pais gire em torno de 630.000
(Bovolenta e Felicio, 2017).

O YLD (Years lived with disease) para uma doenca corresponde aos anos vividos com
a incapacidade e quanto isso afeta sua qualidade de vida. Para a DP, o YLD no Brasil aumentou
mais de 2,4 vezes ¢ 1990 a 2019, atingindo uma média de 28,67 anos/100.000 habitantes,
indicando um aumento no tempo com que os pacientes com DP convivem com essa condi¢ao
(Ouetal.,2021). Ja o DALY (Disability Adjusted Life Years — anos de vida perdidos ajustados
por incapacidade) combina a influéncia da mortalidade e da morbidade de uma doenca na
populagdo, sendo calculado pela soma dos anos de vida perdidos (YLLs — Years of Life Lost) e
do YLD. Os valores de DALY nos permitem estimar o nimero total de anos perdidos, devido
a causas especificas e fatores de risco. O DALY da DP no Brasil era de 73.5/100.000 em 2018
(2018). A figura 2 ilustra, respectivamente, o YLD e o DALY de 2019 referente a DP (2018).
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Figura 2: YLD e DALY referentes 8 DP mundialmente em 2019

Parkinson’s disease
Both sexes, All sges, 2019, YLDs per 100,000
a

Parkinson’s cisease
Both sexes, All ages, 2019, DALY per 108,000

Legenda: Escala de cor vermelha indica maiores valores de YLD e DALY. Escala de cor azul indica menores valores. (a)
YLD (Years lived with disease) de 2019. (b) DALY (Disability Adjusted Life Years) de 2019.
Fonte: Institute for Health Metrics and Evaluation GBD 2019 © 2022 University of Washington

E notéria ainda uma maior prevaléncia e incidéncia da DP em homens em relagio a
mulheres em diferentes populagdes. A razdo entre homens e mulheres (H:M) varia de cerca
de 1,3 a 2,0 na maioria dos estudos, mas essa razao parece ser mais baixa na Asia, ficando em
torno de 0,095 (Ascherio e Schwarzschild, 2016). No entanto, mulheres tém uma taxa de

mortalidade mais alta e uma progressao mais rapida da doenga (Dahodwala et al., 2018).
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Sintomatologia

Por defini¢do, os distarbios neurodegenerativos se desenvolvem com o tempo.
Originalmente, a DP foi considerada um distirbio do movimento com trés sintomas
principais: tremor, rigidez e bradicinesia. Como passar dos anos, a instabilidade postural foi
considerada como um quarto sinal de atencdo (Gelb et al., 1999). Contudo, a DP ¢ um
transtorno altamente heterogéneo, e além da presencga das caracteristicas motoras classicas,
frequentemente manifestagdes ndo motoras precedem seu aparecimento e constituem a fase
prodromica da doenca. Nas fases iniciais, a neurodegeneragao ja foi iniciada, mas os sintomas
motores ainda nao se manifestaram ou sdo insuficientes para definir o diagnostico. Esses
estagios iniciais fornecem janelas criticas de oportunidade que podem impactar na evolucao
da doenga e até¢ mesmo prevenir a ocorréncia de DP clinica (Mirelman et al., 2022). Isso levou
a um amplo esforgo para se definir os primeiros estagios da DP (Obeso et al., 2017). Segundo
a Movement Disorders Society, a DP inicial pode ser dividida nas trés fases seguintes
(Postuma et al., 2015):

(a) Pré-clinica: a neurodegeneracdo esta presente, mas sem sintomas ou sinais
mensuraveis, o que exigiria um diagndstico através de biomarcadores;

(b) Prodromica: sintomas/sinais estdo presentes, mas sdo insuficientes para diagnosticar a
DP clinica. O paciente manifesta sintomas ndo motores como disfuncdo olfatoria
(hiposmia), constipagdo, distirbio de sono REM e depressao/ansiedade;

(c) Clinica: implica na presenca de parkinsonismo (bradicinesia com fadiga conjugada a
tremor de repouso e/ou rigidez).

A medida que a doenga progride, o quadro clinico torna-se um composto de
complicagdes motoras relacionadas a reposicdo dopaminérgica através do medicamento
levodopa, caracteristicas motoras ndo-dopaminérgicas, como problemas na fala e degluticao,
congelamento da marcha e quedas, e caracteristicas ndo motoras cada vez mais incapacitantes,
tais como insuficiéncia autondmica, distirbios psiquiatricos e deméncia (Freitas et al., 2017).
O espectro de caracteristicas clinicas e o curso da doenca manifestado pelos pacientes varia
muito; alguns tém um disturbio com uma resposta sustentada ao medicamento e sintomas nao
dopaminérgicos minimos, enquanto que outros demonstram um curso pior com uma
predominancia precoce de caracteristicas motoras € nao motoras (Obeso et al., 2017). A

evolugdo clinica e os principais sintomas associados a doenga sao ilustrados na Figura 3.
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Figura 3: Curso da DP, incluindo as fases pré clinica, prodromica e clinica
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Legenda: O tempo de diagnostico ¢ representado no eixo horizontal como tempo “0”. Os pontos de tempo do
lado esquerdo do diagnostico representam o nimero de anos antes do diagndstico, e os pontos de
tempo a direita representam os anos apos o diagnostico. Esses periodos de tempo sdo orientativos.
A seta pontilhada indica que a duracdo da fase pré-clinica ¢ desconhecida, ao contrario da fase
prodromica, que pode se estender entre 10 e 15 anos. O grau de comprometimento motor da doenga
¢ representado pela cor laranja e o comprometimento ndo motor representado pela cor azul. DSR=
Disturbio do Sono REM.

Fonte: Adaptado de Jankovic e Tan, 2020; Tolosa et al., 2021

As razoes para as diferencas clinicas entre os pacientes sao mal compreendidas. Idade
e idade de manifestacdo sao os fatores de influéncia mais reconhecidos. A DP de inicio
precoce (Early Onset Parkinson’s Disease - EOPD) foi definida arbitrariamente como aquela,
cyjo inicio de sintomas motores ocorre entre 21-50 anos de idade (APDA, 2022), enquanto
que o inicio até 20 anos de idade ¢ definido como DP juvenil e a DP com inicio apo6s os 60
anos ¢ classificada como DP de inicio tardio (/ate onset) (Thenganatt e Jankovic, 2014). No
entanto, ndo existe um consenso sobre até quantos anos o inicio dos sintomas motores da DP
¢ considerado como EOPD, variando entre 40 e 55 anos (Mehanna e Jankovic, 2019).

Dado que a EOPD afeta individuos no auge de sua idade produtiva, ela apresenta seu
proprio conjunto de desafios clinicos, sociais e ocupacionais. Além disso, a EOPD ¢
caracterizada por uma predisposi¢cdo genética aumentada, progressao mais lenta € um maior
risco de complicagdes relacionadas a levodopa, em comparagdo com a DP de inicio apds os
50/60 anos. Pacientes com EOPD geralmente manifestam rigidez, distonia e caimbras

dolorosas como sintomas iniciais predominantes, enquanto a instabilidade da marcha ¢ mais

15
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frequentemente observada como um sintoma inicial em pacientes com DP de inicio mais
tardio. Além disso, os individuos com EOPD também apresentam menos comorbidades e
distarbios da marcha, e hd uma demora maior no aparecimento de sintomas como quedas,
freezing, declinio cognitivo e deméncia, em comparacdo com aqueles com inicio tardio.
Contudo, eles sdo mais propensos a desenvolver depressdo, sindrome das pernas inquietas,
perda de libido e disfun¢do sexual (Mehanna e Jankovic, 2019).

Embora o quadro clinico da EOPD geralmente se assemelhe ao da DP de inicio mais
tardio, pacientes com EOPD, na maioria das vezes, apresentam caracteristicas atipicas e
possuem uma maior laténcia para receber o diagnostico. Com isso, necessitam de mais visitas
ao neurologista, podendo chegar a uma espera de mais de 15 meses, em comparacdo aos
demais pacientes. Além disso, muitas vezes esses pacientes recebem diagndsticos incorretos,
como artrites, até desenvolverem caracteristicas parkinsonianas mais classicas (Rana ef al.,

2012; Bhattarai et al., 2023).

Fisiopatologia

A fisiopatologia da DP ¢ caracterizada pela perda de neurénios dopaminérgicos na
substancia nigra (SN) pars compacta cerebral e pela formagao de agregados de alfa sinucleina,
manifestados como corpos e neurites de Lewy (Gomez-Benito et al., 2020; Prajjwal et al.,
2023). E provavel que o acimulo de alfa sinucleina seja o responsavel pela disfungdo dos
neurdnios dopaminérgicos, resultando na redu¢do da concentracdo de dopamina tanto na SN
quanto nos ganglios da base, area responsavel pelo controle do movimento (Prajjwal et al.,
2023). Fisiologicamente, a alfa sinucleina se encontra principalmente em sua forma
monomérica (Simon et al., 2021), e ¢ durante a formagdo de seus agregados que ela se torna
toxica para os neuronios dopaminérgicos, levando ao estresse oxidativo e ao dano
mitocondrial, que, com o tempo, levam a apoptose neuronal (West et al., 2007; Prajjwal et al.,
2023). O estresse oxidativo, variantes em genes de susceptibilidade e a superexpressao de
certos genes podem propiciar as alteracdes conformacionais da alfa sinucleina e a sua
agregacao (Prajjwal et al., 2023).

A marca central da neurodegeneracdo na DP, ¢ a formacdo dos corpos de Lewy,
inclusdes intraneuronais que contém agregados de alfa sinucleina imunorreativos e que

também podem conter varias proteinas de neurofilamento, bem como proteinas envolvidas na
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protedlise, como a ubiquitina. Predominantemente, a morte celular ¢ causada pela ruptura da
integridade da membrana nuclear e pela liberacdo desses agregados, promovendo fatores
nucleares e fazendo com que a alfa sinucleina se propague para outras células (Srinivasan et
al.,2021). Quando comparados com individuos ndo afetados, cerca de 50—70% dos neur6nios
sdo perdidos na SN de pacientes com DP (Jao et al., 2008) (Figura 3).

Nos ultimos 20 anos, avangos na Genética Molecular e na Neuropatologia levaram a
uma melhor compreensao da fisiopatologia da DP. Agora ¢ bem estabelecido que a DP nao ¢
limitada a SN, mas sim um distirbio sist€émico e que junto com a alfa sinucleina existe a
participagdo de vias de inflamagdo e sinalizagdo endossomo-lisossomal (Rouaud et al., 2020).
Os agregados de alfa sinucleina contribuem ainda para varias disfun¢des celulares, incluindo
uma fun¢ao mitocondrial prejudicada, estresse do reticulo endoplasmatico, interrupgao na via
autofagia-lisossomal, bem como desregulacdo sinaptica e nuclear (Saramowicz et al., 2023).

Atualmente, sabe-se que a patologia da DP ndo comeca na SN propriamente, mas sim
com os corpos de Lewy e a deposicao de alfa sinucleina que se originam no bulbo olfatério e
no tronco cerebral inferior, de onde se espalham posteriormente para o mesencéfalo,
eventualmente se propagando para as regides corticais. Um estadiamento da propagacao
caudo-rostral dos corpos de Lewy e da patologia da alfa sinucleina na DP foi proposto pela
primeira vez por Braak e colaboradores (Braak et al., 2003), quando propuseram que a
deposi¢do da alfa sinucleina comeca no nucleo motor dorsal do vago (estagio 1), prosseguindo
em uma direcdo ascendente através da ponte (estagio 2) para o mesencéfalo (estagio 3) e dai
para o prosencéfalo e mesocortex basal (estdgio 4), finalmente alcancando o neocortex
(estagios 5 e 6). E apenas no estagio 3, apés uma perda substancial de neurdnios
dopaminérgicos superior a 80%, que as caracteristicas motoras da DP se tornam aparentes
(Alexander, 2004; Lotankar et al., 2017).

Embora seja reconhecido que nem todos os casos de DP seguem exatamente esse
padrdo de disseminagdo, ¢ amplamente aceito que existe uma progressao do bulbo olfatorio e
nervos autdbnomos para as demais regides do cérebro. Isso levanta o importante conceito de
que a patologia da DP pode ser propagada de um neurdnio para outro, em um efeito ‘prion
like’ (Brundin e Melki, 2017; Rouaud et al., 2020) (Figura 4). Além disso, distarbios
neuronais e acimulo de corpos de Lewy podem ser encontrados em outras regides cerebrais,
como locus coeruleus, nicleo pedunculopontino, nicleo de Meynert e nucleo da rafe (Seidel
et al., 2015; Schulz et al., 2018), contribuindo para o comprometimento das vias
noradrenérgica, colinérgica e serotoninérgica. Além disso, estudos identificaram depdsitos de

alfa sinucleina no trato gastrointestinal, figado, glandulas salivares, pele e em biofluidos como
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sangue, liquido cefalorraquidiano (LCR), saliva e lagrimas (Malek et al., 2014; Maass et al.,

2020; Reyes et al., 2021). Provavelmente, os sintomas ndo motores ¢ nado dopaminérgicos,

como altera¢des de humor, por exemplo, surgem dessa distribuicao diversificada dos corpos

de Lewy

durante os diferentes estagios da DP (Rouaud et al., 2021; Prajjwal et al., 2023;

Saramowicz et al., 2023).

Figura 4: Representacao esquematica dos mecanismos de oligomerizagao da alfa sinucleina e

fases pré sintomatica e sintomatica da DP.
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(a) Ilustragdo das etapas moleculares envolvidas na oligomerizagdo da alfa sinucleina e na
fibrilogénese, levando a formagao dos corpos de Lewy. (b) Protofibrilas e fibrilas de alfa sinucleina
podem se propagar de neurdnio para neurdnio (prion like). Elas sdo liberadas no espago extracelular
como proteinas livres ou em vesiculas e podem ser captadas pelos neurdnios receptores através de
endocitose mediada por receptor (1), penetragdo direta da membrana plasmatica (2) ou endocitose
(3). As vesiculas também podem ser internalizadas através da fusdo das vesiculas com a membrana
plasmatica (4). (¢) Representacdao das fases pré sintomatica e sintomatica da DP. A fase pré-
sintomatica ¢ marcada pelo aparecimento dos corpos de Lewy no cérebro de pessoas assintomaticas.
Na fase sintomatica, o limiar neuropatologico individual é excedido (seta preta). A crescente
inclinacdo e intensidade das areas coloridas abaixo da diagonal indicam a gravidade crescente da
patologia em regides vulneraveis do cérebro (direita). A gravidade da patologia ¢é indicada por graus
mais escuros de sombreamento na régua colorida a esquerda. (d) Diagrama mostrando o processo
patologico ascendente (setas brancas). A intensidade de sombreamento das areas coloridas

corresponde a demonstrada em (C).

Fonte: Adaptado de Braak et al., 2004; Rouaud et al., 2021
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Acredita-se que as propriedades estruturais intrinsecas da alfa sinucleina, suas
interagdes intramoleculares e fatores fisicos e bioquimicos externos regulam cineticamente o
processo de agregacao. Mutacdes pontuais missense no gene SNCA alteram as propriedades
estruturais da alfa sinucleina, o que aumenta seu potencial de dobramento incorreto e
agregacao, mas também afeta a conformacao das fibrilas. Da mesma forma, vérios fatores
externos como pH 4cido, temperatura, presenca de ions metalicos, lipidios, toxinas e espécies
reativas de oxigénio, também aumentam a propensdo de agregacdo da alfa sinucleina
(Saramowicz et al., 2023).

A homeostase de alfa sinucleina ¢ mantida pelo sistema ubiquitina-proteossoma e pelo
sistema de autofagia lisossomal. Na SN de pacientes com DP e em modelos experimentais
para a doenca, os niveis de enzimas lisossomais sdo reduzidos em neurdnios que possuem
inclusoes de alfa sinucleina (Chu et al., 2009). Alteragdes da enzima hidrolase lisossomal 3-
glucocerebrosidase (GCase) (Sidransky et al., 2009), que degrada a glucosilceramida em
ceramida e glicose, levam ao aumento de seu substrato. Esse fendomeno foi associado ao
acumulo de alfa sinucleina, que pode induzir uma reducao da atividade da GCase, sugerindo
a existéncia de um ciclo neurotoxico vicioso entre alfa sinucleina e GCase (Mazzulli et al.,
2011). Outras enzimas lisossomais, como a catepsina D, também sdo conhecidas por estarem
envolvidas na degradacdo de alfa sinucleina. Como consequéncia, a fun¢do enzimatica
lisossomal diminuida prejudica a degradag@o da alfa sinucleina e aumenta seu dobramento de
forma incorreta, levando a um aumento no acimulo de alfa sinucleina danificada (Mehra et
al.,2019).

Por fim, a disfun¢do mitocondrial, que pode ser desencadeada pela perda de funcao
das proteinas quinase 1 induzida por PTEN (PINKI1), parkina, deglicase DJ-1 (Daisuke-
Junko-1), proteina vacuolar associada a classifica¢ao de proteina 35 (VPS35) e quinase 2 de
repeticao rica em leucina (LRRK?2), pode exacerbar a cascata de agregacao da alfa sinucleina
(Farotti et al., 2020). Alteracdes nessas proteinas sobrecarregam a via de autofagia, causando
disfun¢do mitocondrial, e prejudicam a capacidade dos neurdnios de realizar autofagia de
mitocondrias disfuncionais, levando a degeneragdo neuronal e a deposicao de corpos de Lewy,
além de alteracdes no complexo I mitocondrial, estresse oxidativo e diminui¢ao na producao
de energia (Mattson e Arumugam, 2018; Farotti et al., 2020).

Nas mitocondrias, o processo apoptotico ¢ regulado pela distribui¢do de Ca2+ celular
e mitocondrial. A homeostase mitocondrial de Ca2+ ¢ regulada pela captagdo desse ion no
canal uniporter mitocondrial (MCU) e efluxo via trocador Na+/Ca2+ (Dupont ¢ Combettes,

2016). A inibigdo do trocador de Na+/Ca2+ foi indicada em uma forma familiar da DP, em
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que a deficiéncia da proteina PINK1 levou a um efluxo de Ca2+ mais lento e consequente a
uma sobrecarga de Ca2+ mitocondrial (Glancy e Balaban, 2012).

A PINKI fica localizada na membrana externa mitocondrial. Em uma mitocondria
funcional, a PINK1 ¢ importada para o espaco intermembranar e clivada para entdo ser
degradada. Na disfun¢@o mitocondrial, o potencial de membrana ¢ dissipado, a importagao de
PINK1 fica impedida e ela fica estdvel na membrana externa mitocondrial (Gladkova et al.,
2018). Assim, a PINK1 ira recrutar a proteina parkina, uma ubiquitina ligase, para a membrana
externa e através de uma fosforilagdo, ira ativa-la. A parkina ird agir formando uma cadeia de
ubiquitinagdo. Essas cadeias marcam a mitocondria para degradacdo (Lin et al., 2020). Além
disso, as proteinas do tipo parkina causam ubiquitinacdo da alfa sinucleina ao interagir com a
sinfilina-1, favorecendo a formagao dos corpos de Lewy (Srinivasan et al., 2021).

Outra proteina crucial ¢ a deglicase DJ-1. Na maioria dos contextos, a DJ-1
desempenha papéis protetores, diminuindo a agregacao de alfa sinucleina através do sistema
lisossomal (Lin et al., 2020), além de diminuir a presenca de radicais livres (Guzman et al.,
2010). Yang e colaboradores (2019) observaram que a deficiéncia da proteina DJ-1 alivia a
morte celular estimulada pelo estresse do reticulo tanto in vitro quanto in vivo. Em contraste,
a superexpressdo do gene DJ-1, responsavel por codificar essa proteina, aumenta a morte
neuronal ao regular a ativagdo da transcri¢do e traducdo do fator de transcricdo 4 (ATF4)
(Yang et al., 2019)

Ja a proteina LRRK2 possui diversas interagdes no sistema endo-lisossomal e esta
envolvida nas etapas de formagao de lisossoma, trafego e formacao de autofagossomo.
Modificagdes nessa proteina causam um desequilibrio dindmico mitocondrial e perturbam o
controle de qualidade mitocondrial, levando ao actimulo de mitocondrias danificadas e
formagao de corpos de Lewy (Lin ef al., 2020). A LRRK?2 possui fun¢do de quinase e todas
as variantes patogénicas conhecidas nessa proteina aumentam sua atividade quinase. A
variante ¢.4321C>G (p.Argl441Gly) leva a um aumento do pH lisossomal e,
consequentemente, diminui¢do da fun¢do lisossomal. Em contraste, a variante ¢.6055G>A
(p.Gly2019Ser) altera a morfologia lisossomal e a acidificagdo. A diminui¢ao da fungao
lisossomal interrompe o turnover mediado pela catepsina B e L e leva a um acumulo de alfa
sinucleina insoluvel (Singh e Ganley, 2021). Além disso, a atividade quinase de LRRK2
também foi relatada como capaz de reduzir a atividade de GCase em neurdnios derivados de
pacientes com DP (Ysselstein et al., 2019).

Outro participante do transporte de vesiculas mitocondriais € a proteina VPS35 que

estd envolvida no transporte retrogrado de proteinas de endossomos para o complexo de Golgi
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e estruturas vesiculares (Srinivasan et al., 2021). A variante patogénica c.1858G>A
(p-Asp620Asn) no gene VPS35 interrompe o trafego de proteinas endossdmicas, a formacao
de autofagossomos e causa fragmentacao mitocondrial e defeitos da cadeia respiratoria (Lin
et al., 2020). Além disso, a deplecao dessa proteina causa perda neuronal e acimulo de alfa
sinucleina (Tang et al., 2015). Ja uma superexpressao do gene VPS35 é capaz de minimizar
os efeitos das variantes no gene PRKN (Malik et al., 2015).

Também foi identificado que a deficiéncia no gene da proteina transmembrana do
canal lisossomal de K + (TMEM175) prejudica a acidificacao lisossomal, causando disfungao
mitocondrial, influenciando a fosforilacdo de alfa sinucleina e prejudicando a autofagia (Jinn
et al, 2017). De forma complementar, Paiva e colaboradores (2018) descreveram o
envolvimento de uma outra organela na patologia da alfa sinucleina, o complexo de Golgi.
Este estudo relatou que uma forma mutante de alfa sinucleina, a c.88G>C (p.Ala30Pro), causa
alteragcdes na morfologia do complexo de Golgi e aumenta a suscetibilidade dos neurdnios
dopaminérgicos ao estresse do reticulo endoplasmatico, favorecendo o desenvolvimento da
DP (Paiva et al., 2018). Ja a variante c.157G>A (p.Ala53Thr) no gene da alfa sinucleina atrasa
o transporte entre o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico, devido a inibicao de
montagem da proteina SNARE (Thayanidhi et al., 2010).

Paralelamente a esses processos, a agregacao da alfa sinucleina estimula uma reagao
inflamatoria na microglia e astrocitos. NeurOnios sob estresse liberam quantidades
aumentadas de alfa sinucleina que induzem respostas inflamatorias nas células vizinhas
sustentando um microambiente inflamatorio (Lee et al, 2010). As células microgliais
expressam naturalmente o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) II, um
regulador chave da resposta imune, o que parece ser critico para a neurodegeneragao induzida
pela alfa sinucleina (Duffy et al., 2018). Como resultado, a microglia fica ativada de forma
persistente e disfuncional, produzindo citocinas, ativando fagdcitos e produzindo
componentes do sistema complemento, o que facilita a disfuncdo mitocondrial e a
degeneracdo neuronal (Tan et al., 2020).

Apesar do fato de que cada um dos processos moleculares mencionados desempenhar
um papel tnico na patogénese da DP, todas as suas vias convergem para o evento final de

dano axonal (Farotti ef al., 2020) (Figura 5).
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Figura 5: Rede de aspectos moleculares envolvidos no desenvolvimento da DP
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Legenda: Vias de interagdo moleculares que levam a morte neuronal na DP, incluindo formagdo de agregados de alfa
sinucleina, disfuncdo lisossomal por diminui¢do da atividade GCAse, neuroinflamagao e estresse oxidativo.
SNCA: alfa sinucleina; TMEMI175: proteina transmembranal75; CTSD: catepsina D; GCAse:
glucoserebosidase; LRRK2: proteina quinase 2 de repetigdo rica em leucina; DJ-1: deglicase Daisuke-Junko-
1; VPS35: proteina vacuolar associada a classificacdo de proteina 35; EROs: Espécies Reativas de Oxigénio;
PINK-PRKN: quinase 1 induzida por PTEN ligada a ubiquitina ligase E3; MHC II: complexo principal de
histocompatibilidade.

Fonte: Baseado em Farotti ef al., 2020

Outros mecanismos associados a DP

O rapido avanco no estudo dos aspectos etiologicos relacionados a DP nos permitiu
determinar que ela ¢ uma doenga multifatorial, resultante de uma combinacdo de fatores
genéticos e ambientais (Simon et al., 2020). Embora ainda ndo completamente elucidada, a
etiologia da DP impacta em vias relacionadas a disfuncdo mitocondrial, excita¢do glial,
dobramento incorreto e agregacao de proteinas, perda da homeostase dos canais de célcio,
estresse do reticulo endoplasmatico e acumulo de radicais livres (Prajjwal et al., 2023).

Na época em que a DP foi descrita, o cenario mais amplamente aceito era que fatores
toxicos e ambientais eram fundamentais para seu desenvolvimento. Essa hipdtese foi

amplamente apoiada pela ocorréncia de parkinsonismo apos inje¢do de drogas ilicitas, como
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a meperidina (Langston et al., 1983). Apos essa descoberta, outros agentes toxicos ambientais
foram associados ao desenvolvimento da DP, como os pesticidas paraquat e rotenona,
aumentando o risco para a DP em populagdes com vida rural e/ou trabalho agricola (Tanner
et al., 2014). Solventes clorados (anteriormente usados em lavagem a seco,
desengorduramento e fabricacdo de viscose) (Goldman, 2014) e bifenilos policlorados
(anteriormente usados como refrigerantes e lubrificantes) (Weisskopf et al., 2012; Furlong et
al., 2015) também tém sido associados ao aumento do risco para a DP. Embora alguns desses
pesticidas e produtos quimicos téxicos ndo estejam mais em uso, eles continuam sendo
contaminantes comuns do solo, dgua, alimentos e leite materno (Simon et al., 2020; De
Miranda et al., 2022). Além disso, a exposi¢ao ao manganés, como no caso de soldadores,
também foi relacionada a um maior risco de DP (Criswell et al., 2018), assim como o consumo
de agua de pogo (Cagac, 2020)

Além da exposi¢do a agentes toxicos, lesdes cerebrais traumaticas leves ou moderadas,
ocorridas décadas antes dos sintomas da DP, também podem ter uma associacdo com a doenca
(Graham e Sharp, 2019). A lesao cerebral traumatica pode causar uma quebra da barreira
hematoencefalica, inflamagao cerebral de longa duragao, interrupgao da fungao mitocondrial,
aumento da libera¢do de glutamato e acimulo de alfa sinucleina no cérebro, favorecendo o
desenvolvimento da DP (Marras ef al., 2014).

Junto a isso, a maior incidéncia da DP em homens do que mulheres sugere a existéncia
de determinantes hormonais no risco de doenga, através dos quais o estrogénio podem
desempenhar um papel protetor, devido as suas propriedades neuroplésticas, angiogénicas e
anti-inflamatodrias no sistema dopaminérgico (Cerri et al., 2019; Turcano e Savica, 2020).
Além disso, grupos étnicos especificos podem ter um maior risco para o desenvolvimento da
DP. Nos EUA, a origem hispanica tem maior incidéncia da doenga, seguida por caucasianos
ndo-hispanicos, asiaticos e pretos (Van Den Eeden et al., 2003).

Por fim, alguns fatores ambientais atuam como protetores para a DP. Dentre eles, o
tabagismo e a cafeina (café e cha preto) sdo os fatores protetivos mais consistentes associados
a reducao de risco da DP. Outras supostas associagdes de protecao incluem alta concentracao

de urato sérico e o uso de ibuprofeno (Jankovic e Tan, 2020).
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Influéncia genética

Desde a identificacdo das variantes no gene da alfa sinucleina em 1997
(Polymeropoulos et al., 1997), pesquisas genéticas ao longo de 25 anos levaram a descoberta
de varias formas monogénicas da DP e de numerosos fatores genéticos que influenciam o
risco de desenvolvimento da LOPD (Rouaud et al., 2020). Estima-se que aproximadamente
30% do componente hereditario da DP seja atribuido a fatores genéticos, sendo que entre 5%
e 10% correspondem a causas monogénicas, geralmente com aparecimento precoce, enquanto
o restante dos casos ¢ impulsionado por variantes comuns em uma interagdo complexa com
fatores ambientais (Bandres-Ciga et al., 2020).

Alguns pacientes podem carregar ainda variantes conhecidas por terem uma
penetrancia incompleta, o que resulta em uma variagdo significativa na idade de inicio dos
sintomas, na apresentagao clinica e na progressdo da DP, tanto dentro de uma mesma familia
quanto entre individuos de diferentes familias. Além disso, essas variantes podem estar
presentes em individuos que nao chegam a desenvolver a DP (Day e Mullin, 2021).

Os genes associados a formas familiares monogénicas foram originalmente designados
com o prefixo “PARK”, seguido de uma numeracdo crescente (PARKI, PARK?2, etc),
refletindo a ordem de sua descoberta (Blauwendraat et al., 2020a). Posteriormente, estes genes
parecem a ser renomeados de acordo com suas fungdes. Os principais genes, cujas variantes

foram relacionadas ao desenvolvimento de DP monogénica estdo listados no quadro 1.



Quadro 1: Principais genes, nos quais variantes patogénicas foram relacionadas & DP monogénica

30

Ano de Localizacao Heranca Frequéncia na DP Funcio do gene Mecanismo de acio na DP Implicacdes clinicas
descoberta cromossomica (OMIM)
SNCA/PARK1 1997 4q21-23 AD <1% Lisossomal/Trafego  de | Ganho de fungdo ou super- | Geralmente cursa com
vesiculas expressao deméncia
PRKN/PARK?2 1998 6q25-27 AR 1-5% (>44% casos | Mitocondrial/Mitofagia Perda de fungdo Geralmente EOPD,
EOPD) progressdo lenta, distonia
DJI/PARK7 2003 1p36 AR 1% Mitocondrial/Mitofagia Perda de fungdo Geralmente EOPD
LRRK2/PARKS 2004 12p11-q13 AD 1-5%  (alta na Lisossomal/Trafego  de Ganho de fung¢do LOPD, progressao lenta
populacdo africana | vesiculas
e em judeus)
PINKI1/PARK6 2004 1p35-37 AR 2-5% Mitocondrial/Mitofagia Perda de fungdo Geralmente EOPD,
progressao lenta
FBXO7/PARK15 2008 22q12-13 AR <1% Mitocondrial/Mitofagia Perda de fungdo EOPD, parkinsonismo
atipico
GBA 2009 1921 Fator de 5-25% (alta em | Lisossomal/Trafego de | Provavelmente perda de | EOPD, deméncia
risco judeus) vesiculas fungdo
PLA2G6/PARK14 2009 22q13 AR <1% Hidrolise de Perda de fungdo EOPD, distonia-
glicerefosfolipideos parkinsoniana
VPS35/PARK17 2011 16ql1 AD ou fator | <1% Lisossomal/Trafego  de | Perda de fungdo LOPD
de risco vesiculas
DNAJC6/PARK19 2012 1p31.3 AR <1% Lisossomal/Trafego  de | Perda da fungdo EOPD
vesiculas
DNAJCI13/PARK21 2014 3q22.1 AD <1% Lisossomal/Trafego  de | Incerto LOPD

vesiculas

Legenda: AD= autossomica dominante; AR= autossomica recessiva; EOPD = DP de inicio precoce; LOPD = DP de inicio tardio

Fonte: Adaptado de Balestrino e Schapira, 2020; Rouaud et al., 2021
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As variantes genéticas relacionadas a DP variam em termos de frequéncia e risco
conferido (vide Quadro 1; Figura 6). Variantes raras monogénicas de DP,
predominantemente identificadas por meio de andlise de ligacdo das familias afetadas
e, mais recentemente, por metodologias de sequenciamento massivo de DNA (Acido
Desoxirribonucleico), como o sequenciamento de exoma e de genoma completos.
Exemplos de tais genes incluem SNCA, DJ-1 e PRKN (Jia et al., 2022). Geralmente, as

variantes monogénicas possuem alta penetrancia (Day e Mullin, 2021)

Figura 6: Arquitetura genética da DP
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Legenda: Variantes genéticas na DP agrupadas, de acordo com a frequéncia alélica e o risco associado a
doenca.

Fonte: Adaptado de Day e Mullin, 2021

As multiplas variantes genéticas afetam as manifestagdes clinicas, a progressao
e a idade de inicio dos sintomas da DP (Bandres-Ciga et al., 2020). Aproximadamente
90% dos casos de DP de inicio tardio sdo idiopaticos, definidos pela auséncia de um
determinante monogénico evidente ¢ uma complexa interagao multigénica e ambiental
(Kolicheski et al., 2022), contudo, cerca de 3—5% dos casos familiares de DP mostram
heranca mendeliana clara e t€m uma causa monogénica conhecida, com LRRK?2 sendo
responsavel pela grande maioria dos casos, em especial a variante p.Gly2019Ser
(Blauwendraat et al., 2020a). Além do LRRK2, variantes no GBA também sdo

consideradas um importante fator de risco para o desenvolvimento da DP e estdo
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presentes em cerca de 5-30% dos pacientes (Pradas e Martinez-Vicente, 2023), enquanto
o PRKN foi o primeiro gene identificado como causador da DP autossomica recessiva e
¢ a causa mais comum conhecida de EOPD (ocorrendo em aproximadamente 9% desses
casos) (Lubbe e Morris, 2014).

Por outro lado, estudos de associagao genomica ampla (GWAS - Genome-Wide
Association Study) identificaram um grande numero de variantes genéticas comuns,
cada uma contribuindo individualmente para uma pequena parcela no risco de se
desenvolver a DP. Algumas variantes comuns identificadas como fatores de risco para
a DP estdo presentes nos mesmos genes associados as formas monogénicas de DP, como
SNCA e LRRK2, enquanto outras estdo localizadas em genes associados a outros
distarbios, como o GBA, comumente relacionado a Doenca de Gaucher, ou o gene da
proteina tau, associada aos microtibulos, o MAPT. Além disso, existem variantes
identificadas em individuos com DP que nao sdo associadas a nenhum outro distarbio.
De todo modo, a andlise poligénica baseada em estudos de GWAS sugere que alelos
desses diferentes genes contribuam para o risco da DP e, possivelmente, para uma idade
de inicio mais precoce. (Correia Guedes et al., 2020). Sabe-se que atualmente existem
cerca de 100 genes distintos envolvidos na susceptibilidade para o desenvolvimento da
DP (Ye et al., 2023). Uma metanalise indica um risco de 36% para DP hereditaria entre
90 genes de 78 loci (Nalls et al., 2019), Com esse grande numero de genes relacionados
a DP, estd se tornando claro que os alelos de risco ndo atuam de forma isolada
(oligogénica) (Ye et al., 2023), o que pode ser provavelmente responsavel pela variagao
na progressdo da doenca e penetrancia entre os individuos afetados (Chandler et al.,
2021). Além disso, aproximadamente um terco dos casos de DP com causa monogénica
conhecida também possuem um ou mais alelos raros adicionais para genes relacionados
a DP (Lubbe et al., 2016; Bandres-Ciga et al., 2020).

E importante notar que muitos dos loci de susceptibilidade identificados estio
localizados proximos a genes relacionados a DP monogénica, como SNCA, LRRK?,
GBA e VPSI3C, caracterizando essas regides como loci de risco pleomorfico. Essa
diversidade genética implica que varios mecanismos genéticos podem coexistir em um
mesmo locus, influenciando a doenga por meio de diferentes efeitos biologicos
(Bandres-Ciga et al., 2020).

Muitos dos genes da DP descritos convergem em vias comuns, incluindo a
disfungdo endossdmica, o trafego de vesiculas, fungdes lisossomais e mitocondriais

(Smolders e Van Broeckhoven, 2020). Dado o papel central da alfa sinucleina na
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neuropatologia e nas formas genéticas e esporadicas de DP, ainda ha a hipdtese de que
os varios genes associados a DP podem afetar a biologia e a patobiologia dessa proteina

(Correia Guedes et al., 2020) (Figura 7).

Figura 7: Interagao entre alguns genes e fatores ambientais que impactam em vias chave
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Legenda: Influéncia ambiental toxica, como a exposi¢do a pesticidas/vida rural, e influéncia ambiental

protetora, como consumo de café, anti-inflamatorios ndo esteroidais e tabagismo em alguns
genes e suas vias, que podem influenciar no desenvolvimento da DP.

Fonte: Adaptado de Simon et al., 2020

Nos ultimos anos, as abordagens de sequenciamento massivo do DNA tém
ajudado na busca para compreender o papel que a genética desempenha na etiologia da
DP. No entanto, as variantes descritas explicam apenas uma parte da doenca, sendo
necessaria a descri¢do de novos determinantes genéticos, em especial para casos mais
complexos da doenca e populacdes especificas (Hernandez et al., 2016; Pillay et al.,
2022). Como a DP ¢ uma doenga multifatorial, além da genética, outros mecanismos
contribuem para a sua patogénese e também devem ser estudados, a fim de entendermos

melhor sua fisiopatologia (Shao e Le, 2019).
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Diagnostico e tratamento

O diagnostico diferencial da DP € crucial para o prognostico e tratamento eficazes.
O diagndstico precoce, com base nos sinais prodromicos da doenca, tem sido associado
a melhores desfechos para o paciente com DP (Vermeiren ef al., 2020). Apesar dos
avangos significativos, o diagndstico ainda permanece amplamente clinico, e a precisdo
tem sido aprimorada pro critérios estabelecidos para a DP, como os Critérios do UK Brain
Bank Criteria (Hughes et al., 2001). No entanto, casos com incerteza permanecem €
pacientes recebem diagndsticos erroneos, como o de outros distirbios de tremor,
condi¢des parkinsonianas atipicas e deméncias (Rizzo et al., 2016), o que fica ainda mais
evidente para os casos de EOPD (Rana et al., 2012; Bhattarai et al., 2023). Recentemente,
os critérios de diagndstico clinico para DP foram revisados pela International Parkinson
and Movement Disorder Society (Postuma et al., 2015), com foco em sintomas motores
especificos (bradicinesia, tremor de repouso e rigidez), que devem ter inicio assimétrico,
para o diagnostico. O sintoma obrigatdrio para diagndstico € a bradicinesia, que deve
ocorrer em combinagdo com pelo um dos demais sintomas motores (Postuma et al.,
2015).

De forma complementar ao diagndstico clinico, exames de imagem e de
histopatologia podem auxiliar na exclusdo de outras condigdes e até mesmo serem
usados antes do aparecimento dos sintomas motores. Varias abordagens ja foram
propostas para o diagnostico precoce da DP, incluindo a PET (Positron Emission
Tomography), a SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography) (Obeso et
al., 2017), ressonancia magnética nuclear (RMN) e bidpsia de pele, colon, estdbmago e
glandulas salivares (Beach et al., 2010). No entanto, essas abordagens sao insuficientes
para o diagndstico precoce, devido a complexidade da DP, além de algumas delas serem
invasivas e conferirem certo risco ao paciente com DP, sendo entdo, necessarias novas
estratégias (De Virgilio et al., 2016).

Combinado com essas técnicas, a analise do LCR pode refletir mudancgas
moleculares que ocorrem no cérebro de um paciente com DP, representando assim uma
fonte de biomarcadores diagndsticos e prognosticos (Parnetti et al., 2019). No entanto,
um diagnostico definitivo s6 € possivel post mortem e € baseado na presenca de corpos
de Lewy em neurdnios sobreviventes de varias regides do cérebro, incluindo a SN, e

uma degeneragdo progressiva do sistema nigroestriatal (Rizzo et al., 2016).
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Além dos critérios mencionados, outra indica¢dao que respalda o diagnostico da
DP ¢ a boa resposta ao tratamento com levodopa (Jankovic e Tan, 2020). No entanto,
essa resposta € observada em 70-100% dos pacientes, evidenciando uma lacuna na
precisao do diagnoéstico para a DP (Rizek ef al., 2016). Os sintomas motores da DP
demonstram melhorias com tratamentos de reposi¢do de dopamina, como levodopa e
inibidores seletivos da MAO-B (Dijk et al., 2020). Entretanto, ao longo do tempo, a
eficacia da resposta motora a cada dose de levodopa diminui, levando os pacientes a
perceber o ressurgimento de seus sintomas motores. Estratégias para atenuar essas
flutuagdes incluem a reducao dos intervalos entre as doses de levodopa, a introducao de
agonistas de dopamina de a¢do prolongada ou a adigdo de medicamentos que reduzem
o metabolismo da levodopa, como inibidores da MAO-B ou inibidores da COMT (Dijk
et al.,2020).

Para pacientes com resposta inadequada as terapias convencionais, as terapias
avancadas, como a estimulagdo cerebral profunda (DBS), podem ser consideradas (Dijk
etal.,2020). A DBS revolucionou o tratamento para a DP e ¢ atualmente o padrao-ouro
para o tratamento de manifestacdes motoras primarias em pacientes com flutuacdes
motoras e discinesias induzidas farmacologicamente (Hitti et al., 2019). O principal
beneficio da DBS ¢ a suavizagao das flutuagdes motoras, melhora do desgaste muscular
precoce, de fendmenos de ON/OFF repentinos e de movimentos hipercinéticos
involuntarios causados pelo tratamento com levodopa (Tsanov, 2020), além do uso
como tratamento para resolver o problema de reducao de drogas dopaminérgicas sem
induzir deterioragdo motora em pacientes com compulsio (Rabinak e Nirenberg, 2010).
Contudo, a cirurgia para implantacdo da DBS ndo ¢ indicada para pacientes com
sintomas predominantemente axiais (marcha, instabilidade postural e freezing),
comprometimento cognitivo ou depressao ativa (Ligaard et al., 2019). Além disso,
evidéncias sugerem cautela ao indicar a DBS para pacientes com variantes no gene da
glucosilceramidase beta (GBA), ja que esses pacientes desenvolvem declinio cognitivo
e piora nos sintomas motores em curto prazo pos cirurgia (de Oliveira et al., 2019;
Mangone et al., 2020). Poucos estudos estdo disponiveis, mas também parece haver uma
pior resposta ao tratamento em pacientes com variantes no gene SNCA (Kuusimaki et
al., 2020), assim como em pacientes com a variante c.4321C>G (p.Argl441Gly)
(Paisan-Ruiz, 2009) e c.6091A>T (p.Thr2031Ser) (Kuusimaki et al., 2020) no gene
LRRK?2. Também ¢ observada uma pior resposta 8 DBS em mulheres (Georgiev et al.,

2017).
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E importante destacar a importancia de um suporte multidisciplinar no manjo da
DP para que haja beneficio do funcionamento motor, ndo motor, atividades de vida
diaria, sofrimento e qualidade de vida (Bock et al, 2024; Goldman et al., 2024).
Diversas diretrizes e padrdes de qualidade propdem a incorporacao de terapia
ocupacional, fisioterapia e fonoaudiologia no cuidado do portador da DP, bem como a
pratica de atividade fisica (Rimmer et al., 2010; Domingos et al., 2021; Goldman et al.,
2024). Junto a isso, cuidados também devem ser considerados para o cuidador, que
acaba sofrendo tensdo excessiva (Bock et al., 2024).

A identificacdo de biomarcadores pode facilitar o diagnéstico da DP, além de
permitir um rastreamento de sua progressao e um melhor entendimento da fisiopatologia
ligada aos sintomas clinicos e perda dopaminérgica (Hernandez ef al., 2016). Uma série
de biomarcadores ja foi descrita através de estudos de neuroimagem, genéticos e
bioquimicos. Contudo, novas abordagens sao necessarias para oferecer um diagndstico
mais preciso e melhorar o monitoramento da progressao e prognostico da DP, incluindo

uma medicina mais personalizada (Shao e Le, 2019).

Metabolismo e metabolomica na DP

A metabolomica ¢ o estudo de processos bioquimicos envolvendo todos os
metabolitos endogenos e exogenos em uma célula ou biofluido corporal.
Convencionalmente, a metaboldmica estuda todos os metabolitos com massa molecular
abaixo de 5.000 Da, que representam e refletem as atividades funcionais dos processos
biologicos de nosso organismo. Um estudo metabolomico deve, em tese, ser capaz de
detectar, identificar e quantificar todos os metabolitos presentes em uma determinada
amostra em um determinado momento (Troisi ez al., 2020). As diferencas entre os perfis
metabolicos podem refletir diferencas no background genético, aspectos
transcriptdmicos e protedmicos, modificacdes epigenéticas, estilo de vida, estresse,
exposicao a patdégenos, dieta, medicamentos, microbiota intestinal, entre outros
(Havelund et al., 2017b). Por serem biomoléculas préximas ao fenotipo, sdo adequadas
ainda para se identificar biomarcadores clinicos para diversas doengas complexas (Li et

al., 2022c).
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A medida que mais metabélitos forem identificados, maior sera o potencial para
diagnoéstico e tratamento de doencas. Em 2018, havia aproximadamente 351.754
metabolitos medidos e previstos computacionalmente. De 2018 a 2020, houve uma
adicao de outros 1.476 metabolitos aos banco de dados vigentes (Wishart et al., 2022).

As abordagens metabolomicas podem ser ndo direcionadas ou direcionadas; o
primeiro pode ser realizado por RMN ou espectrometria de massa (mass spectometry -
MS), enquanto o ultimo pode ser realizado apenas por MS (Troisi et al., 2020). A
metaboldmica ndo direcionada ¢ uma metodologia baseada na descoberta explorativa de
metabolitos, ou seja, ela realiza uma varredura que permite uma detec¢ao global de
metabolitos em uma amostra. Esta abordagem ird detectar o maior numero possivel de
compostos e observar padroes que podem permitir classificar as diferentes amostras, por
exemplo em individuos saudaveis e com uma dada condig¢do clinica. Por outro lado, a
metabolomica direcionada ¢ uma abordagem baseada na validagdo de metabdlitos
previamente identificados e geralmente focada em um conjunto predeterminado de
compostos em uma via de interesse. Ao contrario da técnica ndo direcionada, a
metabolomica direcionada permite a quantificacao absoluta dos niveis de metabolitos
(Marchev et al., 2021).

Dado que o estado genético subjacente ao metabolismo de lipidios, carboidratos
ou aminodcidos ¢ representado pelo estado metabolomico desse organismo, se for
possivel estudar esse organismo em condi¢des modificadas (por exemplo, doente e
saudavel), pode-se esperar que alteracdes metabodlicas sejam detectadas e também que
informagdes sobre os mecanismos moleculares subjacentes sejam obtidas (Troisi et al.,
2020).

Como os sintomas motores tipicos da DP aparecem quando ja ha uma perda
dopaminérgica significativa (Rouaud et al., 2020), a fase prodromica da DP oferece uma
importante janela para investigacdo da fisiopatologia da doenga; portanto a identificacdo
de biomarcadores para diagndstico precoce € crucial para estadiamento e manejo da DP
(Santos-Reboucas et al., 2023).

A este respeito, a metabolomica pode ser considerada como uma abordagem
estratégica para desvendar potenciais biomarcadores metabdlicos ndo invasivos para
diagnostico, quando nenhum sintoma motor de DP ainda se desenvolveu, para
compreender melhor seus mecanismos fisiopatologicos iniciais, para identificar
potenciais novos medicamentos e para monitorar a terapéutica aplicada (Wishart, 2016).

De fato, pesquisas recentes t€ém se concentrado na descoberta de biomarcadores que
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mostrem uma variacao entre os individuos em muitos tragos fenotipicos, incluindo a DP
(Bingol et al., 2015; Havelund et al., 2017a; Nagesh Babu et al., 2018; Luan et al., 2019;
Kumari et al., 2020b; Gonzalez-Riano et al., 2021).

Até o presente momento, ja foram descritos 68 metabolitos associados a DP
(HMDB, 2024). Contudo, varios biomarcadores descritos falharam em se correlacionar
com o diagnostico precoce e a progressao da doenga, incluindo metabolitos de vias
dopaminérgicas e alfa sinucleina, por exemplo (Johansen et al., 2009). Sendo assim,
ainda sdo necessarios novos biomarcadores para avaliar melhor a DP e suas diferentes
manifestagdes clinicas, inclusive diferenciando pacientes com fatores genéticos
associados a DP e pacientes idiopaticos (Dong et al., 2022).

Alguns estudos buscam realizar a analise metabolomica, ndo apenas comparando
individuos com DP a individuos saudaveis, mas sim diferentes subgrupos de pacientes,
alcancando um melhor entendimento da fisiopatologia da doenca (Forsyth et al., 2000;
Bogdanov et al., 2008; Ahmed et al., 2009b; Johansen et al., 2009; Saito et al., 2009;
Isobe et al., 2010; Mielke et al., 2013; Christine et al., 2018; Hertel et al., 2019; Greuel
et al., 2020; Bougea et al., 2021; Huh et al., 2021; Dong et al., 2022). O perfil
metabolico global tem o potencial de destacar o desequilibrio da homeostase metabolica
impulsionado por variantes genéticas, por exemplo, e esclarecer o papel de vias chaves
no desenvolvimento da DP (Dong et al, 2022; Santos-Reboucas et al., 2023),
principalmente quando se trata de uma populacdo miscigenada, como a brasileira. Até
o0 presente momento, apenas um estudo investigou pacientes brasileiros em uma analise
do LCR e plasma através de metabolomica direcionada, por cromatografia liquida,

focada em vias de neuroinflamac¢ao (Santos-Lobato ef al., 2022).
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