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RESUMO

DINIZ, Karen Rafaella da Silva. Investigagdo de mutagées no gene ATP13A2 como
um fator de risco para a Doenca de Parkinson em pacientes brasileiros. 2010, 112 f.
Dissertacdo de Mestrado em Genética Humana — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A doencga de Parkinson (DP) & a desordem neurodegenerativa motora mais
frequente, com uma prevaléncia de, aproximadamente, 1% entre individuos com
mais de 60 anos de idade, aumentando para 4 a 5% entre os individuos com idade
superior a 85 anos. Esta condicao é caracterizada pela perda seletiva dos neurénios
dopaminérgicos da substancia negra e pela presenga de inclusdes protéicas ricas
em a-sinucleina nos neurdnios sobreviventes. Pouco se sabe sobre a etiologia e a
patogénese da DP. A maioria dos casos aparece esporadicamente, podendo estar
associados a diversos fatores de risco ambientais e genéticos. Na ultima década,
estudos de ligacdo identificaram 15 Joci cromossomicos (PARK1 a PARK15)
relacionados a DP e, nestes, um novo gene, ATP13A2, tem sido associado a casos
de DP de inicio precoce. Esse gene esta situado no 1p36 e codifica a proteina
ATPase tipo-P da subfamilia Ps, de localizacdo lisossbmica, que é expressa em
diversos tecidos, principalmente no cérebro. Mutacbes em ATP13A2 levam a
formacdo de proteinas truncadas que ficam retidas no reticulo endoplasmatico e
posteriormente sdo degradadas pelo proteossomo, podendo causar a disfungao
proteossémica, decorrente da sobrecarga gerada pela proteina mutante, ou causar a
disfungéo lisossbmica, ambas gerando agregacao toxica. Este trabalho tem como
objetivo realizar a analise molecular do gene ATP13A2 em uma amostra de 116
pacientes brasileiros com DP, de manifestacdo precoce (<50 anos), de forma a
avaliar se mutagdes neste gene representam um fator de risco para a DP. O DNA foi
extraido a partir de leucocitos do sangue periférico ou de saliva e a analise
molecular dos éxons 2, 3, 12, 13, 14, 15, 16, 26 e 27, bem como, dos limites intron-
eéxons foi realizada por sequenciamento automatico dos produtos da PCR.
Identificamos oito variantes de sequéncia: quatro variantes intrénicas (uma no intron
2, uma no intron 13 e duas no intron 27) e quatro variantes silenciosas (uma no éxon
3, 16, 26 e 27). Com base em dados da literatura e através de analises in silico e
comparagdo com amostras controle, classificamos a alteragdo intrénica c¢.3084-
3C>T, e as alteragdes silenciosas ¢.2970G>A e ¢.3192C>T como nao patogénicas;
as alteragdes intronicas ¢.106-30G>T, ¢.1306+42_1306+43 insC e ¢.3083+24C>T, e
as alteracdes silenciosas c.132A>G e c¢.1610G>T foram classificadas como
provavelmente n&do patogénicas. Nosso achados corroboram aqueles encontrados
em outras populagdes e indicam que mutagdes no gene ATP13A2 ndo sao uma
causa comum de DP na amostra de pacientes brasileiros analisados. No entanto, se
faz necessario estender nossas analises para outras regides génicas, a fim de
determinar o real papel deste gene na etiologia da DP em nossa populagéo.

Palavras-chave: ATP13A2. Doencga de Parkinson



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the most common neurodegenerative movement
disorder with a prevalence of, aproximately, 1% among individuals older than 60
years, increasing to 4% or 5% among individuals older than 85 years. This condition
is characterized by selective loss of dopaminergic neurons and the presence of
protein inclusions rich in a-sinuclein in the survivors neurons. Little is known about
the etiology and pathogenesis of PD. Most cases appear sporadically and may be
associated with various environmental and genetic risk factors. In the last decade,
linkage studies have identified 15 chromosomal loci (PARK1 the PARK15) related to
PD and ATP13A2 is one of the most recent genes associated with cases of early
onset PD. The ATP13A2 gene is located at 1p36 and encodes the ATPase protein (P
type of Ps family) located in lysosome which is expressed in different tissues,
especially in brain. Mutations in this gene lead to the formation of truncated proteins
that are retained in the endoplasmic reticulum and are subsequently degraded by the
proteosome. This may cause proteosomal dysfunction, resulting from the overload
generated by the mutant protein, or can cause lysosomal dysfunction, both
generating toxic aggregation. This study aims to perform molecular analysis of
ATP13A2 gene in a sample of 116 Brazilian patients with early onset PD (<50 years),
to assess whether mutations in this gene represent a risk factor for PD. The DNA
was extracted from peripheral blood or saliva and molecular analysis of exons 2, 3,
12, 13, 14, 15, 16, 26 and 27 was conducted by direct sequencing of PCR products.
In this study we identified eight sequence variants in ATP13A2 gene: four intronic
variants (one in intron 2, one in intron 13 and two in intron 27) and four silent variant
(exon 3, 16, 26 and 27). Based on literature data and the results obtained from in
silico analysis and studies of control samples, we classified the intronic alteration
¢.3084-3C>T and the silent variants ¢.2970G>A and ¢.3192C>T as non-pathogenic;
the intronic alterations ¢.106-30G>T, ¢.1306+42_1306+43 insC e ¢.3083+24C>T and
the silent variants c.132A>G e ¢.1610G> as probably non-pathogenic. The data
obtained in our study corroborate those found in other populations and show that
mutations in the ATP13A2 are not a common cause of PD in the sample of Brazilian
patients analysed. However, it is essential to extend our analysis to other gene
regions in order to determine the actual role of this gene in the etiology of PD in our
population.

Keywords: ATP13A2. Parkinson’s disease
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INTRODUGAO

A Doenga de Parkinson (DP; OMIM 168600) é a doenga neurodegenerativa
motora mais frequente (Tanner et al., 2000), com uma prevaléncia de
aproximadamente 1% na populagdo acima de 65 anos, aumentando para 4 a 5%
entre os individuos com idade igual ou superior a 85 anos (Fahn, 2003). A idade
média de manifestacdo da doenga € de 60 anos, embora 4% dos pacientes
desenvolvam a doencga antes dos 50 anos (Van Den Eeden et al.,, 2003). Com o
aumento da expectativa de vida da populacdo mundial espera-se que o numero de
pacientes duplique até 2030 (Dorsey et al., 2007). Esta desordem acomete ambos
0os sexos, contudo, alguns estudos sugerem que a DP é 1,5 a 2 vezes mais
frequente em homens do que em mulheres (Van Den Eeden et al., 2003; Twelves et
al., 2003; Taylor et al., 2007). Este fato tem sido atribuido, em parte, a um efeito

neuroprotetor do horménio estrogénio (Shulman, 2007).

1 A DOENCA DE PARKINSON

A PD é caracterizada por um fendtipo clinico que consiste de tremor de
repouso, bradicinesia (lentiddo na iniciagdo e execugdo do movimento), rigidez e
instabilidade postural (Fanh, 2003). Suas caracteristicas patolégicas incluem a
despigmentacdo da substancia negra pars compacta, devido a perda seletiva dos
neurdnios dopaminérgicos e a presenga de inclusdes protéicas citoplasmaticas
globulares ou filamentares denominadas corpusculos ou neuritos de Lewy,
respectivamente, nos neurbnios sobreviventes (Forno, 1996) (Figura 1). A
diminuicdo nos niveis de dopamina no sistema nervoso leva a anomalias nos

circuitos motores o que resulta no fenétipo da doenga (Wood-Kaczmar et al., 2006).



A. Normal . DP
Mucleo caudado

Putimen
Ty

— Yia

higroestriatal

—_—— -,

! Corpusculos _1-
)ﬂ de Lewy J «

. ve

Figura 1: A) Representagcdo esquematica da via nigroestriatal (em vermelho).
Esta fotografia demonstra a pigmentacdo normal da substéncia negra par
compacta (SNpc), produzida por neuromelanina dentro dos neurdnios
dopaminérgicos. B) Representacdo esquematica da via nigroestriatal degenerada
(em vermelho) devido a uma acentuada perda de neurénios dopaminérgicos que
se projetam no putédmen (linha tracejada) e uma perda muito mais modesta dos
neurbnios que se projetam para o nucleo caudado (linha vermelha fina e
continua). C) Imunohistoquimica de inclusbes intraneuronais denominadas
corpusculos de Lewy em neurbnios dopaminérgicos da SNpc. D)
Imunohistoquimica de inclusdes intraneuronais denominadas neuritos de Lewy
em neurdnios dopaminérgicos da SNpc (Fonte: Adaptado de Braak et al., 2002;
Dauer et al., 2003).
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Em 2003 e 2004, Braak e colaboradores publicaram dois importantes
estudos que rediscutiram o estagiamento neuropatolégico da DP. A partir da
analise de amostras de tecidos cerebrais pos mortem de pacientes com DP, os
autores constataram, na fase inicial da doencga, a presencga dos neuritos Lewy em
pequeno numero na porgado caudal do tronco cerebral. A progressdo da doenga
foi dividida em seis estagios, separados em duas fases: a pré-sintomatica, que
inclui os estagios 1 e 2, e a sintomatica, que se inicia a partir do estagio 3, onde
sdo encontrados os primeiros corpusculos de Lewy na substancia negra pars
compacta, cuja evolugao nos estagios mais avangados, atingem o cortex cerebral
(Figura 2). Se fosse possivel diagnosticar a DP na fase pré-sintomatica, a perda

neuronal na substancia negra poderia ser prevenida (Braak et al., 2003).
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Areas pré-motoras e drea
Fase pre-sintomatica Fase sintomatica  motora primaria do
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: : nervo vago
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patoldgico da DP

Figura 2: A) Representacdo das fases assintomaticas e sintomaticas da DP,
marcado pela presenga dos neuritos de Lewy. O aumento da inclinagdo e da
intensidade das areas coloridas abaixo da diagonal indicam a gravidade crescente
da patologia em regides do cérebro mais vulneraveis. B) Diagrama mostrando as
areas do cérebro afetadas (setas brancas). As areas sombreadas correspondem a
gravidade da patologia que também & mostrado em A (Fonte: adaptado de Braak et

al., 2004).

A DP é uma desordem crénica e progressiva, para a qual ndo existe cura.
O principal tratamento para esta desordem é a terapia de reposi¢cao de dopamina
e a droga mais utilizada € a levodopa. Grande parte dos pacientes apresenta
uma boa reposta a terapia, no entanto, ao longo do tempo a terapia se torna

cada vez menos eficaz (Olanow et al., 2004). O diagnéstico definitivo requer a
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analise post mortem de tecido cerebral para a visualizagdo de perda neuronal e
despigmentacdo da substancia negra, além da presenga dos corpusculos e
neuritos de Lewy, o que juntos, distinguem a DP de outras formas de

parkinsonismo (Hughes et al., 2002).

1.1 A etiologia da DP

A DP caracteriza-se como uma desordem de etiologia complexa, na qual
interagbes entre fatores genéticos e ambientais, somado ao envelhecimento, estao
envolvidas no seu desenvolvimento (Gasser, 2009). As descobertas ocorridas nos
ultimos anos tém reforcado que a contribuicdo genética na DP é significativa,
representando um grande passo no entendimento dos mecanismos bioldgicos

associados a esta patologia (Gosal et al., 2006; Klein & Lohmann-Hedrich, 2007).

1.1.1 Fatores ambientais

Algumas toxinas tém sido consideradas fatores etiolégicos para DP, entre
elas, a toxina MPTP (1-metil-4-fenil 1,2,3,6-tetraidropiridina), cuja exposicéo leva a
perda de neurénios dopaminérgicos (Langston et al., 1983). A partir da identificagao
desta toxina diversas pesquisas epidemioldgicas tém sido realizadas na tentativa de
determinar quais fatores ambientais podem desempenhar um papel importante na
etiologia da DP. A vida rural, a utilizagdo de pesticidas, o consumo de agua de pogo
e certas profissdes, incluindo a mineragao e a soldagem, estdo associadas com um
aumento no risco da DP (Barbeau et al., 1987; Semchuk et al., 1992; Priyadarshi et
al. 2001; Firestone et al., 2005; Jankovic, 2005; Dick 2006; Kamel et al., 2006).

Em contrapartida, outros fatores ambientais atuam como agentes protetores.
O tabagismo e a ingestao de cafeina estao inversamente associados com o risco de
desenvolver esta desordem, entretanto, ndo ha uma explicacdo clara para esta
relacdo inversa (Allam et al., 2004; Ritz et al., 2007; Hancock et al., 2007; Saaksjarvi
et al., 2008). Alguns estudos tém demonstrado que pessoas com uma taxa elevada

de acido urico no plasma sanguineo tendem a ter menor risco de desenvolver DP,
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sugerindo que as propriedades antioxidantes do acido urico estejam relacionadas ao
efeito protetor (Davis et al. 1996; De Lau et al. 2005; Weisskopf et al. 2007).

1.1.2 Fatores genéticos

Na ultima década, avangos significativos tém sido alcangados no
entendimento da patogénese da DP e a maior parte deles foi possivel gragas a
identificacdo de mutagdes em genes relacionados a formas monogénicas da doenga
com um padrédo claro de herangca mendeliana (Gasser, 2009). As formas
monogénicas de parkinsonismo representam cerca de 10% dos casos de DP. No
total, quinze loci cromossémicos (PARK1 a PARK15) e um gene, GBA, ligados a DP
foram identificados (Lesage et al., 2009) (Tabela 1). Nestes, sete estdo associados
as formas recessivas de parkinsonismo: PRKN, PINK1, DJ1, ATP13A2, PLA2G6,
FBXO7 e POLG1, enquanto os genes SNCA, UCHL1, LRRK2 e GBA apresentam

padrao de heranga autossémica dominante.
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Tabela 1: Loci e genes envolvidos na DP

. Localizacao Formas de .
Loci Gene o Referéncia
cromossomica DP*
Polymeropoulos et al.,
PARK1 (=PARK4) SNCA 4921 AD
1997

PARK2 PRKN 6q25—-q27 AR Kitada et al., 1998

PARK3 SPR? 2p13 AD Gasser et al., 1998

PARKS5 UCHL1 4p14 AD Leroy et al., 1998

PARKG6 PINK1 1p35—-p36 AR Valente et al., 2004

PARK7 DJ-1 1p36 AR Bonifati et al., 2003

Paisan-Ruiz et al., 2004 ;
PARKS LRRK2 12912 AD
Zimprich et al., 2004

PARK9 ATP13A2 1p36 AR Ramirez et al., 2006
PARK10 - 1p32 AD? Hicks et al., 2002
PARK11 GIGYF2 2q36—q37 AD? Lautier et al., 2008
PARK12 - Xq Ligada ao X? Pankratz et al., 2002
PARK13 HTRA2 2p13 AD? Strauss et al., 2005
PARK14 PLA2G6 22q13.1 AR Paisan-Ruiz et al., 2008
PARK15 FBXO7 22912-q13 AR Di Fonzo et al., 2008

- GBA 1921 AD Aharon-Peretz et al., 2005

* AD — Autossémica dominante / AR — AutossOmica recessiva.
Fonte: Adaptado de Gasser (2009); Lesage & Brice (2009).

Além dos fatores genéticos monogénicos, existe uma teoria que propde que
doengas neurolégicas comuns, como a DP, podem ser determinadas pelo efeito de
variantes genéticas comuns na populacao (Bonifati et al., 2010). Essas variantes
genéticas comuns podem representar fatores de susceptibilidade ou modificadores
da doencga, afetando a penetrancia, a idade de manifestagdo, a gravidade e a
progressao da doenca.

Recentemente, trés amplas meta-analises de associagdo gendmica para a DP

foram realizadas na populagao japonesa, européia e norte-americana (Satake et al.,
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2009; Simon-Sanchez et al., 2009; Edwards et al., 2010), sendo analisados mais de
500.000 SNPs. Foram identificadas variantes comuns em trés loci (SNCA, PARK16
e LRRK2) como sendo importantes fatores genéticos de risco para a doenga. De
acordo com esses estudos, o gene SNCA mostrou a mais forte associagdo com a
DP, confirmando que SNPs neste gene sao fatores de suscetibilidade a doenga nas
populagdes estudadas.

As meta-analises de associagdo gendmica utilizam uma alta tecnologia de
genotipagem e fornecem evidéncias robustas sobre a associagdo de variantes
genéticas de risco com doengas complexas. Sem duvida alguma, a identificacéo de
variantes genéticas comuns relacionadas a doengas complexas de alta incidéncia na
populacdo, como Diabete Mellitus, doenga de Alzheimer e doenca de Parkinson &
um importante passo na compreenséo dos processos biolégicos subjacentes a estas
desordens e representa uma contribuicdo cientifica valiosa que pode resultar em

multiplos desdobramentos.

1.2 As formas monogénicas e as vias moleculares envolvidas na DP

As proteinas codificadas pelos genes associados a DP exercem papéis
importantes em determinadas vias metabdlicas, incluindo a dindmica de vesiculas e
lipidios (a-sinucleina), o sistema ubiquitina-proteossomo (Parkin, DJ-1 e UCHL1), a
via de sinalizagdo celular (LRRK2), o estresse oxidativo, o funcionamento
mitocondrial (DJ-1, PINK1, PRKN e HTRAZ2) e a via lisossémica (GBA e ATP13A2)
(Figura 3) (Farrer, 2006). Elucidar como defeitos nessas vias levam a perda de
neurdnios dopaminérgicos e ao acumulo de a-sinucleina continua a ser um dos
maiores desafios da pesquisa na DP (Dauer et al. 2003; Dawson et al. 2003;
Cookson, 2005).
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Figura 3: Vias comuns ligadas a patogénese da DP. (Fonte: Adaptado de Farrer,
2006; Wood-Kaczmar et al., 2006).

1.2.1 Agregacao da a-sinucleina e DP

O gene SNCA (OMIM 168601), codificador da a-sinucleina foi o primeiro gene
a ser associado com a DP (Polymeropoulos et al., 1997). A SNCA é uma proteina,
abundantemente expressa no sistema nervoso dos vertebrados, a qual acredita-se
participar da maturagao de vesiculas pré-sinapticas, funcionando como moduladora
negativa da liberagdo de neurotransmissores, em especial, a dopamina (Vekrellis et
al., 2004). Duas categorias de mutagdes sdo conhecidas neste gene, as mutagdes
de ponto, que levam a variagdes na proteina codificante, e as duplicacbes e

triplicacbes que levam a uma superexpressao da proteina (Polymeropoulos et al.,
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1997; Singleton et al. 2003; Biskup et al., 2008). Essas alteragdes também reduzem
a afinidade da a-sinucleina pelos lipidios, resultando (i) na ligacdo deficiente desta
proteina com as vesiculas, prejudicando a liberagdo de neurotransmissores, cujo
acumulo no citosol pode levar a formacdo de espécies reativas de oxigénio e
consequentemente a morte celular, e (ii) no acumulo citoplasmatico de mondmeros
de a-sinucleina que, por sua vez, promovem a formagao de oligbmeros toxicos para
a ceélula. A degradacdo desses monémeros pode ser feita pela via ubiquitina-
proteossomo e/ou pela via endossomo-lisossomo (Lashuel et al.,, 2002; Farrer,
2006). Sendo assim, o entendimento dos mecanismos celulares que levam a
agregacado da a-sinucleina é de extrema importédncia para o entendimento da
patogénese da DP, visto que essa proteina é o principal componente dos
corpusculos de Lewy (Spillantini et al., 1997; Xilouri et al., 2008).

1.2.2 Sistema ubiquitina-proteossomo e DP

O produto do gene PRKN (OMIM 602544) atua como uma ubiquitina ligase
tipo E3, que participa do direcionamento de proteinas para a degradagdo via
proteossomo (Shimura et al., 2000). Este gene parece, também, modular as fungdes
mitocondriais, como a biogénese mitocéndrial em células em proliferagcao através da
transcricdo e replicagdo do DNA mitocondrial (Kuroda et al., 2006). As primeiras
mutagdes em PRKN foram identificadas em familias japonesas com parkinsonismo
juvenil, segregando de forma autossOmica recessiva (Kitada et al., 1998) e
representam a causa mais comum de DP de inicio precoce. As mutacdes
identificadas podem levar a perda da fung&o génica, prejudicando o funcionamento
do proteossomo e a degradagdo das proteinas danificadas, incluindo a a-sinucleina
(identificada como um dos substratos de PRKN) (Zhang et al., 2000; Shimura et al.,
2000; Sriram et al., 2005; LaVoie et al., 2007).

A proteina Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1, codificada pelo gene
UCHL1 (OMIM 191342), é expressa exclusivamente nos neurbnios e possui
atividades de ubiquitina-hidrolase (quando monémero) e ubiquitina-ligase (quando
dimero), estando envolvida na degradacdo da a-sinucleina pelo proteossomo

(Larsen et al., 1998; Liu et al., 2002). Devido a suas duas atividades enzimaticas,
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mutacdes no gene UCHL1 podem afetar drasticamente o funcionamento desta
proteina e a consequente degradacado da a-sinucleina (Belin & Westerlund, 2008).
UCHL1 também proporciona um elo entre o sistema ubiquitina-proteossomo, o
sistema endossomo-lisossomo e a formagdo dos corpusculos de Lewy na DP, pois
mantém uma reserva de monoubiquitina para a E3-ligase e para o funcionamento do
proteossomo, prevenindo a degradacao da ubiquitina livre pela via lisossémica, duas

importantes vias de degradagao da a-sinucleina (Farrer, 2006).

1.2.3 Disfuncdo mitocondrial e DP

O gene PINK1 (OMIM 605909) codifica a proteina Phosphatase and Tensin
homolog-induced putative kinas (PTEN), que é uma serina/treonina quinase. A
PTEN esta difundida em diferentes tipos de tecidos e células, estando localizada
preferencialmente na mitocdndria, onde exerce um efeito neuroprotetor através da
fosforilagdo de proteinas especificas, modulando suas fung¢des e protegendo a
célula de disfungdes mitocondriais e da apoptose induzida pelo estresse oxidativo
(Valente et al.,, 2004; Deng et al.,, 2005; Gandhi et al., 2006; Klein & Lohmann-
Hedrich, 2007). Sabe-se que mutagdes em PINK1 podem levar a perda da fungao
protéica, gerando disfungdo mitocondrial e consequente aumento da sensibilidade
celular a agentes indutores de apoptose (Hatano et al.,, 2004; Petit et al., 2005;
Wood-Kaczmar et al., 20006).

A proteina DJ-1, codificada pelo gene DJ-1 (OMIM 606324), € uma proteina
da familia ThiJ/Pfpl de chaperonas moleculares antioxidantes, que atuam como
sensores intracelulares do estresse oxidativo (Tao & Tong, 2003; Zhang et al.,
2005). As propriedades antioxidantes da DJ-1 protegem as células contra o estresse
oxidativo e removem os compostos de perdxidos através da auto-oxidagdo. Esta
proteina também interage com a proteina Parkin, estando envolvida no correto
funcionamento do sistema ubiquitina-proteossomo. Sendo assim, mutagcdes no gene
DJ-1 que afetam a proteina podem prejudicar a resposta neuronal a agregacao da o-
sinucleina (Moore et al., 2005; Farrer, 2006). Zhong e colaboradores (2006)

sugeriram que DJ-1 regula o promotor da tirosina hidroxilase humana, conferindo,
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assim, uma ligacdo mais direta entre a sintese prejudicada de dopamina em
humanos e mutag¢des do gene DJ-1.

A proteina Omi/HtrA serine peptidase 2 , codificada pelo gene HTRA2 (OMIM
610297), é uma serina protease localizada na mitocéndria (onde atua na protegéo
contra o estresse oxidativo interno) e liberada no citosol durante um estimulo
apoptaotico, onde se liga a proteinas inibidoras da apotose e parece proteger a célula
do estresse oxidativo (Suzuki et al., 2001; Strauss et al., 2005; Alnemri, 2007).
Mutacgbes no gene HTRA2 prejudicam a atividade de HtrA2 e, consequentemente, a
resposta celular e a protecdo da mitocdndria ao estresse (Strauss et al., 2005).
Estudos indicam que a ativacado da atividade de HtrA2 na mitocéndria depende de
sua interagdo com PINK1 e, portanto, mutagbes no gene PINK1 também poderiam
prejudicar o funcionamento dessa proteina (Valente et al., 2004; Strauss et al.,
2005).

A proteina Leucine-rich repeat kinase 2, codificada pelo gene LRRK2 (OMIM
607060), € uma proteina multifuncional, citoplasmatica, com atividade quinase e
GTPase (Smith et al., 2005; Gloeckner et al., 2006). Esta proteina parece
desempenhar um papel importante na organizagdo celular, integrando o tréafico
celular, a fosforilagao e a sinalizagao intracelular (Smith et al., 2005; Farrer, 2006; Di
Fonzo et al., 2006; Gloeckner et al., 2006). A maioria das mutagbes patogénicas
identificadas no gene LRRK2 esta associada a um ganho da atividade quinase
dessa proteina, o que pode levar ao aumento de agregacgao das proteinas Tau e a-
sinucleina (Singleton, 2005; Smith et al., 2005; Gloeckner et al., 2006; West et al.,
2007).

1.2.4 A via lisossbmica e DP

A degradacdo da proteina a-sinucleina ndo ocorre apenas pela via
proteossbmica, mas também pela via lisossémica (Webb et al.,, 2003; Lee et al.,
2004; Cuervo et al., 2004). Defeitos nessa via ou no funcionamento geral do
lisossomo podem ser um fator inicial para a agregagao de proteinas no citosol e para

o aumento do estresse celular atuando, assim, na patogénese da DP (Cuervo et al.,
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2004; Martinez-Vicente et al., 2008). Dois genes (GBA e ATP13A2) séao
reconhecidos por participarem da via lisossébmica de degradacéo.

O gene GBA (OMIM 606463) humano esta localizado em 1921 (Shafit-
Zagardo et al.,, 1981; Barneveld et al., 1983). Ele possui 7,6 kb de extenséo e é
composto por 11 éxons, que codificam a enzima lisossémica glicocerebrosidase
(Horowitz et al., 1989). A analise molecular de pacientes com DP esporadica revelou
a presenga de um grande numero de variantes patogénicas no gene GBA que levam
a deficiéncia desta enzima e a disfungéo lisossébmica, interferindo na degradacéo e
nos niveis citoplasmaticos da proteina a-sinucleina e, assim, contribuindo para a
etiologia da DP (Meivar-Levy et al., 1994; Hruska et al., 2008).

Outro gene que tem sido associado a DP é o ATP13A2 (PARKS9), no qual
mutacdes, também, poderiam ocasionar o comprometimento da funcao lisossdmica,
tendo como conseqiéncia a agregagao da proteina a-sinucleina (Ramirez et al.,
2006). Considerando ser esse gene o alvo de nosso trabalho ele sera discutido mais

detalhadamente nos proximos itens.

1.3 O gene ATP13A2

O gene ATP13A2 (OMIM 610563) estd localizado no brago curto do
cromossomo 1 (1p36) (Hampshire et al., 2001) e codifica um transcrito de 3,8 kb,
composto por 29 éxons. Seu produto, a proteina ATP13A2 (Figura 4), € uma
ATPase tipo-P da subfamilia P5 expressa em diversos tecidos e 6rgaos, e, de forma
predominante, nos neurdnios do cértex, do talamo e da substancia nigra pars
compacta (Schultheis et al., 2004; Ramirez et al., 2006). Embora tanto a fungao
como a especificidade do substrato da proteina ATP13A2 sejam desconhecidas,
acredita-se ser ela uma proteina lissosbmica de transporte, responsavel pela
manutenc¢ao do pH ideal dentro do lisossomo (Klein & Lohmann-Hedrich, 2007; Bras
et al., 2008).
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Figura 4: Esquema representativo da estrutura do gene ATP13A2, seus 29 éxons e
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As ATPases tipo-P compreendem uma grande superfamilia de proteinas,

presentes tanto em procariotos como em eucariotos, que transportam cations

inorganicos e outros substratos através das membranas celulares, sendo que as

ATPases Ps5 sdo expressas apenas em eucariotos (Schultheis et al.,

2004). Essas

proteinas sdo formadas por quatro dominios principais: dominio de fosforilagdo P;

dominio de ligagao do nucleotideo N; dominio atuador A e dominio da membrana M

(Figura 5).



28

Figura 5: Estrutura tridimensional proteina ATPase e seus principais dominios no
reticulo sarcoplasmatico Ca 2+ (Fonte: Kuhlbrandt, 2004)

1.3.1 Mutacoes no gene ATP13A2 e a sindrome de Kufor-Rakeb

Em 1994, Najim Al-din e colaboradores descreveram cinco irmaos
jordanianos, filhos de pais consaguineos, que apresentavam quadro clinico de
parkinsonismo atipico, que incluia paralisia supranuclear do olhar vertical,
espasticidade e deméncia. O curso da doenga era progressivo, mas 0s pacientes
apresentavam resposta ao levodopa e moderada regressdao dos sintomas. Os
autores denominaram essa doenga de sindrome de Kufor-Rakeb (KRS). No ano de
2006, Ramirez e colaboradores identificaram uma familia chilena com DP de inicio
precoce que apresentavam as mesmas caracteristicas da familia jordaniana de
Kufor-Rakeb. Essa familia era composta de treze membros, dos quais quatro filhos
eram afetados (trés meninos e uma menina). O estudo molecular do gene ATP13A2
nessas duas familias identificou mutagdes no gene ATP13A2. Os individuos
afetados da familia jordaniana eram homozigotos para uma duplicacdo de 22
nucleotideos no éxon 16 (1632_1653dup22), que altera o quadro de leitura do

RNAm. Os pacientes da familia chilena eram heterozigotos para as seguintes
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mutacdes: uma delecdo de um nucleotideo no éxon 26 (3057delC), que resulta em
uma parada prematura do quadro de leitura e uma mutagdo no sitio de
processamento no éxon 13 (IVS13+G>A), levando a auséncia desse éxon no
transcrito e a consequente auséncia de 111 aminoacidos na proteina. Estas
alteracbes estavam ausentes em 480 controles normais alemas. Todos os individuos
afetados pela doenca nas duas familias apresentavam mutagcdes génicas que
afetavam, direta ou indiretamente, os dominios transmembrana da ATP13A2 e
levavam a formacédo de uma proteina truncada, causando a perda de sua funcéo.
Tendo em vista que esse gene codifica uma enzima lisossémica, sendo esta
participante da via de degradacao de proteinas, como a a-sinucleina, mutagdées no
gene ATP13A2 poderiam causar disfun¢ao lisossémica, acumulo da a-sinucleina e,
consequentemente, contribuir para a patogénese da DP. Os achados de Ramires e
colaboradores (2006) permitiram estabelecer uma relagao entre o gene ATP13A2 e
um tipo de parkinsonismo com caracteristicas clinicas atipicas e impulsionou outros

trabalhos a pesquisarem essa relagdo em pacientes com DP classica.

1.3.2 Mutacoes no gene ATP13A2 e a Doenca de Parkinson

Di Fonzo e colaboradores (2007) foram os primeiros a investigar o papel do
gene ATP13A2 em pacientes com DP. Neste estudo, todos os 29 éxons foram
sequenciados em 46 pacientes (em sua maioria, italianos) com parkinsonismo puro,
sendo 35 casos de manifestacéo precoce (entre 21 e 40 anos) e 11 de manifestagéo
juvenil (antes dos 21 anos de idade). Foram identificadas trés novas mutacgdes
missense nos éxons 15 (Gly1510Arg), 16 (Gly1597Arg) e 2 (Thr35Met) do gene
ATP13A2. A mutacdo Gly1510Arg foi encontrada em homozigose num paciente
brasileiro com DP juvenil (filho mais novo de quatro irmaos, nascido de pais nao
consanguineos, sem histéria familiar de parkinsonismo) e as mutacées Gly1597Arg
e Thr35Met, ambas em heterozigose, em dois pacientes italianos com
parkinsonismo precoce. Todas as mutagdes identificadas neste estudo resultaram
na substituicdo de residuos de aminoacidos altamente conservados na proteina
ATP13A2 e se mostraram ausentes em 738 individuos controles saudaveis. A

identificacdo de mutagcbes missense em ATP12A3 em pacientes com DP, menos
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drasticas do que aquelas encontradas nas familias com KRS, forneceu uma nova e
importante evidéncia de que mutagdes neste gene nao estdo, invariavelmente,
associadas com quadros clinicos tdo graves como o observado na KRS, mas podem
ser encontradas em associagao com fendtipos mais brandos.

Alguns outros grupos investigaram a preseng¢a de mutagdes no gene ATP13A2

em pacientes com DP (Tabela 2).



Tabela 2: Estudos de triagem de mutagdes no gene ATP13A2 realizados em pacientes com DP
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Método utilizado

Amostras de pacientes com DP

Amostra Controle

~ - : Localizagéo , Referéncias
o) (o)
FRPUIEE:D PETE EITENEE 6l N % yarlantes das variantes | %Polimorfismos N 7 yarlantes Bibliograficas
gene ATP13A2 missenses : missenses
missenses
Italia e Sequenciamento o Exons 2, 15 e o o Di Fonzo
Brasil completo do gene 46 6.5% 16 15,2% 738 0% et al., 2007
Japéo Sequenciamento | 4,5 0.8% Exon 6 ND 300 0% Ning et al.,
completo do gene ) 2008
: Sequenciamento o Guo et al.,
Ghiiie completo do gene 29 0% j ND ) i 2008
Taiwam e Sequenciamento o . o o Lin et al.,
Singapura completo do gene 182 1.7% Exon 20 6.5% 589 0% 2008
- Sequenciamento o Exons 3, 10, o o Vilarifio-Guell
Tunisia | . oleto do gene | 89 6.7% 12,16, 21 ¢ 25 28.8% 372 0,53% et al., 2009
Alemanha, )
Sérvia, Sequenciamento o Exons 9, 10, o Djarmati et al.,
Canada e completo do gene 112 3,6% 14 e 26 ND 55 3,6% 2009
Noruega
China Sequenciamento 56 0% ) 259, 150 0% Wang et al.,
completo do gene 2009
: Analise da mutacéo o o Mao, et al.,
China .2936G>A 220 0% ’ - 0.1% - - 2009
China Andlise da mutacdo | 532 0,19% Exon 20 - 480 0,21% Qing-Zhou
€.2236G>A etal., 2010

ND — n&o disponivel
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De modo geral, os estudos realizados at¢é o momento demonstram que
mutacdes patogénicas no gene ATP13A2 sao uma causa rara da doenca de
Parkinson. No entanto, a maioria dos estudos se concentrou numa populacao
especifica, a oriental. Poucos trabalhos foram realizados na populagao européia, e
aqueles que o fizeram obtiveram resultados significativos da relacdo desse gene
com a DP, demonstrando a importancia de se conduzir a analise desse gene em
outras populagdes a fim de avaliar a real relagdo entre alteragées no ATP13A2 e a
DP.

1.3.3 O gene ATP13A2 e a via lisossbmica

Apesar dos grandes avangos no entendimento da patogénese da DP, os
mecanismos que levam a agregacéo e aos efeitos toxicos da a-sinucleina, assim
como, as vias celulares envolvidas na sua degradacao, ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Sendo assim, um dos grandes desafios da atualidade é o
entendimento das bases moleculares e celulares subjacentes a esta desordem
(Sidransky, 2006).

Vérias mutagdes no gene ATP13A2 sdo do tipo missense e, geralmente,
resultam no processamento errbneo ou em mudangas na conformagao da proteina.
Isto acarreta a retengdo da proteina ATP13A2 no reticulo endoplasmatico e sua
posterior degradagédo pelo proteossomo, causando uma sobrecarga nesta via, e
também uma parcial perda de fungdo dos lisossomos e consequentemente uma
degradacéo insuficiente, levando ao acumulo de a-sinucleina (Ramirez et al., 2006).

Desta forma, estudos que explorem a associacao entre alteracbes no gene
ATP13A2 e a DP poderéo levar a um melhor entendimento dos fatores etiologicos

relacionados a esta desordem.
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2 OBJETIVOS

Considerando a relacdo do gene ATP13A2 com a via lisossoOmica de
degradacdo protéica e sua possivel associacdo com a doenca de Parkinson,
somada a escassez de dados da literatura relativos ao estudo deste em pacientes
latino-americanos com DP, o presente trabalho tem por objetivo:

Avaliar se mutac¢des no gene ATP13A2 constituem um fator de risco relevante
na etiologia da DP em pacientes brasileiros. Com esta finalidade, temos como
objetivos especificos:

e Rastrear a presenca de mutac¢des nos exons 2, 3, 12, 13, 14, 15, 16, 26 e 27,
bem como, nas regides de limite éxon/intron, que incluem os sitios doadores

e receptores de encadeamento do gene ATP13A2,;

e Determinar a frequéncia de alteracdes neste gene na populacéo estudada;
e Estabelecer correlagdes genoétipo-fendtipo para as variantes génicas

encontradas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Pacientes e controles

Neste estudo foram analisados 116 pacientes com DP, ndo aparentados de
ambos os sexos (36 mulheres e 80 homens), com idade de manifestagédo inferior ou
igual a 50 anos (faixa etaria: 12 a 50 anos/idade de manifestacdo média: 41,2 + 8,0
anos). Dentre estes pacientes, 21 (18,2%) relataram histéria familiar da doenga em
parentes de 1° ou 2° graus e os demais (81,8%) eram casos isolados.

Com excegao de 2 pacientes (1,7%) de nacionalidade portuguesa, todos os
restantes sdo brasileiros, provenientes de ambulatérios de disturbios do movimento
de importantes hospitais publicos. Eles foram avaliados por médicos neurologistas
especialistas em desordens do movimento que procederam a analise clinica
seguindo os critérios clinicos/patologicos aceitos para a DP (Hughes et al., 2001) e
levantaram a histéria familiar do probando. Foram incluidos na pesquisa apenas 0s
pacientes com DP idiopatica, sendo os casos de parkinsonismo secundario
excluidos.

Além dos pacientes com DP, foram recrutados 140 individuos voluntarios
saudaveis (58 mulheres e 82 homens; faixa etaria: 50 a 95 anos/idade média: 63,1 +
9,4), sem sinais ou sintomas da DP ou de qualquer outra desordem
neurodegenerativa, para fazerem parte da nossa amostra controle.

Os pacientes selecionados foram esclarecidos com relagdo aos objetivos da
pesquisa e convidados a participar do estudo. A coleta de material biolégico para a
analise molecular teve inicio somente apds a autorizagdo do paciente, mediante
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1 e 2). Todas as
condutas adotadas neste estudo seguiram as normas éticas do CONEP/Ministério
da Saude (Resolugao 196/96) que regem as pesquisas envolvendo seres humanos.
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (REG.032.2.2008 — parecer 004/2009) (Anexo 3).
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3.2 Extracdo do DNA genémico

O DNA dos pacientes foi extraido a partir de 5 mL de sangue periférico,
utilizando-se tubos vacutainer contendo anti-coagulante EDTA ou a partir de saliva.
A coleta de sangue foi realizada por um técnico em analises clinicas, seguindo
normas de plena assepsia. As recomendagdes para a coleta adequada da saliva
consistiram em n&o beber, fumar ou mastigar 30 minutos antes da utilizagdo do
frasco coletor.

A extracdo do DNA gendmico a partir de sangue foi conduzida utilizando-se o
Kit comercial lllustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo o
protocolo descrito pelo fabricante. Na extracdo a partir de saliva, utilizou-se o Kit
ORAGENE™ DNA self-collection (DNAGENOTEK) de acordo com as instrugdes
descritas pelo fabricante.

Apos a extracdo, o DNA foi dividido em duas aliquotas, armazenadas em

microtubos, sendo uma estocada a 4°C e outra a -20°C.

3.3 Estimativa da concentracao e da integridade do DNA

Para estimar a qualidade e a concentracdo do DNA das amostras obtidas, foi
realizada eletroforese em gel de agarose 0,8% (INVITROGEN) diluida em tampéao
TBE 1X [Tris 89 mM (USB); acido bérico 89 mM (MERCK); EDTA 2 mM (USB)]. As
amostras foram preparadas adicionando-se 1 uL da aliquota de DNA a 1 pL de
corante de corrida [azul de bromofenol 0,25% (SIGMA); xileno cianol 0,25% (MERK);
glicerol 30% (MERK)] e 8 yL de agua deionizada (Milli Q). A eletroforese foi
conduzida em uma cuba horizontal (Horizon 58 — INVITROGEN) a 60V por 1 hora,
utilizando-se como tampéao de corrida TBE 1X [Tris 89 mM (USB), acido bdrico 89
mM (MERCK), EDTA 2 mM (USB). Apd6s a corrida, o gel foi visualizado em um
transiluminador de luz ultravioleta [modelo TM 20 (UVP)]. A integridade do DNA foi
avaliada comparando-se a intensidade da banda de cada amostra com a intensidade
do padréo de DNA de Bacteriofago A (INVITROGEN) de 100 ng/uL.

A concentracdo do DNA obtido foi estimada através de espectrofotometria em
um biofotdmetro [BioPhotometer (EPPENDORF)]. No preparo das amostras, 5 uL da
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aliquota de DNA foram diluidos em 65 pL de agua deionizada (Milli-Q) para um
volume final de 70 pL e colocadas em uma cubeta para a leitura no biofotémetro.
Uma amostra contendo 5 pL de tampao TE [Tris 10 mM (USB)-HCI (MERCK); EDTA
1 mM (USB); pH 7,4] diluidos em 65 uL de agua deionizada (Milli-Q) foi usada como
branco na calibragao do equipamento. A estimativa da concentragao foi calculada

pelo equipamento com a configuracao de quantificacado de DNA de dupla fita.

3.4 Rastreamento de mutacdes no gene ATP13A2

3.4.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a analise molecular dos éexons 2, 3, 12, 13, 14, 15, 16, 26 e 27 (Figura 6)
bem como das regides de limite éxon/intron, que incluem os sitios doadores e
receptores de encadeamento, foi necessaria a amplificacdo destas sequéncias pela
técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se 6 pares de
oligonucleotideos (INVITROGEN) descritos por Di Fonzo e colaboradores (2007),
Ning e colaboradores (2007) (Tabela 3). Os éxons 2 e 3, 13 e 14, 26 e 27, assim

como a regido intrénica flanqueadora, foram amplificados em uma unica reacéo de

PCR.
A ™ b s ~5=‘ 42 4}
& > §oF
& -a?‘;p wﬁﬁw&\a & o

Hr—r i e e R
v o B

E2-3FX E2-3R E12F X E12R E16F X E16R E26-27F X E26- 27R
563 pb 288 pb 383 pb 680 pb
E13-14F x E13-14R E15F X E15R
498 pb 390 pb

Figura 6: Esquema do gene ATP13A2 mostrando os éxons estudados e o tamanho de
cada fragmento amplificado na PCR.
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Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo dos éxons estudados do gene
ATP13A2 (Di Fonzo et al., 2007, Ning et al., 2007)

Tamanho do Tamanho
Exon Oligonucleotideos oligonucleotideo do
fragmento
» PARK9-E2-3F 5’ ggAAgCAAgAggAgAAggTg 3’ 20 pb 563 pb
PARK9-E2-3R 5 gTCCCATggAAAgTCAgTgg 3' 20 pb
" PARK9-E12F 5 gAACTCCTggTTTgCTggTg 3’ 20 pb 268 pb
PARK9-E12R 5 CTCACTCCACCTCTCCCAAg 3 20 pb
PARK9-E13-14F 5 CTCCACACTgCTgATggCTA 3’ 20 pb
13-14 498 pb
PARK9-E13-14R 5 gAgCCCggATTACAATCTCA 3’ 20 pb
e PARK9-E15F 5 CCTCTACCgAAACCgggTAA 3’ 20 pb 30 pb
PARK9-E15R 5’ gTgggTgCTgCTgAgAgAAT 3’ 20 pb
16 PARK9-E16F 5 AgTTCCTggggTTCCCATAg 3’ 20 pb 383 pb
PARK9-E16R 5 gACAgggTgggATTCgTTAg 3’ 20 pb
e PARK9-26-27F 5 CTTACCCATCAGATTCCTTCg 3 21 pb 680 pb
PARK9-26-27R 5 CACgCCAgTCTTCCACTCg 3 19 pb

As condi¢des finais das reagdes estao especificadas na tabela 4. Todas as

reacoes de amplificacdo foram feitas em tubos de 0,2 mL e conduzidas em um
termociclador Veriti modelo 9902 (APPLIED BIOSYSTEMS) de acordo com os

seguintes programas:

Exons 2-3 e 12 Exons 13-14 e 16

95°C — 5 min 95°C — 5 min

96°C — 20 seg 96°C — 20 seg

62°C — 30 seg » 40 ciclos 63°C — 30 seg » 40 ciclos
72°C — 40 seg 72°C — 40 seg

72°C — 10 min 72°C — 10 min

Exon 15 Exons 26-27

95°C — 5 min 95°C — 5 min

96°C — 20 seg 96°C — 20 seg

60°C — 30 seg » 40 ciclos 55°C — 30 seg » 40 ciclos
72°C — 40 seg 72°C — 40 seg

72°C — 10 min 72°C — 10 min

Figura 7: Esquema mostrando as condi¢des
éxon utilizada neste estudo.

de ciclagens da PCR de cada
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Tabela 4 — Condig¢des utilizadas na PCR para a amplificagdo dos fragmentos correspondentes aos éxons 2, 8, 9-10, 11, e 14 do

gene ATP13A2
Exons do gene ATP13A2
Reagentes _ ] _ ] _ ]
Exon 2-3 Exon 12 Exon 13-14 Exon 15 Exon 16 Exon 26-27
Tampao de reacédo 10X
1X 1X 1X 1X 1X 1X
(BIOTOOLS)*
dNTPs 5 mM
200 uM 200 uM 200 uM 200 uM 200 uM 200 uM
(GE HEALTHCARE)
MgCl, 50 mM
1,0 mM 1,0 mM 1,0 mM 1,0 mM 1,0 mM 1,5 mM
(BIOTOOLS)
Oligonucleotideo F 10 uM
1,0 uM 1,0 uM 1,0 uM 1,0 uM 1,0 uM 1,0 uM
(INVITROGEN)
Oligonucleotideo R 10 uM
1,0 uM 1,0 uM 1,0 uM 1,0 uM 1,0 uM 1,0 uM
(INVITROGEN)
Taq DNA polimerase 1U/uL
1,0U 10U 10U 1,0U 10U 10U
(BIOTOOLS)
DNA ~50 ng 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
Volume final 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L 25 L




3.4.2 Analise da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da reacio

Para a avaliagdo da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da
reagdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%
(INVITROGEN), diluida em tampao TBE 1X [Tris 89 mM (INVITROGEN), acido bérico 89
mM (MERCK), EDTA 2 mM (USB)]. Ao gel de agarose foi adicionado 0,6 uL de brometo
de etideo a 10 ug/uL (SIGMA). No preparo das amostras, 4 uL da aliquota da reagao de
PCR foram adicionados a 2 uL de corante de corrida [azul de bromofenol 0,25%
(SIGMA), xileno cianol 0,25% (MERCK), glicerol 30% (MERCK)].

A eletroforese foi realizada a 80 V por 1 hora em cuba horizontal [Horizon 58
(INVITROGEN)], utilizando-se como tampéao de corrida TBE 1X. Apos a corrida, o gel foi
visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta [modelo TM 20 (UVP)]. Para
confirmacao do tamanho do amplicon foi utilizado o padrao de peso molecular 1 kb DNA
ladder (INVITROGEN).

3.4.3 Purificacdo dos produtos da PCR

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

(BIONEERY)], seguindo o protocolo descrito pelo fabricante.

3.4.4 Reacado de Sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram preparadas em um volume final de 20 uL,
utilizando-se o Kit Big Dye Terminator V3.1 (APPLIED BIOSYSTEMS), contendo: 1 pL
de oligonucleotideo a 3,2 pmol (senso ou anti-senso), 1,5 yL do tamp&o diluente
(APPLIED BIOSYSTEMS), 60 ng do DNA purificado e 1 yL do Kit Big Dye Terminator.



As reagdes foram conduzidas no termociclador Veriti modelo 9902 (APPLIED
BIOSYSTEMS) e a ciclagem compreendeu 35 ciclos de desnaturagdo a 96°C por 15
segundos, anelamento a 50°C por 10 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos.

Para a precipitacdo das reagdes de sequenciamento, foram adicionados ao produto
da reagao 64 pL de etanol absoluto gelado (ISOFAR) e 16 uL de agua MilliQ. O material
foi homogeneizado em um agitador para tubos (PHOENIX) e deixado a temperatura
ambiente por 15 minutos para a precipitacdo. Apds este tempo, os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 20 minutos (microcentrifuga EPPENDORF. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 250 uL de etanol 70%
(ISOFAR). O material foi novamente homogeneizado e levado a centrifuga por 20
minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi retirado e as amostras precipitadas foram
protegidas da luz e deixadas a temperatura ambiente por 12 horas para secagem. As
amostras secas foram conservadas a -20°C.

O material precipitado foi ressuspenso em 10 uL de solugdo de formamida [Hi Di
Formamida (APPLIED BIOSYSTEMS)] e transferido para a placa de sequenciamento
contendo 96 pocos (APPLIED BIOSYSTEMS). Em seguida, a placa contendo as
amostras foi levada ao termociclador PTC-100 (MJ RESEARCH) por 5 minutos a 95°C
para a desnaturagao e, imediatamente, incubada em gelo para permitir a manutencao da
desnaturagcado das amostras. A placa foi levada ao sequenciador automatico ABI Prism
3730 (APPLIED BIOSYSTEMS) para o processamento das amostras. Esta etapa foi

realizada na Plataforma Genémica (PDTIS — Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz).

3.4.5 Analise das sequéncias

Os eletroferogramas gerados pelo sistema de sequenciamento foram avaliados
através do programa Chromas Lite Versdo 2.0 (TECHNELYSIUM). Para o anelamento
das sequéncias com suas respectivas sequéncias selvagens utilizamos o programa
BioEdit Sequence Alignment Editor versao 7.0.5.2 (05/06/05) (Isis Pharmaceuticals, Inc.).
A sequéncia selvagem do gene ATP13A2 pode ser acessada no banco de dados do
Ensembl (endereco eletrénico:
http://www.ensembl.org/Homo_sapien?db=core;g=ENSG00000204120;r=2:233562015-
233725285;t=ENST00000409547”). Toda e qualquer discrepancia encontrada no



alinhamento foi revista no programa Chromas para a exclusdao de eventuais erros de
interpretacao cometidos pelo programa gerador da sequéncia.

Aqueles individuos que apresentaram variagcdo em suas sequéncias em relacao a
sequéncia selvagem tiveram sua amostra de DNA novamente amplificada para a

confirmacéao da variante.

3.5 Ferramentas eletronicas

Os programas que foram utilizados para a analise das sequéncias podem ser
acessados gratuitamente na Internet. O programa Chromas Lite Versdo 2.0
(TECHNELYSIUM) encontra-se no enderego eletrénico “http://www.
Technelysium.com.au/chromas_lite.html”. O programa BioEdit Sequence Alignment
Editor versao 7.0.5.2 (05/06/05) (ISIS PHARMACEUTICALS, INC) esta disponivel no
endereco eletronico “http:// www.mbio.ncsu.edu/ BioEdit/bioedit.html”.

Na analise de predigdes de acentuadores exdnicos de encadeamento (ESE —
exonic splicing enhancers) foram utilizadas as seguintes ferramentas: ESEfinder:
“http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ ESE3/ ese finder.cgi?process=home” (Cartegni et al.,
2003) e RESCUE-ESE: “http://genes.mit.edu/ burgelab/rescue-ese/” (Fairbrother et al.,
2004).

Para avaliar o impacto de alteragdes intrénicas em sitios doadores e receptores do
encadeamento do RNA utilizamos as ferramentas eletrbnicas, SpliceView (endereco
eletrbnico: “http://www.itba.mi.cnr.it/webgene/’) e NNSPLICE versédo 0.9 (endereco

eletrénico: “http://www.fruitfly.org/seq_tools/ splice.html”).



4 RESULTADOS

Neste estudo, foi analisada a presenca de alteracdes na sequéncia codificante
do gene ATP13A2, incluindo as sequéncias intrénicas flanqueadoras, em 116

pacientes com DP e os resultados encontram-se descritos na Tabela 5.






Resultados

Tabela 5: Resultados da analise dos éxons 2, 3, 12, 13, 14, 15, 16, 26, 27 do gene ATP13A2 em 116 pacientes, de
com DP idiopatica.

ambos 0s sexos,

Resultados da analise do gene ATP13A2

Ne° Registro Idade | IM | Sexo | F/I _ _ _ _ _ _
Exon 2-3 Exon 12 | Exon 13-14 | Exon 15 Exon 16 Exon 26-27
1 PAR1147 47 35 M | Normal Normal Normal Normal Normal Normal
2 PAR1148 48 42 M F Normal Normal Normal Normal Normal €.3084 -3C>T / wt
c.3192C>T
3 PAR1161 59 49 M | Normal Normal Normal Normal Normal c.2970G>A
4 PAR1162 64 47 M | Normal Normal Normal Normal Normal c.3084 — 3C>T
€.2970G>A | wt
5 PAR1170 57 43 F | Normal Normal Normal Normal Normal 6.3192C>T / wt
€.2970G>A / wt
6 PAR1173 62 44 F | Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
€.3192C>T / wt
C.2970G>A / wt
7 | PAR1176 | 57 |49 | E | | Normal Normal %égfigiﬁ—cl Normal | Normal | c.3084-3C>T/wt
€.3192C>T / wt
C.2970G>A / wt
8 PAR1182 39 26 F | Normal Normal Normal Normal Normal c.3084-3 C>T /w
€.3192 C>T / wt
2 PAR1183 58 44 F ! Normal Normal Normal Normal Normal €.2970G>A [ wt




€.3084-3C>T / wt
€.3192C>T / wt

€.2970G>A / wt

10 PAR1185 62 50 Normal Normal Normal Normal Normal cc3§f;12?éi?r'l'/ /va:t

11 PAR1186 57 45 Normal Normal Normal Normal Normal normal

12 PAR1192 69 50 Normal Normal (:33282;125_01 Normal Normal zéigggzﬁ?ﬁ

13 PAR1196 47 40 Normal Normal Normal Normal Normal Normal

14 PAR1218 55 45 Normal Normal Normal Normal Normal Normal

15 PAR1221 55 46 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084 — 3C>T

16 PAR1229 56 43 Normal Normal Normal Normal Normal €.2970G>A / wt

17 PAR1232 54 43 Normal Normal Normal Normal Normal c2093? S;EA;{rWt
€.2970G>A [ wt

18 PAR1247 48 46 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3 C>T

c.3192 C>T
19 PAR1287 56 40 Normal Normal Normal Normal Normal .3084-3C>T / wt
20 PAR1293 53 48 Normal Normal Normal Normal Normal

C.2970G>A / wt




€.3084-3C>T

€.3192C>T
21 PAR1294 61 45 Normal Normal Normal Normal Normal C.2970G>A
22 PAR1296 58 42 Normal Normal Normal Normal Normal ié%ggi¢ ; \\//vv;[
23 PAR1297 57 43 Normal Normal Normal Normal Normal 2%%22?? ; \\//vv;[
24 PAR1305 38 36 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3 C>T
25 PAR1307 54 44 Normal Normal Normal Normal Normal ggf;g%i’#llm
26 PAR1308 56 50 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
27 PAR1319 64 48 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
28 PAR1321 50 40 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
29 PAR1322 54 48 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
30 PAR1323 54 47 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
31 PAR1330 33 31 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
32 PAR1335 61 50 €.106-30G>T Normal Normal Normal Normal C.3083+24C>T/

wit




33 PAR1345 33 14 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
34 PAR1355 64 48 Normal Normal Normal Normal Normal
Normal
35 PAR1377 48 38 Normal Normal Normal Normal Normal
Normal
C.2970G>A / wt
36 PAR1386 49 46 Normal Normal Normal Normal Normal c.3084-3 C>T / wt
€.3192 C>T / wt
37 PAR1394 43 38 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
38 PAR1397 53 50 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
€.2970G>A [ wt
39 PAR1399 42 39 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
€.3192C>T / wt
C.2970G>A
40 PAR1401 43 37 Normal Normal Normal Normal Normal .3192C>T
C.2970G>A / wt
41 PAR1402 71 47 Normal Normal €.1306+42_1 Normal Normal €.3084-3C>T / wt
306+43insC c.3192C>T
42 PAR1404 62 48 Normal Normal Normal Normal Normal €.2970G>A | wt
43 PAR 1405 38 35 Normal Normal Normal Normal Normal €.2970G>A
€.3192 C>T
€.2970G>A | wt
44 PAR1407 58 43 Normal Normal Normal Normal Normal .3192C>T/ Wt
45 PAR1409 47 33 Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt




Normal

C.2970G>A
o PAR1436 41 35 Normal Normal Normal Normal c.1617G>T c.3192C>T
C.2970G>A | wt
47 PAR1438 42 37 Normal Normal Normal Normal Normal c.3084-3C>T / wt
€.3192C>T / wt
48 PAR1441 62 50 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
C.2970G>A [ wt
49 PAR1442 43 38 Normal Normal Normal Normal Normal 3192 C>T / wt
€.2970G>A / wt
50 PAR1443 61 44 Normal Normal Normal Normal Normal 6.3192C>T / wt
51 PAR1450 34 26 Normal Normal Normal Normal Normal c.3084-3C>T / wt
C.2970G>A
52 PAR1452 64 47 Normal Normal Normal Normal Normal 3192 C>T
C.2970G>A
53 PAR1453 48 36 Normal Normal Normal Normal Normal 3192 C>T
€.2970G>A
54 PAR1455 57 47 c.132A>G Normal Normal Normal Normal 3192 C>T
€.2970G>A | wt
55 PAR1456 70 43 Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
Normal c.3192C>T / wt
56 PAR1457 80 50 Normal Normal Normal Normal Normal




€.2970G>A [ wt

C.2970G>A / wt

57 PAR1458 59 45 Normal Normal Normal Normal Normal 3192 C>T / wt
58 PAR1459 46 42 Normal Normal Normal Normal Normal c.2970 G>A
€.3084-3 C>T / wt
59 PAR1460 60 42 Normal Normal Normal Normal Normal c.3083+24C>T/
wit
C.2970G>A / wt
60 PAR1463 53 46 Normal Normal Normal Normal Normal .3084-3 C>T / wt
€.3192 C>T / wt
€.2970G>A
61 PAR1511A 47 47 Normal Normal Normal Normal Normal 3192 C>T
C.2970G>A / wt
62 PAR1512 54 50 Normal Normal Normal Normal Normal c.3084-3 C>T / wt
c.3192 C>T / wt
63 PAR1636 47 44 Normal Normal Normal Normal Normal Cc.2970G>A [ wt
€.3192 C>T / wt
64 PAR1646 51 41 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
65 PAR1649 57 49 Normal Normal Normal Normal Normal ©.3084-3 C>T / wt
€.2970G>A [ wt
66 PAR1650 53 42 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
€.3192C>T / wt
67 | paRt1661 | 49 | 27 Normal Normal Normal Normal ¢.3084-3C>T

Normal




68 PAR1667 38 35 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T
C.2970G>A
69 PAR1695 61 44 Normal Normal Normal Normal Normal .3192C>T
C.2970G>A / wt
70 PAR1703 35 25 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
€.3192C>T / wt
€.2970G>A [ wt
71 PAR1704 56 47 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
€.3192C>T / wt
72 PAR1705 38 34 Normal Normal Normal Normal Normal C'3083\7vf4C>T/
73 PAR1724 54 50 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T / wt
€.2970G>A
74 PAR1726 59 47 Normal Normal Normal Normal Normal ©.3192C>T
€.2970G>A / wt
€.3192C>T / wt
75 PAR1734 71 50 Normal Normal Normal Normal Normal C.3083424C>T]
wit
76 PAR1735 51 42 Normal Normal Normal Normal Normal .3084-3C>T / wt
77 PAR1745 42 39 Normal Normal Normal Normal Normal C.2970G>A / wt

€.3084-3C>T / wt




€.3192C>T / wt

C.2970G>A
78 PAR1746 57 48 Normal Normal Normal Normal Normal 6.3192C>T

C.2970G>A
79 PAR1765 61 50 Normal Normal Normal Normal c.1617G>T .3192C>T

C.2970G>A / wt

80 PAR1805 50 22 Normal Normal Normal Normal Normal ©.3192C>T/ Wt
81 PAR1806 50 12 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T
82 PAR1810 61 50 Normal Normal Normal Normal Normal €.2970G>A | wt

c.3192C>T
83 PAR1820 46 35 Normal Normal Normal Normal .2970G>A

Normal
c.2970G>A
84 PAR1824 45 35 Normal Normal Normal Normal Normal ©.3192C>T
85 PAR1963 43 39 Normal Normal Normal Normal Normal c.3192C>T
86 PAR1964 40 39 Normal Normal Normal Normal Normal
Normal
€.2970G>A / wt

. PAR1965 44 39 Normal Normal Normal Normal Normal ©.3192C>T / wt

C.2970G>A
88 PAR1966 39 36 Normal Normal Normal Normal Normal ¢.3192C>T




€.2970G>A [ wt

89 PAR1967 48 37 Normal Normal Normal Normal Normal 6.3192C>T / wt

90 PAR1968 41 38 Normal Normal Normal Normal Normal
Normal

91 PAR1969 40 38 Normal Normal Normal Normal Normal Normal

92 PAR1991 56 47 Normal Normal Normal Normal Normal c.3084-3C>T

93 PAR1996 48 47 Normal Normal Normal Normal Normal €.2970G>A

94 PAR1997 55 48 Normal Normal Normal Normal Normal Normal

95 PAR2001 51 46 Normal Normal Normal Normal Normal Normal

96 PAR2006 50 48 Normal Normal Normal Normal Normal Normal

C.2970G>A / wt

97 PAR2011 46 45 Normal Normal Normal Normal Normal €.3192C>T / wt

98 PAR2036 46 40 Normal Normal Normal Normal c.3084-3C>T / wt
Normal

99 PAR2046 96 33 Normal Normal Normal Normal Normal .3084-3 C>T/ wt

100 PAR2056 59 39 Normal Normal Normal Normal Normal €.2970 G>A / wt

101 PAR2064 62 40 Normal Normal Normal Normal Normal C.2970G>A f wt

€.3084-3C>T / wt
€.3192C>T / wt




102 PAR2065 59 43 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
103 PAR2067 70 47 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3C>T
C.2970G>A
104 PAR2068 56 28 Normal Normal Normal Normal Normal ©.3192C>T
c.3192 C>T
105 PAR2081 59 40 Normal Normal Normal C.2970G>A
Normal Normal
106 PAR2083 59 45 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
C.2970G>A [ wt
€.3084-3 C>T / wt
107 PAR2097 36 30 Normal Normal Normal Normal Normal c.3192 C>T / wt
108 PAR2098 58 49 Normal Normal Normal Normal Normal c.3084-3C>T / wt
109 PAR2099 21 12 Normal Normal Normal Normal Normal c.3084-3C>T / wt
110 PAR2101 44 33 Normal Normal Normal Normal Normal €.2970G>A
c.3192C>T
C.2970G>A / wt
111 PAR2118 58 47 Normal Normal Normal Normal Normal ©3084-3 C>T
€.3192 C>T
112 PAR2119 58 45 Normal Normal Normal Normal Normal €.3084-3 C>T / wt
113 PAR2127 57 46 Normal Normal Normal Normal Normal €.2970G>A [ wt

c.3192 C>T




114 PAR2133 50 M | Normal

Normal

€.1306+42 1
306+43insC

Normal

Normal

€.2970G>A [ wt
€.3084-3 C>T / wt
€.3192 C>T / wt

115 | PAR2143 58 47 M I Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

C.2970G>A / wt
€.3084-3 C>T / wt
€.3192 C>T / wt

116 | PAR2145 50 45 M I Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

C.2970G>A [ wt
€.3084-3 C>T / wt
€.3192 C>T / wt

RP4 - Registro do paciente
IMDP+ - Idade de manifestagcéo da DP.
SH - Sexo do paciente.

F/l ¢ — F - Casos familiares da DP; | - Casos isolados da DP.




Nos pacientes estudados foram identificadas oito variantes de sequéncia no
gene ATP13A2: quatro variantes intrébnicas (introns 2, 13, 27) e quatro variantes
exonicas silenciosas (éxon 3, 16, 26, 27) (Tabela 6).



Tabela 6: Variantes de sequéncia encontradas neste estudo e suas caracteristicas principais

. Exon/ .
Variacdo no DNA Tipo de Variagéao Varla(;a}o Na | fntron do N (%) Classificacao Referer'lcflas
proteina gene bibliogréaficas
€.106-30G>T Intronica - intron 2 1 (0,8%) Possivelmente n&o -
patogénica
c.132A>G Silenciosa p.P44P Exon 3 1 (0,8%) Possivelmente néo -
patogénica
0'1306+42—1306+43 Intrénica - intron 13 4 (3,4%) PossweImAer_lte nao -
insC patogénica
c.1610G>T Silenciosa 0.L504L | Exoni6 | 2(1,7%) | Fossivelmentendo i
patogénica
Di Fonzo et al.,
. . . ~ A 2007
0,
€.2970G>A Silenciosa p.VO90V Exon 26 | 67 (57,7%) N&o patogénica Lin et al. 2008:
Lei et al., 2009
€.3084-3C>T Intrbnica - intron 27 | 51 (43,9%) N&o patogénica Lei et al., 2009
€.3083+24C>T Intronica - intron 27 | 4 (3,4%) | Possivelmente nao ;
patogénica
Di Fonzo et al.,
. . . ~ o 2007
0,
€.3192C>T Silenciosa p.A1064A Exon 27 | 60 (51,7%) Nao patogénica Lin et al. 2008:

Lei et al., 2009




Das variantes identificadas verificamos que trés delas, as variantes
silenciosas ¢.2970G>A (Figura 8) e ¢.3192C>T (Figura 9), e a variante intrénica
c.3084-3C>T (Figura 10), foram descritas anteriormente e consideradas como
polimorfismos (Di Fonzo et al. 2007; Lin et al. 2008; Lei et al. 2009). Todas estéo
descritas no dbSNP (c.2970G>A — referéncia SNP ID: rs35306056; ¢.3192C>T —
referéncia SNP ID: rs56299881; ¢.3084-3C>T — referéncia SNP ID: rs7531163.

A variante silenciosa, ¢.2970G>A, localizada no exon 26, foi identificada em
homozigose em 22 pacientes e no estado heterozigoto em 45 pacientes (57 casos
esporadicos e 10 casos familiares). A variante silenciosa ¢.3192C>T, situada no
exon 27, foi encontrada em 25 pacientes homozigotos e 35 pacientes heterozigotos
(52 casos esporadicos e 8 casos familiares) (Tabela 4), respectivamente.

A variante intrénica ¢.3084-3C>T, foi identificada em 11 pacientes
homozigotos e 40 pacientes heterozigotos (42 casos esporadicos e 9 casos

familiares) (Tabela 4).

AT C G GCTACC ACGEGTGCGGC CACC
A B

b g




LT GG G T &80 G GO O AT T

C

Figura 8: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A)
Sequéncia selvagem do gene ATP13A2. B) Alteracao ¢.2970G>A em heterozigose e
(C) em homozigose.

GO T GO A G O GT GT O, GG C TGCAGCTGTGTCC

A B

b Ol

G T 3CA GO TGT GT OO

C

— —_e e —T

Figura 9: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A)
Sequéncia selvagem do gene ATP13A2. B) Alteragéo ¢.3192C>T em heterozigose e
(C) em homozigose



TGTACCCCCAGOGTTCGT G TGTACCCCCAGGTTC GT G

A B

TG TACCC S TAG ST TS GT G

C

Figura 10: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A)
Sequéncia selvagem do gene ATP13A2. B) Alteracéo ¢.3084-3C>T em heterozigose
e (C) em homozigose.

Cinco alteracdes identificadas neste estudo nunca foram descritas nha
literatura: trés intrénicas (c.106-30G>T, ¢.1306+42_1306+43insC e ¢.3083+24C>T) e
duas silenciosas (c.132A>G e ¢.1610G>T) (Tabela 4).

A variante intrébnica c¢.106-30G>T (Figura 11), localizada no intron 2, foi
encontrada em heterozigose em um paciente (PAR1335), sem histérico familiar e

gue manifestou a doenca aos 50 anos.



A insercdo 1306+42_ 1306+43insC (Figura 12), localizada no intron 13, foi
identificada em 4 pacientes (PAR1176, PAR1192, PAR1402, PAR2133), todos casos
esporadicos, que manifestaram a doenga em torno dos 50 anos.

A alteracao intrénica ¢.3083+24C>T (Figura 13), localizada no intron 27, foi
encontrada em heterozigose em quatro pacientes (PAR1335, PAR1460, PAR1705,
PAR1734) onde apenas um (PAR1705) apresenta histérico familiar da doenca.

A andlise in silico utilizando as ferramentas eletrbnicas SpliceView e
NNSPLICE mostrou que as trés variantes intronicas, ndo afetam o reconhecimento

dos sitios doadores e dos sitios receptores de encadeamento.

TTCCCACCCCGACCTGGG TTCCCACCCOGACCTGGG

B

Figura 11: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A)
Sequéncia selvagem do gene ATP13A2. B) Alteracao ¢.106-30G>T em heterozigose

COCCCCCCACOTGGATCCCA CCOCOCCOCACTRRRTCOCC
A ﬂ B |

Figura 12: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A)
Sequéncia selvagem do gene ATP13A2. B) Alteracdo 1306+42_ 1306+43insC em
heterozigose.



TGACCACZC CCCATCCC G TGACCACCQCCCATC CC O

J.‘QAML

e e, o

Figura 13: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A)
Sequéncia selvagem do gene ATP13A2. B) Alteracdo ¢.3083+24C>T em
heterozigose.

As variantes silenciosas encontradas neste estudo sao: c.132A>G (Figura
14), localizada no éxon 2, identificada em 1 paciente (PAR1455), com histérico
familiar e manifestacdo da doenca aos 47 anos. E a alteracdo ¢.1610 G>T (Figura
15) localizada no exon 16 e encontrada em dois pacientes, PAR1436, sem histoérico
familiar e manifestacdo dos sintomas aos 35 anos e PAR1765 com historia familiar
da PD e inicio dos sintomas aos 50 anos.

A analise utilizando-se o programa RESCUE-ESE e ESEfinder indicou que
apenas a Vvariante ¢.1610 G>T, localizada no exon 16, causa alteracfes em sitios

acentuadores exonicos.

AGTCCATGGAGGGTCAT AGTCCATGEAGGGT CAT
A B

Figura 14: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A)
Sequéncia selvagem do gene ATP13A2. B) Alteracao c.132A>G em heterozigose.



TCCTGUCCCTGOT CCCAGA TOCTOCCCC TOOTOODAR A

A B
Figura 15: Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do produto da PCR. A)
Sequéncia selvagem do gene ATP13A2. B) Alteracdo ¢.1610 G>T em heterozigose

A andlise molecular desta variante em 140 individuos controles normais
revelou sua presencga em heterozigose em 3 dos individuos (Anexo 4).
Os resultados alcangados neste trabalho fizeram parte de um artigo cientifico,

no qual sou co-autora, e foi submetido a revista Neuroscience Letters (Anexo 5).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, 116 individuos brasileiros portadores de DP idiopatica com
idade de manifestagdo igual ou inferior a 50 anos foram analisados para mutagdes
nos éxons 2, 3, 13, 14, 15, 16, 26 e 27 do gene ATP13A2. Foram identificadas oito
variantes de sequéncia, sendo quatro variantes nos introns 2, 13 e 27 e quatro
variantes silenciosas nos éxons 3, 16, 26 e 27 (Tabela 5).

Entre as variantes identificadas, a alteracdo intrébnica ¢.3084-3C>T e as
alteracdes silenciosas ¢.2970G>A e ¢.3192C>T foram classificadas como nao
patogénicas. As alteragbes intrébnicas ¢.106-30G>T, c¢.1306+42_1306+43insC e
c.3083+24C>T e as alteragbes silenciosas c.132A>G e ¢.1610G>T foram
classificadas como provavelmente ndo patogénicas.

A variante intrénica ¢.3084-3C>T, ja descrita na literatura (Lei et al., 2009),
consta do banco de dados dbSNP (c.3084-3C>T - referéncia SNP ID: rs7531163) e
foi considerada pelos autores como um polimorfismo. Em fungdo de termos
encontrado esta variante numa alta frequéncia (43,9%), concordamos com a
conclusao de Lei e colaboradores (2009) de tratar-se de um polimorfismo n&o
patogénico.

As outras trés variantes intrénicas identificadas em nosso estudo (c.106-
30G>T, ¢.1306+42_1306+43insC e ¢.3083+24C>T, localizadas nos introns 2, 13 e
27, respectivamente) nunca foram descritas. Considerando a inexisténcia de dados
na literatura referentes a estas alteragdes, realizamos algumas analises in silico para
avaliar a patogenicidade dessas variantes. Embora mutagdes intrénicas ndo causem
um impacto funcional direto na proteina, elas podem afetar o processo de
encadeamento através da alteragdo dos chamados sitios aceptores e doadores de
encadeamento. Mudancgas nestes sitios resultam na perda de sua funcionalidade o
que pode gerar a retengdo de um intron ou a exclusdo de um éxon (Baralle et al.,
2005). Segundo Krawczak e colaboradores (1992), 15% das mutagdes pontuais que
afetam diretamente os sitios de encadeamento resultam em doengas genéticas
humanas através de defeitos no processamento do pré-RNAm. Para avaliar o
impacto das quatro variantes intrénicas novas, identificadas neste estudo, nos sitios
doadores e receptores do encadeamento do RNA, foram utilizadas as ferramentas
eletrbnicas SpliceView e NNSPLICE. Através destes programas verificamos que as

respectivas mutacbes nao afetam o reconhecimento dos sitios doadores e
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receptores de encadeamento e, com base nestes resultados, consideramos estas
trés variantes intrébnicas como possivelmente nao patogénicas.

Em relagcdo as variantes exénicas, € importante notar que mais de 50% de
todas as mutagbes pontuais em genes associados a doengas resultam no
encadeamento incorreto do pré-RNAm (Cartegni et al., 2003), tanto muta¢cdes sem
sentido, como aquelas de sentido trocado e silenciosas podem interromper
acentuadores exonicos de encadeamento e causar efeitos estruturais drasticos no
produto génico (Cartegni et al., 2003). Os acentuadores exdnicos de encadeamento
sdo pequenas sequéncias de oligonucleotideos especificas, localizadas nos éxons,
que desempenham um papel importante no encadeamento constitutivo e alternativo
(Liu et al., 1998).

Nés identificamos quatro variantes silenciosas exénicas. Duas delas
(c.2970G>A e ¢.3192C>T) foram encontradas em 57,7% e 51,7% dos pacientes,
respectivamente, ambas haviam sido anteriormente descritas na literatura como
polimorfismos (Di Fonzo et al., 2007; Lin et al. 2008; Lei et al., 2009) e encontram-se
relacionadas no banco de dados dbSNP (c.2970G>A - referéncia SNP ID:
rs35306056; ¢.3192C>T - referéncia SNP ID: rs56299881). Nossos achados
suportam a classificacao destas duas variantes como nao patogénicas.

Duas outras variantes silenciosas (c.132A>G e ¢.1610G>T, localizadas nos
éxon 3 e 16, respectivamente) foram identificadas em nosso estudo em 0,8% e 1,7%
dos pacientes e nunca foram descritas na literatura. Para avaliar se estas variantes
poderiam resultar na criagdo ou na eliminagdo de sequéncias exoOnicas
acentuadoras de encadeamento (ESE - exonic splicing enhancers), em relagéo a
sequéncia selvagem do gene ATP13A2, foram utilizadas as ferramentas eletronicas
ESEfinder e RESCUE-ESSE. A analise in silico mostrou que apenas a variante
c.1610G>T possivelmente altera e cria um sitio aceptor de encadeamento. A analise
molecular desta variante em 140 individuos controles normais revelou sua presenca
em heterozigose em 3 individuos numa frequéncia de 2,1% (Anexo 4). Nao foi
possivel o estudo de segregacao da variante c.1610G>T nas familias dos pacientes
afetados. Os resultados obtidos relativos a anadlise in silico somados ao fato da
variante ¢.1610G>T ter sido identificada na amostra controle estudada sinalizam
que, provavelmente, trata-se de uma variante n&o patogénica.

Os trabalhos publicados até o momento, relativos ao estudo do gene

ATP13A2 em pacientes com DP, estdo listados na tabela 2. Como podemos
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observar, sdo extremamente escassos 0os achados relacionados ao papel do gene
ATP13A2 na DP, inclusive ndo sendo identificado nenhum estudo em populagéo
latino-americana. Alguns desses estudos investigaram a presenga de mutagbes em
todos os éxons do gene ATP13A2 (Ramirez et al., 2006; Di Fonzo et al., 2007; Lin et
al., 2009; Vilarifo-Guell et al., 2009; Djarmati et al., 2009) e outros, a semelhanga do
nosso trabalho, analisaram somente mutagdes especificas (Mao et al., 2009; Qing-
Zhou et al., 2010).

Analisando o conjunto de resultados (Tabela 2), observamos que alguns
autores nao encontraram mutagdées missenses no ATP13A2 (Guo etal., 2008; Wang
et al.,, 2009; Mao et al.,, 2009) e outros encontraram variantes em diferentes
percentuais: acima de 3% (Di Fonzo et al., 2007 e Djamarti et al., 2009) e entre 0,5%
e 2,5% (Lin et al., 2009; Vilarifio-Guell et al., 2009; Ning et al., 2009; Qing-Zhou et
al., 2010).

Assim como em nosso estudo, alguns trabalhos (Guo et al., 2008; Wang et
al., 2009; Mao et al., 2009) identificaram apenas polimorfismos no gene ATP13A2 e
concluiram que mutagdes no gene ATP13A2 sao causas raras da DP.

Observando os estudos que tiveram uma frequéncia mais alta (acima de 3%)
de mutacdes missenses, percebemos que a maioria das mutacdes foi encontrada
em heterozigose e em pacientes sem histérico familiar da DP.

Di Fonzo e colaboradores (2007) estudaram uma amostra de pacientes
constituida por 11 individuos que apresentaram manifestacdo juvenil e 35 com
manifestacdo precoce, sendo 33 casos esporadicos e 13 casos familiares. Eles
encontraram trés diferentes mutagbes (duas em heterozigose e uma em
homozigose) em dois casos esporadicos e em um caso familiar. Em 2008, Vilarifio-
Guell e colaboradores estudaram pacientes com histéria familiar da DP e
identificaram seis variantes missenses, contudo, nenhuma das variantes segregava
com a doenga, sugerindo que elas nao contribuem diretamente para a DP. O estudo
de Djarmati e colaboradores (2009), diferentemente dos estudos anteriores,
analisaram somente pacientes DP esporadicos, dos quais 1/3 manifestaram a
doenca antes dos 21 anos. Quatro mutacdes missenses foram identificadas em
heterozigose neste trabalho.

Entre os trabalhos que identificaram muta¢cdes numa frequéncia entre 0,5% e
2,5%, Ning e colaboradores (2008) estudaram 117 pacientes com DP de inicio

precoce e identificaram uma mutacdo em homozigose, que estava presente em
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heterozigose nos parentes néo afetados do paciente. Lin e colaboradores (2008), ao
analisarem 182 pacientes com DP de origem oriental, identificaram uma mesma
variante missense em heterozigose em trés pacientes: dois casos esporadicos e um
caso familiar. Qing-Zhou e colaboradores (2010) triaram uma mutagao (p.A746T),
descrita por Lin e colaboradores (2008) em 532 chineses com DP de manifestagéo
precoce e tardia, e identificaram essa mutacdo em heterozigose num paciente com
DP de inicio precoce sem historia familiar da doenga e também em um individuo
controle normal.

Considerando os estudos realizados até o momento, podemos observar que,
em sua maioria, as mutagcdes missenses identificadas ocorreram em heterozigose.
Estas variantes génicas missenses em heterozigose alteram a estrutura da proteina
e podem impedir o seu transporte dentro da célula, bem como a sua interagdo com
outras proteinas (Sidransky, 2006). Estas mutagdes poderiam levar a disfungéo
lisossébmica e consequente agregacado de proteinas, como a a-sinucleina dentro da
célula. Desta forma, mutagdes heterozigotas no gene ATP13A2 poderiam ser, de
fato, um fator de risco para o desenvolvimento da DP (Di Fonzo et al., 2007).

No presente estudo, identificamos apenas variantes nao-patogénicas em
6,9% dos casos e, apesar de nossos achados estarem em concordancia com alguns
estudos (Guo et al.,, 2008; Wang et al., 2009; Mao et al., 2009), entendemos ser
necessario estender a analise molecular do gene ATP13A2 para uma amostra maior
de pacientes, assim como, ampliar as regides génicas investigadas, tendo em vista
que as mutagdes patogénicas relatadas na literatura estao distribuidas ao longo de
todo o gene ATP13A2. Com isso, ndao podemos excluir que mutagdes estejam
presentes em outras regides codificantes do gene ATP13A2, ndo analisadas neste
estudo, e desta forma, se faz necessario o estudo dessas regides para que
possamos estabelecer o papel deste gene como causa da doenga da DP em

pacientes brasileiros.
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Foram identificadas oito variantes de sequéncia em 116 individuos brasileiros
com DP.

As variantes silenciosas ¢.2970G>A e ¢.3192C>T e a alteracédo intrbnica ¢.3084-
3C>T foram classificadas como nao patogénicas. As variantes silenciosas
c.132A>G e ¢.1610G>T e as alteragbes intrbnicas ¢.106-30G>T,
c.1306+42 1306+43insC e ¢.3083+24C>T foram classificadas como

provavelmente ndo patogénicas.

Os dados alcangcados em nosso estudo, em comparacdo com os da literatura,
mostram que as mutacdes patogénicas no gene ATP13A2 sdo uma causa rara
da doenca de Parkinson na amostra de pacientes brasileiros investigada.
Salientamos, entretanto, a necessidade de estender nossos estudos para um
maior nimero de pacientes, além de realizar a andlise molecular de toda a
sequéncia génica, de forma a avaliar a real relacdo deste gene como causa da

DP em nossa populacéo.
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ANEXO A - Termo de consentimento: pacientes
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! TERMO DE CONSENTIMENTO

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

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

NOME DO PACIENTE: DN:
REGISTRO: PROCEDENCIA:

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

Os resultados dessa pesquisa poderdo abrir novas perspectivas para a identificacdo de causas
genéticas, recentemente identificadas, associadas com esta patologia. Os individuos selecionados para
participarem deste projeto sdo pacientes de ambos o0s sexos com doenca de Parkinson de causa
desconhecida.

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

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

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

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

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

Rio de Janeiro, de de
Assinatura do paciente Endereco e telefone para contactar o coordenador do projeto:
Rua Sao Francisco Xavier, 524 — Pavilhao Haroldo Lisboa da Cunha -
- - sala 500
Assinatura do pesquisador Maracana - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20550-013

Tel: (021) 2334.0039 / 2334.0499- Fax (021) 2334.0309

Email: pimentel@uerj.br

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

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador,
comunique o fato & Comisséo de Etica em Pesquisa da UERJ: Rua S&o
Francisco Xavier, 524, sala 3020, bloco E, 30 andar, Maracana - Rio de
Janeiro, RJ, e-mail: etica@uerj.br
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! TERMO DE CONSENTIMENTO DA AMOSTRA CONTROLE

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

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

NOME DO PARTICIPANTE: DN:
REGISTRO SERVGEN: PROCEDENCIA:

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

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

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

Os exames para pesquisar defeitos nos genes acima citados serdo gratuitos e serdo realizados a
partir de uma Unica amostra de sangue coletada com material descartavel. Embora esta coleta ndo
apresente riscos ao paciente, eventualmente, poderéo ocorrer desconfortos e/ou hematomas. Asseguramos,
entretanto, que todos os procedimentos serdo acompanhados por uma equipe de Bidlogos tecnicamente
treinada para garantir que estas eventualidades sejam minimas ou ndo ocorram. O DNA extraido do sangue
ser4 armazenado no Servico de Genética Humana da UERJ sob a responsabilidade dos pesquisadores
envolvidos, cabendo ao participante o direito de retira-lo do banco de DNA, a qualquer momento, se assim o
desejar. Cada amostra de material bioldgico sera identificada por nimeros especificos e podera ser utilizada
para investigacdes futuras, desde que mediante o consentimento dos doadores (ou de seus responsaveis)
e/ou da aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo.

As condi¢cdes de sigilo quanto as informacgdes coletadas e aos resultados das analises, assim como, a
identidade dos participantes seréo preservadas. Os resultados dos testes poderdo vir a ser divulgados em
revistas cientificas, respeitando a privacidade e o anonimato dos participantes.

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

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

Rio de Janeiro, de de
Assinatura do participante Endereco e telefone para contactar o coordenador do projeto:
Rua Sé&o Francisco Xavier, 524 — Pavilh&o Haroldo Lisboa da Cunha -
sala 500
Assinatura do pesquisador Maracand - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20550-013

Tel: (021) 2334.0039 / 2334.0499- Fax (021) 2334.0309

Email: pimentel@uerj.br

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

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador,
comunique o fato & Comisséo de Etica em Pesquisa da UERJ: Rua S&o
Francisco Xavier, 524, sala 3020, bloco E, 30 andar, Maracana - Rio de
Janeiro. RJ. e-mail: etica@ueri.br




ANEXO C - Documento aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (REG.032.2.2008 — parecer 004/2009)
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: ' = - Comissido de Etica em Pesquisa - COEP

u h}FJ &  Rua Sdo Francisco Xavier, 524, bloco E, 3° andar, sala 3018 - Maracanf.

% i © CEP 20550-900 — Rio de Janeiro, RJ.
E - mail: eticaigiuerj.br - Telefone: (21) 2569-3490

PARECER COEP 004/2009

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

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

Instituig#o Responsavel: IBRAG/UERJ .

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

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

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

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

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

Apés o atendimento 2 solicitagdo do Parecer COEP 1n°063/2008, a Comissao deliberou pela aprovacio
do projeto.

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

Situac@o: Projeto Aprovado Rio de Janeiro, 05 de margo de 2009.

LK R L,
Prof. Dr. Olinto Pegofdro ]
Coordenador da Comissiio de Etica em Pesquisa - UERJ

Olinto Pegoraio
Coordenader
~ yelssio de Etica em Pesquisa - UT .



ANEXO D - Tabela com os resultados da presenca da variante ¢.1610G>T em
individuos saudaveis.

N° Registro ldade Sexo c.1610G>T
(anos)
1 PAR1489/07A 74 FEM NEGATIVO
2 PAR1485/07A 74 FEM NEGATIVO
3 PAR1486/07A 61 FEM NEGATIVO
4 PAR1487/07A 84 FEM NEGATIVO
5 PAR1488/07A 83 FEM NEGATIVO
6 PAR1489/07A 74 FEM NEGATIVO
7 PAR1490/07A 80 FEM POSITIVO
8 PAR1491/07A 77 MAS NEGATIVO
9 PAR1492/07A 63 FEM NEGATIVO
10 PAR1529/07A 61 FEM NEGATIVO
11 PAR1530/07A 68 FEM NEGATIVO
12 PAR1531/07A 74 FEM NEGATIVO
13 PAR1532/07A 67 FEM NEGATIVO
14 PAR1533/07A 65 FEM NEGATIVO
15 PAR1534/07A 73 FEM NEGATIVO
16 PAR1535/07A 72 MAS NEGATIVO
17 PAR1536/07A 80 FEM NEGATIVO
18 PAR1537/07A 71 FEM NEGATIVO
19 PAR1538/07A 67 FEM NEGATIVO
20 PAR1539/07A 77 FEM NEGATIVO
21 PAR1601/07A 58 FEM NEGATIVO
22 PAR1665/07A 58 FEM NEGATIVO
23 PAR1686/07A 75 FEM NEGATIVO
24 PAR1687/07A 62 MAS NEGATIVO
25 PAR1688/07A 74 FEM NEGATIVO
26 PAR1689/07A 78 FEM NEGATIVO
27 PAR1690/07A 81 FEM NEGATIVO
28 PAR1691/07A 59 FEM NEGATIVO
29 PAR1692/07A 65 FEM NEGATIVO
30 PAR1693/07A 69 FEM NEGATIVO
31 PAR1694/07A 73 MAS NEGATIVO
32 PAR1784/08A 65 FEM NEGATIVO
33 PAR1786/08A 71 FEM NEGATIVO
34 PAR1787/08A 67 FEM NEGATIVO
35 PAR1790/08A 64 FEM NEGATIVO
36 PAR2051/09A 51 MAS NEGATIVO
37 PAR2052/09A 54 MAS NEGATIVO
38 PAR2053/09A 60 MAS NEGATIVO
39 PAR2054/09A 50 MAS NEGATIVO
40 PAR2060/09A 58 MAS NEGATIVO
41 PAR2061/09A 58 MAS NEGATIVO
42 PAR2062/09A 53 MAS NEGATIVO
43 PAR2073/09A 55 MAS NEGATIVO
44 PAR2074/09A 63 MAS NEGATIVO
45 PAR2075/09A 57 MAS NEGATIVO
46 PAR2076/09A 56 MAS NEGATIVO
N° Registro Idade Sexo c.1610G>T




(anos)

47 PAR2077/09A 54 MAS NEGATIVO
48 PAR2078/09A 51 MAS NEGATIVO
49 PAR2094/09A 63 MAS NEGATIVO
50 PAR2102/09A 51 MAS NEGATIVO
51 PAR/210309A 54 MAS NEGATIVO
52 PAR2104/09A 53 MAS NEGATIVO
53 PAR2105/09A 56 MAS NEGATIVO
54 PAR2109/09A 54 MAS NEGATIVO
55 PAR2110/09A 56 MAS NEGATIVO
56 PAR2111/09A 59 MAS NEGATIVO
57 PAR2124/09A 59 MAS NEGATIVO
58 PAR2125/09A 53 MAS NEGATIVO
59 PAR2132/09A 63 MAS NEGATIVO
60 PAR2135/09A 95 MAS NEGATIVO
61 PAR2144/09A 56 MAS NEGATIVO
62 PAR2146/09A 63 MAS NEGATIVO
63 PAR2147/09A 58 MAS NEGATIVO
64 PAR2148/09A 63 MAS NEGATIVO
65 PAR2159/09A 52 FEM NEGATIVO
66 PAR2160/09A 56 MAS NEGATIVO
67 PAR2161/09A 57 MAS NEGATIVO
68 PAR2168/09A 71 FEM NEGATIVO
69 PAR2169/09A 74 FEM NEGATIVO
70 PAR2170/09A 72 MAS NEGATIVO
71 PAR2171/09A 60 MAS NEGATIVO
72 PAR2174/09A 66 MAS NEGATIVO
73 PAR2175/09A 68 FEM NEGATIVO
74 PAR2176/09A 51 FEM NEGATIVO
75 PAR2177/09A 66 FEM NEGATIVO
76 PAR2178/09A 56 MAS NEGATIVO
77 PAR2179/09A 61 FEM NEGATIVO
78 PAR2181/09A 57 MAS NEGATIVO
79 PAR2182/09A 82 FEM NEGATIVO
80 PAR2183/09A 54 MAS NEGATIVO
81 PAR2184/09A 52 MAS NEGATIVO
82 PAR2185/09A 51 MAS NEGATIVO
83 PAR2186/09A 51 MAS NEGATIVO
84 PAR2188/09A o1 MAS NEGATIVO
85 PAR2189/09A 56 MAS NEGATIVO
86 PAR2193/09A 54 MAS NEGATIVO
87 PAR2194/09A 85 MAS NEGATIVO
88 PAR2196/09A 62 MAS NEGATIVO
89 PAR2197/09A 58 FEM NEGATIVO
90 PAR2199/09A 80 FEM NEGATIVO
91 PAR2200/09A 64 FEM NEGATIVO
92 PAR2201/09A 95 FEM NEGATIVO




Idade

N° Registro Sexo c.1610G>T
(anos)

93 PAR2202/09A 60 MAS NEGATIVO
94 PAR2203/09A 73 FEM NEGATIVO
95 PAR2204/09A 63 FEM NEGATIVO
96 PAR2205/09A 72 MAS NEGATIVO
97 PAR2206/09A 52 FEM NEGATIVO
98 PAR2207/09A 58 FEM NEGATIVO
99 PAR2208/09A 64 FEM NEGATIVO
100 PAR2209/09A 66 FEM NEGATIVO
101 PAR2210/09A 56 FEM NEGATIVO
102 PAR2211/09A 68 MAS POSITIVO

103 PAR2212/09A 66 FEM NEGATIVO
104 PAR2213/09A 66 FEM NEGATIVO
105 PAR2222/09A 70 FEM NEGATIVO
106 PAR2223/09A 68 FEM NEGATIVO
107 PAR2224/09A 50 MAS NEGATIVO
108 PAR2225/09A 75 FEM NEGATIVO
109 PAR2226/09A 79 FEM NEGATIVO
110 PAR2227/09A 75 FEM NEGATIVO
111 PAR2233/09A 57 MAS NEGATIVO
112 PAR2243/09A 75 MAS NEGATIVO
113 PAR2244/09A 58 FEM NEGATIVO
114 PAR2245/09A 79 MAS NEGATIVO
115 PAR2246/09A 52 FEM NEGATIVO
116 PAR2247/09A 53 MAS NEGATIVO
117 PAR2248/09A 50 FEM NEGATIVO
118 PAR2249/09A 58 MAS NEGATIVO
119 PAR2250/09A 74 FEM NEGATIVO
120 PAR2251/09A 64 FEM NEGATIVO
121 PAR2252/09A 56 FEM NEGATIVO
122 PAR2253/09A 61 MAS NEGATIVO
123 PAR2297/09A 55 MAS NEGATIVO
124 PAR2324/09A 55 MAS NEGATIVO
125 PAR2325/09A 85 MAS NEGATIVO
126 PAR2336/09A 56 MAS NEGATIVO
127 PAR2337/09A 52 MAS NEGATIVO
128 PAR2351/09A 51 MAS NEGATIVO
129 PAR2361/09A 61 MAS NEGATIVO
130 PAR2363/09A 59 MAS NEGATIVO
131 PAR2298/09A 57 MAS NEGATIVO
132 PAR2409/10A 52 MAS POSITIVO

133 PAR2440/09A 56 FEM NEGATIVO
134 PAR2241/09A 55 FEM NEGATIVO
135 PAR2242/09A 68 FEM NEGATIVO
136 PAR2243/09A 74 FEM NEGATIVO
137 DA1479/07A 64 FEM NEGATIVO
138 DA1480/07A 70 FEM NEGATIVO
139 DA1525/07A 61 FEM NEGATIVO
140 DA2166/09A 63 MAS NEGATIVO




ANEXO E - Artigo submetido a revista Neuroscience Letters.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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