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RESUMO

Spitz M. Mutagdes da glicocerebrosidase em pacientes com doenga de Parkinson

[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2006. 96p.

Introducdo: A doenca de Parkinson € uma enfermidade neurodegenerativa
decorrente da perda de neur6nios dopaminérgicos na substincia negra,
principalmente, e em outras regides cerebrais. Caracteriza-se clinicamente por
tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural. O tratamento é sintomético e
consiste essencialmente na reposi¢do da dopamina deficiente. A etiologia da doenca
de Parkinson ainda ndo € conhecida, mas os recentes avancos da Neurologia
trouxeram novos conhecimentos acerca dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos.
Disfun¢@o mitocondrial, estresse oxidativo e degradacdo de proteinas s@o alguns dos
processos celulares que foram relacionados a degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos. O campo da genética da doenca de Parkinson tem recebido atengdo
especial na ultima década, gracas a descoberta de varios genes associados ao
desenvolvimento da doenga. Um fator de risco genético recentemente descrito € a
presenca de mutacdes no gene da glicocerebrosidase, uma enzima lisossomal cuja
deficiéncia resulta na doenca de Gaucher. Apesar de a maioria dos estudos ja
publicados terem confirmado esta associacdo, um trabalho mais recente da Noruega
nio encontrou significincia estatistica ao analisar a presenca destas mutacdes em
pacientes com doenca de Parkinson, tornando o assunto ainda controverso. Objetivo:

Pesquisar a presenca de mutacdes da glicocerebrosidase em pacientes com

diagnéstico de doenga de Parkinson no Brasil, acompanhados no ambulatério de

Xii



Distirbios do Movimento do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S@o Paulo e correlacionar tais achados com estudos recém-
publicados que analisaram esta associacdo em outras popula¢des em ambito mundial,
além de descrever possiveis caracteristicas dos pacientes portadores de mutagcdes que
os diferenciem de ndo portadores. Métodos: Foram incluidos no estudo 65 pacientes
com o diagnéstico de doenca de Parkinson e idade de inicio da doenca inferior ou
igual a 55 anos e 267 controles sem a doenga, emparelhados para sexo e idade. Foi
realizada andlise genética de material obtido a partir de raspagem da mucosa oral
destes individuos, tendo sido pesquisadas as trés mutacdes da glicocerebrosidase
mais comuns na populacio brasileira: N370S, L444P e G377S. Resultados: Em dois
dos 65 pacientes e em nenhum dos 267 controles foram identificadas mutagdes no
gene da glicocerebrosidase. Os dois pacientes carreadores de mutagdes (L444P em
um e L444P + E326K em outro) apresentavam quadro clinico indistinguivel dos
demais pacientes com doenca de Parkinson n3o portadores das mutagdes.
Conclusoes: Foi observada uma associagdo estatisticamente significativa (P=0,0379,
teste exato de Fisher) entre doenga de Parkinson e mutagcdes da glicocerebrosidase na
nossa populagdo. A prevaléncia de mutagdes da glicocerebrosidase neste grupo de
pacientes foi maior do que a esperada para a populacdo geral, porém menor do que a
encontrada em estudos internacionais previamente publicados. Espera-se que a
identificacio desta nova associacdo permita uma maior compreensdo dos
mecanismos subjacentes a doenga de Parkinson e que em um futuro préoximo possa

propiciar o desenvolvimento de novas estratégias terap€uticas

Descritores: Doenga de Parkinson/genética, glucosilceramidase, Doenga de Gaucher.
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SUMMARY

Spitz M. Glucocerebrosidase mutations in Parkinson’s disease patients [thesis]. Sdo

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2006. 96p.

Introduction: Parkinson’s disease is a neurodegenerative disorder due to the loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra, primarily, and in other brain regions. It
is clinically characterized by tremor, rigidity, bradykinesia and postural instability.
Treatment is symptomatic and consists essentially in replacing the deficient
dopamine. The etiology of Parkinson’s disease remains unknown, but recent
advances in Neurology have provided data concerning the pathophysiological
mechanisms involved. Mithocondrial dysfunction, oxidative stress and protein
degradation are some of the cellular processes that have been linked to dopaminergic
neurons degeneration. The field of genetics in Parkinson’s disease has gained special
attention in the past decade, thanks to the discovery of several genes associated with
the development of the disease. A recently described genetic risk factor for
Parkinson’s disease is the presence of glucocerebrosidase gene mutations.
Glucocerebrosidase is a lysosomal enzyme which is deficient in Gaucher disease.
Although most studies published to date have confirmed such association, a recent
article from Norway could not find statistical significance when Parkinson’s disease
patients were analyzed for glucocerebrosidase mutations, generating controversy.
Objective: To search for glucocerebrosidase mutations in Parkinson’s disease
patients in Brazil, followed at the Movement Disorders Division at Hospital das

Clinicas, University of Sdo Paulo Medical School, and correlate these findings with

Xiv



recently published studies which evaluated this association in other populations
worldwide, besides describing possible features of patients carrying the mutations
that may help differentiating them from non-carriers. Methods: Sixty five patients
diagnosed with Parkinson’s disease, with disease onset before age 55, and 267 age
and sex-matched controls were included in the study. DNA analysis of the three most
common glucocerebrosidase mutations in the Brazilian population, N370S, 1.444P
and G3778S, was performed utilizing samples obtained from mouth mucus. Results:
Glucocerebrosidase gene mutations were identified in two of the 65 Parkinson’s
disease patients and in none of the 267 controls. The two patients who were carriers
of mutations (one of them had L444P and the other L444P+E326K) had a clinical
picture indistinguishable from the other Parkinson’s disease non-carriers patients.
Conclusion: A statistically significant association (P=0,0379, Fisher’s exact test)
between Parkinson’s disease and glucocerebrosidase mutations was observed in our
population. The prevalence of glucocerebrosidase mutations was higher than
expected for the general population, though lower than reported in previous
international studies. It is expected that the finding of this association will allow a
better understanding of Parkinson’s disease mechanisms and that in a near future it

may help providing the development of new therapeutic strategies.

Descriptors: Parkinson disease/genetics, glucosylceramidase, Gaucher disease.
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APRESENTACAO

Quando decidi me mudar para Sdo Paulo em 2001, para fazer a residéncia em
Neurologia na Escola Paulista de Medicina, jamais poderia imaginar que meu
periodo nesta cidade se estenderia por mais de cinco anos. Apesar de saudosa de
casa, no Rio de Janeiro, tomei a dificil — e hoje bem vejo acertada — decisdo de
prolongar minha permanéncia, tentando a pés-graduagao na USP.

Ap6s uma reunido com o Dr. Egberto Barbosa — entdao meu futuro orientador —
comecei a freqiientar o gigante Hospital das Clinicas da USP, especializando-me em
um campo da Neurologia que atraiu minha atencdo pela primeira vez ainda na
faculdade — o de distiirbios do movimento.

Alguns meses apds, o Dr. Egberto foi procurado por um biélogo do Instituto de
Biologia da USP, Roberto Rozenberg, que durante a execucdo de seu projeto de
doutorado acerca da doenca de Gaucher no Brasil, havia se deparado com um
interessante relato de literatura associando doenca de Parkinson e mutagdes
causadoras da doenga de Gaucher, e buscava uma parceria para novas investigacdes
sobre o assunto no Brasil.

Surgia assim meu projeto de doutorado, inicialmente intitulado “Sindrome
parkinsoniana como manifestacdo da doenga de Gaucher”, ainda em 2004, e que
evoluindo simultaneamente a literatura mundial, modificou seu foco e
posteriormente seu titulo para “Mutagdes da glicocerebrosidase em pacientes com
doenca de Gaucher”. O tema, bem definido pelo Dr. Egberto como “na crista da
onda”, nos surpreendia a cada més com novos artigos e descobertas, reforcando o

valor da pesquisa.
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O trabalho consistia na pesquisa genética de determinadas mutacdes da doenca
de Gaucher em pacientes com doenga de Parkinson. A coleta de material dos
pacientes ndo ofereceu grandes desafios, pois todos se mostravam esperangosos de
poder contribuir para novas descobertas.

A detec¢do de mutacdes no grupo de pacientes gerou em nds alivio e
disposicdo para prosseguir.

Quando se passou a coleta de controles, atingi o ponto mais préximo da
desisténcia. Por mais gentil e educada que fosse a abordagem, a resposta muitas
vezes era rispida e desconfiada. As recusas em participar se sucediam, rendendo
novas manhds e tardes de peregrinacdo pelos corredores do HCFMUSP. Muitas
pessoas, a simples mengdo de ser o estudo de cunho genético, demonstravam
preocupacio de que o material pudesse ser usado indevidamente para clona-las.

Em seguida, obtidas as amostras necessdarias, fui desdobrada em neurologista-
pesquisadora-cientista e, devido a sobrecarga de trabalho para o Roberto, juntei-me a
ele no processamento do material. O aprendizado das técnicas laboratoriais de
manipulacdo e andlise de DNA levou-me a um universo antes desconhecido e devo
confessar que no inicio me mostrei deveras atrapalhada.

Por fim, com os resultados analisados, significancia estatistica confirmada e
uma sensagdo de satisfacdo e dever cumprido, surgiu a esperanca de que este

pequeno, porém esforcado trabalho, possa contribuir para o desenvolvimento da

ciéncia.

M.S., Agosto de 2006
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1.INTRODUCAO

1.1.A doenca de Parkinson no século XXI

Os recentes avangos da Neurologia trouxeram novos conhecimentos acerca dos
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na doenga de Parkinson (DP). Disfuncdo
mitocondrial, estresse oxidativo e processamento inadequado de proteinas sdo alguns
dos processos celulares relacionados a degeneragdo de neur6nios dopaminérgicos na
substancia negra.

O progresso em relacdo a patogénese da doenca, no entanto, nao foi
acompanhado de avancos correspondentes na drea da terapéutica. Utilizada
inicialmente na década de 60, a levodopa, ainda que associada a uma série de efeitos
colaterais a curto e longo prazo, revolucionou o tratamento da DP e permanece como
a opcdo farmacoldgica mais eficaz’. A légica consiste em corrigir a deficiéncia
estriatal de dopamina prépria da doengaz.

Neste contexto de descoberta de novas informacdes acerca da DP, tem papel de
destaque o campo da Genética. Mutacdes genéticas relacionadas a doenca, como
Parkin, LRRK2, DJ1 e PINKI, surgem como termos correntes na descricdo de casos
de parkinsonismo, especialmente em pacientes com inicio precoce da doenca e
histéria familiar positiva.

Foi exatamente na drea da Genética que uma das associacdes mais recentes e
surpreendentes da DP, talvez pela falta inicial de um nexo ldégico, foi descrita: a
presenca de mutacdes no gene da glicocerebrosidase (GBA) como um fator de risco
para o desenvolvimento de parkinsonismo. Parkinsonismo conota uma constelacio
clinica que pode incluir tremor, rigidez, distirbio de marcha e instabilidade postural

e cuja principal causa é a DP.



A glicocerebrosidase é a enzima lisossomal responsdvel pela lise de
glicocerebrosideos em glicose e ceramida. Mutagdes na GBA levam a redugdo da
atividade da enzima e sdo responsaveis pela principal doenga de depdsito lisossomal,
a doenca de Gaucher (DG). A DG divide-se em trés subtipos de acordo com a
presenca de sintomas neuroldgicos e sua gravidade. A DG tipo 1 € classicamente
considerada ndao-neuronopdtica, mas varios relatos de literatura nas dltimas décadas
descreveram manifestacdes neuroldgicas nestes pacientes, tipicamente uma sindrome
parkinsoniana. Com base nestes achados, associando doencas a principio tdo
dispares, surgiu a idéia de pesquisar mutagdes da GBA em pacientes com DP. Até o
momento foram publicados apenas alguns estudos sobre o assunto, a maioria
demonstrando a presenga da associagdo. Um deles encontrou, de forma
surpreendente, uma freqiiéncia significativa de mutacdes da GBA em pacientes com
DP — cerca de 30%’. Outro artigo recentemente publicado, por sua vez, ndo
conseguiu demonstrar significancia estatistica desta associagdo em uma populacio
especifica4.

O mecanismo da associacdo entre DP e mutacdes da GBA ainda ndo foi
elucidado, porém ja existem teorias correlacionando mutagdes da GBA e formacio
de agregados de alfa-sinucleina, que sdo os constituintes principais dos corpos de
Lewy, os marcadores patoldgicos da DP. Espera-se que a confirmagdo desta nova
associacdo e investigacdes subseqiientes permitam uma maior compreensdo dos
mecanismos subjacentes a DP e que em um futuro proximo seja possivel o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Diante destes achados, o presente estudo teve como objetivo avaliar a

associacdo entre DP e muta¢des da GBA em um grupo de pacientes brasileiros.



1.2.Projeto de pesquisa: Objetivos

Os objetivos do presente estudo sdo:

1y

2)

3)

4)

Identificar, dentre um grupo de pacientes com diagndstico de DP
idiopatica iniciada antes de 55 anos de idade, acompanhados no
ambulatério de Distiirbios do Movimento do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(HCFMUSP), aqueles portadores de mutacdo no gene da
glicocerebrosidase, responsavel pela DG;

Avaliar o impacto das mutacdes da GBA, um possivel fator de risco
hereditario para DP, na nossa populagao;

Correlacionar os achados na populagdo brasileira com estudos
realizados em outros paises;

Discutir possiveis caracteristicas clinicas que permitam a
diferenciagcdo de pacientes com DP carreadores e ndo carreadores

das muta¢des avaliadas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Sobre a doenga de Parkinson: aspectos gerais

A DP foi descrita pela primeira vez por James Parkinson, entio membro do
Colégio Real de Cirurgides, em 1817. Em seu ensaio, “An essay on the shaking
palsy”, o médico britinico, baseando-se em trés pacientes por ele avaliados, em
outros dois que tinha observado casualmente na rua e em outro ndo examinado
pessoalmentes, descreve uma nova condi¢do — a “paralisia agitans” — que caracteriza
como:

“Involuntary tremulous motion, with lessened muscular power, in parts not in
action and even when supported; with a propensity to bend the trunk forward, and to
pass from a walking to a running pace the senses and intellect being uninjured”.®

[“Movimento tremulante involuntirio, com reducdo da forca muscular, em
partes que ndo estdo em acdo € mesmo quando com suporte, com propensdo a
inclinar o tronco para frente, e passar de um compasso de marcha para corrida, sem
comprometimento dos sentidos e do intelecto’]

A DP constitui a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, sendo

superada apenas pela doenga de Alzheimer’*'?

. Decorre da perda progressiva de
neurdnios dopaminérgicos na substincia negra, principalmente, e em outras regides
do cérebro''. O quadro clinico torna-se evidente quando esta perda neuronal

1'? e caracteriza-se por

dopaminérgica ultrapassa aproximadamente 70 a 80% do tota
tremor de repouso, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural. Tipicamente, o
inicio da DP € assimétrico, insidioso e progressivo a medida que disfuncio neuronal
e morte celular levam a uma dele¢do profunda do neurotransmissor dopamina no
striatum, um componente central dos ganglios da base que € responsdvel pela
iniciacdo e controle dos movimentos'. Além destes denominados sintomas cardinais

da doenca, outras manifestacdes presentes ao longo da evolugdo da mesma, em maior

ou menor grau, incluem: transtornos neuropsiquidtricos (como depressdo e



deméncia), disfuncdo autondmica (hipotensdo postural, alteragdes esfincterianas,
impoténcia) e sintomas sensitivos, como dor'*. Estas manifesta¢des ndo motoras da
doenca muitas vezes sdo subdiagnosticadas, dada a exuberancia do quadro motor,
mas do ponto de vista do paciente podem ser consideravelmente incapacitantes e
levar a um comprometimento da qualidade de vida.

Tentativas de neuroprotecdo (prevencdo de morte celular) e neurorrestauragdo
(recuperacdo dos neurdnios “doentes”) estdo sendo muito debatidas a medida que se
avangam os conhecimentos sobre a DP'’, mas até o momento nio foi estabelecida
uma estratégia para se interferir com a histéria natural da doenga e impedir a
progressdo da mesma. No entanto, ha quase meio século encontra-se disponivel a
levodopa, que constitui uma terapia sintomatica eficaz, permitindo o controle de
grande parte dos sintomas, especialmente no inicio da doenca. A resposta a levodopa
é esperada em 94 a 100% dos pacientes', sendo inclusive a auséncia de uma resposta
satisfatéria a esta medicagdo considerada um sinal de alerta no diagndstico
diferencial com outras sindromes parkjnsonianasm.

O uso de levodopa e, mais recentemente, de agonistas dopaminérgicos e drogas
que inibem enzimas responsdveis pela metabolizacdo da dopamina
(monoaminoxidase-B, ou MAO-B, e catecol-O-metil-transferase, ou COMT),
tiveram um impacto dramdtico na vida dos pacientes afetados pela DP através do
beneficio sintomdtico proporcionado. Baseando-se no principio de repor o
neurotransmissor deficiente na doenga, o tratamento sintomdtico da DP representa
um avango, especialmente se considerarmos as poucas opg¢des disponiveis para a
terapéutica de outras doencas neurodegenerativas. Infelizmente, apesar de muito

eficaz, a terapia com levodopa estd associada a uma série de complica¢des a longo



prazo, que podem ser tdo incapacitantes quanto a prépria doenga, levando a um
comprometimento da qualidade de vida'’. Entre elas, tém destaque o “wearing off”
(piora dos sintomas parkinsonianos antes da dose seguinte programada de levodopa)
e as discinesias (movimentos involuntérios induzidos por droga)ls. Tal fato reforca a
necessidade de, através de uma melhor compreensio da patogénese da doenga, serem

obtidas novas abordagens terap€uticas para a DP.

2.2.Doenga de Parkinson: epidemiologia

A DP ¢é observada em todos os paises, grupos étnicos e classes sdcio-
econdmicas'®. Tem uma prevaléncia estimada de 150 a 200 por 100000 habitantes,
representando uma das doengas neuroldgicas mais comuns”. Estima-se atualmente
que a doenga tenha uma prevaléncia de aproximadamente 3,3% na populacdo acima
de 64 anos, segundo dados brasileiros®’. Afeta aproximadamente um milhdo de
americanos e 1 a 2% daqueles acima de 60 anos de idade no mundo todo, estando
associada a um risco de desenvolvé-la durante a vida de 2% e apresentando aumento
da incidéncia com a idade. Acredita-se que o envelhecimento da populacio,
fendmeno que vem sendo constatado em escala mundial, modifique de forma
significativa essas estatisticas em um futuro préximo, devendo o nimero de pessoas

afetadas triplicar nos préximos 50 anos™.

Esses dados representam um impacto substancial, ndo s6 em termos
individuais, ja que a doenga é progressiva e tende a gerar uma limitacdo significativa
das atividades da vida diaria, acarretando um impacto psicossocial que inclui desde

comprometimento pessoal por dor, imobilidade e dependéncia progressiva até



desemprego e problemas conjugais™, como em relagdo aos gastos com satide
piblica*. O inicio mais precoce da doenca esté relacionado a uma maior freqiiéncia
de desemprego, rompimento da estrutura familiar e percep¢do de estigmatizacdo em
relagdo aos casos de inicio mais tardio™.

A idade média de inicio da doenca é de aproximadamente 55 anos®, sendo
porém mais precoce em casos de DP familiar e com componente genético. Os
estudos divergem no que se refere ao acometimento preferencial por género, mas na
maioria se observa um predominio do sexo masculino, em uma taxa de 1,5:1 até 2:1
em relacdo ao sexo feminino’. Um estudo recente em 8 municipios italianos, por
exemplo, mostrou que os homens tém uma chance duas vezes maior de desenvolver
DP quando comparados s mulheres®®. A razdo para esta diferenca ndo estd
esclarecida, apesar de ter sido sugerido um possivel efeito neuroprotetor dos
estrogénios”’.

Estudos de incidéncia de DP mostram que a taxa de ocorréncia da doenga
aumenta significativamente ap6s a quinta década. Um estudo da Califérnia’ de 2003
mostrou uma incidéncia anual de 12,3 por 100.000 na populagdo geral, enquanto que
para pessoas com mais de 50 anos a incidéncia foi de 44 por 100.000. A taxa de
incidéncia da doenca entre asidticos parece ser menor do que em brancos e neste
estudo em particular foi menor em negros do que em brancos. Nesta populacdo
avaliada, apenas cerca de 0,5% dos casos foram diagnosticados antes de 40 anos e
3,4% antes de 50 anos, demonstrando mais uma vez a influéncia da idade na
incidéncia da doenga. Em uma anélise dos estudos epidemiolégicos acerca da DP ja

publicados, Twelves et al *® mostraram uma incidéncia média de 16 a 19 por 100.000



por ano, com uma taxa significativamente maior em homens (1,5 a 2 vezes mais). O

pico de incidéncia foi de 70 a 79 anos.

Em um estudo de prevaléncia de DP realizado em Londres® em 1997, a taxa
de DP idiopatica foi de 128 por 100000, mas os autores defendem em seu artigo que
a doenca nio teria sido diagnosticada em até 10 a 20% dos casos, o que aumentaria
este nimero para cerca de 200 por 100.000. Os casos nao diagnosticados muitas
vezes devem-se a ndo procura de auxilio médico por parte dos pacientes, que desta

forma nao sdo incluidos em estudos clinicos realizados em ambito hospitalar27.

Em um trabalho nacional publicado em 2006, realizado em Bambul’zl, cidade
no interior de Minas Gerais, a taxa de prevaléncia de DP foi de 3,3%, também sendo

observado aumento acentuado com a idade, em concordancia com a literatura.

2.3.Doenga de Parkinson: fatores ambientais

Muitos fatores ambientais ja foram associados ao desenvolvimento da DP e
parkinsonismo, mas nenhum foi definido de forma conclusiva como causador da
doenca™. Dentre as exposicdes ambientais e ocupacionais jd implicadas na etiologia
da DP, pode-se citar: ingestdo de dgua de poco, pesticidas, herbicidas, vida rural,
exposicdo a certos metais, campos magnéticos e mineracio’’, entre outros. A
hipdtese mais aceita atualmente € que ocorra uma interagdo entre fatores ambientais
e fatores genéticos no desencadeamento da doenga.

A teoria da influéncia dos fatores ambientais na génese da DP foi fortalecida na
década de oitenta, quando jovens usudrios de drogas da 4area da baia de Sdo

Francisco, nos Estados Unidos, injetaram inadvertidamente um subproduto da



fabricacio da meperidina, o MPTP (1-metil-4-fenil 1,2,3,6-tetraidropiridina) e
desenvolveram um quadro muito semelhante 2 DP***'. O MPTP induz toxicidade
através de sua conversdo pela MAO-B em astrécitos para seu metabdlito ativo MPP",
que € entdo seletivamente captado por neur6nios dopaminérgicos, causando um
defeito no complexo I (NADH CoQ redutase) da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, resultando em degeneragio neuronal >, Esta constatagdo permitiu o
posterior desenvolvimento de modelos experimentais de DP em animais, que ainda
sdo muito utilizados. No entanto, hé diferengas importantes entre a DP idiopética e o
parkinsonismo induzido por MPTP. Talvez a mais notavel seja a auséncia de corpos
de Lewy, considerados como os marcadores patolégicos da DP, neste tltimo'?.

Em um estudo italiano®® de 2003, um maior risco para DP foi observado em
individuos de idade mais avangada, do sexo masculino, sem pratica prévia de
tabagismo e expostos a pesticidas. A hipdtese mais simples para a associacdo entre
pesticidas e DP é que os pesticidas ou seus metabdlitos sejam diretamente toxicos
para a mitocondria, cuja disfuncdo € considerada atualmente como um dos eventos-
chave na fisiopatologia da DP. Quanto ao tabagismo, observa-se uma associa¢io
inversa com a ocorréncia de DP, porém a base bioldgica subjacente ainda nao é bem
compreendida. Uma das explicacdes atribui a menor incidéncia de DP entre
tabagistas ao fato de a nicotina ser capaz de estimular a libera¢do de dopamina e agir
como antioxidante”. O uso de pesticidas como possivel fator de risco para a DP
também foi avaliado por Firestonde et al. em 20057 Neste estudo caso-controle de
incidéncia de DP em Washington, nos Estados Unidos, os achados ndo forneceram
evidéncias significativas para a hip6tese de que a exposicdo a pesticidas seja um fator

de risco para a DP. Jankovic, em 2005, analisou a possivel relacdo da toxicidade do
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manganés e exposi¢do a soldagem como fatores de risco em potencial para o
desenvolvimento de parkinsonismo e concluiu que ndo ha evidéncias convincentes
de que a soldagem seja um fator de risco significativo para a DP ou que o
parkinsonismo induzido por manganés compartilhe qualquer mecanismo patogénico

com a DP?.

2.4.Genética da doenga de Parkinson: os PARK

Historicamente a DP era considerada como uma doenca nao-genética. Estudos
em gémeos eram inconsistentes com a hipdtese de um componente genético, apesar
de j4 terem sido observadas concentracdes de casos em uma mesma familia®. Em
artigo de 2004, Wirdefeldt et al. estudaram a concordincia de DP em gémeos na
Suécia®. Os autores referem no trabalho que estudos prévios com gémeos
registravam baixa taxa de concordincia, que nio diferia no caso de os irmdos serem
mono ou heterozigotos, e concluem a partir dos seus achados que os efeitos genéticos
sdo de pouca importincia na DP, propondo como uma das explicacdes a
preponderancia da interacdo gene-ambiente na determinag¢do da doenca. De fato,
apesar do relato de 10 a 30% dos pacientes com DP de um parente de primeiro grau
com parkinsonismo, a agregacdo familiar foi geralmente atribuida a exposi¢cdes
compartilhadas de um ambiente comum"’.

As novas descobertas na drea da Genética da DP trouxeram contribui¢Ges
inestimaveis a compreensdo da fisiopatologia da doenca. Ironicamente, conforme
observado por Farrer, “a DP, doenca aparentemente ndo-genética, pode ser uma das
primeiras a ser prevenida através da compreensdo genética de suas causas

moleculares” .
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Na ultima década, uma série de mutagdes foram descritas em familias com DP,
com um padrio mendeliano de heranca. A identificacio de vdarias formas
monogénicas estabeleceram a DP como um disttirbio de movimento com uma origem
genética considerdvel, em pelo menos um subgrupo de pacientes. Todas as formas
monogénicas combinadas explicam apenas cerca de 20% dos casos de DP de inicio
precoce e menos de 3% de inicio tardio®”. Quanto mais precoce a idade de inicio da
DP, maior a probabilidade de que os fatores genéticos tenham um papel dominante™.
Apesar de relativamente incomuns dentro da populacio total de pacientes com DP, as
formas genéticas da doenca forneceram um caminho para estudo e identificacdo dos
mecanismos que levam ao desenvolvimento da doenca, ndo s6 nos casos genéticos,
mas também nos esporadicos.

O ano de 1997 trouxe uma mudanca no cendrio caracterizado pela idéia de a
DP ser uma doenca “ndo-genética”. Polymeropoulos et al. descreveram a primeira
muta¢do em uma familia de Contursi com DP, no gene da alfa-sinucleina®’. Este
achado, de importincia consideravel por si s6, recebeu uma valorizacdo adicional,
quando no mesmo ano, um grupo de pesquisadores do Reino Unido conseguiu
identificar justamente a alfa-sinucleina como o principal componente dos corpos de
Lewy38’3 ? Dessa forma, o elo entre Genética e a fisiopatologia da doencga lancou
novas esperangas de finalmente se desvendar os mecanismos moleculares que
levavam a DP. A esta descoberta inicial, se seguiram outras, de valor equivalente.
Em um intervalo de menos de 10 anos, as descobertas de genes associados a DP
cresceram de forma exponencial, a ponto que se torna dificil hoje falar sobre a DP

sem se fazer referéncia aos aspectos genéticos da doenca.
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Até o momento 11 loci genéticos foram identificados na DP, tendo sido
denominados PARKI a PARKI11. Cada PARK representa uma regido gendmica
ligada, com graus varidveis de evidéncia, a “doencas tipo DP”*’. Aqui se fala em
“doengas”, pois serd comentado a seguir que o espectro de manifestagdes das formas
genéticas de DP muitas vezes se estende além das caracteristicas definidoras da
doenca de tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural. Dois desses 11 loci
genéticos foram posteriormente descartados: a familia originalmente mapeada como
PARK4 na realidade mapeava como PARKI1 e o PARKY ndo ¢é de fato um locus de
DP. Dos nove loci remanescentes, foram identificados os seguintes genes: PARK1 —
alfa-sinucleina, PARK2 — parkin, PARKS — UCHL1, PARK6 — PINK1, PARK7 —
DJ-1 e PARKS8 — LRRK?2. Certamente genes adicionais serdo identificados em um
futuro préximo, fornecendo novas pecas ao “quebra-cabega etiolégico” da DP™.

Apesar de somente uma pequena proporcdo dos casos de DP (estima-se que
10%) serem causados por mutagdes genéticas com alta penetrancia, a identificagdo
destes genes teve um impacto significativo na compreensdo dos mecanismos que
determinam a degeneracdo dopaminérgica“. Esses mecanismos envolvem a
agregacdo de proteinas, déficit de degradagdo de substratos pelo sistema ubiquitina-
proteassomo, disfung¢do mitocondrial e estresse oxidativo, temas que serdo abordados
no préximo tépico. Além disso, como tanto anseiam os pacientes, espera-se que, em
médio ou longo prazo, a estas descobertas genéticas corresponda um avanco em
termos de estratégias terapéuticas para a doenga.

A seguir serdo descritas as principais descobertas relacionadas a genética da
DP. A Tabela 1 resume as principais caracteristicas da doenga no caso de cada uma

das mutacdes. Os PARK 1, 5 e 8 tém transmissdo autossdmica dominante. Os PARK
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2, 6 e 7 sdo formas autossOmicas recessivas, relativamente raras, associadas a perda
de func¢do, e resultam em DP com idade de inicio precoce (tipicamente abaixo de 40

~ N 13
anos), com progressao lenta e boa resposta a levodopa .

*PARKI1 — Alfa-sinucleina

Em 1996, Polymeropoulos et al. mapearam o defeito genético responsavel pela
DP em uma familia de Contursi, no sul da Itélia, no brago longo do cromossomo 4
(4921-23). Um ano depois, 0 mesmo grupo descobriu uma mutagdo (A53T) no gene
da alfa-sinucleina como causa genética de DP familiar, neste grupo e em vdrias
familias gregas com DP'>*’. O fenétipo clinico era semelhante ao da DP classica,
porém com inicio mais precoce da doenga (quarta década, em média), tendo ja sido
descritas algumas caracteristicas atipicas, incluindo deméncia proeminente,
hipoventilagio e distirbios autondmicos graves™. Mutacdes no gene da alfa-
sinucleina causam DP em um pequeno nimero de individuos com DP familiar®.

PARKI1 envolve mutacdes no gene da alfa-sinucleina, como AS3T e A30P.
Multiplicagdes no gene da alfa-sinucleina “nativa” também foram associadas a DP,
tendo sido identificada triplicagdo do gene em uma familia com DP autossdmica
dominante e duplicacdo em outra com DP de inicio precoce.

Mutagdes no gene da alfa-sinucleina resultam em niveis aumentados de
protofibrilas, que sdo consideradas a forma mais téxica da proteina. As mutacdes
AS5S3T (da familia de Contursi) e a A30P (identificada em uma familia de origem
alemd”) promovem a formacio de protofibrilas. A mutacdo A30P, além disso,
potencializa a toxicidade da dopamina, aumentando a lesdo mediada por radicais

livres e a morte celular™.
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Gene
. Forma de Idade de . Alteragdes
PARK envolvido; . . Quadro clinico p 2
transmissao inicio patolégicas
Cromossomo
Parkinsonismo
responsivo a .
P Tipicas, com
levodopa, corpos de Lewy;
Alfa- . Em média, associado a P s
. . AutossOmica . perda neuronal
PARKI1 | sinucleina; . quarta declinio )
dominante g . proeminente
4q década cognitivo, .
. ~ nigral e no
disfuncdo .
A hipocampo.
autondmica e
deméncia.
Progressdo lenta,
discinesias
precoces, pode Predominio de
Maioria haver disfuncdo | perda neuronal
Autossdmica antes de 40 autondmica, nigral e gliose
PARK2 | Parkin, 6q recessiva anos hiperreflexia, sem corpos de
(média=30 instabilidade Lewy (ja
anos) postural precoce. descritos em
Resposta a doses | alguns casos).
baixas de
levodopa.
Indeterminada; a
proteina UCH-
PARKS | UCH-L1, 4p | Av0ssOmica | 35-38 anos: | pyp o6 4ica L1&um
dominante | inicio tardio componente
proeminente dos
corpos de Lewy
Progressdo lenta,
resposta a doses
Autossdmica | Entre 20 e baixas de .
PARKG6 | PINKI, 1p . 0 Desconhecida
recessiva 50 anos levodopa, pode
haver distonia
focal e deméncia.
Geralmente Pro.gressaonlAe ntg,
Autossdmica | antes de 40 | 0T freqiiéncia
PARK7 DJ-1, 1p . de disturbios Desconhecida
recessiva anos (20-40 ..
psiquidtricos e
anos) . .
distonia
Variaveis:
Maioria corpos de Lewy,
Autossdmica | acima de Tipico de DP emaranhados
PARKS | LRRK2, 12q : >0 p1eo € o
dominante | anos (50-70 classica neurofibrilares,
anos) perda neuronal
nigroestriatal.

Tabela 1 — Principais formas hereditarias monogénicas de parkinsonismo precoce
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O gene da alfa-sinucleina codifica uma proteina pré-sindptica envolvida na
plasticidade neuronal®, expressa ao longo do cérebro, que tem papel também no
aprendizado, na dinidmica de vesiculas e na sintese de dopamina'’. Ela foi
originalmente identificada como a proteina precursora do componente ndo-(beta)
amiléide nas placas amil6ides da doenca de Alzheimer®’.

Em seu artigo, Polymeropoulos et al. enfatizam a importincia da sua
descoberta ao comentar que “apesar de a mutacdo no gene da alfa-sinucleina ndo ser
responsédvel pela maioria de casos esporddicos e familiares de DP, pode sé-lo por
uma proporcao significativa de familias com DP de inicio precoce caracterizadas por
uma heranca muito penetrante, autossomica dominante”.

Até 1997, a composicdo bioquimica dos filamentos dos corpos de Lewy, o
marcador histopatolégico da DP, permanecia desconhecida. Em 1912, Friederich
Lewy havia descrito as inclusdes caracteristicas da DP, que posteriormente
receberam o nome em sua homenagem. Em 1960, a microscopia eletronica foi usada
para mostrar que tais inclusdes eram compostas de filamentos anormais'>. No ano de
1997, Spillantini et al. identificaram uma forte imunorreatividade dos corpos de
Lewy para a alfa-sinucleina, criando, desta forma, uma ligagdo com a descoberta
genética3 ¥ Assim sendo, foi determinado que a alfa-sinucleina era o principal
constituinte dos corpos de Lewy, tanto em casos genéticos como esporadicos da DP.
Foi a primeira prova inequivoca de que a genética tinha um papel valioso na DP, o
que contribuiu para estimular a pesquisa na drea™.

No entanto, ainda nio se definiu se os agregados de alfa-sinucleina t€ém um
papel causal direto na DP ou se apenas representam um marcador do processo

patogénico subjacente.
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*PARK?2 — Parkin

Um ano ap6s a descoberta das mutagdes no gene da alfa-sinucleina, mostrou-se
que mutacdes no gene parkin causavam uma forma autossdmica recessiva de DP.
PARK?2 ¢ a causa monogénica mais comum de parkinsonismo de inicio precoce —
responsével por cerca de metade dos casos de DP autossdmica recessiva de inicio
antes dos 40 anos’' — e deve-se a mutagcdes no Cromossomo 6.

Em 1998, Kitada et al. descreveram mutacdes neste novo gene da DP e
nomearam o produto da proteina “parkin”. Essas mutagdes estariam ligadas a doenca
de inicio precoce e neurodegeneracio na substdncia negra sem formacio de corpos
de Lewy44.

Em 2000, Shimura et al. verificaram que parkin é uma ubiquitina E3 ligase™
(isto é, tem a funcdo de conjugar a ubiquitina as proteinas para tornd-las alvo de
degradacdo’), o que implicou a disfuncdo do sistema ubiquitina-proteassomo na
patogénese da DP’!. A ubiquitina € um pequeno modificador que se liga a
determinadas proteinas, formando uma cadeia que se torna um sinal de degradacio,
indicando que tal proteina deve ser atacada pelo proteassomo, que por sua vez é
considerado a “lixeira” da célula® (Figura 1). Proteassomos sdo proteases cataliticas
e as principais enzimas responsdveis pela degradagdo de proteinas na célula.
Medeiam a remogdo de proteinas mutantes, mal dobradas, oxidadas e anormais; sua
inibicdo desencadeia acumulo e agregacdo de proteinas, formacdo de corpos de

. - . - .. . . . 46
inclusdo, interrupgdo de atividades inter e intracelulares e finalmente morte celular™.
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Figura 1. Representacio esquematica do sistema ubiqutina-proteassomo de
processamento de proteinas.

A maioria das mutac¢des no gene de parkin parece ocasionar alteracdes do tipo
“perda de fungﬁo”45: na presencga do defeito de parkin, a ubiquitinacio e conseqiiente
remo¢do de substratos ficam comprometidas, resultando em seu actimulo e
subseqiiente toxicidade. Estudos sugeriram também um papel potencial da parkin no

_— . . 13
estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial L
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O quadro clinico caracteristico de PARK?2 difere da DP classica por estar
associado a distonia, tipicamente no inicio da doenca, e apresentar caracteristicas
como hiperreflexia, progressdo mais lenta e complicagdes precoces do tratamento
com levodopa (maior susceptibilidade a discinesias e flutuagdes motoras)™.
Patologicamente a perda celular € restrita & parte compacta da substincia negra e
locus ceruleus e tipicamente ndo sdo observados corpos de Lewy. Os pacientes
portadores destas mutagdes carreiam delecdes ou mutacdes pontuais em vdrias partes

do gene parkin®.

*PARKS — UCH-L1

Outra mutacido familiar rara de DP afeta a ubiquitina carboxil-terminal
hidrolase-1 (UCH-L1), um componente do sistema ubiquitina-proteassomo da célula,
que degrada proteinas lesadas. Entre as funcdes ja registradas de UCH-L1 destaca-se
a atividade hidrolase, através da qual ocorre reciclagem das cadeias de ubiquitina de
polimeros para mondmeros apds a degradacdo pelo proteassomo, de forma que
possam interagir com outras proteinas. Além disso, a proteina apresenta atividade
ubiquitina ligase, ‘“ubiquitinando” a alfa-sinucleina, isto é, assinalando-a para
posterior degradagﬁo47.

A descoberta deste gene reforcou a relevincia do sistema ubiquitina-
proteassomo na patogénese da DP. UCH-L1 € uma enzima encontrada em todo o
cérebro, para a qual ja foi demonstrada imunorreatividade nos corpos de Lewy”. A

mutacdo foi identificada inicialmente em dois irmaos de uma familia alemd, com DP

tipica e padrido autossomico dominante de heranca. A forma mutante de UCH-L1
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exibe atividade enzimatica reduzida, resultando em alteragdo na remocdo de

, . . . . .. 43
proteinas indesejadas pelo sistema ubiquitina-proteassomo .

*PARKG6 — PINK1

PARKG6 foi descrito em trés grandes familias da Sicilia, Itdlia e Espanha. O
curso clinico é semelhante ao da DP idiopatica cldssica, com discinesias precoces,
mas boa resposta a levodopa3 o) gene correspondente a PARK6 é o PINK1 (PTEN-
induced putative kinase 1), que codifica uma quinase mitocondrial® e esta localizado

23
no brago curto do cromossomo 1

. Este gene parece proteger os neur6nios de
disfuncdo mitocondrial e apoptose induzidas por estresse; este efeito estaria

. ~ 48 - - .
suprimido no caso de mutacdo . Mutagdes de PINKI sdo a segunda causa mais

comum de DP de inicio precoce®. Especula-se que PINK1 exerga seu papel protetor

P . - . . . . L, . 43
através da fosforilacdo de certas subunidades enziméticas da cadeia respiratéria™.

*PARK7 — DJ1
A descoberta de PARK?7, localizado no gene DJ-1, ocorreu em 2003 por

Bonifati et al*

. Foi inicialmente identificado em duas familias consangiiineas com
DP de inicio precoce e heranca autossdmica recessiva em populacdes isoladas da
Holanda e da Sicilia®. O gene DJ-1 codifica uma proteina altamente conservada,
cuja funcdo permanece desconhecida, mas as evidéncias sugerem seu envolvimento
na resposta ao estresse oxidativo®. A redugdo da expressio de DJ-1 resulta em

inibicdo do proteassomo e susceptibilidade ao estresse oxidativo, levando a uma

ey eqe . . . . 13
sensibilidade seletiva a toxinas amblentals, como rotenona -, um agente que
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sabidamente pode ocasionar um quadro de parkinsonismo. A DJ-1 parece estar
envolvida também na regulacio da transcri¢io™.

O fendtipo clinico de DJ-1 € semelhante ao de parkin, com idade de inicio
precoce, boa resposta a levodopa e progressao relativamente lenta. A patologia ainda
¢ desconhecida’'??, Blefaroespasmo e distonia de membro inferior, assim como
distirbios psiquidtricos precoces, ja foram descritos nos pacientes com esta
mutagﬁoSO.

PARKT parece ser uma causa rara de DP, determinando principalmente doenca
de inicio precoce (antes de 40 anos), com prevaléncia neste grupo de cercade 1 a 2%

35
dos casos™.

*PARKS — LRRK2

A mutacdo correspondente a PARKS foi identificada no gene LRRK?2 (leucine-
rich repeat kinase 2) em 2004 por dois grupos independentes de pesquisadores que
observaram que o gene estava ligado ao cromossomo 12°!. PARKS parece explicar
0,5 a 2% dos casos de DP esporddica e 5% dos casos de parkinsonismo familiar,
representando a causa genética mais comum de casos familiares e esporddicos de
DP™. A mutacdo G2019S € a mais comum e tem penetrancia varidvel ™.

Postula-se que LRRK?2 seja membro da familia de proteinas quinases13 , que sao
responsaveis pela regulacio da maioria das vias celulares, especialmente aquelas
relacionadas a transducdo de sinal. As mutacdes no gene aumentam sua atividade
quinase. LRRK?2 reside na membrana mitocondrial externa, de forma semelhante a

. 52 . o
parkin’. Devido ao tremor observado na DP e porque uma parte das familias com
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PARKS eram de ascendéncia basca, a proteina codificada pelo gene LRRK2 foi
denominada dardarina, derivada da palavra basca “dardara”, que significa tremor™~*,

LRRK?2 parece ser central na etiologia de varias doengas neurodegenerativas,
incluindo sinucleinopatias e taupatias. Potencialmente, LRRK2 pode ser responsavel
pela fosforilagdo tanto da alfa-sinucleina como da proteina tau; sua atividade quinase
pode ser um evento chave no acimulo e agregacdo destas proteinas nos neurdnios em
degeneragﬁo41. Acredita-se que LRRK?2 tenha um papel também na integracdo do
trafego celular e sinalizagdao intracelular”®, além de respostas do citoesqueleto a
estimulos externos.

A mutagdo de PARKS8 pode resultar em uma doenga de inicio tardio,
dificultando o reconhecimento de formas familiares, j4 que os carreadores da
mutacdo podem morrer antes de manifestar sinais e sintomas de DP ou antes de
serem devidamente diagnosticados. Em geral, os pacientes tém caracteristicas tipicas
de DP, com inicio assimétrico de tremor, bradicinesia e rigidez43. A idade média de

inicio é em torno de 65 anos e o curso é benigno, com resposta excelente a doses

baixas de levodopa.

2.5.Fisiopatologia da DP: visdo atual

Apesar de ainda ndo se ter pleno conhecimento dos processos que ocasionam o
desenvolvimento de DP, muito se avangou neste sentido nos dltimos anos. A partir
das descobertas genéticas, estudos epidemioldgicos, investigacdes neuropatoldgicas e
de modelos experimentais mais fidedignos, atualmente acredita-se que a DP decorra
de alteracdes mitocondriais, na via de processamento de proteinas pelo sistema

ubiquitina-proteassomo (a agregacdo de proteinas é uma caracteristica patoldgica
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consistente de doengas neurodegenerativas e seu dobramento é fundamental para a
funcio normal das mesmas™) e de estresse oxidativo®™, que culminam com a
agregacdo e deposito de alfa-sinucleina nos corpos de Lewy. Spillantini et al.
descreveram em 1997 que os corpos de Lewy se coravam fortemente com anticorpos
para alfa-sinucleina, concluindo que a mesma devia ser o principal componente dos
corpos de Lewy na DP*®. O valor desta descoberta foi fornecer uma base para o
desenvolvimento de um programa para identificar novas drogas que possam
modificar o curso da DP.

A hipotese fisiopatoldgica vigente para explicar a DP baseia-se no papel
atribuido as proteinas que foram ligadas a parkinsonismo por estudos genéticos até o
momento: dindmica de lipideos e vesiculas (alfa-sinucleina), sistema ubiquitina-
proteassomo (parkin e UCH-L1), sinalizacdo de quinases (dardarina) e estresse
oxidativo e fun¢do mitocondrial (DJ1, PINK1). Evidentemente estas fungdes diversas
devem se sobrepor, j4 que todas elas convergem para a morte de neurdnios
dopaminérgicos, que caracteriza a DP. LRRK2 e PINKI codificam proteinas
quinases, que por sua vez podem integrar uma cascata de mensageiro secundario que
influencia a fosforilagdo de proteinas que se acumulam no estdgio final da doenc;a13 .
Tanto mutagdes no gene de parkin, através da perda de fungdo, como de DJ1, que
pode funcionar como uma chaperona (isto €, uma proteina cuja funcéo é auxiliar
outras proteinas a assumirem a conformacdo apropriada), possivelmente
comprometem a capacidade da célula de lidar com a disfungio do proteassomo™.

O papel da alfa-sinucleina na DP foi refor¢ado pela descoberta de mutacdes no
seu gene como causa de DP hereditdrio autossémico dominante®. Tanto nas formas

esporddica como familiar da DP, a alfa-sinucleina é o principal componente
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estrutural dos corpos de Lewy e neuritos de Lewy'. Os neuritos de Lewy
correspondem a neuritos anormais que contém filamentos semelhantes aqueles
encontrados nos corpos de Lewy’. Conforme mencionado anteriormente, o
marcador patolégico da DP sdo os corpos de Lewy, que consistem em inclusdes
citoplasmadticas eosinofilicas arredondadas compostas de um centro menos definido
de alfa-sinucleina (principal componente) agregada e outras proteinas, rodeado por
fibrilas radiadas’, encontradas em todas as regides cerebrais afetadas pela doenca’.
Ainda que estejam notadamente ausentes na maioria dos casos de PARK2 (tendo
sido sugerido entdo que a funcdo de parkin possa ser promover a formacio de
inclusdes nos corpos de Lewy’®), parecem representar o ponto final comum de
diferentes vias que levam a degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos. Nos estigios
precoces da doenga, os corpos de Lewy inicialmente se desenvolvem no bulbo e
tronco cerebral inferior; nos estagios intermedidrios sdo encontrados no prosencéfalo

57,58 .
=%, Os mecanismos

basal e nos casos mais avangados podem aparecer no neocortex
implicados até o momento na fisiopatologia da DP envolvem diferentes processos
celulares, mas as evidéncias sugerem que ocorra uma interagdo entre eles,
desencadeando uma sindrome neuroldgica comum.

Uma questdo fundamental para a patogénese da DP parece envolver uma falha
na conformagdo de proteinas e uma deficiéncia na correcdo destas proteinas
aberrantes. Existem duas vias de degradacdo protéica nas células: as chaperonas e o
sistema ubiquitina-proteassomo’®. Ambas sdo responsdveis pela identificacdo,
seqiiestro e eliminacdo de proteinas cujo dobramento (que define sua conformacio)

seja inadequado. As chaperonas se ligam a tais proteinas, que sdo conseqiientemente

degradadas por lisossomos, organelas celulares que contém enzimas para digestao de
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macromoléculas, e proteassomo. Ja o sistema ubiquitina-proteassomo representa a
principal rota ndo-lisossomal de degradacdo destas proteinas lesadas. Nessa via
(Figura 1), o processo se inicia com a ubiquitinagdo, através da enzima ativadora de
ubiquitina E1, que transfere a ubiquitina ativada para a enzima conjugadora de
proteina E2, que, por sua vez, com o auxilio da enzima ligadora de ubiquitina E3,
transfere a ubiquitina ativada, tornando as proteinas mal dobradas alvos para
degradacdo posteriorsg. As proteinas marcadas pela ubiquitina sofrem degradacio
proteolitica através do complexo enzimatico chamado proteassomo.

Construindo um paralelo com as descobertas genéticas, sabe-se que parkin €
uma ubiquitina E3 ligase e que UCH-L1 recicla as moléculas usadas de ubiquitina,
portanto mutagdes nestes genes interferem no funcionamento normal do processo
descrito, levando a um acimulo de proteinas indesejadas.

Acredita-se que na DP, devido a uma disfun¢do do sistema ubiquitina-
proteassomo, hipétese favorecida pela descoberta das mutagdes PARK2 e PARKS,
ocorra uma remogdo inadequada da alfa-sinucleina, conseqiientemente observando-
se sua presenga nos corpos de Lewy. O actimulo de alfa-sinucleina anormal (sob a
forma de oligdmeros e protofibrilas), decorrente de uma falha de ubiquitinacdo, por
sua vez inibe o proteassomo em sua funcdo ubiquitina-dependente através de agdo
direta™.

A mutacdo no gene da alfa-sinucleina (PARKI1) estd associada a um ganho
téxico de fun¢do’’ e aumenta a propensdo da proteina a se polimerizar anormalmente
em filamentos, formando protofibrilas, que entdo se agregam e se depositam nos
corpos de Lewy. O neurdnio pode reagir ao aumento do acimulo citoplasmatico do

mondmero alfa-sinucleina degradando-a rapidamente através do sistema ubiquitina-
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proteassomo e/ou vias endossomais/lisossomais ou direcionando a formacio e
agregacdo de fibrilas de maior peso molecular. Os neurdénios dopaminérgicos sdo
seletivamente vulneraveis a toxicidade pela alfa-sinucleina®. Ainda se discute se o
seqiiestro das protofibrilas nos agregados seria uma forma de a célula se defender da

sua toxicidade'>*’

, porém algumas evidéncias sugerem o contrdrio, isto é, que os
corpos de Lewy seriam tdéxicos por si s6. Por exemplo, hd uma correlag@o entre a
quantidade de corpos de Lewy e a gravidade da doenga. Além disso, os agregados de
alfa-sinucleina podem preencher grande parte do citoplasma das células afetadas,
dificultando o transito celular’’. Outros autores, como McNaught46, defendem que a
formagdo dos corpos de Lewy seria uma resposta protetora, mais do que
simplesmente um epifendmeno. Acredita-se que a alfa-sinucleina possa ter um papel
na plasticidade sindptica e na modulacdo da neurotransmissio dopaminérgica®. A
alfa-sinucleina sob a forma de protofibrilas poderia permeabilizar membranas
celulares através da formagdo de poros, alterando o ambiente intracelular e
predispondo estas células & apoptose. A permeabilizacdo das vesiculas sindpticas
permitiria que a dopamina vazasse no citoplasma e entdio participasse de reagdes que
geram estresse oxidativo’, outro processo associado ao desenvolvimento de DP.
Como se atribui a alfa-sinucleina funcdo de regulacdo da formacgdo de vesiculas
sindpticas, mutagdes na alfa-sinucleina também podem resultar em menor nimero de
vesiculas disponiveis para o armazenamento de dopamina, levando a um acimulo de
dopamina no citoplasma e subseqiiente aumento dos niveis de estresse oxidativo™.

A alfa-sinucleina interage com 4acidos graxos poliinsaturados in vivo para

promover a formacdo de oligdmeros altamente soliveis que precedem os agregados

insoliveis de alfa-sinucleina associados a neurodegeneragﬁoﬁo. O equilibrio entre a
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alfa-sinucleina associada a lipideos e a proteina no citoplasma parece fornecer uma
ligacdo entre os mecanismos de producdo de dopamina e empacotamento e dindmica
de vesiculas. A alteragio na liberagdo de neurotransmissores e seu acumulo no
citossol podem levar & formacdo de espécies reativas de 0xigéniol3.

O estresse oxidativo é uma condi¢do deletéria que resulta da supressdo
insuficiente de espécies reativas de oxigénio, que sdo geradas por uma série de
reacdes bioquimicas. Normalmente estas espécies s@o eliminadas por sistemas
antioxidantes intracelulares, que podem ser alterados em algumas doengassg. A
participacdo do estresse oxidativo na patogé€nese da DP, assim como da disfuncdo
mitocondrial, € sugerida por: localizacio de PINK1 (PARK6) e DJ1 (PARK7) na
mitocondria, desenvolvimento de parkinsonismo por inibidores do complexo I da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (como rotenona e MPTP) e o achado
consistente em estudos pés-mortem de pacientes com DP de deficiéncia do complexo
1'%' Quando a atividade do complexo I mitocondrial encontra-se deficiente, a
formacdo de ATP é reduzida, levando a despolarizacdo da membrana®®. Este
processo favorece a formagdo de espécies reativas de oxigénio e torna os neurdnios
mais suscetiveis a excitoxicidade pelo glutamato3 0

O préprio metabolismo da dopamina pode levar a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, expondo particularmente os neurdnios dopaminérgicos
nigrais”, e o estresse oxidativo resultante pode, além de exercer efeitos sobre a
integridade celular, promover o dobramento inadequado de proteinas e exacerbar a
agregacdo de alfa-sinucleina no citoplasma. A inibi¢do do complexo I também pode
afetar o sistema ubiqutina-proteassomo, aparentemente por gerar espécies reativas de

oxigénio que causam dano oxidativo a proteinas, talvez incluindo componentes do
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proteassomo’’. O estresse oxidativo também potencializa a agregacdo e a toxicidade
da alfa-sinucleina'®, especialmente na presenca de dopamina®’,

Em resumo, os inibidores de proteassomo lesam a mitocondria e as toxinas
mitocondriais levam a lesdo do proteassomo, diretamente ou reduzindo o ATP
necessério para a fun¢do normal do sistema ubiquitina-proteassomo. Tanto disfuncdo
mitocondrial como do sistema ubiquitina-proteassomo podem levar a ou ser causados

por estresse oxidativo™. (Figura 2)

Disfungéio mitocondrial

Disfungdio do sistema
ubiquitina-proteassomo

Estresse oxidativo

Figura 2. Inter-relac@o entre os processos celulares associados a patogénese da DP.

2.6.Doenca de Gaucher

Antes de passar a discussdo do projeto de pesquisa, que descreve a associacio
da DP com mutacdes proprias da doenca de Gaucher (DG), é vilido mencionar de
forma resumida do que se trata a DG. A associagfo, entre doencas aparentemente tao
dispares, fornece um exemplo de heterozigose para uma doenca mendeliana agindo

. 61
como fator de risco para uma doenca complexa’ .
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2.6.a.Historico, definicdo e genética

Em 1882, Phillipe Charles Ernest Gaucher, um médico francés, descreveu uma
nova doenca em uma paciente de 32 anos com hepatoesplenomegalia, no que veio a
ser sua tese de doutorado. Esta condi¢ao foi chamada por Brill de doenga de Gaucher
em 1905. A ocorréncia familiar da doenca ja havia sido reconhecida em 1901, porém
o padrdo de heranca foi esclarecido somente vérios anos depoisﬁz.

Em 1934, Aghion relatou que pacientes com a doenca apresentavam actimulo
de um esfingoglicolipideo denominado glicocerebrosideo. Em 1964, Brady
demonstrou que este acimulo resultava da deficiéncia de uma enzima — a
glicocerebrosidase®.

A DG € o mais comum dos distirbios hereditarios de depésito lisossomal, com
uma prevaléncia estimada de 1:57.000 nascidos vivos na populacio geral®. Os
lisossomos sdo vesiculas intracitoplasmaticas que contém uma variedade de enzimas
de degradacdo que -catabolisam substratos complexos, como esfingolipideos,
gangliosideos, cerebrosideos, sulfatideos, mucopolissacarideos e glicoprotel’nas“.

A DG é determinada geneticamente por varias mutagdes no gene da enzima [3-
glicosidase (glicocerebrosidase), localizado no cromossomo 1°°. Como resultado da
mutacgdo, ocorre reducdo da atividade da enzima, que € responsavel pela catalisacdo
da clivagem hidrolitica da glicose a partir do glicocerebrosideo, com conseqiiente
acimulo do glicolipideo glicocerebrosideo nas células do sistema monocitdrio®”’
(Figura 3). Esse processo pode levar a hepatoesplenomegalia, doenca Ossea,
envolvimento pulmonar e pancitopenia®. O limiar critico abaixo do qual a atividade

enzimdtica baixa leva ao acimulo de glicocerebrosideos é estimado em 11 a 15%.
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O gene da DG foi mapeado no cromossomo 1g21 e até o momento mais de 200
alelos mutantes ja foram identificados’’. As mutacdes mais fregiientes sdo
[c.1226A>G;N370S] e [c.1448T>C;L444P], aqui denominadas N370S e L444P,
respectivamente. A andlise da mutag¢do tem valor preditivo considerdvel no que diz
respeito ao progndstico, apesar de ndo ser absoluto. A mutacdo L444P deriva da
seqiiéncia do pseudogene, adjacente ao gene da GBA, que compartilha 96% de
homologia da seqiiéncia e dificulta as estratégias de detec¢do de mutag§1071.

Foram descritos trés fendtipos principais na DG, detalhados a seguir.
Heterogeneidade foi observada em todos os trés fenétipos, particularmente no tipo 1.
A mutacdo mais comum no tipo 1, N370S, leva a um menor envolvimento do
sistema nervoso central, mesmo na forma heterozigética®. A mutacio grave L444P ¢
a mais freqiiente na popula¢do ndo-Ashkenazi de DG’* (judeus Ashkenazi sdo
aqueles descendentes de comunidades judaicas da Alemanha, Poldnia, Austria e
Leste Europeu e representam cerca de 80% do total da populacdo judaica mundial
atualmente). A classificacdo dos pacientes pela identificacdo de mutacdes especificas
¢ a mais promissora: homozigose para N370S invariavelmente prediz o tipo 1,
enquanto homozigose para L444P geralmente indica o tipo 3 da doen(;a73 .

Os heterozigotos sdo sempre assintomdticos para DG. Na auséncia da enzima,
seus substratos, glicocerebrosideo e glicosilesfingosina, derivados da fagocitose de

s s s s 74 . , .
hemacias e leucdcitos senescentes’ ', se acumulam no sistema reticulo-endotelial.

2.6.b.Classificagdo
A DG ¢ classicamente dividida em trés subtipos, de acordo com a presenga ou

ndo de quadro neurolégico e a progressio dos sinais clinicos em
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desenvolvimento75(Tabela 2). Ja foi descrito, entretanto, um fendtipo intermediario
entre os tipos 2 e 3’°, sugerindo que a DG compreende um continuum de fenétipos,
muitos dos quais ndo podem ser definidos dentro da classificagdo nos trés tipos
classicos. A classificacdo de pacientes com DG em subtipos é importante para

avaliac@o de progndstico e resposta ao tratamento .

Gal-GalNac
N
Gal-Gli-Cer
N
NANA
Gal A/i B-galactosidase
GAINac
N
Gal-Gli-Cer
\NAN A GAINac-Gal-Gal-Gli-Cer
GAINacA/i B-hexosaminidase GAINacA/l B-hexosaminidase A e B
NANA-Gal-Gli-Cer Gal-Gal-Gli-Cer
neuraminidase a-galactosidase
Gal-Gli-Cer
Gal A/l glicocerebrosidase
Gli-Cer
SO3H, Gal Gli B-glicosidase Colina-P
SOsH-GaI-CerL»GaI-Ceé _ILd’ Ceramida « " \ ; Fosforilcolina-Cer
; -galactosidase esfingomielinase
Arilsulfatase A Acido graxo 4/i ceramidase
esfingosina

Figura 3. Via do metabolismo lipidico, ressaltando a etapa da enzima deficiente
na DG. Cer:ceramida; Gli:glicose; Gal:galactose; GAINac:N-

acetilgalactosamina; NANA:4cido N-acetilneuraminico.
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Os trés grupos clinicos de DG t€m transmissdo autossOmica recessiva e
apresentam como caracteristicas comuns: hepatoesplenomegalia, hiperesplenismo,
células de Gaucher na medula 6ssea e niveis reduzidos de glicocerebrosidase nos
6rgdos e tecidos™. Recebem a denominagdo de “células de Gaucher” macréfagos
com aparéncia caracteristica devido ao acumulo de glicocerebrosideos nos
lisossomos, com deslocamento do nidcleo e citoplasma, com aspecto de ‘“papel

amassado”®'.

Trombocitopenia ¢é a alteragdo de sangue periférico mais
freqiientemente observada. Esplenomegalia estd presente em quase todos os
pacientes, podendo o baco atingir dimensdes significativas. O envolvimento da
medula 6ssea resulta do actimulo de células de Gaucher, comprometimento vascular,
infarto e cicatrizacdo. Como conseqiiéncia deste comprometimento, a alteracdo mais

z

freqiiente € a reducdo da massa dssea ou osteoporose. Envolvimento cardiaco ou

7z

pulmonar é raro, mas quando presente, indica mau progndstico®®. Geralmente a
doenca dssea € responsdvel pela maior morbidade e limitacdo funcional a longo
prazo’’. Os aspectos neuroldgicos da DG, presentes nos tipos 2 e 3 da doenca,
englobam um amplo espectro de manifestacdes clinicas (epilepsia, retardo mental,
sinais piramidais, etc.) e se originam de disfun¢do neuronal, mais provavelmente
causada por acimulo de glicocerebrosideos em neurdnios’®.

A DG tipo 1 é a mais comum, com distribuicdo pan-étnica, porém com
predile¢do por judeus Ashkenazi, nos quais a taxa de carreador chega a 1:17"°.
Aproximadamente 95% dos pacientes com DG sio classificados como tipo 1°% J4 os
tipos 2 (infantil, neuronopatica aguda) e 3 (juvenil, neuronopdtica subaguda) sdo
raros e pan-étnicos . Existe registro de incidéncia maior da DG tipo 3 na Suécia, em

Norrbotten®’.
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A DG tipo 1 (do adulto) tem um curso clinico cronicamente progressivo e até
recentemente era considerada nao-neuronopdtica. O quadro clinico caracteriza-se
pelo envolvimento essencialmente de 6rgdos periféricos. O inicio da doenga pode
ocorrer em qualquer idade, tanto em criangcas como em individuos mais velhos. O
curso € varidvel, com aceleracdes subitas em qualquer faixa etdria. A apresentacdo
no tipo 1 é inconstante: mesmo entre membros de uma familia com o mesmo

gendtipo, a gravidade da doenca pode variar.

Caracteristicas clinicas Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

Idade de inicio Infancia/Vida adulta | <6 meses Infancia

Esplenomegalia Presente Presente Presente

Hepatomegalia Presente Presente Presente

Doenca esquelética Ausente ou presente | Ausente Presente

Doenca primaria do Ausente Presente Presente

joenca p (1* a 5* décadas)

sistema nervoso central

Sobrevida 6 a 80 ou+ anos ~2 anos 2 a 60 anos
Pan-étnico . Pan-étnico

i 3 . Pan-étnico ‘o
Etnia/Grupo demografico Judeus Ashkenazi Norrbotten (Suécia)

Tabela 2 — Formas clinicas da doenca de Gaucher

Quase todos os pacientes afetados pela DG apresentam lesdes 0sseas ao longo
da evolugdo da doenca. Pode ocorrer alargamento 6sseo associado a afilamento da
cortical, abaulando o contorno ésseo e gerando uma imagem radiografica classica no
fémur distal, denominada deformidade de Erlenmeyergl. Crises de dor 6ssea ocorrem

em até 20 a 40% dos pacientesﬁz. A presenca da mutagdo mais comum, N370S, em
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um alelo parece ser protetora para o desenvolvimento de formas neuronopaticas da
DG e, de fato, o gendtipo N370S/N370S € o mais comum entre pacientes com o tipo
1 da doenga. Somente pacientes pertencentes a categoria do tipo 1 sobrevivem além
da terceira década de vida.

A DG tipo 2, uma forma neuronopética aguda rara, ¢ uma doenga neuroldgica
rapidamente fatal. Inicia-se geralmente antes de 6 meses de idade e costuma levar ao
6bito ao redor dos 2 anos. Caracteriza-se por um abdome protuberante,
hepatoesplenomegalia e inicio das manifestagdes neuroldgicas por volta de 6 meses
de idade e mais raramente pouco apds o nascimento. O quadro neuroldgico,
exuberante, envolve regressio do desenvolvimento psicomotor, hipertonia,
estrabismo, estridor e hiperextensdo da cabeca, que contribui para a morte (por
pneumonia aspirativa, na maioria dos casos) antes de 2 anos de idade™®2, Trismo,
paralisia ocular, disfagia, estridor laringeo, hiperreflexia, resposta plantar em
extensdo, convulsdes e perda sensitiva sdo manifestacdes menos comuns. A
sobrevida média é em torno de 9 meses®.

A DG tipo 3 (juvenil) consiste em uma forma neuronopdtica cronica; é uma
doenca neuroldgica progressiva de inicio mais tardio que o tipo 2, levando ao ébito
geralmente na segunda ou terceira décadas de vida. Nestes casos, o envolvimento
neurolégico caracteriza-se pelo inicio, na primeira ou segunda décadas de vida, de
deterioragdo mental, convulsdes, distirbios de comportamento, tremor, alteragdo da
coordenagdo, paralisia dos movimentos extraoculares e hipertonia®. A principal
manifestagcdo no sistema nervoso central na DG tipo 3 é a paresia do olhar horizontal.

Pode haver também paralisia do olhar vertical e epilepsia mioclonica®.
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2.6.c.Diagndstico

A DG caracteriza-se pela presenca em vérios tecidos das células de Gaucher,
que sdo preenchidas por lipideos e apresentam aparéncia tipica. Além das células de
Gaucher, as alteragcdes histologicas mais precoces observadas sdo a presenga de
fibras reticulares, levando a fibrose nas visceras acometidas.

Leucdcitos do sangue periférico normalmente apresentam intensa atividade da
glicocerebrosidase, porém na DG sua capacidade de clivar glicosilceramida esta
significativamente reduzida. O paciente tipico com DG tipo 1 apresenta atividade
enzimatica de 10 a 30% do normal’’. Todos os pacientes vivos com DG exibem
alguma atividade residual da enzima®. A demonstracio da deficiéncia enzimatica
permanece como padrdo-ouro para estabelecer o diagndstico de DG™. No entanto,
ndo é possivel prever o curso clinico da doenca a partir da medida da atividade
residual da glicocerebrosidase’”.

A tecnologia baseada na identificacgio de mutacdes no gene da
glicocerebrosidase tem vantagens sobre o diagndstico enzimatico, ji que os
resultados sdo qualitativos. Ela fornece um guia util para a classificagdo fenotipica
precocemente no curso da doenga67. A mutacdo N370S é responsdvel por 80 a 90%
dos alelos produtores da doenca em judeus Ashkenazi. Entre ndo-judeus, as mutagdes
L444P e N370S representam 70% dos alelos mutantes. Pacientes homozigotos para
L444P parecem ter doenca visceral grave e geralmente desenvolvem doenca
neuroldgica.

Tradicionalmente, a fonte de DNA para andlise do gene era a coleta de sangue
e posterior exame de leucdcitos fracionados, mas este método apresenta algumas

desvantagens, como desconforto para o paciente, risco de exposi¢do a patdogenos,
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custo e necessidade de manipulagio de liquidos. Como alternativa, progressivamente
mais utilizada em estudos genéticos, existe a op¢do de coleta de DNA da mucosa da
boca — método escolhido neste estudo, como sera comentado adiante. O DNA desta
fonte tem boa relacdo custo-beneficio em estudos de larga escala e fornece
quantidade e qualidade suficientes de DNA para genotipagem. Além disso, é
simples, as células obtidas sdo estdveis e permite reprodutibilidade da amplificagdo
através de PCR, tornando o método confidvel®.

Ao se estudarem as mutacdes da GBA, é necessdrio o cuidado adicional de
discriminar mutacdes provenientes de recombinagio entre o gene da
glicocerebrosidase e seu pseudogene.

O pseudogene da GBA ¢ uma duplicata ndo funcional do gene responsdvel pela
DG (GBA), com o qual tem alta homologia e pode se combinar, formando alelos
complexos. As variantes do pseudogene da GBA podem ser confundidas com
mutagdes da GBAY". Os chamados rearranjos complexos na DG incluem os produtos
génicos resultantes da combinagdo das seqiiéncias de DNA da GBA e seu
pseudogene: esses alelos sdo chamados alelos complexos, pseudopadrio, “rec” (de
“recombinante”) ou alelos de fusdo. Podem surgir por crossover reciproco, em que o
gene de um alelo se alinha com a seqiiéncia do pseudogene no outro alelo,
freqiientemente em regides com alta homologia; originando um alelo de fusao;
crossover intramolecular entre o gene e o pseudogene N0 mMesmo Cromossomo e
através de conversdo genética, uma mudanca de seqii€ncia ndo-reciproca entre
seqiiéncias alélicas ou ndo. Dessa forma, recomenda-se que o DNA de todos os
pacientes carreadores de uma mutagdo pontual derivada de pseudogene seja

examinado para a presenca de um alelo recombinante da GBA®'. As recombinacoes
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do gene da glicocerebrosidase com o pseudogene podem complicar a genotipagem de
pacientes com DG e contribuir para a dificuldade na interpretagdo das correlagdes
genGtipo-fendtipo nesta doenga™

Virios alelos com mutacdes miultiplas foram identificados como sendo
derivados de rearranjos entre o gene estrutural e o pseudogene da GBA'. E326K ¢é
um modificador de fendtipo associado a L444P em vdrios pacientes com DG. A
mutagdo E326K j4 foi identificada em pacientes com DG dos tipos 1, 2 e 3. No
entanto, em todos os casos, foi encontrada no mesmo alelo em que outra mutacao da
glicocerebrosidase, sugerindo que esta mutagdo deve ser considerada uma variante
modificadora, que pode ser ndo patogé€nica ou ser levemente patogé€nica por si so,
mas que tem um efeito aditivo sobre outra mutacdo, tornando-a patogé€nica e
diminuindo ainda mais a atividade enzimatica®"".

V460V, por sua vez, faz parte de um grupo de mutagdes resultantes da
recombinacdo homologa entre o gene e o pseudogene da glicocerebrosidase. O efeito
fenotipico do alelo L444P + V460V € provavelmente idéntico aquele com a mutacio
L444P isolada, uma vez que V460V ndo muda a seqii€éncia de aminoécidos.

Além das técnicas especificas mencionadas, os seguintes exames
complementares podem auxiliar no diagndstico da DG, mostrando alteragcdes
sugestivas da mesma: hemograma, ultra-sonografia de abdome, radiografia de térax e

de ossos e densitometria ossea.

2.6.d.Tratamento
A DG é um paradigma para a intervencio terapéutica na genética médica’*

devido a existéncia de uma terapia de reposi¢do enzimdtica eficaz’’. Esse tratamento
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faz com que a DG tenha uma importancia econdmica significativa, apesar de sua
baixa incidéncia. A terapia de reposi¢do enzimdtica para a DG foi aprovada pelo
FDA (Food and Drug Administration) em 199197,

O tratamento da DG classicamente incluia hidratacdo e analgesia para crises de
dor 6ssea; esplenectomia (eficaz para a trombocitopenia e anemia e também indicada
na esplenomegalia acentuada), procedimentos ortopédicos, como artroplastia92 e
transplante de medula dssea (indicado em casos especificos e limitado pelas
complicagdes préprias do procedimento), porém atualmente o tratamento de escolha
¢ a terapia de reposi¢do enzimatica.

A deficiéncia de glicocerebrosidase foi identificada como a causa da DG em
1965. Christian de Duve descobriu os lisossomos — organelas subcelulares — e foi o
primeiro a sugerir que a terapia de reposicdo enzimadtica poderia ser util nestas
doengasgl.

A terapia de reposi¢do enzimdtica € de alto custo — 40 a 320 mil délares por
ano’' — mas extremamente eficaz para as manifestagcdes sistémicas dos pacientes com
DG, nao conseguindo, no entanto, reverter os déficits neuroldgicos nos tipos 2 e 3 da
doenga74. Utiliza enzima derivada da placenta (alglucerase — a glicocerebrosidase
estd presente no tecido placentério e foi inicialmente purificada a partir desta fonte®")
ou produto recombinante (imiglucerase), que apresentam eficicia clinica e efeitos
adversos semelhantes, em infusdes intravenosas periddicas, com uma dose média de
60U/kg a cada 2 semanas® . Deve ser empregada de forma continua.

A regressdo da organomegalia geralmente ocorre dentro dos primeiros 6 meses

de tratamento, enquanto a regressao das alteracdes ¢sseas se da de forma muito mais

lenta®. A terapia de reposi¢cdo enzimdtica impede a progressdo das manifestagdes da
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DG e melhora a anemia, trombocitopenia, organomegalia e dor dssea associadas a
doenga%.

Atualmente mais de 4300 pacientes no mundo todo recebem terapia de
reposi¢ao enzimdtica para DG*.

Na DG tipo 3, a terapia de reposicdo enzimdtica é muito eficaz em relagio ao
controle das manifestacdes sistémicas da doenga, mas a melhora do movimento
ocular e da epilepsia ndo foi descrita de forma convincente. Esta deficiéncia do
tratamento estimulou a pesquisa de reposicdo enzimdtica com uma
glicocerebrosidase recombinante com alvo no macrdfago, associada a administracio
oral de uma substancia (miglustat), que bloqueia a enzima glicosilceramida sintase,
responsavel pela primeira etapa da biossintese da maioria dos glicoesfingolipideos.
Essa abordagem é chamada de terapia de reducfo de substrato e espera-se que seja
capaz de atravessar a barreira hemato-encefdlica para inibir a biossintese de
quantidades toxicas de glicocerebrosideo no sistema nervoso central e proporcionar
beneficio clinico™. Ela é um meio de reduzir o acimulo de glicocerebrosideo através
da limitagdo da quantidade de precursor sintetizado para um nivel que possa ser

removido pela enzima afetada com a sua atividade hidrolitica residual.

2.7. Associagdo entre DP e DG

Apesar de a DG tipo 1 ser classicamente definida como nao-neuronopdtica,
relatos de literatura datados até de 1942 descreviam casos isolados de pacientes que
desenvolveram  quadro  neuroldgico, caracteristicamente uma  sindrome
parkinsoniana. Na DG juvenil, distirbios do movimento sido freqiientemente

encontrados®’, porém atualmente existe crescente evidéncia de que acometimento
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neurolégico, especialmente parkinsonismo, pode ocorrer como uma complicacio
tardia também do tipo 1 da DG.

A curiosidade do achado levou pesquisadores a cogitar se, de alguma forma,
pacientes com DP teriam alteragdes da GBA. O estudo pioneiro de Lwin et al.”
demonstrou, através da andlise de amostras de cérebros de pacientes com o
diagnéstico de DP, uma propor¢do significativamente alta de individuos com
mutacdo no gene da glicocerebrosidase. O achado surpreendente gerou um
burburinho na comunidade cientifica sobre a possivel confirmacido deste dado em
outros grupos de pacientes e o significado do mesmo. Até entdo, portadores

heterozigotos de mutacdes da GBA eram considerados isentos de quaisquer

manifestacdes clinicas, ja que a DG € autossoOmica recessiva.

2.7.a.Parkinsonismo em pacientes com DG — Literatura mundial
A associagdo incidental de DP e DG no mesmo paciente foi descrita pela

6479959 “incluindo um do nosso

primeira vez em 1939%* ¢ virios relatos se seguiram
grup097, mostrando que parkinsonismo pode se desenvolver em pacientes com DG
do tipo 1 ao longo do curso de sua doenga e pode até mesmo preceder o diagndstico
de DG (como no exemplo do paciente de 51 anos descrito por Machaczka et al. em
1999, no qual a sindrome parkinsoniana precedeu em 12 anos a manifestacdo da
DG”). Muitos destes casos apresentavam caracteristicas que ndo seriam esperadas na
DP classica, como inicio mais precoce e resposta insatisfatoria a levodopa a longo
prazo.

Os primeiros relatos da associa¢do nio receberam muita atencdo, pois a DP,

como uma doenga relativamente prevalente, poderia acometer ao acaso pacientes
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com DG, mas a multiplicacdo do nimero de pacientes nos quais ambas as doencas
incidiam levou os pesquisadores a se deter sobre a questdo”’".

Um dos primeiros relatos de sintomas neurolégicos sob a forma de sindrome
parkinsoniana na DG tipo 1 foi de autoria de Davidson em 1942 — um homem de 26
anos com DG tipo 1 que desenvolveu imobilidade facial ™. Depois dele, outras
descri¢des mencionando a coexisténcia incidental entre DG e DP se seguiram,
inicialmente de forma episddica e, mais consistentemente, nas décadas de 80 e 90.

Em 1985 McKeran et al. relataram o caso de uma paciente de 55 anos, com DG
tipo 1 diagnosticada aos 7 anos, que evoluiu tardiamente, aos 45 anos, com uma
sindrome extrapiramidal, caracterizada por um quadro rigido-acinético sem tremor,
inicialmente responsivo 2 levodopa®.

No estudo realizado por Neudorfer et al., publicado em 1996, foram descritos 6
pacientes com DG e parkinsonismo”. A idade média de inicio da sindrome
parkinsoniana foi de 48,8 anos (contrastando com a idade média de 61,4 anos de
inicio da DP em uma amostra da mesma populacdo sem DG) e as manifestacdes mais
comuns foram tremor, rigidez, bradicinesia, hipomimia e fala mondtona. Quatro
pacientes permaneceram em seguimento e observou-se serem refratarios a levodopa.
Dois pacientes foram submetidos a talamotomia estereotdxica para alivio dos
sintomas neuroldgicos, com resposta apenas parcial.

Em 2003, Bembi et al. descreveram 4 pacientes com DG tipo 1 e sintomas
parkinsonianos: 3 mulheres e 1 homem, com idade média de 61,7 anos, idade média
de inicio de 50,2 anos e duracio média da doenca de 7,25 anos®. Dois pacientes
haviam recebido o diagnéstico de DG tipo 1 em idade precoce e desenvolveram

parkinsonismo muitos anos depois. Todos tinham hepatoesplenomegalia, anemia e
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trombocitopenia. As manifestacdes parkinsonianas eram tipicas e incluiam tremor de
repouso de inicio assimétrico, rigidez e bradicinesia, com resposta inicial favoravel a
levodopa e as intervengdes cirirgicas (palidotomia bilateral em um paciente,
estimulacdo cerebral profunda em outro). A idade de inicio do parkinsonismo foi
menor do que na forma cldssica da DP em todos os pacientes. A reposicdo
enzimdtica demonstrou ser eficaz em reduzir o processo de depdsito periférico e
corrigir as alteracdes hematoldgicas, mas ndo teve efeito sobre o quadro
parkinsoniano. Nestes pacientes o quadro neuroldgico era indistinguivel da DP
classica, exceto pelo inicio precoce.

Virkonyi et al., também em 2003, descreveram mais 4 casos em que DG e
parkinsonismo ocorriam no mesmo paciente, fornecendo mais evidéncias de que
estas condicdes distintas estariam de alguma forma ligadas. Todos os pacientes
foram relativamente refratdrios ao tratamento com levodopa e a maioria teve inicio
precoce da doenca. Ndo houve melhora significativa dos sintomas neurolégicos
durante a terapia de reposicdo enzimdtica. Um dos pacientes tinha o perfil de
mutagdes da GBA N370S/N370S, o que produziu discussdo no artigo acerca do
conceito vigente de que este seria um alelo protetor para manifestacdes neuroldgicas
da doenca’™.

O mesmo grupo de Varkonyi havia descrito o desenvolvimento de
parkinsonismo em um paciente hingaro com DG tipo 1%°. Neste trabalho de 2002, os
autores enfatizam que até entdo as manifestacdes neuroldgicas esperadas na DG tipo
1 eram relacionadas ao acometimento sist€mico da doenca, como sangramento do
sistema nervoso central (pelas alteragdes hematoldgicas préprias da DG) e

complicagdes esqueléticas, como ja havia sido relatado por Grewal et al. em 1991, na
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descri¢do de 8 pacientes com DG tipo 1 que, devido & coagulopatia e doenga Gssea
secundarias a DG, desenvolveram quadros neuroldgicos, como plexopatia
lombossacral e hematomielia espontinea'®.

Tayebi et al., ainda em 2003, estudaram o gene da glicocerebrosidase em 17
pacientes com parkinsonismo e DG e encontraram 12 genétipos diferentes: 14
apresentavam a mutacdo comum ‘“‘ndo-neuronopdtica” N370S, incluindo 5
homozigotos. Nao foram identificadas muta¢des do gene parkin ou do gene da alfa-
sinucleina. A maioria dos pacientes apresentava tremor, rigidez e bradicinesia. A
reposi¢do enzimatica com alglucerase foi empregada em sete pacientes, sem melhora
do quadro parkinsoniano. A resposta a agentes antiparkinsonianos foi modesta ou
ruim. Houve possibilidade de analisar o tecido cerebral post-mortem em 4 casos,
tendo sido observado um padrio tipico da DP, com perda marcante de neurdnios

. Al 6
dopaminérgicos na substincia negra e presenga de corpos de Lewy9 .

2.7.b.Parkinsonismo em pacientes com DG — experiéncia do HCFMUSP

Durante a realizacdo do projeto, tivemos a oportunidade de acompanhar no
ambulatério de Distirbios do Movimento do HCFMUSP dois pacientes com DG que
evoluiram durante o curso de sua doenca com quadro de parkinsonismo.

O primeiro caso, que gerou inclusive uma publicacdo a respeit097, veio
encaminhado do ambulatério de Hematologia do préprio Hospital das Clinicas da
USP e era de um homem de 45 anos, branco, com queixa de dificuldade a marcha
desde 2002. O paciente tinha o diagnéstico de DG tipo 1 desde os 22 anos de idade,
quando exames de sangue de rotina haviam demonstrado anemia. Durante a

investigacdo, o paciente foi submetido a bidpsia de medula dssea, que foi sugestiva



43

de DG, e posteriormente a estudo genético, que mostrou mutagdes N370S/L444P no
gene da glicocerebrosidase. O paciente era o segundo filho de pais ndo
consangiiineos e tinha nascido de parto normal e apresentado desenvolvimento
neuropsicomotor normal na infancia. Ndo tinha ascendéncia judaica e tinha histdria
familiar negativa tanto para DP como para DG. No seguimento com o hematologista
foi observada hepatoesplenomegalia e dor 6ssea. Em 1995 o paciente foi submetido a
esplenectomia (Figura 4). Em 1998, foi iniciada terapia de reposi¢do enzimdtica com
imiglucerase 60Ul/kg a cada duas semanas e o paciente obteve melhora dos
sintomas, além de regressdo das alteracdes hematoldgicas. Com 43 anos, o paciente
notou dificuldade progressiva a marcha, com reducdo do balango dos bracos e
dificuldade para se virar. Concomitantemente, ele desenvolveu um tremor de acdo
assimétrico bilateral, de predominio a esquerda, e bradicinesia. Foi prescrito
levodopa/carbidopa, com melhora parcial do tremor e da marcha. Quando foi
avaliado no nosso ambulatério, o paciente estava em uso de levodopa/carbidopa
200/50 mg, meio comprimido cinco vezes ao dia. Pouco tempo apés a introdugdo da
medicacdo ele comecou a apresentar discinesias. O exame fisico geral ndo tinha
alteracOes significativas. Ao exame neuroldgico, havia fraqueza moderada bilateral a
dorsiflexdo dos tornozelos (o paciente tinha eletroneuromiografia de 2002 com
radiculopatia L4-S1 bilateral e neuropatia do nervo fibular esquerdo; tomografia
computadorizada da coluna lombossacral mostrava estenose espinhal em L3-L4 —
estas alteracdes haviam sido atribuidas & DGQG), rigidez em roda denteada nos
membros superiores e inferiores, tremor cinético bilateral leve, discinesias em

membros inferiores e arreflexia de aquileus. Foi prescrito pramipexole 0,25 mg trés

vezes ao dia e o paciente obteve melhora sintomatica leve.
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Figura 4. Histopatologia do baco do paciente com DG, evidenciando as células de

Gaucher, caracteristicas da doenca.

Este paciente, assim como a maioria dos casos descritos na literatura,
desenvolveu parkinsonismo em idade mais precoce do que a usual (43 anos). Esta
parece ser uma caracteristica consistente dos pacientes com DG tipo 1 que
desenvolvem parkinsonismo. Outro ponto interessante € que o paciente desenvolveu
sintomas parkinsonianos na vigéncia de terapia de reposi¢do enzimadtica,
confirmando dados previamente publicados sobre a ineficdcia deste tratamento
especifico para DG em corrigir as manifestacdes neuroldgicas da doenga. O paciente
teve sintomas bilaterais desde o inicio e até o0 momento uma resposta insatisfatoria ao
tratamento com levodopa, o que também nao seria esperado na DP cléssica.

A outra paciente com DG que procurou o ambulatdrio veio encaminhada pela
sua hepatologista. Era uma senhora de 80 anos, branca, com queixa de dificuldade
para andar ha 3 anos. Relatava que em 2003 havia tido quadro de dor no ombro
esquerdo e que durante a investigacdo diagndstica, fora solicitada uma radiografia

simples do local, que teria mostrado alguma alteracdo que levou a paciente a ser
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submetida a uma bidpsia de medula dssea, compativel com o diagndstico de DG.
Referia que desde a infancia tinha anemia, equimoses pelo corpo e dores Osseas,
porém tais sintomas nao tinham motivado uma avaliagdo médica mais detalhada. Em
2004, iniciou terapia de reposi¢do enzimatica com imiglucerase a cada duas semanas.
Tré€s anos antes, notara dificuldade para movimentar o membro inferior esquerdo e,
cerca de um ano depois, lentificacio para as atividades que requeriam o uso da méo
esquerda. Nao havia queixa de tremor. Ainda em 2003 havia procurado neurologista,
que prescreveu levodopa/carbidopa de liberacdo lenta, dois comprimidos por dia,
porém os sintomas haviam permanecido inalterados. A paciente era filha de pais ndo
consangiiineos, com origem étnica judaica (Ashkenazi). Nao havia casos de DP na
familia e nem de DG, porém relatava que um primo, que havia recentemente feito
triagem pré-natal nos Estados Unidos, havia sido identificado como portador de uma
mutacdo da DG. Ao exame neuroldgico, observava-se marcha com reducdo do
balanco passivo do bragco esquerdo, discreta rigidez em roda denteada em membro
superior esquerdo e discreta bradicinesia ipsilateral. Como a paciente estava sob
efeito da medicagdo, sugeriu-se que ela retornasse dentro de uma semana, durante a
qual, ndo deveria fazer uso de levodopa, para reavaliagdo. Apds esse periodo,
retornou ao ambulatério referindo piora significativa da marcha e ao exame
observava-se nitidamente uma piora da rigidez e bradicinesia a esquerda. Orientado
novamente o uso de levodopa. Infelizmente a paciente morava em outra cidade e

optou por néo seguir acompanhamento em Sao Paulo.
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2.7.c.Muta¢des da GBA em pacientes com DP

Em artigo publicado em 2004, Lwin et al. estudaram o gene da
glicocerebrosidase em amostras de cérebros de 57 pacientes, provenientes de cinco
bancos de cérebro dos Estados Unidos, portadores do diagnéstico de DP”°. Foram
identificadas alteragdes genéticas em 12 casos (21%), com maior freqii€ncia nos
pacientes mais jovens, incluindo 8 (14%) com mutacdes (N307S, L444P, K198T e
RT329C), sendo 6 heterozigotos, e quatro com provavel polimorfismo (T369M e
E326K - estas alteracdes sdo consideradas polimorfismos porque s6 foram
identificadas em pacientes que carreavam outra muta¢do no mesmo alelo). Dentre 44
amostras de cérebros de controles, emparelhados para idade, sem evidéncia
patolégica de DP, 2 tinham o alelo E326K, mas nédo foram identificadas mutacdes. O
estudo sugeriu que mutacdes da GBA podem ser um fator de risco para o
desenvolvimento de parkinsonismo, mesmo em heterozigose.

Em estudo publicado ainda em 2004, Aharon-Peretz et al. pesquisaram as seis
muta¢des mais comuns da glicocerebrosidase em judeus Ashkenazi em 99 pacientes
de Israel com DP idiopdtica e a origem étnica em questdo e encontraram em 31 deles
(31,3%) mutagdo em um ou dois alelos, valor significativamente maior (mais que
cinco vezes) do que nos controles (p<0,001) — 95 carreadores em 1543 individuos —
sugerindo que inclusive heterozigose para mutacdes da GBA pode predispor a
parkinsonismo®. A maioria dos pacientes com as mutacdes (23) eram heterozigotos
para N370S, porém 3 eram homozigotos N370S/N370S, no entanto sem sintomas
compativeis com DG e sem terem recebido este diagndstico em qualquer momento.
Entre os pacientes com DP, portadores de muta¢des da GBA eram mais jovens do

que os ndo portadores (P=0,04).
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Em resposta a este artigo, Zimran et al. enfatizaram a importincia da
interpretacdo adequada dos achados, pois os dados publicados acerca da incidéncia
significativa de parkinsonismo de inicio precoce entre carreadores de mutagdes da
DG poderia desencadear o estabelecimento de politicas de triagem em larga escala
entre judeus Ashkenazi e potencialmente levar a recomendagdes para terapia de
reposi¢do enzimdtica neste grupo meramente pela prevengdo hipotética de doenca
neuroldgica. Como essa situagdo teria implicagdes enormes nos niveis pessoal e
social, os autores insistiram que, antes de aceitos como absolutos, os dados deveriam
ser confirmados em estudos em larga escala'®".

Sidransky e outros pesquisadores do NIH (National Institute of Health), que
constituem um dos expoentes mundiais no estudo da DG e da associacdo DG x DP,
seqiienciaram, em 2005, o gene da glicocerebrosidase em 26 amostras de cérebros do
Banco de Cérebros de Londres de pacientes com diagndstico de DP e encontraram 2
(8%) que carreavam mutacgdes da glicocerebrosidase57. Estes achados, baseados em
diagndsticos definitivos de autdpsia, reforcaram a idéia de que a heterozigose para
muta¢des da GBA pode ser um fator de risco para parkinsonismo, ndo apenas em
judeus Ashkenazi. O grupo de Sidransky, em um estudo de 2004, havia descrito 10
familias de individuos com DG em que carreadores obrigatdrios ou confirmados de

102 -
. Em todas as familias, os

mutacdes da GBA desenvolveram parkinsonismo
sintomas parkinsonianos apareciam em uma idade precoce, freqiientemente com um
curso atipico. Foram identificadas diversas mutacdes nestas familias, indicando que a

predisposicdo a parkinsonismo em individuos heterozigotos para mutacdes da DG

ndo pode ser atribuida a uma mutacdo especifica.



48

Dois outros estudos publicados em 2005 tentaram estabelecer a presenca da
associacdo DP x DG em outras populagdes. O primeiro, realizado nos Estados
Unidos por Clark et al., avaliou 160 pacientes de Nova York com DP, de
ascendéncia judaica Ashkenazi, e 92 controles emparelhados para idade e sexo, com
a mesma origem étnica, e encontrou mutagdes N370S da glicocerebrosidase em 17
deles (10,7%), incluindo 2 homozigotos e 15 heterozigotos, versus 4,3% nos
controles. Este valor ndo alcangou significincia estatistica nesta amostra'®. No
Canad4, Sato et al. estudaram 88 pacientes com DP, selecionados para idade de
inicio precoce ou histéria familiar positiva, pesquisaram 7 mutacdes da GBA, e
identificaram mutacdes em 5,6% dos pacientes (N370S e L444P) e em 1 de 122
controles (N370S), correspondendo a 0,8% do total, obtendo como resultado uma
associacdo marginalmente significativa entre DP e mutacdes da glicocerebrosidase
nesta populagdo (P=0,048). Os pacientes com a mutagdo tinham manifestacdes
tipicas da DP, com inicio assimétrico e boa resposta a levodopam4.

Um recente estudo retrospectivo conduzido na Noruega em 2006 encontrou
uma freqiiéncia semelhante de muta¢des da GBA (tendo sido pesquisadas N370S e
L444P) entre 311 pacientes com DP (7=2,3%) e um grupo controle de 474
individuos da mesma drea (8=1,7%), contradizendo a associagcdo causal entre estas
duas doengas na populacdo estudada. Todos os pacientes com a mutagdo tinham um
fendtipo parkinsoniano tipico e boa resposta a levodopa. A idade média de inicio da
doenca era de 56,9 anos, comparével 2 do grupo total”.

Ainda em 2006, Eblan et al. avaliaram um grupo etnicamente diferente de 33
pacientes diagnosticados com DP de inicio precoce, acompanhados no Hospital de

Caracas, na Venezuela'®, Nesta coorte, a idade de inicio dos sintomas variou de 24 a
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50 anos. Nenhum dos individuos tinha ascendéncia judaica Ashkenazi. Apds
seqiienciamento do gene da GBA, detectou-se a presenca de mutagdes em 4 (12%),
todos com resposta favordvel a levodopa. Posteriormente foram analisados 41
pacientes adultos sem sinais clinicos de parkinsonismo. Um controle (3,2%) carreava
uma alteracdo da GBA. Os autores sugeriram que mutagdes da GBA sdo observadas
com freqiiéncia aumentada ndo apenas em judeus Ashkenazi com DP, mas também
em individuos com parkinsonismo e origem étnica diversa.

A Tabela 3 mostra um resumo dos trabalhos publicados sobre a associacdo DP
x DG e seu desenho experimental. Cinco artigos descreveram uma freqiiéncia maior
do que a esperada de diferentes mutacdes causadoras de DG em pacientes com DP
em diferentes populacdes e um artigo ndo confirmou a presenca desta associacao.

Com base nestes achados e cientes da importincia desta associacdo para um
maior entendimento da fisiopatologia da DP, buscou-se neste trabalho descrever a
andlise das mutacdes mais comuns da DG em 65 pacientes brasileiros com DP,
comparados a um grupo controle emparelhado para idade e sexo, composto de 267

individuos.
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Referéncia Populacio Mutacoes da GBA Resultados Grupo controle
estudada analisadas
Lwin et al., Amostras de Seqiienciamento 12 pacientes (21%) Presenca apenas de dois
2004 cérebros de 57 completo do gene com mutagdes da portadores de E326K
pacientes com GBA: 2 homozigotos | sem outras muta¢des da
DP (N370S/N370S) e 10 GBA em amostras de
heterozigotos cérebro de 44 pacientes
adultos sem DP.
Aharon- 99 pacientes 6 mutagdes: 31 pacientes (31%) Grupo controle de 1543
Peretz et judeus de Israel N370S, L444P, com mutagdes da judeus, com presenca de
al., 2004 com DP 84insG, Ivs2+1g>a, GBA: 95 carreadores, um valor
V394L e R496H 3 homozigotos e 28 5 vezes menor que o dos
heterozigotos pacientes com DP.
Clark et al., 160 pacientes 1 mutag@o: 17 pacientes (11%) Grupo controle de 92
2005 judeus de Nova N370S com mutagdes da judeus, com freqiiéncia
York com DP GBA: de mutagio de 4%, uma
2 homozigotos e 15 diferenca sem
heterozigotos significancia estatistica
(P=0.2)
Sato et al., 88 pacientes 7 mutagdes: 5 pacientes (5,6%) Grupo controle (n=122)
2005 canadenses com N370S, L444P,

Dp

84insG, Ivs2+1g>a,
K198T, R329C e
Rec

com mutagdes da

GBA em heterozigose

com freqiiéncia de
mutacdo de 0,8%, uma
diferenca
marginalmente

significativa (P=0.048)

Toft et al.,
2006

311 pacientes
noruegueses

com DP

2 mutagdes: N370S
e L444P

7 pacientes (2,3%)
com mutagdes da

GBA em heterozigose

Grupo controle (n=474)
com freqiiéncia de
mutacdo de 1,7%, uma
diferenca sem
significancia estatistica

(P=0,58)

Eblan et al.,
2006

33 pacientes
venezuelanos

com DP

Seqiienciamento

completo do gene

4 pacientes (12%)
com mutagdes da

GBA em heterozigose

Grupo controle (n=31)
com freqiiéncia de
mutagdo de 3,2%. Sem

descrigdo de P.

Tabela 3. Resumo dos estudos j4 publicados sobre muta¢des da GBA em pacientes

com DP.
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3.METODOS

O estudo consistiu na avaliacdo clinica e genética de 65 pacientes com DP em
seguimento no ambulatério de Distirbios do Movimento do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP) e a posterior
comparagdo dos resultados com aqueles obtidos a partir da andlise de 267 controles,
constituidos por pacientes e acompanhantes de pacientes, sem DP, entrevistados nos

ambulatdrios do Hospital das Clinicas da USP, emparelhados para sexo e idade.

3.1.Da sele¢do de pacientes com DP e grupo controle

Foram analisadas amostras de DNA de 65 pacientes com o diagnéstico de DP
idiopatica acompanhados no ambulatério de Distirbios do Movimento do
HCFMUSP. O diagnéstico da doenga baseou-se nos critérios do Banco de Cérebro

106,107,108
de Londres "

(United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank
clinical criteria — Anexo A), com exceg¢do do critério de exclusdo para pacientes com
histéria familiar positiva de DP, que inclusive vem sendo questionado por vérios
autores e desconsiderado também em outros trabalhos genéticoslog.

Antes de o paciente integrar o estudo, era explicado ao mesmo os objetivos e
modo de funcionamento do projeto, cabendo ao paciente interessado em colaborar
assinar um termo de consentimento (Anexo B), onde se encontrava devidamente
esclarecido o direito de o paciente desistir da participacdo no estudo, sem qualquer
forma de prejuizo para seu tratamento. Os pacientes participantes respondiam a um
questiondrio do qual constavam, entre outras, informacdes relativas a nome, data e

local de nascimento, nome dos pais e respectivos locais de nascimento, endereco,

telefone, e-mail, existéncia de consangiiinidade entre os pais, origem étnica, niimero
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de irmdos, histéria familiar de parkinsonismo, primeiros sintomas da doenca e
resposta a levodopa. Foram selecionados pacientes com idade de inicio da doenca
antes de 55 anos, com base nos estudos iniciais sobre a associacdo entre DP e DG,
que sugeriam que os pacientes com DP portadores de mutacdes da GBA teriam um
inicio mais precoce do que o usual da doenga64’79.

Um grupo controle de 267 individuos foi obtido, emparelhado para idade e
sexo com a amostra de pacientes com DP. Este grupo de individuos, entrevistados
em ambulatérios do HCFMUSP que ndo o de Neurologia, ndo apresentava
diagnéstico conhecido de DG, DP ou qualquer outra doenga neuroldgica.

Nenhum dos participantes do estudo tinha ascendéncia judaica, uma populacdo
que representa somente cerca de 0,05% da populagio brasileira total''’. Andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o teste exato de Fischer.

Todos os pacientes e controles voluntarios para a pesquisa foram orientados a

assinar um termo de consentimento informado. O projeto foi aprovado pelo Comité

de Etica do HCEMUSP (Anexo C).

3.2.Da andlise laboratorial

O DNA dos pacientes foi extraido de material obtido a partir da mucosa da
boca, de acordo com Richards et al.*®. A coleta foi realizada através da raspagem de
mucosa jugal com uma haste flexivel durante um periodo médio de dez segundos,
seguida de corte do segmento da haste em que se depositou o material com uma
tesoura e colocag@o deste dentro de um tubo devidamente fechado, contendo NaOH.
A determinacdo da forma de coleta do material (mucosa bucal versus sangue) foi

definida pelo laboratério de Genética Molecular do Departamento de Biologia da
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Universidade de Sdo Paulo, onde a andlise laboratorial foi realizada, com o respaldo
da literatura, conforme descrito na introducao (pagina 35).

Em todos os pacientes e controles foram pesquisadas as mutagdes N370S e
L444P, as mais freqiientes no mundo todo. A mutacdo G377S € a terceira mais
freqiiente em Portugal e no Brasil, optando-se por também inclui-la na andlise inicial.
As mutagdes pesquisadas estdo presentes em cerca de 75% dos alelos dos pacientes
com DG no Brasil''!, Os pacientes puderam ter acesso ao resultado da andlise, de
acordo com a vontade previamente declarada no termo de consentimento.

Pacientes nos quais a mutacdo [444P era detectada, tinham suas amostras
posteriormente analisadas para V460V e também E326K, de forma a detectar,
respectivamente, alelos recombinantes (pseudogene derived mutations) e alelos
complexos (vide introdugio).

As mutacdes foram pesquisadas através do método de amplificagio do DNA
por PCR (polymerase chain reaction) e digestdo dos produtos com enzimas de
restricdo especificas para cada mutacdo. A andlise molecular foi baseada em
polimorfismos de restricdo de fragmento por comprimento (restriction fragment
length polymorphisms). A estratégia de triagem, o0s primers (pequenos
oligonucleotideos utilizados para iniciar a replicacdo das fitas de DNA, necessarios
para o seqiienciamento de DNA e PCR) e as endonucleases de restricdo usadas para a
detecg¢do de mutagdes e o método de referéncia quando previamente estabelecido sdo
descritos na Tabela 4. Apds a digestdo por endonucleases, os fragmentos eram
submetidos a eletroforese, sendo utilizado gel de poliacrilamida a 12% para pesquisa

das mutagdes N370S e G377S e gel de agarose a 2% para pesquisa das mutacoes
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L444P, V460V e E326K. Controles positivos e negativos foram incluidos em todos

0S ensaios.

Maiores explicagdes acerca dos procedimentos utilizados para o processamento

das amostras encontram-se no Anexo D

112,113,114

Mutacao
(seqiiéncia Grupo analisado . Endonuclease de
Primers
do DNA) restricao
N370S Todos os pacientes e~ F: 57gcctttgtccttacectcg 3° Xhol
(€1226A>G) controles ggi acgaaagttacgcacccaatt 3
G377S Todos os pacientes e~ F: 5”gcctttgtecttacecteg 3° Alul ou Pvull
(€1246G>A) controles R: 5"acgaaagttacgcacccaatt 3
L444P Todos os pacientes e F: 5’ctgaaccccgaaggaggac 3”7 Ncil
(c.1448T>C) controles EKS tgaatggaglagecagglga 3
V460V Pacientes com F: 5°ctgaaccccgaaggaggac 3° Begl
(€.1497G>C) L444P R: 5’tgaatggagtagccaggtga 3
E326K Pacientes com Primeiro PCR: BbslI ou Bpil
F: 5’acaaattagctgggtgtggce 3°
(c.1093G>A) Laaap R: 5’taagctcacactggecctge 3°
Segundo PCR:
F: 5'tgtgcaaggtccaggatcag 3°
R: 5’gaggtctgctttgcaggaag 3°
Tabela 4. Estratégias de deteccdo das mutacdes da GBA analisadas
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4. RESULTADOS

Dentre os 65 pacientes com DP incluidos no estudo, a idade no momento da
avaliac@o variou de 30 a 76 anos: 41 eram do sexo masculino e 24 do sexo feminino,
uma proporcdo estabelecida para se equivaler a maior prevaléncia da doenca em
homens. Somente um paciente foi selecionado de cada familia. A idade de inicio dos
sintomas parkinsonianos variou de 12 a 55 anos (Figura 5). Quatorze pacientes
(21,5%) tinham histéria familiar positiva para DP (Figura 6) e cinco (7,7%) tinham
pais consangiiineos. Ndo havia casos com antecedente de traumatismo craniano
moderado ou grave. O grau de escolaridade teve grande variagdo, assim como a
ocupagdo profissional. Nenhum dos participantes do estudo tinha ascendéncia
judaica, uma populacdo que representa somente cerca de 0,05% da populacdo
brasileira total. Os sintomas iniciais da DP sdo mostrados na Figura 7. Um total de

94% dos pacientes tinha assimetria dos sinais motores no inicio da doenca.

Idade de inicio da DP

20

151

o
5_
0_

<30 30-35 36-40 41-45 46-50 51-55

Figura 5. Idade de inicio da DP
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Historia familiar de DP

O Positiva
H Negativa

Figura 6. Historia familiar de DP dentre os pacientes estudados.

Sintoma inicial

m Tremor

H Rigidez
Bradicinesia
Outros

Figura 7. Sintoma inicial da DP nos pacientes estudados.

A Tabela 5 mostra as caracteristicas dos 65 pacientes com DP que foram
incluidos no presente estudo.

Os 267 controles que integraram a pesquisa também tinham idades que
variavam de 30 a 76 anos, ndo possuiam diagndstico de DP, e apresentavam uma
relacio homem:mulher de aproximadamente 1,75, semelhante ao observado nos
pacientes. Nenhum dos individuos tinha ascendéncia judaica. Onze deles (4,1%)

relatavam consangiiinidade dos pais. Tanto no grupo controle como entre os
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pacientes, a grande maioria dos participantes ndo sabia informar acerca da origem
étnica da familia.

Entre os 65 pacientes com DP analisados, foram encontrados dois
heterozigotos (3%) para DG. A Tabela 6 mostra os dados clinicos destes pacientes
carreadores de mutacdes da DG. Os dois heterozigotos detectados tinham a mutacdo
L444P, sendo que um deles apresentava também E326K. Ambos eram homens e com
histéria familiar positiva para DP. O primeiro (paciente 1, nimero 20 na Tabela 5) é
um homem de 64 anos, cujo sintoma inicial da DP foi tremor na mao esquerda aos 46
anos. Sua mie e avé materna também eram afetadas. Ele tem uma progressao lenta
da doenca e mantém uma boa resposta a levodopa apds quase duas décadas de
tratamento. O outro paciente (paciente 2, nimero 26 na Tabela 5) é¢ um homem de 54

anos, cuja manifestagdo inicial da doenga foi dor em MSD aos 42 anos.

Paciente | Sexo | Idade Histéria familiar Idade Forma Sintoma Resposta
de DP de de inicio Inicial a
inicio levodopa

1 M 55 Nao 47 Assimétrico E | Rigidez Sim

2 M 59 Niao 45 Assimétrico D | Tremor Sim

3 M 62 Nao 55 Assimétrico D | Rigidez Sim

4 M 76 Niao 50 Assimétrico E | Tremor Sim

5 M 50 Niao 40 Assimétrico D | Tremor Sim

6 M 64 Nao 49 Assimétrico E | Rigidez Sim

7 M 44 Niao 38 Assimétrico D | Tremor Sim

8 F 53 Niao 42 Assimétrico E | Tremor Sim

9 M 40 Nao 38 Assimétrico D | Rigidez Sim

10 M 55 Niao 36 Assimétrico D | Tremor Sim

11 F 67 Niao 43 Simétrico Peso Sim

12 M 57 Niao 50 Assimétrico D | Tremor Sim

13 M 51 Nao 48 Assimétrico D | Rigidez Sim

14 F 43 Nao 38 Assimétrico D | Nao sabe Nao usa
15 M 65 Nao 42 Assimétrico D | Rigidez Sim

16 M 63 Niao 46 Assimétrico D | Bradicinesia | Sim

17 M 68 Sim, avé paterna 36 Assimétrico E | Rigidez Sim

18 M 32 Niao 26 Assimétrico D | Tremor Sim

19 M 61 Niao 38 Assimétrico D | Tremor Sim
20%* M 61 Sim, mae e avd materno 46 Assimétrico E | Tremor Sim
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21 F 50 Niao 38 Assimétrico E | Tremor Sim
22 M 58 Sim, tia materna 49 Assimétrico D | Tremor Sim
23 M 52 Nao 45 Assimétrico E | Rigidez Sim
24 M 58 Nao 37 Assimétrico E | Rigidez Sim
25 M 44 Niao 34 Simétrico Tremor Sim
26%* M 54 Sim, pai 42 Assimétrico D | Dor Sim
27 F 63 Niao 50 Assimétrico D | Rigidez Sim
28 M 56 Sim, irmao 40 Assimétrico E | Rigidez Nao usa
29 F 30 Sim, 5 primos 12 Simétrico Tremor Sim
30 F 68 Sim, pai 53 Assimétrico D | Bradicinesia | Sim
31 M 69 Niao 47 Assimétrico E | Tremor Sim
32 M 69 Nao 50 Assimétrico E | Rigidez Sim
33 M 49 Niao 35 Assimétrico D | Rigidez Sim
34 M 59 Nao 45 Assimétrico E | Rigidez Sim
35 F 50 Niao 43 Assimétrico E | Rigidez Sim
36 M 56 Sim, tia materna 41 Assimétrico E | Tremor Sim
37 M 57 Niao 45 Assimétrico E | Tremor Sim
38 F 39 Nao 35 Assimétrico E | Rigidez Sim
39 F 55 Niao 35 Assimétrico E | Tremor Sim
40 F 72 Niao 49 Assimétrico D | Tremor Sim
41 F 49 Niao 36 Assimétrico E | Tremor Sim
42 F 52 Sim, tio materno 46 Assimétrico D | Tremor Sim
43 F 50 Niao 38 Assimétrico D | Peso Sim
44 F 45 Niao 39 Assimétrico D | Tremor Sim
45 F 71 Niao 48 Assimétrico D | Tremor Sim
46 M 62 Niao 44 Assimétrico D | Tremor Sim
47 M 57 Nao 49 Assimétrico E | Rigidez Sim
48 F 61 Sim, mae e 2 tias maternas | 46 Assimétrico E | Rigidez Sim
49 M 56 Niao 48 Assimétrico E | Tremor Sim
50 M 58 Sim, irmao 28 Assimétrico E | Rigidez Sim
51 M 53 Niao 35 Assimétrico E | Caimbra Sim
52 M 59 Niao 50 Assimétrico E | Tremor Sim
53 F 44 Niao 36 Assimétrico D | Tremor Sim
54 M 38 Niao 38 Assimétrico E | Tremor Sim
55 M 36 Niao 33 Assimétrico D | Tremor Sim
56 F 51 Nao 38 Simétrico Rigidez Nao usa
57 M 65 Niao 48 Assimétrico E | Tremor Sim
58 M 72 Niao 44 Assimétrico E | Tremor Sim
59 F 42 Niao 35 Assimétrico E | Tremor Sim
60 F 38 Sim, tio paterno 30 Assimétrico D | Rigidez Sim
61 F 43 Sim, tio e prima maternos 40 Assimétrico E | Rigidez Sim
62 F 46 Niao 34 Assimétrico E | Tremor Nao usa
63 M 57 Niao 53 Assimétrico D | Tremor Sim
64 F 55 Niao 34 Assimétrico E | Tremor Sim
65 M 35 Sim, pai 34 Assimétrico D | Tremor Nao usa

Tabela 5. Caracteristicas dos 65 pacientes com DP que integraram o presente estudo.

Ambos os pacientes com DP nos quais mutacdes da GBA foram encontradas

tiveram

amostras

de

sangue

enviadas

para

dosagem da

atividade

de
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glicocerebrosidase no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Anexo E). Tanto o
paciente 1 como o 2 obtiveram niveis de glicocerebrosidase dentro dos limites
esperados para heterozigotos (Anexo F). Apesar do inicio precoce da DP (42 e 46
anos), estes pacientes tinham um quadro clinico indistinguivel da DP cléssica e
foram tratados com levodopa, com boa resposta. Em ambos, o inicio da doenga foi
assimétrico e nao havia caracteristicas atipicas.

Nenhum heterozigoto foi encontrado entre os 267 controles. Foi comparada a
freqiiéncia de heterozigotos para as mutacdes de DG entre os pacientes com DP (2
em 65) e o grupo controle (0 em 267) e a diferenca foi estatisticamente significativa
(P=0,0379, Teste exato de Fisher; odds ratio=21.06; intervalo de confianca=99%,

1.05 a 420.89).

Paciente 1 Paciente 2

Mutacio da GBA L444pP L444P + E326K

Historia familiar Mae e avd materno Pai (inicio de DP aos 65 anos)

Idade atual 64 anos 54 anos

Idade de inicio da DP | 46 anos 42 anos

Sintomas iniciais Tremor na  mio | Rigidez no membro superior
esquerda direito

Resposta a levodopa Boa Boa

Tabela 6: Perfil dos pacientes com DP carreadores de muta¢des da GBA.
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5.DISCUSSAO
5.1.Da interpretacdo dos resultados

Apés a descrigdo inicial da associagdo entre DP e mutacdes da GBA, varios
estudos procuraram esclarecer se os pacientes com DP realmente teriam uma
freqiiéncia aumentada de mutagdes causadoras da DG. Na maioria dos estudos
encontrou-se uma freqiiéncia aumentada destas mutagdes, variando de 5 a 30%
(Tabela 3), mas nem todos dispunham de um grupo controle apropriado. Em alguns
casos a diferenca estatistica foi pouco significativa e, em artigo recente, Toft et al.
ndo encontraram aumento de susceptibilidade a DP entre os carreadores de mutagdes
da GBA na Noruega4, tornando o tema ainda mais controverso.

O presente estudo indica um resultado diferente do noruegués na populacdo
brasileira, tendo sido encontrados 3% de heterozigotos para mutagdes da GBA entre
65 pacientes com DP. A andlise estatistica confirma que, apesar de pequeno, houve
aumento significativo da freqii€ncia, quando obtido e analisado um grupo controle de
267 individuos emparelhados para idade e sexo. A partir destes dados, hé evidéncias
de que as mutagdes da DG contribuem em algum grau para o desenvolvimento de DP
em certos individuos. Dessa forma, mutagdes da GBA podem constituir um fator de
susceptibilidade para DP no Brasil.

Alguns aspectos merecem ser enfatizados ao se inserir o estudo brasileiro no
contexo das publica¢cdes mundiais:

1) Origem étnica da populagdo analisada

Alguns estudos que avaliaram a freqiiéncia de mutacdes da GBA em pacientes
com DP foram restritos a judeus Ashkenazi, uma populacdo em que sabidamente

existe alta incidéncia de DG, estimada em 1 para 10.000 individuos®. A freqiiéncia
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de carreadores de alelos causadores da DG € estimada em 0,0343 em judeus
Ashkenazi®', valor bem acima do encontrado na populacio geral. Esta alta
prevaléncia pode ter influenciado os resultados de alguns dos estudos realizados, que
demonstraram uma alta freqii€ncia de mutagdes da GBA em pacientes com DP nesta
populacdo. Exemplificam esta situacdo os estudos de Aharon-Peretz et al.®, que

analisaram apenas judeus Ashkenazi de Israel, e de Clark et al.'®

, que incluiram 160
pacientes com DP e 92 controles de Nova York, todos com os quatro avds judeus
(neste caso ndo houve interrogacdo especifica acerca do subgrupo étnico, mas os
autores consideraram que cerca de 90% dos judeus nos Estados Unidos sdo
Ashkenazi).

Por outro lado, a DG € muito rara no Brasil. O tnico artigo publicado acerca da
prevaléncia da DG no Brasil, datado de 2005, identificou 412 pacientes com o
diagnéstico em questdo no pais, a grande maioria do tipo 1, com concentracdo maior
nas regides Sudeste, Sul e Nordeste, o que resulta em aproximadamente 1 em

5 Desta forma, os achados deste estudo

400.000 individuos afetados pela doenca
mostraram uma freqii€ncia maior de muta¢des de DG entre os pacientes com DP
quando comparados a um grupo controle, em uma populacido com baixa prevaléncia
de DG.

No presente estudo, a origem étnica da amostra analisada foi diversa e dificil
de caracterizar, pela reconhecida multiplicidade étnica existente no pais, implicando
em um revés na defini¢do €tnica dos participantes, tanto por parte dos investigadores
como dos préprios individuos entrevistados.

104
1.

Sato et al.”, em seu estudo, avaliaram 88 pacientes com DP sem parentesco

entre si, todos canadenses de origem caucasiana, e 122 controles da mesma
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populacio. Toft et al.* definiram a populacio que integrou seu estudo — 311 pacientes
com DP e 474 controles — como homogénea e “etnicamente norueguesa’.

O estudo de Eblan et al.'® , realizado na Venezuela, assim como o presente
estudo, ndo tinha entre seus participantes nenhum com ascendéncia judaica, e a

amostra avaliada também foi classificada como etnicamente diversa.

2) Propor¢@o homem: mulher

Neste estudo foi incluido um total de 65 pacientes, sendo 41 do sexo masculino
(63%) e 24 do sexo feminino (37%), de acordo com a maior prevaléncia da DP em
homens, conforme previamente mencionado. Todos os demais estudos sobre a
associacdo entre DP e mutacdes da GBA também incluiram uma propor¢do maior de
homens, em uma relagdo variada. No estudo de Toft et al.4, 60% dos pacientes com
DP eram do sexo masculino € 40% do sexo feminino; no de Clark et al.!® , 62.3%
dos participantes eram homens e 37,7% mulheres. Finalmente, no estudo de Aharon-
Peretz et al.3, 55,5% da amostra analisada eram do sexo masculino, em comparagao a

1'104

44,4% do sexo feminino e no de Sato et a eram 59% de homens versus 41% de

mulheres.

3) Idade de inicio da DP

Os dois pacientes com mutagdes da GBA neste estudo eram homens, com
inicio precoce da DP (42 e 46 anos). A idade de inicio da doenca abaixo da média
descrita na literatura era condicio necessdria para integrarem o estudo. Uma vez que
a DP de inicio mais precoce tende a ter concentragdo familiar, pode haver um

componente genético mais marcado determinando o aparecimento da doenga neste
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grupo. Esta é a razdo para termos optado por incluir no estudo pacientes com DP de
inicio mais precoce.

Lwin et al.” ressaltaram que pelo menos 5 dos 12 individuos com mutacdes da
GBA no grupo que analisaram tinham inicio da DP antes de 60 anos.

Aharon-Peretz et al.” observaram que entre os pacientes com DP, aqueles que
carreavam mutacdoes da GBA eram significativamente mais jovens do que os ndo
carreadores (média de 60 x 64,2 anos, P=0,04). O mesmo grupo de Aharon—Peretz78,
em outra avaliagdo, observou tendéncia de inicio mais precoce da DP nos carreadores
de mutacdes da GBA em relagdo aos ndo portadores, mas sem significancia
estatistica neste estudo, ao contrario de publicagdes anteriores™'**. Toft et al., por
sua vez, descreveram que a idade média de inicio da DP no seu estudo foi de 59 anos
(variando de 31 a 88 anos), sendo de 56,9 anos no grupo de pacientes em que
mutagdes da GBA foram identificadas, valores estes considerados comparaveis..

Clark et al.'"” néo utilizaram a idade de inicio da DP como critério de inclusdo
em seu estudo, no qual a média de idade de inicio da doenca foi de 59 anos. No
subgrupo de pacientes com DP e mutacdes da GBA (total de 17 pacientes), 5 tinham
idade de inicio da doenca abaixo e 12 acima de 50 anos.

Outros estudos, de forma semelhante ao aqui descrito, selecionaram para
pesquisa de mutacdes da GBA pacientes com DP de inicio precoce. Foi o caso do
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estudo de Eblan et a — DP com inicio entre 24 € 50 anos, com média de 36 anos —

e de Sato et al.'™

, em que foi realizada uma pré-selecdo dos pacientes para idade de
inicio precoce e/ou histdria familiar positiva. Neste dltimo estudo, a idade média de

inicio da DP foi de 41,2 anos, variando de 14 a 72 anos (70% de todos os casos de
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DP tinham idade de inicio abaixo de 50 anos). Entre os pacientes com mutagdes da

GBA, a idade de inicio variou de 31 a 52 anos.

4) Historia familiar de DP

Os dois pacientes com mutagdes da GBA neste estudo tinham histdria familiar
positiva para DP (um na familia materna e outro na paterna).

Em estudos anteriores, esta varidvel mostrou-se presente de forma
inconsistente: no estudo de Toft et al.®, histéria familiar de DP esteve presente em
apenas um dos sete pacientes com DP e mutacdes da GBA; Aharon-Peretz et al.’ ndo
observaram diferenca estatisticamente significativa entre pacientes com DP
carreadores e ndo carreadores de mutagdes da GBA em relagdo a histéria familiar de
DP em parentes de primeiro ou segundo grau; apenas um dos pacientes com DP e
mutagdo da GBA descritos por Eblan et al.'® tinha histéria familiar de DP.

Por outro lado, Sato et al.'® relataram hist6ria familiar positiva para DP em

51% dos pacientes avaliados e Clark et al.'®

relataram que 15,7% do total de
pacientes com DP referiam histéria familiar positiva em parentes de primeiro grau,

sendo este valor de 35,3% no grupo de individuos com DP e mutacdes da GBA.

5) Mutagdes da GBA
Os dois heterozigotos identificados no presente estudo tinham a mutagdo
L444P, sendo que o paciente 2 tinha ainda o alelo complexo E326K. A triagem da

maioria dos exons da GBA nestes pacientes ndo mostrou outras alteracdes.
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Ainda deve ser elucidado se mutacdes especificas da GBA t€ém maior
probabilidade do que outras de predispor os carreadores ao desenvolvimento de DP,
o que nao foi evidenciado nos estudos realizados até o momento.

No estudo noruegués4 foram pesquisadas as mutagcdes N370S e L444P e, dentre
os pacientes com DP, 4 tinham a mutacdo N370S e 3 a mutagdo L444P, enquanto no
grupo controle 7 tinham a mutacdo N370S e 1 a mutacdo L444P. Clark et al.'®
optaram por pesquisar apenas a mutagdo N370S, com a justificativa de que
carreadores da mutagdao N370S podem ter DG de inicio tardio — normalmente nio-
neurolégico ou até sem quaisquer sintomas significativos — e que esta € a mutacdo
mais comum entre judeus Ashkenazi com DG tipo 1. Foram identificados 2
homozigotos e 15 heterozigotos.

No estudo de Aharon-Peretz et al.’ foram pesquisadas 6 mutacdes da GBA:
N370S, L444P, 84GG, 1VS+1, V394L e R496H, as mais comuns entre judeus
Ashkenazi, e dos 31 pacientes com DP e mutacdes da GBA, a distribui¢do por
mutagdo foi a seguinte: 23 heterozigotos para N370S, 4 heterozigotos para 84GG, 3
homozigotos para N370S e 1 heterozigoto para R496H.

Sato et al.'™ pesquisaram cinco mutagdes da GBA: N370S, L444P, 84GG,
IVS+1 e Rec. Os 5 heterozigotos detectados dentre a populagdo com DP avaliada
carreavam as seguintes mutacdes: N370S — 1; L444P — 1; Rec — 3 (Rec € um alelo
recombinante que compreende as alteracdes L444P, A456P e V460V'®).

Em dois estudos o gene da glicocerebrosidase foi seqiienciado: no de Eblan et
al.'® , trés alelos mutantes diferentes foram encontrados — L444P, N370S e Rec — ¢
no de Lwin et al.” o resultado foi de 2 homozigotos para N370S, 3 heterozigotos

para N370S e um heterozigoto para cada: L444P, K198T e R329C.



66

6) Quadro clinico

As manifestacdes clinicas da DP observadas nos pacientes com mutagdes da
GBA neste estudo foram as esperadas para a forma idiopética da DP, com rigidez,
bradicinesia e inicio assimétrico dos sinais motores.

Aharon-Peretz et al. descreveram em 2005 as caracteristicas clinicas de 148
pacientes judeus Ashkenazi com DP idiopdtica, dentre os quais 40 apresentavam
mutacdes proprias da DG™. Os carreadores de mutacdes da GBA nao diferiam de
ndo-carreadores em relacdo a idade de inicio da doenca, sexo, histéria familiar de DP
ou manifestacbes motoras no inicio e seguimento. Enquanto 92% dos nio-
carreadores tinham uma manifestacdo inicial assimétrica, foi observada assimetria
em apenas 72% dos carreadores (P=0,004). A duracdo média da doenca era
semelhante entre os grupos. Os autores concluiram, em contraposi¢do aos relatos de
parkinsonismo em pacientes com DG, que pacientes com DP esporddica que
carreiam uma muta¢do de DG manifestam DP tipica e ndo diferem clinicamente no
inicio da doenca e no seguimento de pacientes com DP sem mutag@o.

Também no estudo de Toft et al.’, os pacientes com DP carreadores de
muta¢des da GBA tinham um fendtipo parkinsoniano tipico. Durante a progressdo da

175

doenga, trés tiveram declinio cognitivo significativo. Lwin et al.”” verificaram que

entre os individuos com diagndstico de DP em cujos cérebros se identificaram
mutacdes da GBA, a maioria tinha histéria de desenvolvimento de deméncia ou
sintomas psiquidtricos. Os pacientes do presente estudo com DP e mutagdes da GBA

ndo apresentavam alteragdes cognitivas ou psiquidtricas.

104 103
1. 1.

Sato et a e Clark et a também descreveram inicio assimétrico dos sinais

motores dentro do grupo de pacientes com DP (65% na amostra de Clark et al.) e
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mutagdes da GBA que avaliaram. Sato et al.'™ determinaram que a manifestacdo da
doenca era tipica da DP em seus pacientes e Clark et al.'” especificaram os sintomas
iniciais da DP relatado pelos pacientes: tremor de repouso (64%), alteracdo da

marcha (24%), caibra nos pés (6%) e rigidez (6%).

7) Resposta a levodopa

Outro fato que mereceu atengdo foi a boa resposta a levodopa demonstrada
pelos dois pacientes com DP e mutagdes da GBA deste estudo.

Os trabalhos iniciais que descreveram o desenvolvimento de parkinsonismo em
pacientes com DG tipo 1 (portanto homozigotos para mutagdes da GBA)
apresentavam em comum a caracteristica da resposta insatisfatéria dos pacientes ao
tratamento com levodopa, contrariando o que se observa na grande maioria dos
individuos com a forma classica de DP. No entanto, nos estudos subseqiientes, em
que pacientes com DP eram analisados para mutacdes da GBA, os resultados
mostraram uma resposta favordvel a levodopa, mesmo nos pacientes heterozigotos
para mutacdes da GBA, estando desta forma nosso achado em consonincia com a
literatura.

No estudo de Toft et al.* os pacientes com DP e mutacdes da GBA tinham
resposta boa ou excelente a levodopa. Resultado semelhante foi descrito por Sato et
al.'® Eblan et al.'” e Aharon-Peretz et al.’, que destacaram em seu artigo que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre pacientes com DP carreadores e

ndo carreadores de mutagdes da GBA em relacdo a resposta inicial a levodopa.
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8) Outros genes relacionados a DP

Idealmente todos os pacientes avaliados neste estudo deveriam ter sido
testados também para os outros genes da DP ja descritos; no entanto ndo dispomos
da possibilidade de realizar tal procedimento de rotina. Alguns dos pacientes que
integraram o estudo participaram também de outro projeto de pds-graduacdo
desenvolvido no ambulatério de Distirbios do Movimento, que visava a pesquisar as
mutacdes do tipo PARK. Para serem incluidos neste outro trabalho, os pacientes
deveriam ter idade de inicio da doenga inferior a 40 anos e/ou histéria familiar
positiva para DP. Dentre os pacientes testados para mutacdes da GBA, em um
(ntimero 29 da Tabela 5) foi detectada a presenga de mutacdo do gene de parkin
(PARK2) e em outro (nimero 48 da Tabela 5), mutacdo do gene LRRK2
(PARKS)'®!7 118 - Ambos ndo apresentavam mutacdes da GBA.

Dentre os estudos ja publicados acerca da associacdo DP e mutagdes da GBA,
apenas dois fazem referéncia a pesquisa de outros genes relacionados a DP. Toft et
al.* mencionaram o fato de que “pacientes com uma causa genética conhecida de
parkinsonismo ndo foram incluidos”, sem maiores especificagcdes. J4 Sato et al.'™
relataram que a presenca de mutagdes nos genes de parkin e DJ-1 foi excluida em

todos os casos de DP avaliados.

Um fato particularmente interessante quanto a identificacio da maior
susceptibilidade a DP entre carreadores de muta¢des da GBA (mesmo em um tnico
alelo) é que até entdo a heterozigose para a DG seria supostamente assintomadtica. A
propria DG tipo 1 caracteriza-se por uma heterogeneidade clinica, que pode permitir

que muitos pacientes permanecam virtualmente assintomaéticos, sendo diagnosticados
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durante avaliacdo para distirbio nao relacionado ou por rastreamento familiar de um
parente sintomético’ 2. Perez-Calvo et al.,, em 2005, em um inquérito nacional na
Espanha, analisaram pacientes com DG e carreadores das mutagdes correspondentes
nio afetados por DG com o objetivo de avaliar o risco deste grupo de apresentar
outras doencas quando comparados a pacientes sauddveis ndo carreadores das
mutagées“g. Os autores concluiram que, como um grupo, os pacientes com DG
tinham maior risco de desenvolver outras doencas como deméncia, DP, acidente
cerebrovascular e infarto agudo do miocardio do que individuos sauddveis e do que
carreadores das mutacdes correspondentes. J4 o status de carreador por si sO, neste
estudo, ndo pareceu aumentar o risco de outras doengas.

Atualmente, apés a publicac@o dos estudos associando mutagdes da GBA e DP,
acredita-se que os heterozigotos para mutagdes causadoras de DG sejam mais
susceptiveis, quando expostos a outros fatores, a deflagrar o processo
neurodegenerativo que culmina com a DP. Além dos exemplos de literatura de
pacientes com DG que desenvolveram parkinsonismo, foi-nos possivel avaliar no
ambulatério dois pacientes que preenchiam estas caracteristicas, conforme descrito

na introdugdo.

5.2.Da associagdo DP x DG — Fisiopatologia

A natureza da associag@o entre DG e DP ainda ndo foi elucidada. Especula-se
que o mecanismo envolvido no desenvolvimento da DP em pacientes carreadores de
mutacdes da GBA esteja relacionado ao processamento defeituoso de proteinas
toxicas, agravado pela reducdo relativa na atividade de glicocerebrosidase e o

conseqiiente actimulo de glicocerebrosideos3. Estudos indicam que o acimulo de
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glicocerebrosideos induz apoptose em neurdnios em cultura e que neur6nios com
niveis elevados de glicocerebrosideos mostram sensibilidade aumentada a agentes
que induzem morte celular. Células mesencefélicas, incluindo neurdnios
dopaminérgicos, sofrem apoptose apds lesdo induzida por ceramida'”, sugerindo que
a disfun¢do do metabolismo dos esfingolipideos possa induzir a morte de células
dopaminérgicas”.

Em 2004, Sidransky et al. estudaram a patologia cerebral de 14 pacientes com
DG®'. Nesta amostra, quatro tinham DG tipo 1 e parkinsonismo e seu estudo
histopatologico evidenciou numerosas inclusdes positivas para sinucleina,
semelhantes aos corpos de Lewy encontrados na DP, sugerindo um mecanismo
citotéxico comum ligando atividade reduzida da glicocerebrosidase, citotoxicidade
neuronal e formacao de corpos de Lewy na DG.

Feany, em artigo publicado em 2004, sugeriu que a ligacdo da alfa-sinucleina a
membranas lipidicas protegeria a proteina do dobramento inadequado e agregagﬁom.
Mutagdes da GBA alterariam a composi¢do lipidica da membrana, favorecendo o
acimulo de alfa-sinucleina no citossol e sua conseqiiente agregacao nos corpos de
Lewym. J4 se mostrou que a afinidade da alfa-sinucleina por superficies lipidicas é
sensivel a composi¢do da mesma'>.

Aharon-Peretz et al. posicionaram-se de acordo com a hipétese de Feany,
enfatizando também, em publicacio de 2005, que a forma funcional da alfa-
sinucleina é um estado ligado a lipideos e envolve a interacdo entre membranas
lipidicas. O actimulo de glicocerebrosideo poderia perturbar a afinidade da alfa-

sinucleina por superficies lipidicas. Uma possivel interse¢do DP-DG envolveria um

ganho toxico de fun¢do relacionado ao actimulo de alfa-sinucleina aberrante,
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degradacdo impropria de alfa-sinucleina, ou uma combinag@o de ambos 0s processos.
Além disso, neur6nios com nivel elevado de glicocerebrosideos, secundirio a
deficiéncia de glicocerebrosidase, podem ter sensibilidade aumentada a agentes que
induzem morte celular através da mobilizag¢@o de cdlcio das reservas intracelulares’.

Shlossmaker et al. também exploraram a possibilidade de interacdo entre
glicocerebrosideos e alfa-sinucleina, apds a descoberta de que uma variante da alfa-
sinucleina no cérebro humano carreava acido sidlico e N—acetilgalactosamina121. Foi
observada, inesperadamente, uma forte liga¢gdo da alfa-sinucleina a
glicoesfingolipideos derivados do cérebro humano que continham glicosilceramida
como sua estrutura central. Ha evidéncias de que o processamento da alfa-sinucleina
ocorra também dentro dos lisossomos, o local de metabolismo dos
glicoesfingolipideos. A observacdo da ligacdo direta da alfa-sinucleina a
glicoesfingolipideos contendo glicocerebrosideo fornece uma possivel ligacdo
bioquimica entre a atividade enzimdtica da glicocerebrosidase e a sinucleinopatia
associada a DP.

Vila et al. comentaram em estudo de 2004 que a alfa-sinucleina, em fungos, se
liga preferencialmente a membranas plasmaticas e que esta interacdo, que ¢ mediada
por alteragdes de conformacdo da proteina, parece ser crucial para vdrias de suas
funcdes fisioldgicas. A alfa-sinucleina ligada 2 membrana parece estar em equilibrio
dindmico com a citossOlica, que, quando acumulada, pode tornar a dopamina
endégena téxica e agir na formagdo de inclusdes citossélicas’.

Halperin et al. sugeriram que a alteracdo bioquimica (atividade enzimadtica
minimamente reduzida ou depdsito de glicolipideo um pouco aumentado) em

carreadores de mutacdes da DG poderia desencadear DP em pacientes predispostos
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o ~ 125
por outros fatores, geneticos ou nao

. Os autores defendem a hipdtese de que uma
mutag¢do na GBA, mesmo em uma cépia, é um fator de susceptibilidade ou mediador
nao-genético no desenvolvimento de DP em um subgrupo de individuos. Isso poderia
se dever a uma perda de fun¢do, onde a atividade enzimdtica reduzida levaria a um
aumento focal de glicosilceramida em regides cerebrais especificas. O efeito de um

defeito bioquimico possivelmente existente em neurdnios desde o nascimento seria

uma nova hipétese para explicar o advento de DP em alguns individuos.

5.3.Das descobertas genéticas na DP

Este trabalho deve ser compreendido dentro de um contexto maior em que a
Genética vem modificando a concepgio da DP.

Atualmente os critérios diagndsticos mais utilizados para a DP idiopdtica sdo
os do United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank — Banco de Cérebro
de Londres (Anexo A), utilizados no presente estudo, que requerem a presenga de
bradicinesia e pelo menos mais um dos seguintes: rigidez muscular, tremor de
repouso (geralmente de 4 a 6 Hertz) e instabilidade postural ndo causada por
disfuncdo primdria visual, cerebelar ou proprioceptiva, além da exclusdo de uma

série de fatores 106,107, 108.

Considerando-se que outras doengas, como paralisia
supranuclear progressiva e atrofia de multiplos sistemas, entre outras, podem ser de
dificil diferenciacdo de um quadro de DP, torna-se importante a atenc@o aos critérios
vigentes, para que se mantenha uma boa acuricia diagnéstica. O inicio assimétrico
dos sintomas e uma boa resposta ao tratamento com levodopa favorecem o

diagnéstico de DP e sdo as caracteristicas mais importantes para distinguir a DP de

outros diagnésticos27.
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Um diagnéstico clinico fidedigno de DP era possivel em 76% dos casos no
inicio da década de 90, conforme revelado por um estudo clinico-patolégico de um

importante grupo de Distirbios do Movimento de Londres'*

. Uma reavaliacio pelo
mesmo grupo quase 10 anos apds mostrou que esse valor havia aumentado para 90%
de acurdcia diagnéstica para DP idiopética127, o que ¢é considerado bastante
satisfatorio, ainda que ndo infalivel.

Os novos avancos relacionados as descobertas genéticas na DP trouxeram
mudangas significativas na compreensdo e até mesmo na defini¢do vigente da
mesma, de modo que apesar de o diagnéstico de certeza da DP permanecer sendo o
histopatolégico, caracterizado por perda neuronal, gliose e corpos de Lewy,
publicacdes recentes questionam tal “padrdo-ouro”, a partir do achado de casos
familiares de DP sem a histopatologia tipica'?®.

A identificacdo das formas genéticas da DP e a descricdo das diversas faces da
doenca trouxeram a tona o fato de a DP ser uma condig¢@o clinica e patologicamente
heterogénea, o que deve ser levado em conta considerando-se que na pritica o
diagndstico da doenca € essencialmente clinico. Muitos autores tém inclusive
sugerido a substituicdo da denominacdo “doenca de Parkinson” para “sindrome
parkinsoniana”, de modo a unificar os diferentes subgrupos que levam a uma via
final comum — degeneracgdo seletiva dos neurdnios dopaminérgicosB.

Outra condi¢@o genética recentemente descrita que pode ocasionar um quadro
clinico de parkinsonismo, simulando DP, € a sindrome de tremor/ataxia associada ao
X fragil (FXTAS). Esta é uma doenga neurolégica decorrente da expansdo — de 55 a

200 repeticoes — no gene FMRI1 (fragile site mental retardation 1, também

responsével, quando na presenca de maior nimero de repeticdes, pela sindrome do X
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fragil, a principal causa hereditaria de retardo mental). Os sinais cardinais da DP sdo
comuns na sindrome FXTAS, sendo tremor e rigidez os mais proeminentes'%.

A crescente identificacdo de genes associados a DP também levanta uma
questdo polémica, que possivelmente se tornard habitual em um futuro préximo,
referente a indicacdo de testar ou ndo testar pacientes com suspeita de DP de
etiologia genética para as mutagdes jd identificadas. Atualmente encontram-se
disponiveis no mercado testes comerciais para as mutagdes nos genes de parkin e
alfa-sinucleina®™, mas ndo sdo recomendados de rotina na pratica clinica, ja que a
detec¢do de um dos genes com a mutagdo ndo propicia alteracdo na abordagem do
paciente, isto é, o tratamento permanece o mesmo, talvez com o acréscimo de um
estigma para o paciente. Sem um tratamento preventivo disponivel para a DP, o teste
genético ndo oferece beneficios médicos diretos aos pacientes ou seus familiares’'.

E provdvel que em breve encontre-se disponivel uma gama maior de testes
genéticos para a DP, mas antes de solicitar o exame, é fundamental que o médico
avalie as vantagens, desvantagens e limitagdes do teste genético pré-sintomético da
DP. Recomenda-se que ele s6 seja oferecido em familias nas quais um membro
afetado tenha sido previamente identificado como portador de uma mutacdo ou se
existe uma alta probabilidade de que a DP herdada na familia seja resultante de uma
mutacio genética conhecida®. Em todo o caso, se for decidido proceder ao teste, por
sugestdo do médico ou insisténcia do paciente, deve-se orientar um aconselhamento
genético prévio em centros especializados e o paciente, ciente dos prés e dos contras
do exame, deve assinar um termo de consentimento.

Outra desvantagem dos testes genéticos para DP € que, além do alto custo, eles

freqiientemente geram resultados inconclusivos®. Por outro lado, estes testes tém o



75

potencial de refinar diagnésticos clinicos e identificar pacientes com maior chance de
se beneficiar de intervencgdes especificas (o que possivelmente serd tutil quando
estiverem disponiveis mais opcdes terapéuticas). Do ponto de vista cientifico, estes
testes permitem que carreadores assintomdticos de mutagdes que predispdem a DP
possam ser identificados, gerando uma fonte valiosa para pesquisa sobre exposicoes
ambientais' e estratégias de neuroprotegﬁo3 °,

Klein afirma em publicacdo de 2006 que “os achados genéticos t€ém permitido
avancos importantes na compreensdo da fisiopatologia da DP, porém trazem consigo
novos desafios, como a identificagdo de fatores de susceptibilidade genética e

P . A 9935
definicdo do espectro clinico das formas monogénicas””.

5.4. O futuro

Em estudo recente, Goker-Alpan et al. (do grupo de Sidransky, do National
Institute of Health) demonstraram a presenga de mutacdes da GBA em nimero
significativo de pacientes com deméncia por corpos de Lewy130. Esta condigdo,
caracterizada por parkinsonismo associado a quadro demencial instalado no primeiro
ano de evolucdo da doenga, é considerada por muitos autores como parte do espectro
patolégico da DP, em que os corpos de Lewy ocorrem preferencialmente em regides
corticais, justificando a diferenca clinica entre as doengas. No estudo, os autores
seqiienciaram o gene da glicocerebrosidase em amostras de cérebros de pacientes
com diagnéstico de sinucleinopatias: 35 com deméncia por corpos de Lewy, 29 com
DP e 12 com atrofia de mudltiplos sistemas. Nove dos cérebros estudados (12%)
apresentavam mutacdes da GBA em heterozigose, a grande maioria entre 0s

pacientes com deméncia por corpos de Lewy, nos quais a taxa de mutagdo foi de
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23%. Apenas em 1 de 28 cérebros de individuos com DP foi detectada mutagdo da
GBA e em nenhum no grupo com atrofia de muiltiplos sistemas. O achado de
mutagdes da GBA como fator predisponente para deméncia por corpos de Lewy
favorece a hipdtese de um continuum entre esta entidade e a DP, possivelmente
conectadas por uma via fisiopatoldgica comum. Novos estudos poderdo reforcar este
conceito. Os autores sugerem que este estudo implica a contribuicio da
glicocerebrosidase mutante em diferentes doencas caracterizadas por inclusdes
neuronais e que ela serve como exemplo de uma enzima que, quando submetida a
uma mutagdo, pode ter um papel inesperado em relagdo a sua funcfo primadria e

contribuir para a patogénese de condi¢cdes complexas, como a DP e a deméncia por

corpos de Lewy.

5.5.Comentdrios finais

Em pacientes com parkinsonismo idiopético de instalacdo precoce com
resposta precdria ao tratamento especifico, o diagndstico de DG deve ser levado em
considera¢do, mesmo na auséncia de manifestacdes tipicas desta doen(;a13 h porém
devido a baixa prevaléncia da DG, ndo deve ser considerada uma investiga¢do mais
invasiva para a doenca na abordagem inicial do paciente.

Nos casos em que os diagndsticos concomitantes de DP e DG sido
estabelecidos, deve-se estar ciente de que este grupo de pacientes ndo obtém melhora
do quadro parkinsoniano com a terapia de reposi¢do enzimdtica, especifica para a
DG.

Apesar da associacdo descrita, a vasta maioria dos pacientes com DG e

portadores das mutacdes correspondentes nunca desenvolve sinais clinicos de
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parkinsonismo, assim como a maioria dos pacientes com DP ndo sdo portadores de
mutagdes da GBA!*2. Certamente outros fatores, genéticos e ambientais, também
devem interferir no processo etiopatogénico. A mutacdo da GBA poderia ser um
segundo deflagrador em pacientes com predisposi¢do genética a parkjnsonismo61.

A importancia de se compreender os mecanismos fisiopatoldégicos da DP a
partir de dados genéticos é exemplificada pelo achado de que a presenga de mutagdes
no gene da alfa-sinucleina em pacientes com DP levou a descoberta da alfa-
sinucleina como o principal componente dos corpos de Lewy, o marcador patolégico
da DP. Além disso, a identificacdo de parkin como uma ubiquitina E3 ligase45 trouxe
para o cendrio o sistema ubiquitina-proteassomo. As evidéncias sugerem que o
mesmo desempenha um papel de destaque na fisiopatologia da DP, a medida em que
de sua disfun¢do resulta um processamento defeituoso das proteinas intracelulares,
favorecendo sua agregacdo e depdsito. As mutacdes da GBA funcionariam como
mais uma peca deste quebra-cabega.

O mecanismo bioldgico subjacente & associagdo DP-DG ainda deve ser
elucidado, apesar de jd terem sido aventadas algumas hipéteses. A importancia de
desvendar a razao desta associagdo estd relacionada ndo apenas a uma melhor
compreensdo das bases etiologicas de ambas as doencas, mas também com a
possibilidade de desenvolvimento de terapias mais especificas para DP neste grupo
de pacientes no futuro.

No momento, devido aos conhecimentos ainda limitados na drea, nio se
recomenda de rotina o teste para mutacdes da GBA em pacientes com DP.

Este é o primeiro estudo a investigar a associacdo entre mutacdes da GBA e

DP na populacio brasileira e o sexto a fazé-lo em ambito mundial (considerando-se
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apenas os artigos publicados). Novos estudos sdo necessdrios para tentar esclarecer a
natureza da associacdo entre DP e DG. Apesar de ja existirem hipdteses a este
respeito, uma maior compreensdo desta associagdo certamente contribuird para um
melhor entendimento da fisiopatologia da DP como um todo, ainda obscura na sua
plenitude.

Mutagdes da GBA, mesmo em individuos heterozigotos, podem ser um fator
de risco hereditdrio para o desenvolvimento de DP. Este achado, previamente
descrito para outras populacdes, através deste trabalho mostra ser pertinente também

para a populacdo brasileira.
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6.CONCLUSOES

1) Pesquisando-se as principais mutagdes da GBA (N370S, L444P e G377S)
em 65 pacientes com DP em uma populacdo brasileira, foi encontrada uma
prevaléncia de aproximadamente 3%.

2) Comparando-se este resultado com a anélise de 267 controles emparelhados
para idade e sexo, dos quais nenhum era portador das mutacdes da GBA avaliadas,
obteve-se uma associagdo estatisticamente significativa (P=0,0379, teste exato de
Fisher).

3)A prevaléncia de mutacdes de GBA em pacientes brasileiros com DP foi
menor do que previamente relatado na literatura, porém maior do que o esperado
para a populacdo geral, sugerindo uma provavel associagdo entre as duas entidades
nosoldgicas na nossa populagio.

4)N3o foi possivel identificar nos pacientes com DP portadores de mutagdes da
GBA caracteristicas que permitissem diferencid-los clinicamente de pacientes sem a

mutacao.
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7.ANEXOS

Anexo A: Critérios diagndsticos de DP segundo o Banco de Cérebro de Londres

Critérios Clinicos Diagnésticos do Banco de Cérebro da Sociedade
de Doenca de Parkinson do Reino Unido

(UK Parkinson ’s Disease Society Brain Bank Clinical Diagnostic Criteria)

4+Etapa 1: Diagnéstico de sindrome parkinsoniana
Bradicinesia e pelo menos um dos seguintes: rigidez muscular, tremor de repouso de 4 a 6
Hz, instabilidade postural ndo causada por disfun¢do primdria visual, vestibular, cerebelar ou

proprioceptiva.

4+Etapa 2:Critérios de Exclusao para Doenca de Parkinson

Histéria de acidente cerebrovascular de repeticio com progressio em degrau das
caracteristicas parkinsonianas; histéria de traumatismo craniano de repeticdo; histdria de
encefalite definida; crises oculdgiras; tratamento com neurolépticos no inicio dos sintomas;
mais de um parente afetado; remisso sustentada; caracteristicas estritamente unilaterais apés
3 anos; paralisia supranuclear do olhar; sinais cerebelares; envolvimento autondmico precoce
grave, deméncia precoce grave com distirbios de memoria, linguagem e praxia; sinal de
Babinski; presenca de tumor cerebral ou hidrocefalia comunicante na tomografia
computadorizada; resposta negativa a altas doses de levodopa (excluindo-se mal absorc¢io);

exposicdo a MPTP.

4Etapa 3:Critérios Prospectivos Positivos de Suporte para Doenca de Parkinson (sao
requeridos trés ou mais para o diagnéstico de doenca de Parkinson definida)

Inicio unilateral, tremor de repouso presente, doenca progressiva, assimetria persistente
afetando mais o lado de inicio, resposta excelente (70 a 100%) a levodopa, coréia grave
induzida por levodopa, resposta a levodopa por 5 ou mais anos, curso clinico de 10 anos ou

mais.
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Anexo B: Termo de consentimento

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estudo: Mutagdes da glicocerebrosidase em pacientes com doenga de Parkinson

Vocé estda sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “Mutagdes da
glicocerebrosidase em pacientes com doenga de Parkinson’. Este documento contém as
informagdes necessarias sobre a pesquisa em questdo. Sua participagao neste estudo é
importante para nés, mas se optar por desistir em qualquer momento, isso ndo causara
prejuizo ao seu tratamento e acompanhamento no Setor de Disturbios do Movimento do
HCFMUSP.

Eu, , portador da cédula de identidade n°
. inscrito no CPF n° , hascido em
_ / , abaixo assinado (a), concordo de livre e espontanea vontade em participar

como voluntério (a) do estudo Mutagbes da glicocerebrosidase em pacientes com doencga
de Parkinson. Declaro que obtive todas as informagbes necessarias, assim como todos os
eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.

Estou ciente de que:

*O objetivo do estudo € identificar, dentre os pacientes com sindrome parkinsoniana de
inicio precoce, aqueles portadores da mutagéo para Doenca de Gaucher;

*Sera feita coleta de material da mucosa jugal através do uso de uma haste flexivel;
*Esta coleta serd realizada para este estudo e nao tera influéncia no meu tratamento, nao
envolve riscos para a saude e nao é terapéutica;
*A participagao nesta pesquisa nao tem objetivo de me submeter a um tratamento e nao me
trard qualquer 6nus em relagéo aos procedimentos médicos envolvidos;
*Tenho o direito de desistir da participagao no estudo em qualquer momento;
*A desisténcia nao tera implicagdes na minha salde ou no meu tratamento;
*Os resultados desta pesquisa serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicagbes cientificas, desde que meus dados pessoais nao sejam
mencionados;
*Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final da pesquisa:
( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa
() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa
Sao Paulo,  de de 200___
Assinatura do paciente:
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DIRETORIA CLINICA

Comissila de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

A Comisséo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesqg da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
11.08.04, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 359/04, intitulado:
“Sindrome Parkinsoniana como manifestagdo da doenga de Gaucher”

apresentado pelo Departamento de NEUROLOGIA, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Egberto Reis Barbosa

Pesquisador(a) Executante: Dra. Mariana Spitz

<K \( g ﬂi\ﬁ{,ﬁ\gw/

lae
Ptﬁf . Egberto Reis “Barbosa

CAPPesq, 11 de Agosto de 2004.

Orientador -\l \\ l\ \’A
- x‘\,\‘. A \',‘\4‘1“ e

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

T )
Prof \Dr. Ricardo Nitrini

Coordenador

OBSERVACAO: Cabe ao pesquisador elaborar e apresenfar 4 CAFPPesqg, os relatérios
parciais e final sobre a pesquisa (Resoli¢do do Conselho Nacronal de
Saide n° 196, de 10.10.1996, incise IX.Z, letra ‘c”)
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Anexo D: Explicando a Genética (referéncias 112,113,114)

= Pseudogene: seqiiéncia que se parece muito com um gene funcional conhecido, em
outro locus dentro do genoma, que € ndo-funcional como conseqiiéncia de mutac¢des
que impedem sua transcri¢ao e/ou translacao.

= Alelo: as duas copias de um gene autossdmico ou locus nos cromossomos materno e
paterno sdo alelos. Se os dois alelos sdo idénticos, o individuo é homozigoto naquele
locus.

= Eletroforese: método para analisar o tamanho dos fragmentos de DNA. Na presenca
de um campo elétrico, fragmentos maiores de DNA se movem através do gel mais
lentamente que os menores, produzindo bandas no gel.

* Enzimas de restricdo (ou endonucleases de restricdo): classe de enzimas,
geralmente isoladas de bactérias, capazes de reconhecer e cortar seqiiéncias
especificas do DNA.

=  PCR (polymerase chain reaction): técnica utilizada para replicar um fragmento
especifico de DNA in vitro. Adicionam-se primers, que iniciam a cépia de cada
banda do DNA, junto com nucleotideos e uma enzima denominada Taq polimerase.
Cicla-se a temperatura, fazendo com que o DNA alvo seja repetidamente
desnaturado e copiado. Uma tnica cépia de DNA, mesmo se misturada com outro
DNA indesejavel, pode ser amplificada para se obter bilhdes de réplicas.

= Polimorfismo de restricio de fragmento por comprimento: ensaio que utiliza a
propriedade de reconhecimento de seqiiéncias de enzimas de restricdo para
demonstrar varia¢des ou polimorfismos na seqiiéncia de DNA de duas amostras. O
DNA genomico ou o0 DNA produzido a partir de uma reagdo de PCR ¢ digerido por
uma enzima de restri¢do e os fragmentos sdo analisados por eletroforese com gel,
seguida de visualizacdo por bandas. Alteragdes na seqiiéncia do DNA podem
resultar em alteracdo do reconhecimento da seqiiéncia da enzima, que sdo refletidas

em mudancga no tamanho da banda visualizada no gel.
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Anexo E: Formulario para envio de sangue para dosagem de glicocerebrosidase.

J{. HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
2 SERVICO DE GENETICA MEDICA

LABORATORIO DE ERROS INATOS DO METABOLISMO
Rua Ramiro Barcelos, 2350 - CEP 90035-903 - Porto Alegre - RS - fone (51) 3316 8011 - fax (51)3316 8010
e-mail: jcoelho@hcpa.ufrgs.br

PROGRAMA DE INVESTIGAGAO PARA
GAUCHER, NIEMANN-PICK, FABRY, MPS | e POMPE

FORMULARIO DE SOLICITAGAO (preenchimento obrigatorio / letra legivel)

n° SGM:
PACIENTE
Iniciais: Numero do pront. inst. origem:
Responsavel:
Data de Nascimento: / / Sexo:
MEDICO SOLICITANTE
Nome:
E-mail:
Instituicdo de Origem:
Telefone: Fax:
Endereco para correspondéncia:
Cidade: Estado CER:
Celular: Data da solicitagao: / /
Amostras enviadas Solicito diagnéstico enzimatico para:
() urina () Fabry
( )plasma () Pompe
() sangue heparinizado ( YMPS1
() sangue com EDTA () Gaucher
() biépsia de pele () Niemann-Pick do tipo B
() papel filtro () Outra situagéo (especificar)
() (@)

Em caso de diagndstico positivo, genotipar? D Sim l:] Néo

INDICAGAO CLINICA
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Anexo F: Resultado da dosagem de atividade da glicocerebrosidase dos pacientes 1 e
2, respectivamente.

LABORATORIO DE REFERENCIA DE ERROS INATOS DO METABOLISMO
Rua Ramiro Barcelos, 2350 - CEP 90035-903 - Porto Alegre - RS - fone (51) 2101 8011 - fax (51)2101 8010

e-mail: jcoelho@hcpa.ufrgs.br

PROGRAMA DE INVESTIGACAO PARA
DOENCA DE GAUCHER

No. SGM: 215

Nome (ou iniciais) do paciente: E. B

Sexo: Masculino

Data nasc: 03/10/1942

Encaminhado por: Dra. Mariana Spitz

Servico: Hospital das Clinicas da Universidade de S3o Paulo

Nuamero de identificacdo no servico de origem: 2800375 K

Data de entrada do material: 19/09/05

RESULTADOQ DA INVESTIGACAO:

Enzima: BETA-GLICOSIDASE

Material: leucécitos

Resultado: 5,6 nmoi/h/mg de proteina

Valores de referéncia: Normai = 10 a 45 nmol/h/mg de proteina
Homozigotos = 0 a 5,5 nmol/h/mg de proteina
Heterozigotos = 4,1 a 16,5 nmol/h/mg de proteina
QUITOTRIOSIDASE

Material: plasma

Resultado: 116 nmol/h/mL

Valores de referéncia: Normal = 8,8 a 132 nmol/h/mL

Observacdo: Sugiro o envio de bidpsia de pele para anélise enzimatica em

fibroblastos. HOPA »
.~ prof. Janice C. Cosino

—7 } . Servico de Genética Medics

Data: 03/10/05 Responséve!:‘ﬁrqfa. Dra. Jarite C. Coelho
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LABORATORIO DE REFERENCIA DE ERROS INATOS DO METABOLISMO
Rua Ramiro Barcelos, 2350 - CEP 900635-903 - Porto Alegre - RS - fone (51) 2101 8011 - fax (51)2101 8010
e-mail: jcoelho@hcpa.ufrgs.br

PROGRAMA DE INVESTIGACAO PARA
DOENCA DE GAUCHER

No. SGM: 279

Nome (ou iniciais) do paciente: G. F. N

Sexo: Masculino

Data nasc: 22/02/1951

Encaminhado por: Dra. Mariana Spitz

Servigo: Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo

Numero de identificacdo no servigco de origem: 2918574 F

Data de entrada do material: 30/09/05

RESULTADO DA INVESTIGACAO:

Enzima: BETA-GLICOSIDASE

Material: leucocitos

Resuitado: 9,8 nmoli/h/mg de proteina

Valores de referéncia: Normal = 10 a 45 nmoifh/mg de proteina
Homozigofos = 0 a 5,5 nmol/h/mg de proteina
Heterozigotos = 4,1 a 16,5 nmol/h/mg de proteina
QUITOTRIOSIDASE

Material: plasma

Resultado: 80 nmol/h/mL

Valores de referéncia: Normal = 8,8 a 132 nmol/h/mL

Observagdo: Os ensaios enzimaticos descartam a possibilidade de diagnéstico
faboratorial da Doenga de Gaucher. 2 HCPA

o " Prof®, Janice C. Costho

gl e ) 8 rvico de Genétics Mad
Data: 03/10/05 Responsavel: Profa: Dra. Janice C. gde o dts
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