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“... 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.”

James Parkinson’s “Essay on the Shaking Palsy”, 1817.
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1 RESUMO

A doenga de Parkinson é frequente no mundo todo, atingindo individuos de
todas as idades e etnias. Embora comum e muito estudada, seus mecanismos causais
ainda nao sao plenamente conhecidos e ainda nao ha tratamento curativo.

Atualmente, sao conhecidos alguns fatores ambientais e genéticos associados
ao desenvolvimento da doenga de Parkinson. Dentre os fatores genéticos, foram
identificados diversos genes que podem, ou determinar a ocorréncia da doenga de
forma mendeliana (genes principais), ou apenas aumentar o risco de seu surgimento
(genes de suscetibilidade).

Embora os fatores genéticos, em conjunto, sejam responsaveis por uma
minoria dos casos, permanece relevante esta investigagdo, para promover um
aconselhamento genético adequado para os portadores de formas mendelianas, para
adequar medidas de tratamento e reconhecer caracteristicas clinicas e de prognéstico,
oportunizando, inclusive, ampliar o entendimento dessa condicao.

O presente estudo analisou pacientes portadores de doenga de Parkinson em
acompanhamento no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, que apresentavam baixa
idade de inicio dos sintomas, histéria familiar positiva ou presenga de manifestacoes
atipicas da doencga. Essas caracteristicas foram utilizadas como critério de selecao
dos pacientes por estarem associadas com maior probabilidade de deteccdo de
causas genéticas.

Os pacientes foram submetidos a avaliagdo clinica e a testagem molecular
para diversos genes principais e de suscetibilidade. Foram, posteriormente,
comparadas as caracteristicas clinicas dos pacientes positivos com relagdo aos

demais pacientes estudados.



Os resultados sédo apresentados sob a forma de trés artigos, que descrevem,
respectivamente, os achados moleculares da investigacdo para os genes causais
autossdmicos recessivos (genes PARK2, PARKGB, PARK7 e PARKS), autossdbmicos
dominantes (genes SCA1, SCA2, SCA3, SCA6 e SCA7) e o gene de suscetibilidade

(gene GBA).



2 INTRODUGAO

A doencga de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais
comum, ficando atras apenas da doenca de Alzheimer. Embora seja mais freqlente
entre os individuos acima de 65 anos, faixa etaria na qual atinge em torno de 2% da
populagao, também pode surgir em individuos com menos de 45 anos (DP de inicio
precoce) ou até com menos de 20 anos (DP juvenil). A DP foi descrita em 1817 por
James Parkinson e sua recorréncia familiar foi logo reconhecida, porém apenas no

final do século XX suas bases genéticas comegaram a ser identificadas.

Os fatores genéticos implicados na génese da DP incluem genes principais,
que determinam a ocorréncia da doenca de forma mendeliana, e genes
predisponentes, que estdo associados ao aumento do risco para esta condi¢cdo. Ainda
que diversos genes principais e predisponentes ja tenham sido identificados, suas
mutacdes sdo detectadas em um pequeno numero de pacientes, restando uma grande

parcela de casos cuja etiologia permanece inexplicada.

Ainda assim, as descobertas genéticas muito contribuiram para o entendimento
dos mecanismos causadores da DP. As anormalidades bioquimicas ocasionadas
pelas mutagbes apontam para sistemas celulares especificos, como a rota de
degradacao protéica, a fungdo mitocondrial e os mecanismos de protecdo ao stress
oxidativo, que podem estar envolvidos no desenvolvimento da doenga também
naqueles pacientes sem mutacbes detectadas e podem tornar-se, futuramente, alvo

de intervencgoes terapéuticas que permitam modificar o curso desta condicio.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia da Doenca de Parkinson

A prevaléncia e a incidéncia da DP variam conforme o método empregado nos
diferentes estudos, principalmente devido a falta de um marcador diagnéstico unico
para esta doengca. Com base em dados coletados em diversos paises europeus por
triagem porta-a-porta com posterior exame clinico para confirmacao, foi possivel
demonstrar uma prevaléncia geral de 1,8 casos por 100 habitantes com mais de 65
anos, numero que varia entre 0,6 casos por 100 habitantes entre 65 a 69 anos até 2,6
casos por 100 habitantes entre 85 e 89 anos (1). Estima-se que a DP seja cerca de
2,13 vezes mais freqlente entre os homens, embora nem todos os estudos
populacionais tenham demonstrado tal diferenca (1,2), assim como ha evidéncia
isolada de uma idade de inicio mais tardia entre as mulheres (3).

A incidéncia de DP varia mais entre os estudos, podendo ser tdo alta quanto
326 casos novos por 100.000 habitantes por ano (2), porém uma constante € o fato de
aumentar com a idade, assim como a prevaléncia.

O diagndstico de DP esta associado com uma mortalidade duas vezes maior
do que a da populacdo em geral para a mesma faixa etaria, com causas mortis
semelhantes as da populacdo (doencas cardiacas, acidente vascular cerebral e
malignidade), porém diferindo por uma associagado maior com broncopneumonia, com
um risco de morte por esta causa até seis vezes maior do que o da populacédo da
mesma idade (4).

No Brasil, um estudo recente com base populacional avaliou uma coorte de
1186 individuos acima de 60 anos moradores de uma cidade no interior de Minas
Gerais. A avaliacao foi realizada por método de triagem porta-a-porta e posterior
exame clinico para confirmacao dos casos positivos, encontrando-se uma prevaléncia
de 3,3% para DP, sem diferenca estatisticamente significativa entre os homens e as
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mulheres. Além disso, observou-se uma alta prevaléncia de parkinsonismo
medicamentoso (2,2%) e vascular (1,1%), maiores do que o descrito na literatura
mundial (5).

Outra particularidade do estudo brasileiro foi o fato de que 72% dos pacientes
identificados pelos investigadores como portadores de DP nao haviam, até entao, sido
diagnosticados como tal. O dificil acesso da populagao aos servigos de saude € uma
das causas do subdiagnéstico, mas também contribuem para isto a presenca de
sintomas leves nos quadros iniciais e a interpretacdo de “normalidade” para os

sintomas como lentiddo e tremor nos idosos entre nossa populacao.

3.2 Caracteristicas Clinicas da Doenca de Parkinson

A DP, tal qual descrita por James Parkinson, consistia em um “tremor
involuntario, com redugdo da forca motora, nos membros em repouso e mesmo
quando sustentados; com uma propensao a inclinar o tronco para frente e de passar
de um ritmo de caminhada para o de corrida, com os sentidos e o intelecto mantendo-
se intactos” (6).

Esta descricdo sintetiza as principais manifestagdes clinicas desta condicao: a
coexisténcia de fendmenos hiper- e hipocinéticos como o tremor de repouso € a
rigidez com bradicinesia, embora estas ultimas ndo estejam caracterizadas em
detalhe. Como se sabe atualmente, essas caracteristicas ndo sdo exclusivas da DP;
na realidade, compéem a chamada “sindrome parkinsoniana”, um conjunto de sinais e
sintomas que decorrem da lesdo da via nigro-estriatal, uma das principais vias do
sistema extrapiramidal (6).

A sindrome parkinsoniana, portanto, pode ser causada por outras doengas ou
fatores que impegcam ou prejudiquem o funcionamento desta via, como na doenca

cerebrovascular, em outras doencgas degenerativas (atrofia de multiplos sistemas,
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paralisia supranuclear progressiva, entre outras) ou, inclusive, pelo efeito de
substancias exdégenas, como no parkinsonismo medicamentoso.

O que caracteriza a DP e a diferencia das demais sindromes parkinsonianas,
do ponto de vista fisiopatolégico, € a sua origem na degeneragdo primaria ou
“idiopatica” dos neurbnios produtores de dopamina localizados na pars compacta da
substantia nigra, um nucleo mesencefalico que contém neurdnios ricos em melanina,
ocasionando reducdo na producdo deste neurotransmissor e conseqlente
interferéncia na transmissao de impulsos por esta via. O diagnéstico definitivo da DP é
realizado somente com base no exame anatomo-patolégico post-mortem, com a
identificacdo da degeneragcao da substantia nigra com caracteristicas especificas,
como veremos em detalhe mais adiante (7).

A necessidade de um diagnéstico in vivo, porém, motivou diversos estudos.
Combinacgbes de critérios clinicos foram propostas, com o objetivo de determinar um
grau de certeza suficiente para estabelecimento do progndstico e decisao terapéutica
(8). Os exames complementares nao contribuem para a determinagao do diagndstico
de DP, embora sejam uteis na excluséo de causas secundarias e outras patologias.

Gelb, em 1999 (9), ao realizar uma ampla revisdo dos estudos de diagndstico
clinico versus anatomo-patolégico, propés uma combinacédo de critérios em que sao
necessarios trés entre os quatro principais aspectos: tremor de repouso, bradicinesia,
rigidez e inicio assimétrico de sintomas, além de uma positiva e sustentada resposta a
levodopa ou aos agonistas dopaminérgicos e na auséncia de manifestagdes atipicas
que indiquem um diagnodstico alternativo (deméncia precoce, paralisia do olhar
conjugado vertical, congelamento ou instabilidade postural grave precoces,
disautonomia grave e sintomatica precoce) e excluidas as demais condigdes
causadoras de parkinsonismo (uso de medicamentos, lesdo cerebral focal de etiologia
conhecida sobre as vias dopaminérgicas, exposi¢ao a tdéxicos especificos, etc).

A combinagdo de critérios proposta por Gelb permite um grau de certeza

diagnéstica “provavel” (quando todos os critérios acima sdo preenchidos e o paciente
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tem mais de trés anos de doencga) ou “possivel” (quando somente duas das
caracteristicas clinicas principais sao preenchidas, ou o paciente ndo possui mais de
trés anos de doenca, ou ainda nao foi realizado o uso de levodopa / agonista
dopaminérgico). Esta classificacao permite priorizar a sensibilidade (DP possivel) ou a
especificidade (DP provavel) do diagnéstico, tendo em vista que ha uma queda da
sensibilidade com o aumento da especificidade dos critérios exigidos (9). Para fins de
triagem populacional, em que alta sensibilidade é priorizada, criaram-se outros
instrumentos (10).

O diagnéstico clinico de DP feito por especialistas em Disturbios do Movimento
de um servico de referéncia, quando comparado com o diagnéstico anatomo-
patolégico, demonstrou uma sensibilidade global de 91,1%, especificidade de 98,6% e
valor preditivo positivo de 85,3% (11).

O tremor caracteristico da DP esta presente no repouso e desaparece ao
realizar um movimento ou assumir uma postura. Sua freqiiéncia é de 2 a 6 Hz e seu
padrao é descrito como “contar moedas”, “enrolar pilulas” ou “esfarelar pao” (12). Esta
presente em cerca de 80% dos pacientes com DP confirmada por necrépsia (13) e
pode variar durante a evolugcdo da doenga, inclusive tornando-se presente na acgéao,
nos casos mais avangados (9).

A rigidez (ou seja, o aumento da resisténcia muscular ao movimento passivo) é
observada, nesta doenca, com a mesma intensidade na musculatura agonista ou
antagonista, no fim ou no inicio do movimento, testando-se com maior ou menor
velocidade. O sinal da roda denteada, ou sinal de Negro, é caracteristico, e consiste
na percepgao, ao movimento passivo sobre uma articulacdo, de uma resisténcia
muscular que se interrompe e retorna, repetidamente (6). A rigidez na DP afeta
predominantemente a musculatura proximal, estendendo-se distalmente com a
evolugao do quadro, mas afetando com maior intensidade os musculos do tronco e do

pescoco e os flexores dos membros superiores (14).
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A bradicinesia é a dificuldade para iniciar o movimento voluntario, com
lentificagdo e reducdo da amplitude, tanto para a flexdo como para a extensido dos
membros (12). A bradicinesia € melhor observada ao solicitar ao paciente que realize
movimentos rapidos e alternados, como abrir e fechar as maos ou elevar e bater os
pés no chao. Também & percebida sob a forma de redugdo dos “movimentos
associados”, como o balanceio dos membros superiores durante a marcha.

Quer o sintoma inicial da DP tenha sido o tremor, quer tenha sido a rigidez e/ou
a bradicinesia, é caracteristico seu padrao de inicio unilateral — o chamado “inicio
assimétrico”. O paciente é capaz de precisar o local de inicio: 0 membro superior ou
inferior de um determinado lado do corpo. A progressao ocorre, inicialmente para o
outro membro do mesmo lado, e, posteriormente, para o hemicorpo contralateral e a
musculatura axial. Embora o tempo para esta progresséo seja variavel, com pacientes
que permanecem com doenga unilateral por longos periodos, estima-se que o tempo
meédio até o comprometimento do membro do mesmo lado é de 1 ano e dos membros
do outro lado é de 2 anos e meio (15). Mesmo apds a progressao e a generalizagao
da doenga, é freqlente que persista a assimetria dos sintomas (6).

Com a progressao da doenga, € comum o surgimento da instabilidade postural,
que consiste na perda dos reflexos posturais, com tendéncia a queda em decorréncia
de uma subita mobilizacdo do tronco, sem a possibilidade de correcao rapida do eixo
para o restabelecimento do equilibrio. Embora a instabilidade postural possa ser muito
grave e, geralmente, seja acompanhada de outras alteragbes caracteristicas da
marcha, como a festinagdo (aceleracdo dos passos com projecao do tronco para
frente, para corrigir o centro de gravidade do corpo e permitir o movimento), as quedas
costumam ocorrer com menor freqliéncia do que o esperado para a gravidade dos
déficits (6). A presenca de instabilidade postural € um critério para considerar doenca
avancada pela escala de Heohn-Yahr (16), e apenas 37% dos pacientes atingem este

estagio antes dos 5 anos de evolugao (9).
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Outros sintomas freqlientemente encontrados nos pacientes com doenga
avancada sao a disfagia, a disartria, a micrografia e os sintomas nao-motores como
deméncia, alucinagdes visuais, alteragdes do sono e do humor, principalmente
depressdo (17). Um sintoma pouco valorizado na pratica clinica, porém muito
frequente, € a perda olfativa. Estima-se que esteja presente em 70 a 100% dos
pacientes, ou seja, sendo tdo comum quanto o tremor de repouso (18).

A resposta ao tratamento com levodopa (um aminoacido precursor da
dopamina) ou com os agonistas dopaminérgicos & outro fator essencial para o
diagnéstico clinico de DP e justifica-se pelo mecanismo fisiopatolégico desta doencga: a
perda de neurénios produtores de dopamina na pars compacta da substantia nigra e a
reducdo do aporte deste neurotransmissor ao nucleo estriado, que sao os principais
mecanismos da génese dos sintomas motores, sdo em grande parte “neutralizados”
por estes medicamentos, quer seja pelo aumento da producdo de dopamina ou pelo
efeito direto sobre os receptores pds-sinapticos. Na grande maioria dos casos, 0 uso
destes medicamentos proporciona uma rapida e consistente reposta clinica de
beneficio (7). A descoberta deste efeito dramatico sobre o quadro clinico foi
demonstrada em 1969 por George Cotzias (19), e seu posterior uso em larga escala
permitiu oferecer uma melhora da qualidade de vida e prolongamento da expectativa
de vida para inumeros pacientes, ao redor do mundo.

Entretanto, o tratamento da DP também se -caracteriza por apresentar
complicacbes de longo prazo. Sdo as chamadas flutuagées motoras, que surgem em
cerca de 50% dos pacientes apds 5 anos de tratamento (19). As principais flutuacdes
motoras referem-se ao efeito da medicacdo, que pode encurtar progressivamente
(fendbmeno “wearing-off’) ou iniciar e terminar sem relagéo direta com as tomadas da
medicacao (fendbmeno “on-off’). Além destes fendbmenos, o surgimento de movimentos
involuntarios exagerados, coreoatetdides, desencadeados pelo uso de uma dose até
entdo bem tolerada do medicamento ou pelo final do efeito deste medicamento, é

denominado discinesia.
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O manejo das complicagdes motoras e a prevencdo de seu surgimento
consistem em um desafio e justificam a variedade de agentes antiparkinsonianos ja

disponiveis no mercado e a continua busca por novas alternativas terapéuticas.

3.3 Caracteristicas Anatomo-Patolégicas da Doenca de Parkinson

O exame anatomo-patoldgico do cérebro de pacientes com DP, além de fornecer
o diagndstico definitivo desta doenga, € um campo de investigagcao para compreender
sua fisiopatogenia e sua relagdo com as demais doengas neurodegenerativas.

Os achados classicos da histopatologia cerebral na DP envolvem,
predominantemente, a pars compacta da substantia nigra mesencefalica. Nesta
regido, observa-se, macroscopicamente, a palidez decorrente da despigmentacao
associada a perda dos neurdnios pigmentados e dopaminérgicos (20). Estima-se que,
quando do surgimento dos sintomas clinicos, a perda dos neurbnios dopaminérgicos
da pars compacta da substantia nigra tenha atingido cerca de 60%, e a reducado da
liberacao da dopamina na via nigro-estriatal tenha atingido em torno de 80% (22).

A microscopia, verifica-se gliose reacional e a presenca dos denominados
“‘corpos de Lewy”, inclusbGes intracitoplasmaticas presentes nos neurdnios
remanescentes, fortemente eosinofilicas (20). O conteddo dos corpos de Lewy,
segundo demonstram técnicas de imunofluorescéncia, inclui proteinas tais como alfa-
sinucleina, ubiquitina, parkina e neurofilamentos (22). Acumulos protéicos
intracelulares filamentares, também positivos para alfa-sinucleina, sdo chamados
neuritos de lewy e estdo presentes nestas regides (23). Para o diagnéstico da DP, é
necessaria a detecgédo de, no minimo, um corpo de Lewy na topografia da substantia
nigra e a exclusao de sinais anatomo-patoldgicos que sugiram outras patologias (9).

Estudos em pacientes sintomaticos e pré-sintomaticos demonstram que o

surgimento dos corpos de Lewy nao é restrito as areas mesencefalicas. Tais acumulos
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sao detectados primeiramente em estruturas como o bulbo olfatério, nucleos motores
dorsais dos nervos vago e glossofaringeo (24), e também em estruturas autondmicas
da medula espinhal, plexo mioentérico intestinal e ganglios simpaticos (23). Com a
evolugdo da doencga, as alteragcbes histopatologicas apresentam um envolvimento
ascendente das estruturas, com pouca variagdo interindividual: além do tronco
cerebral, ocorre uma deposi¢cdo progressiva de corpos de Lewy no cortex temporal
antero-medial (mesocértex), nas areas pré-frontais e areas de associagcado sensitiva
(neocortex) e, por fim, nas areas motora e sensitiva primarias e associativas motoras e
sensitivas de primeira ordem (24).

Tais evidéncias morfolégicas, associadas as manifestagdes clinicas descritas,
demonstram que a doenga de Parkinson, embora predominantemente extrapiramidal,
envolve multiplos sistemas neurologicos, provavelmente de acordo com tipos

especificos de células suscetiveis (24).

3.4 Etiologia e Patogénese da doenca de Parkinson

A primeira identificacdo da substantia nigra como substrato anatémico para a
origem do parkinsonismo foi realizada em 1894 por Blocq e Marinesco, que
descreveram uma lesdo nodular por tuberculose no mesencéfalo causando
parkinsonismo contralateral. Somente durante a década de 1950, porém, a associagao
do quadro parkinsoniano com lesbes da substantia nigra passou a ser mais
amplamente conhecida e aceita (15).

Da mesma forma, embora a existéncia das inclusdes intraneuronais tenha sido
descrita em 1912 por Lewy no nucleo dorsal do vago de pacientes com DP, a
descricdo de sua presenca na substantia nigra ocorreu sete anos apés (15), e a

identificacdo de seus componentes estruturais (alfa-sinucleina, ubiquitina, parkina e
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neurofilamentos) demorou mais 80 anos para ser atingida (22), enquanto sua fungao e
significado seguem sendo objeto de estudo até os dias atuais.

O mecanismo que leva a morte neuronal e a génese da DP nao esta
completamente elucidado. Ha evidéncias de que o surgimento da doenca seja fruto de
uma interacao entre fatores ambientais e genéticos, e ha casos nos quais apenas um
destes fatores é determinante para a ocorréncia da mesma.

Em 1979, foi descrito o caso isolado de um individuo que desenvolveu
parkinsonismo apds o0 uso intravenoso de um opidide ilicito; em 1983, novos casos
surgiram em uma mesma comunidade, todos tendo utilizado por repetidas vezes um
opidide sintético, ilicito, por via intravenosa, consistindo em 4-propionoxi-4-fenil-N-
metilpiperidina, éster reverso da meperidina. Na investigacao destes casos, descobriu-
se que a solugao continha um produto secundario: N-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), que foi identificado como o responsavel pela perda macica
de neurdnios dopaminérgicos da via nigro-estriatal verificada nestes pacientes (25).

O quadro clinico apresentado pelos pacientes com parkinsonismo secundario
ao MPTP era tipico de DP, com acinesia intensa, rigidez, postura fletida e tremor de
repouso, com baixas concentragdes de acido homovanilico (metabdlito da dopamina)
no liquido céfalo-raquidiano, indicando uma deple¢ao deste neurotransmissor, e com
reversdo dos sintomas apos o uso de levodopa ou bromocriptina, da mesma forma
que o encontrado na DP (25).

A confirmacdo da toxicidade do MPTP veio com a replicacdo do seu efeito
nocivo em macacos, ocasionando o0 mesmo quadro parkinsoniano tipico observado em
humanos, inclusive com resposta a levodopa. Os metabdlitos do MPTP interferem com
o complexo | da cadeia mitocondrial, depletam as células dos produtos da fosforilacdo
oxidativa e expdem os neurbnios dopaminérgicos da substantia nigra ao dano
irreversivel devido a falta de energia e ao stress oxidativo causado por radicais livres

de oxigénio (26). A histopatologia cerebral nos casos de parkinsonismo secundario ao

18



MPTP, entretanto, tanto nos macacos quanto entre os humanos, ndo evidenciou a
presenga de corpos de Lewy (25).

A hipétese de uma origem ambiental para a DP foi reforcada com a
identificagdo de outros agentes com efeito téxico sobre os neurénios dopaminérgicos
da via nigro-estriatal: herbicidas contendo 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP+, metabdlito
ativo do MPTP) ou paraquat, compostos com manganés (etilenobistiocarbamato de
manganés) e rotenona, uma substancia citotoxica natural presente em leguminosas e
utilizada como inseticida e piscicida. A rotenona, um inibidor especifico do complexo
mitocondrial | é, inclusive, utilizada em modelos animais de DP, nos quais se observa
a formacao de corpos de Lewy (21).

A ocorréncia de “agrupamentos” de casos de DP entre individuos que
compartilharam exposi¢do ambiental semelhante em suas condigdes ocupacionais,
com exposicao a dioxido de carbono, solventes organicos como benzeno e tolueno, ou
ainda em ambientes sem causas tdxicas identificaveis, em que a incidéncia de DP
superou o risco determinado pelo acaso e as causas genéticas investigadas foram
negativas, também reforgca a importadncia do ambiente para o desencadeamento da
doencga (27).

Além disso, segundo os estudos post-mortem, a formacao dos corpos de Lewy,
na DP, teria inicio nos nucleos do vago e hipoglosso, bulbo olfatério e no plexo
mioentérico intestinal, locais do organismo que tém contato com a entrada de
substancias exogenas (23, 24).

Do ponto de vista genético, as evidéncias de causalidade tém principio na
verificagdo da recorréncia familiar da DP, que foi reconhecida ainda no século XIX e
que hoje, estima-se estar presente em cerca de 10 a 15 % dos pacientes. Na década
de 1980, porém, o resultado de alguns estudos em gémeos, onde nao foi encontrada
concordancia de DP entre pares monozigoticos comparados com dizigéticos, chegou a
langar duvidas sobre um real papel genético na génese desta doenca. Mais tarde,

outros estudos identificaram esta concordancia ao basear a comparagao ndo somente
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em fatores clinicos, mas também em estudos de neuroimagem (tomografia por
emissao de prétons com **fluorodopa) (26).

O estudo genético das familias com DP permitiu identificar causas
monogénicas para a doenga e ampliar a compreensao da sua fisiopatologia: em 1997,
Polymeropoulos conduziu um estudo de scan genémico em uma familia italiana que
apresentava um padrao de heranga autossébmico dominante para DP com muitos
individuos afetados e identificou um gene ligado a DP que codifica a proteina alfa-
sinucleina (28, 29).

Esta descoberta inaugurou a era da investigagdo genética da DP, sendo
seguida pela identificagdo de outros genes, inicialmente nomeados de acordo com
seus loci (sendo numerados em sequéncia), o locus PARK1 correspondendo ao gene
da alfa-sinucleina identificado por Polymeropoulos. Atualmente, existem 10 genes
identificados neste grupo, que condicionam DP de heranga autossémica dominante e
recessiva (tabelas 1 e 2).

Outras doencas genéticas, que até entdo eram reconhecidas por seus quadros
clinicos caracteristicos, foram identificadas, recentemente, com fendtipos
parkinsonianos tipicos, com recorréncia familiar em padrdo autossémico dominante. E
0 caso das ataxias espinocerebelares (SCAs), a doenca de Huntington, a distonia
dopa-responsiva, a doencga pribnica familiar e a deméncia frontotemporal com
parkinsonismo ligada ao cromossomo 17 (FTDP-17). Nesses casos, embora o
diagnéstico molecular identifique altera¢des tradicionalmente ligadas a manifestagdes
clinicas especificas (alteracdo piramidal e cerebelar nas SCAs e deméncia com
manifestacbes psiquiatricas na FTDP-17, por exemplo), o quadro clinico pode ser
somente parkinsoniano ou combinar os sintomas parkinsonianos com os achados
caracteristicos da patologia em questdo, causando freqlientemente confusao
diagnéstica e, as vezes, modificando o diagnéstico clinico realizado inicialmente, em

funcado dos achados moleculares (30).
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Além dessas causas genéticas determinantes de DP, ha genes que nao
condicionam a ocorréncia da doenga, mas aumentam seu risco (genes predisponentes
a DP). Tais genes compreendem o gene da beta-glicosidase, genes ligados ao
citocromo P450 e genes da cadeia mitocondrial, entre outros, e estdo descritos em
detalhe mais adiante.

Ainda que a descoberta das diferentes causas genéticas da DP tenha
progredido, em poucos pacientes uma causa genética é detectada, restando um
grande numero de casos que sao negativos na analise para genes principais e para
genes predisponentes a doenga e que ndo possuem exposicao a téxicos ambientais.
Mesmo nesses casos, ha um aumento do risco de desenvolver a doenga, para
parentes de primeiro grau de um individuo afetado, de 2,7 a 3,5 vezes o da populacdo
sem histéria familiar para DP, sendo seu risco cumulativo de desenvolver a doenga ao

longo da vida estimado entre 3 e 7% (30).

3.5 Formas autossdmicas dominantes da doenca de Parkinson

3.5.1 Genes principais causadores de DP

a) PARK1: gene da alfa-sinucleina

O gene da alfa-sinucleina foi o primeiro gene identificado como causador de
uma forma hereditaria de DP. Apds a primeira descricdo de uma mutacio deste gene
causando DP familiar (28), a pesquisa de mutagdes em inuUmeras familias ao redor do
mundo e inclusive no Brasil (31) demonstrou que esta € uma causa infreqiente da
doenca.

Até o momento, apenas 2 mutagdes diferentes do gene da alfa-sinucleina

foram identificadas em associacdo com DP, em 12 familias de ascendéncia grega
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(mutacdo de ponto G209A resultando em uma troca de aminoacido A53T) e uma
familia da Alemanha (mutagdo C88G com troca de aminoacido A30P) (32). Mais
recentemente, portadores de DP de uma familia coreana com padrdao de heranca
autossbmico dominante foram identificados como portadores da mutacdo A53T do
gene da alfa-sinucleina. A analise gendOmica destes pacientes nado apresentou
semelhanca de haplétipos com as demais familias que, entre si, haviam sido
demonstradas com um efeito fundador desta mutagao. As hipoteses para explicar tal
fato incluem tanto uma mutacao nova quanto um ancestral comum muito remoto entre
a familia coreana e as demais (33).

Nas familias com DP e mutagbes no gene da alfa-sinucleina, o fendétipo é
tipico, com inicio assimétrico de sintomas, boa resposta a levodopa e uma tendéncia a
idades de inicio progressivamente menores. Entretanto, uma penetrancia incompleta
foi observada, de forma que até 33% dos individuos portadores de mutagdes neste
gene ndo apresentavam sintomas neuroldgicos no momento do exame (34).

Uma terceira mutacao da alfa-sinucleina, também do tipo missense (E46K), foi
identificada em wuma familia espanhola como associada a um fenodtipo de
parkinsonismo, deméncia e alucinagdes, classificado pela histopatologia como
deméncia por corpos de Lewy. Nesta familia, o padrdao de herancga era autossémico
dominante, com varios individuos afetados (35).

A alfa-sinucleina é uma proteina soluvel com 140 aminoacidos que é
abundante nos neurdnios e especialmente concentrada nos terminais pré-sinapticos.
Sua funcdo ¢é desconhecida, mas provavelmente atue como uma chaperona,
mediando varias interagdes entre proteinas e lipidios (36). Na auséncia de lipidios, a
alfa-sinucleina ndo possui uma estrutura especifica; entretanto, na presenca de
fosfolipidios, apresenta conformacao helicoidal. No citoplasma, além de suas formas
livres, a alfa-sinucleina encontra-se também ligada a vesiculas lipidicas; acredita-se
que possua um papel na maturacdo das vesiculas pré-sinapticas e na liberagdo de

neurotransmissores. Ainda ndo sdo conhecidas as substancias responsaveis pela
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regulacédo da ligacado e da dissociacado da alfa-sinucleina com as vesiculas sinapticas
(34).

As formas mutantes da alfa-sinucleina apresentam maior tendéncia a localizar-
se no nucleo. Porém, tanto em pacientes com, quanto nos sem mutacdes, formas de
alfa-sinucleina truncadas, oxidadas e fosforiladas, com tendéncia a formar oligbmeros,
sdo encontradas no citoplasma, agregadas, formando os corpos de Lewy. Tal fato
sugere que o mau processamento desta proteina, causado por alteracbes na sua
sequéncia de aminoacidos, por modificacbes pos-translacionais, por degradacgao
ineficiente, ou por sua maior expressao (ver abaixo) possui um papel importante na
fisiopatogenia da DP, tanto nas formas raras, monogénicas, da doenga, quanto nas
suas formas mais comuns e para quais outras causas genéticas nado foram

identificadas (34).

b) “Gene” PARKA4: triplicacBes e duplicacdes do gene da alfa-sinucleina

Um locus inicialmente denominado PARK4 foi identificado em uma grande
familia americana ja descrita desde 1962, onde os individuos afetados apresentavam
fendtipos que variavam entre DP tipica e deméncia com corpos de Lewy, com um
padrao de recorréncia autossdmico dominante. Foi identificado que, nesta familia, o
gene co-segregava com a expressao clinica da doenga, embora com uma penetrancia
incompleta. Ainda assim, praticamente todos aqueles individuos que apresentavam o
haplotipo, mas nao tinham manifestagcdes parkinsonianas, apresentavam tremor de
acao, inclusive alguns com critérios diagndsticos completos para tremor essencial (37).

Posteriormente, foi demonstrado que o gene PARK4 localizava-se no mesmo
locus do gene PARK1 e codificava a mesma proteina: alfa-sinucleina. Entretanto, nas
familias que apresentavam mutagdes no gene PARK1, a alfa-sinucleina era mutante,

enquanto nas familias com associacdo ao gene PARK4 havia producdo apenas de
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alfa-sinucleina normal. Descobriu-se, entdo, que o considerado gene PARK4 tratava-
se, na realidade, de uma triplicacdo de uma grande regido gendmica, que inclui, entre
outros, o gene da alfa-sinucleina. Esta regido inclui entre 1.61 e 2.04 Mb e contém
cerca de 17 genes, identificados ou putativos (38).

Os individuos que possuem a ftriplicagao tém 4 coépias funcionais do gene da
alfa-sinucleina (uma alelo com o gene normal e outro alelo com trés cépias do gene),
desta forma duplicando a expressao desta proteina, bem como a dos produtos dos
demais genes que compdem a area triplicada (38). Sua dosagem no sangue de
individuos portadores da triplicagao génica € 1,8 vezes maior do que a dos individuos
nao-afetados (proteina soluvel). No cérebro, sua expressao é dobrada e encontram-se
tanto formas monoméricas quanto agregados com grande massa molecular desta
proteina (proteina insolavel) (39).

Duplicagdes do gene da alfa-sinucleina também foram identificadas em familias
da Franga (40, 41), Japao (42, 43), Estados Unidos (44) e em casos isolados, sem
histéria familiar (2 entre 1106 pacientes), na Coréia (45). Outros estudos falharam em
demonstrar duplicacbes ou triplicagdes entre pacientes com historia familiar
autossdmica dominante (n=190), provenientes da Alemanha, lugoslavia e Portugal
(46) e entre pacientes com DP familiar (n=101), DP esporadica (n=325), deméncia por
corpos de Lewy (n=65) e individuos-controle (n=366) nos Estados Unidos da América
(47).

O estudo de uma familia grande, de origem sueca, descrita em 1949 por
apresentar DP com heranga autossOmica dominante, demonstrou que dois ramos
diferentes da mesma familia apresentam gendtipos diferentes: duplicacdo nos
individuos da Suécia e triplicagcdo nos individuos do ramo americano da familia. A
origem ancestral comum foi confirmada por estudo genealdgico e de documentos
oficiais, bem como através do estudo de variabilidade de microsatélite dentro da regiao

gendmica de interesse (44).

24



Embora seja desconhecido o mecanismo que leva a duplicagdo ou triplicagao
do gene da alfa-sinucleina, uma disfungéo da regido promotora deste gene poderia ser
comum a ambos 0os mecanismos de multiplicagao (43).

As manifestagdes clinicas dos individuos com triplicagbes do gene da alfa-
sinucleina tém inicio mais precoce do que os portadores de duplicagcdes deste gene, e
ha maior freqiiéncia de deméncia e disautonomia importante entre os com triplicacées
(48), sugerindo que a dosagem génica esteja relacionada com a gravidade da doenga
(40, 44). Por outro lado, entre os individuos com duplicagdo do gene, embora a
maioria seja clinicamente indistigliivel de pacientes com DP tipica (41), com curso
lentamente progressivo e sem manifestacbes atipicas, ha também portadores
assintomaticos, sugerindo uma penetrancia incompleta deste gene (da ordem de 33%,
em uma das familias estudadas) e estdo descritos portadores de duplicagdes de

mesmo tamanho com fenétipos diferentes (42).

c) PARKS5: gene da ubiquitina-C-terminal hidrolase-1 (UCH-L1)

Em apenas uma familia, de ancestralidade alem3, foi identificada a associagao
da DP de heranga autossOmica dominante com mutagdes do gene denominado
PARKS5, que codifica a proteina UCH-L1. Esta € uma enzima envolvida na rota de
degradacao protéica pelo proteassoma; funciona como uma hidrolase, produzindo
mondmeros de ubiquitina e promovendo a desubiquitinizagdo de compostos (32). Ao
mesmo tempo, possui também funcao de ligase da ubiquitina e parece ser um alvo do
stress oxidativo dentro da célula (36). A UCH-L1 é expressa apenas nos neurbnios e
nas células do sistema neuroenddcrino; ela representa entre 1 e 2% do total de
proteinas soluveis do cérebro, e também esté presente nos corpos de Lewy (36).

O fendtipo dos pacientes portadores de mutagdo no gene da UCH-L1 é de

uma DP tipica, com inicio dos sintomas ao redor dos 50 anos, predominancia de
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tremor de repouso e com penetrancia incompleta. Em diversas outras familias
testadas, ao redor do mundo, as mutagdes do gene da UCH-L1 nao foram
identificadas, e um polimorfismo deste gene (S18Y do éxon 3) demonstrou efeito
protetor, inversamente associado a ocorréncia de DP (48, 49).

Além de sua relagdo com a DP, a UCH-L1 esta implicada em outras doencas
neurodegenerativas: esta reduzida na doenga de Alzheimer; quando mutante piora a
degeneracdo neuronal em modelos animais de ataxias espinocerebelares; em
humanos portadores de doenca de Huntigton, seu polimorfismo S18Y parece ser

protetor, reduzindo a idade de inicio (36).

d) PARKS: gene da dardarina (LRRK2)

O gene PARKS8, ou da dardarina (proteina kinase 2 rica em repeticbes de
leucina - leucine-rich repeat kinase 2 - LRRK2), é aquele cujas mutagbes sdo mais
freqlientemente encontradas nos pacientes com o padrao autossémico dominante de
heranga familiar. Inicialmente descobertas em familias japonesas (51), as mutacgobes
deste gene estédo presentes em familias do mundo todo: Estados Unidos da América,
Noruega, Irlanda, Italia, Portugal, Polbnia, Inglaterra, e, inclusive, Chile e Brasil (52,
53, 54, 55). Ha relatos de que sdo mais freqlientes entre os judeus Ashkenazi e os
arabes norte-africanos (30).

Cerca de doze mutagdes patogénicas foram identificadas neste gene, mas a
mais comumente encontrada é a 6055G—A, que causa a substituicdo de aminoacidos
G2019S: foi encontrada em 5-7% dos casos de DP familiar autossémica dominante
(30, 52, 53) e 1-2% dos casos isolados (56). Sua associagdo com um polimorfismo
exbnico demonstrou uma origem ancestral comum entre familias identificadas nos

paises europeus e Estados Unidos da América (53, 57).
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O quadro clinico de DP associado as mutacdes no gene LRRK2 é o que mais
se assemelha com o padrdao de DP esporadica, com idade de inicio variavel, tanto
entre as familias quanto entre membros da mesma familia: nos casos descritos na
literatura, variou entre 34 (57) e 78 anos de idade (53), com média de 58,8 anos (18).
Outras caracteristicas da DP associada ao gene LRRK2 s&o um inicio preferencial no
membro inferior, resposta a levodopa sustentada mesmo ao longo de muitos anos,
sem discinesias limitantes e sem manifestacbes atipicas. A presengca de tremor
intenso nas familias de origem basca deu origem ao nome “dardarina” para a proteina
codificada pelo gene LRRK2, derivado da palavra basca “dardara”, que significa tremor
(18). O desenvolvimento de alteracbes autondmicas, especialmente pressoricas e
cardiacas, também foi identificado no estudo de um paciente com DP associada a
mutacao do gene LRRK2 (57).

A histopatologia cerebral destes pacientes também é caracteristica da DP:
perda neuronal com gliose na substantia nigra e presenca de corpos de Lewy e
neuritos de Lewy positivos para alfa-sinucleina tanto na substantia nigra quanto no
locus ceruleus (18, 56, 59). Entretanto, alguns pacientes apresentam
imunohistoquimica positiva para proteina tau, sob a forma de emaranhados
neurofibrilares (18, 56, 59) e ha casos sem formagao de corpos de Lewy (60). Nos
casos em que nao foram identificados corpos de Lewy, houve a deteccdo dos
chamados corpos de Marinesco (inclusdes intranucleares eosinofilicas positivas para
ubiquitina), nos neurdnios dopaminérgicos da substantia nigra (59,60) e de outras
inclusdes ainda sem classificagao (60).

Embora condicione DP autossdbmica dominante, o gene LRRK2 apresenta
penetrancia incompleta, o que permite que muitos individuos de uma familia sejam
portadores, porém ndo venham a desenvolver a doenga durante seu tempo de vida.
Aos 50 anos, por exemplo, a penetrancia encontrada foi de 17% e, aos 70 anos, foi
85% (53). Homozigotos e heterozigotos para mutagdes deste gene apresentam

manifestagdes clinicas semelhantes (30).
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No Brasil, as mutagbes no gene LRRK2 foram estudadas em uma amostra de
pacientes que incluia casos com e sem histéria familiar e com variadas idades de
inicio, provenientes do Rio de Janeiro. Entre 154 pacientes, foram identificados trés
casos positivos para a mutagdo G2019S e entre 250 cromossomos de individuos
controles (n&o-portadores de DP), nao houve deteccdo de nenhuma mutacdo neste
gene. Os pacientes portadores desta mutagado apresentavam um quadro clinico tipico
de DP, com idade de inicio entre 47 e 55 anos. A analise molecular de alguns
familiares demonstrou portadores assintomaticos, os quais, entretanto, ndo podem ser
considerados livres de doenca, uma vez que a idade de inicio associada a estas

mutacdes pode ser tdo tardia quanto a oitava década de vida (55).

e) Outros genes

Outros genes que estdo associados a ocorréncia de DP dominante s&do os
genes PARK3, PARK10 e PARK11 (vide tabela 1). Por enquanto, sdo conhecidos
apenas seus loci, e nao se sabe quais as proteinas que codificam. Tampouco se
conhece sua relevancia para a patogénese da DP e sua freqiiéncia entre os pacientes

portadores desta doenca.

3.5.2 Outras causas genéticas de DP

No grupo das causas genéticas de DP com padrdo de heranga autossdmico
dominante, além dos genes principais encontram-se os genes das SCAs que, ao
serem identificados como expandidos, modificam o diagndstico dos pacientes, que
deixam de ser portadores de uma patologia predominantemente nigro-estriatal (DP)
para serem portadores de uma doenga que envolve degeneragao multissistémica,

predominantemente do cerebelo, tronco cerebral e areas corticais, também podendo
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afetar os nucleos da base, os nucleos dos nervos cranianos oculomotores, as células
da retina, os nervos periféricos, entre outros (61).

As SCAs compdem um grupo heterogéneo de doencas, do qual, atualmente,
estdo descritos 24 tipos diferentes. Sao classificadas de acordo com seu locus
patogénico (tabela 3), e podem ser causadas por expansdes de trinucleotideos na
por¢cao do gene que codifica a proteina (SCAs 1, 2, 3, 6, 7 e 17), ou expansdes fora
desta regido (SCAS8, 10, 12), ou ainda por mutagdes “convencionais”, como deleg¢des,
mutacdes nonsense, missense, etc (SCAs 5, 13, 14, 27) (62).

As SCAs que se caracterizam por expansdes de trinucleotideos na porcao
codificadora de proteinas constituem as causas mais comuns de ataxias hereditarias
autossdmicas dominantes, correspondendo, juntas, a cerca de 50% dos casos
diagnosticados ao redor do mundo (62). A SCA3 é a mais frequente, em todos os
paises, sendo que, em nosso meio, além de corresponder a 84% dos casos de ataxia
com causa genética conhecida (63), sua prevaléncia calculada € de 1,8 caso /100.000
habitantes, enquanto as demais SCAs tém prevaléncia estimada de 0,2 caso / 100.000
habitantes nesta regiao (64).

As principais manifestacdes clinicas das SCAs sao a perda da coordenacédo do
movimento, ataxia da marcha, perda do equilibrio, disartria, disfagia, alteracbes do
movimento ocular, nistagmo e espasticidade / piramidalismo. Em variados graus
podem ser acompanhadas de neuropatia periférica, alteracbes cognitivas e
manifestacbes extrapiramidais. Algumas SCAs apresentam manifestagcbes
caracteristicas, como epilepsia na SCA10, retinopatia pigmentar na SCA7, retracao
palpebral e perda da sensibilidade térmica na SCA3 (61).

Os primeiros estudos sobre um fenétipo extrapiramidal para as SCAs surgiram
na literatura a partir dos anos 2000. Na China, identificaram-se individuos que até
entdo eram considerados portadores de DP com boa resposta a levodopa e que, ao
exame molecular, apresentavam expansodes no locus SCA2 (65) e individuos com

distonia levodopa-responsiva que possuiam expansdes SCA3 (66). No Reino Unido,
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um paciente com SCAG6 possuia fenétipo de distonia tarefa-especifica do tipo céibra do
escrivao (67).

O fendtipo parkinsoniano das SCAs, embora ja tivesse sido descrito
anteriormente, em familias sem diagndstico molecular, foi detalhado pela primeira vez
em 1995, em dois pacientes de origem agoreana que possuiam diagndstico molecular
de SCA3, mas que, entretanto, ndo possuiam manifestagdes ataxicas. Seu diagndstico
era de DP e apresentavam, inclusive, discinesias e flutuagdes motoras induzidas pela
levodopa (68). Outros casos foram entdo sendo descritos em diversos paises:
Alemanha (69), Estados Unidos (70), Japdo (71), Inglaterra, india, Jamaica, Gana,
Brasil e Frangca (72). A maioria dos pacientes descritos possuia histéria familiar
positiva para DP e apresentava boa resposta a levodopa.

O fendtipo parkinsoniano da SCA2 também ¢ tipico, levodopa-responsivo, € foi
descrito em uma familia do Canada (73) e, posteriormente, nos Estados Unidos, a
partir do estudo de pacientes com diagndstico de DP e histéria familiar positiva: entre
280 casos, um paciente apresentou expansao patogénica no locus SCA2 (74) e, entre
mais 136 casos, outros dois pacientes com expansodes limitrofes para SCA2 foram
identificados (75).

Em Taiwan, cerca de 10% dos pacientes com DP familiar autossdmica
dominante foram identificados como portadores de expansdes no locus SCA2. Nesta
série de casos foi possivel, ainda, identificar que os pacientes com fendtipo
parkinsoniano da SCA2 possuiam uma idade de inicio mais tardia e um menor numero
de repetigdes do trinucleotideo CAG do que aqueles com fendtipo ataxico desta
doencga (76). Mais recentemente, tais achados foram confirmados através do estudo
de pacientes italianos com DP, onde, porém, apenas 1,2% dos casos de DP familiar
investigados foram positivos para expansées CAG no locus SCA2 (77).

Na Coréia e na Alemanha, o fenotipo parkinsoniano foi descrito também em
portadores de SCA6 (78, 79). A SCA1 nao tem relatos de fendtipo parkinsoniano,

porém é acompanhada de uma importante reducdo dos niveis de dopamina no
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estriado, bem como de transportadores de dopamina e de marcadores de terminais
neuronais, de forma semelhante a demonstrada na DP, porém sem uma perda celular
relevante na substantia nigra (80).

Portanto, apenas as SCAs que se originam de expansdes de trinucleotideos na
porcdao do gene que codifica a proteina foram descritas até o momento como
apresentando fendtipo parkinsoniano. Estas ataxias caracterizam-se por fenémenos
como o da antecipacdo, no qual os sintomas surgem mais cedo a cada geragao, o que
€ compreendido como secundario a aumentos no numero de expansdes, que podem
ocorrer na gametogénese. Além disso, embora ndo exista, até o momento, qualquer
tratamento especifico para as ataxias, o0 manejo dos sintomas parkinsonianos com

levodopa, nestes pacientes, esta associado com boas taxas de resposta (62).

3.6 Formas autossOmicas recessivas da doenca de Parkinson

f) PARK2: gene da parkina

No final da década de 1990, um grupo japonés identificou o gene PARK2 em
pacientes que apresentavam uma forma de DP juvenil com padrdo de herancga
autossémico recessivo, quadro clinico até entdo denominado “parkinsonismo juvenil
autossémico recessivo”, por ter um inicio muito precoce de sintomas e um padrao de
heranga caracteristico (81).

A proteina codificada pelo gene PARK2 foi denominada parkina, e mutagdes
homozigoéticas neste gene desencadeiam a doenga, o que € compativel com o padrao
de heranca observado nos pacientes. Mais de mil mutagdes de ponto, além de
rearranjos exbnicos, como delegbes e duplicagdes, ja foram descritas neste gene

desde entao (30, 36, 82), inclusive mutagcdes em sua regido promotora (34). Defeitos
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genéticos diferentes, em uma mesma irmandade, também foram identificados,
sugerindo uma frequiéncia destas mutagdes, na populagdo em geral, maior do que a
atualmente estimada (83). Tal variedade de mutacbes, somadas ao grande tamanho
do gene da parkina (12 éxons, 465 aminoacidos e um tamanho total de 1,3Mb) fazem
do estudo deste gene um processo detalhado e trabalhoso, envolvendo técnicas de
sequenciamento e de dosagem génica (84).

Estudos de prevaléncia das mutagdes no gene da parkina em pacientes com
DP identificaram uma relagdo clara de sua freqliéncia com a idade de inicio dos
pacientes e a presenca de casos na familia, de tal forma que é possivel estimar a
chance de se encontrar mutagdes neste gene de acordo com as caracteristicas do
paciente. Por exemplo, entre os pacientes com uma idade de inicio inferior a 20 anos e
com recorréncia na familia, mutagbes no gene da parkina sao identificadas em mais
de 90% dos casos. Este numero vai diminuindo de acordo com o aumento da idade de
inicio e a auséncia de histéria familiar, de tal forma que, entre pacientes com idade de
inicio entre 40 e 45 anos, sem heranga familiar, mutagcdes no gene da parkina séo
encontradas em somente cerca de 9% dos casos (85).

Entre os pacientes com DP de inicio tardio, mutagdes no gene da parkina sédo
raras; nao foram detectadas entre 118 pacientes dos Estados Unidos (86). Existem,
entretanto, relatos de pacientes com idade de inicio até os 60 a 70 anos de idade (31,
87) e, aparentemente, a presenca de apenas uma mutagdo neste gene pode servir
como um fator de risco para o surgimento de DP de inicio tardio (ver abaixo) (88, 89,
90).

No Brasil, a testagem de treze casos isolados com inicio abaixo dos 45 anos
identificou um caso positivo para mutagcao neste gene (perfazendo 8%) (91). Outros
casos positivos foram identificados em séries menores, incluindo um caso local,
descrito por Bertolli-Avella em 2005 (92). Além disso, duas familias brasileiras
isoladas, consangulineas e numerosas apresentando DP com mutagdes homozigéticas

no gene da parkina foram também descritas (93,94).
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Os demais paises em que pacientes com mutagcdes do gene da parkina foram
descritos sdo: Estados Unidos (95, 96), Inglaterra, Italia, Alemanha, Russia, Irlanda,
Holanda, Portugal e Franga (82, 91, 92, 97, 98), Tunisia (99), Argentina, Argélia,
Libano, Vietna e Paquistdo (97). O estudo comparativo das mutagdes encontradas
nesses paises permitiu determinar que as mutag¢des caracterizadas por delegdes
exbnicas, devido aos pontos de quebra diferentes entre os pacientes, mais
provavelmente resultem de fenbmenos novos, enquanto as mutacbes de ponto, por
compartilharem semelhangas haplotipicas mesmo entre pacientes de origens téo
diversas, sdo sugestivas de uma ancestralidade comum (97).

A apresentacgdo clinica da DP causada por mutagdes no gene PARK2 possui
algumas particularidades: caracteriza-se pelo inicio precoce dos sintomas, com
distonias dos membros inferiores no inicio do quadro ou na evolugéo, podendo haver
piramidalismo. A resposta a levodopa ¢é importante e sustentada, sendo
freqientemente acompanhada de flutuagdbes motoras e discinesias (82, 98).
Entretanto, a evolugdo da doenca tende a ser mais lenta do que o0s casos sem
mutacdes deste gene. Na histopatologia, uma das caracteristicas mais marcantes da
DP associada a mutagbes no gene da parkina € a auséncia de corpos de Lewy na
substantia nigra (81, 99), embora os demais aspectos de gliose e perda neuronal
estejam presentes, e embora haja descricdo de um caso com corpos de Lewy

presentes (100).

g) PARK®G: gene da proteina PINK1

O gene do locus PARKG6 foi identificado como causador de DP em 2001, em
uma extensa familia siciliana consangiinea. Mais tarde detectado em outras familias
consanguineas com DP (101), somente teve sua proteina descoberta em 2004: a

proteina PINK1 - fosfatase e tensina (PTEN) quinase 1 putativa homologa-induzida
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(102). Esta proteina localiza-se no interior das mitocondrias, e a presenga de
mutagdes ndo modifica sua localizagdo, mas prejudica sua fungdo, de forma a
desencadear uma maior taxa de apoptose induzida pelo stress em culturas celulares.
Como as mutagdes descritas nos individuos com DP envolvem o dominio quinase
putativa serina/treonina desta proteina, € compreensivel a perda de fungao observada
com as mutag¢des homozigoticas (102).

A freqUéncia de mutagbes detectadas no gene PINK1 entre pacientes com DP
de inicio precoce fica em torno de 1,2% (103) a 4,4% (104). Entre pacientes que, além
da baixa idade de inicio possuem recorréncia familiar com padrdao de herancga
autossdmico recessivo, e que ja foram excluidos para mutagbes nos genes PARK2 e
PARKY7, a deteccdo de mutagbes homozigéticas ou heterozigbticas compostas no
gene PINK1 pode chegar a 20% (101). Entre individuos com idade de inicio tardia,
raramente, também podem ser detectadas mutagdes (até 0,8% dos casos) (103).

As mutagdes no gene PINK1 estdo presentes em familias de varios paises:
Japao, Taiwan, Israel, Turquia, Filipinas (101), Italia (102, 103), Espanha (102), Irlanda
(105) e, agora, Brasil. Nos Estados Unidos, foram estudadas por Deng, em 2007, mas
nao foram detectadas em nenhum caso (90). A analise de haplétipos entre os
individuos com mutacdes deste gene ao redor do mundo nao evidenciou haplétipos
comuns, excluindo a possibilidade de um efeito fundador para as mutagées (101).

Do ponto de vista clinico, os pacientes que apresentam DP associada a
mutacdes no gene PINK1 apresentam um inicio muito precoce de sintomas, com
progressao lenta e resposta excelente a levodopa. O inicio pode ser simétrico, com
melhora com o sono e distonias no inicio do quadro, lembrando o fendtipo da DP
associada a mutagbes no gene da parkina (104), ou pode ser igual a uma DP tipica
(101). Individuos portadores de mutagdes heterozigéticas tendem a apresentar uma
idade de inicio mais tardia, o que raramente também estd descrito entre

homozigoticos, chegando até os 67 anos (103). Até o momento, ndo ha descrigcbes da
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histopatologia cerebral de nenhum paciente com DP associado a muta¢des do gene

PINK1.

h) PARK7: gene da proteina DJ-1

Em familias consanguineas com DP, da Holanda e Itdlia, a identificacdo do
gene DJ-1 foi realizada em 2003, em um locus denominado PARKY7. Uma das familias
apresentava uma grande delegdo homozigética nos éxons 1 a 5 da proteina DJ-1
incluindo o sitio promotor deste gene. A outra apresentava mutagcdo homozigética do
tipo missense, ocasionando uma troca de aminoacidos (106,107).

A analise subseqiiente de 91 familias francesas (17 consangiineas) com, no
minimo, um individuo com DP de inicio precoce, além de nove casos isolados com
inicio precoce e consanguinidade paterna ndo evidenciou nenhum caso positivo (108).
Entre outros 100 casos de DP com inicio precoce provenientes de diversos paises,
dois casos apresentaram mutagdes heterozigéticas: um proveniente da Russia com
inicio de sintomas aos 17 anos e outro proveniente da Italia com inicio de sintomas
aos 42 anos. Ambos apresentavam um fenétipo tipico de DP, porém com progressao
mais lenta da incapacidade. Além desses casos, este estudo detectou também a
ocorréncia de polimorfismos em 1,5% dos casos e dos controles (99 individuos sadios)
(109).

Polimorfismos e mutagdes heterozigoéticas parecem ser mesmo as alteragbes
mais comuns do gene DJ-1 entre os individuos com DP. Em mais uma grande série de
89 pacientes com DP de inicio precoce e 354 controles, apenas uma mutacao
heterozigética e dois polimorfismos, em um caso e um controle, foram identificados
(110).

Embora a fungao da proteina DJ-1 ndo seja totalmente conhecida, € provavel
que atue como uma chaperona, auxiliando no processo de conformacéao protéica e na

degradacao protéica pelo proteassoma e sendo ativada pela presenca de reagdes
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oxidativas no citoplasma. Ha evidéncias, inclusive, de que a alfa-sinucleina seja um
substrato desta proteina: in vitro, a hiper-expressdo de DJ-1 reduz os agregados
citoplasmaticos de alfa-sinucleina, o que ndo é observado quando se expressa uma
forma mutante da proteina DJ-1. Muta¢des neste gene também alteram a resposta

celular ao stress oxidativo, relacionando-se com aumento da apoptose (111).

i) PARK9: gene da ATP13A2

O gene da proteina ATP13A2 foi descrito em uma irmandade consanglinea da
Jordania com um fendtipo inicialmente denominado de doenca de Kufor-Rakeb: inicio
na adolescéncia de letargia, rigidez, bradicinesia global, dificuldades na marcha e
alteracdes na postura, seguidos de disfagia, disartria e perda cognitiva (112).

Apenas mais uma familia chilena havia sido descrita quando uma mutagao
nova, homozigotica, deste gene foi encontrada em um caso isolado, nao-
consangulineo, de parkinsonismo com inicio aos 12 anos, no Brasil. Esta mutac&o ndo
foi detectada em 249 individuos controle (higidos) nem em outros 78 pacientes com
DP tipica de inicio precoce da mesma populacao (113).

Na investigacao de outros 10 pacientes com DP tipica de inicio juvenil e 45 de
inicio precoce, do Brasil e da Italia, (33 isolados e 13 com histéria familiar autossémica
recessiva) foram detectados dois casos com mutagdes heterozigdticas do tipo
missense, provavelmente causando perda de funcdo da proteina ATP13A2, devido a
troca de aminoacidos em uma porgcado extremamente conservada da proteina e com
localizagao provavelmente relevante do ponto de vista funcional (113).

Devido a sua associagdo com DP tipica em seu estado heterozigético, e DP de
inicio juvenil em seu estado homozigdtico, as mutagdes identificadas no gene da

ATP13A2 fizeram com que este gene recebesse a denominagdo de locus PARKO,
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embora seu papel nas demais formas de DP e em outras populagdes n&o seja ainda
conhecido.

A proteina ATP13A2 localiza-se nos lisossomos quando normal, e é retida no
reticulo endoplasmatico quando mutada, sendo degradada pelo proteassoma. Sua
expressao principal é nos tecidos cerebrais, sendo que, em pacientes portadores de
DP, suas concentragdes nos neurdnios dopaminérgicos da substantia nigra sdo cerca

de 10 vezes maiores do que nos individuos-controle (34).

3.7 Genes predisponentes a doenca de Parkinson

Além dos genes principais, condicionantes de doenca, outros genes foram
encontrados como associados ao aumento do risco de desenvolvimento de DP, sendo
denominados genes predisponentes ou de suscetibilidade. Genes que se associam
com reducao do risco para DP (genes protetores) também estido descritos, entre eles
uma variante especifica de uma enzima do complexo | mitocondrial (114).

Entre os genes de suscetibilidade estdao exemplos como os genes da proteina
tau, da apolipoproteina E (21) e o gene NR4A2, que codifica um receptor nuclear
necessario para a diferenciagdo e a manutengao dos neurdnios dopaminérgicos da
substantia nigra (32). O gene da sinifilina-1, outro gene de suscetibilidade, codifica
uma proteina que esta presente nos corpos de Lewy, € um substrato da parkina e
interage diretamente com a alfa-sinucleina. Estudos funcionais sugerem que a
sinifilina-1, quando mutada, pode agregar-se formando inclusdes citoplasmaticas e
pode aumentar as taxas de apoptose celular, em culturas in vitro (30).

Também o0s genes principais podem exercer um papel de genes
predisponentes quando as mutacbes que os afetam n&o produzem alteracbes
fortemente patogénicas nas proteinas. Tanto o gene da alfa-sinucleina (115) quanto o

gene da parkina (88), quando exibem determinados polimorfismos de nucleotideo
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Unico, promovem maior risco de desenvolvimento de DP sem, entretanto, condicionar
de forma mendeliana esta ocorréncia.

Os polimorfismos da parkina associam-se com uma menor idade de inicio dos
sintomas de DP (116) e com maior risco para desenvolvimento de paralisia
supranuclear progressiva (uma patologia caracterizada por neurodegeneragao
associada ao acumulo de proteina tau), o que pode ser explicado pelo fato de que a
proteina tau € um substrato da parkina na sua rota de degradagéo pelo proteassoma

celular (117).

|) Gene GBA: gene da glicocerebrosidase

Até o momento, o principal gene de suscetibilidade para DP conhecido é o
gene da glicocerebrosidase, ou glicosilceramidase (GBA). Este gene codifica uma
enzima lisossdmica que tem como substrato o glicocerebrosideo, fazendo a hidrélise
deste substrato em glicose e ceramida (118). Mutagbes homozigdticas deste gene
ocasionam um acumulo de glicocerebrosideo nas células do sistema macréfago-
monocitario, ocasionando alteracbes em diferentes tecidos como pele, ossos, valvulas
cardiacas, figado, baco e tecido pulmonar, determinando uma doenga de depdésito
chamada doenga de Gaucher (114).

A doenca de Gaucher é a doenca lisossOmica de depodsito mais comum. Sua
prevaléncia é maior na populacdo de judeus Ashkenazi, onde sua forma nao-
neuronopatica (tipo 1) atinge um em cada 855 individuos, e onde um em cada 18
individuos ¢é portador de uma mutagdo heterozigotica neste gene. Em outras
populagdes, a prevaléncia da doencga varia entre 1:5700 (Australia) e 1,16:100.000
(Holanda) (114).

Quatro mutagcbes (N370S, L444P, 84GG, IVS2+1) sdo responsaveis por,

aproximadamente, 90% dos alelos mutantes na populacdo de judeus Ashkenazi. Em
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outras populagdes, sdo detectadas em cerca de 50-60% dos alelos patogénicos,
ocorrendo, geralmente, em heterozigose composta com uma das mutagdes mais raras
(V394L, D409H, D409V, R463C, R463H, R496H, entre outras) (114).

Para o diagndstico desta doenga, além da pesquisa direta de mutacgdes
especificas, tanto das mais comuns quanto das mais raras, também ¢é possivel fazer o
sequenciamento completo do gene e a dosagem da atividade leucocitaria da enzima
GBA através de um ensaio fluorimétrico com o uso do substrato 4-metilumbelliferil- -D-
glucopiranosideo (119). A atividade desta enzima, nos leucécitos de individuos sadios,
varia de 7.0 a 25.3 nmol/lh/mg proteina, enquanto nos portadores de doenga de
Gaucher varia entre 0 a 3.9 nmol/h/mg proteina (120). Valores intermediarios podem
ser considerados sugestivos de heterozigose, embora haja alguma superposi¢do com
os resultados de individuos normais (114).

A doenga de Gaucher é herdada de forma autossémica recessiva e manifesta-
se de trés formas principais, de acordo com a presenca de comprometimento
neurologico e com a evolugao/ idade de apresentagéo. O tipo 1 € o mais comum, nao
apresenta comprometimento neurolégico, mas caracteriza-se por doenga Ossea,
hepato- e esplenomegalia, citopenias e doenga pulmonar. O tipo 2 manifesta-se
predominantemente na infancia e caracteriza-se pelos mesmos achados clinicos,
acrescidos de doenga neurolégica com comprometimento cognitivo e sinais bulbares e
piramidais. O tipo 3 consiste em alteracdes sistémicas (citopenias, doenga pulmonar,
esplenomegalia) com comprometimento neurolégico do tipo crises epilépticas e
epilepsia miocldnica progressiva (121).

A histopatologia dos tecidos afetados, como o bago, por exemplo, evidencia a
presenga das chamadas “células de Gaucher’: macréfagos contendo acumulo de
glicocerebrosideo em seu citoplasma, com aspecto de “papel enrugado” (122). No
tecido cerebral dos pacientes sem doenca neurolégica (doenca de Gaucher tipo 1)
ocorrem alteragdes como gliose e astrocitose; ndo se observam acumulos de

glicocerebrosideo, embora algumas células de Gaucher estejam presentes, em
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localizag&o perivascular. Nos individuos com comprometimento neurolégico (doencga
de Gaucher tipos 2 e 3), ocorre perda neuronal e a presenga de acumulos protéicos do
tipo corpos de Lewy, especialmente nas camadas CA2-CA4 do cortex hipocampal
(123, 124), além de um conteudo cerebral aumentado de glicocerebrosideo (120, 124).

Em 1996, Neudorfer e colaboradores descreveram, pela primeira vez, a
ocorréncia do fenétipo parkinsoniano em um paciente portador de doenga de Gaucher
do tipo 1 (125). Este fendtipo, mesmo posteriormente, permaneceu muito raro, com
apenas um caso descrito no Brasil, em 2007 (122). O estudo de 17 portadores dessa
condigao demonstrou que, na histopatologia cerebral, repetiam-se os corpos de Lewy
nos neurdnios das camadas hipocampais CA2-CA4, porém sem aumento dos niveis
cerebrais de glicocerebrosideo (124). Outra caracteristica desses pacientes foi a
presenca da mutagdo N370S, um gendtipo até entdo considerado “neuroprotetor”, por
condicionar o tipo 1, ndo-neuronopatico da doenca.

O estudo de pacientes com doenga de Parkinson, entretanto, entre judeus
Azhkenazi, demonstrou um alto risco da presenca de mutagdes heterozigéticas no
gene GBA, sendo sete vezes maior quando comparado a individuos sadios e dez
vezes maior quando comparado a portadores de doenca de Alzheimer (118),
levantando a possibilidade de mutagdes no gene GBA, mesmo quando nao suficientes
para causar a ocorréncia de doenga de Gaucher, pudessem agir como um gene
predisponente a DP.

Varios estudos reforcam esta associacao. Entre portadores de DP, verificou-se
que a ocorréncia de mutagbes heterozigéticas no gene GBA tem freqiéncia
significativamente maior do que na populagdo em geral em diversos paises do mundo
(126, 127, 128, 129, 130), inclusive no Brasil (131,132). Entre familiares de pacientes
com doenga de Gaucher, verificou-se que a ocorréncia de DP é cerca de duas vezes
maior do que a da populagdo sem historia familiar para doenga de Gaucher (133).
Apenas o estudo de uma populagdo procedente da Noruega ndo evidenciou

associacdo significativa entre DP e mutagdes no gene GBA (134). Entretanto, entre
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pacientes com outra sinucleinopatia: deméncia por corpos de Lewy também foi
verificada maior freqiéncia de mutagdes neste gene (135).

Mais recentemente, o estudo de 278 pacientes com DP e 179 individuos-
controle demonstrou, nao somente uma maior freqiéncia de mutag¢des heterozigoticas
do gene GBA entre os portadores de DP, mas também uma maior associagao entre a
presenca de mutagdes e a idade de inicio precoce (<50 anos), sendo que, neste
grupo, os pacientes portadores de mutag¢des apresentaram uma idade de inicio cerca

de 2,5 anos menor do que aqueles sem mutagdes (130).

3.8 Contribui¢cbes para o entendimento fisiopatogénico da doenca de

Parkinson a partir dos fatores ambientais e genéticos

Embora a compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos que levam ao
surgimento da DP ainda esteja grandemente incompleta, o estudo dos fatores
ambientais, aliado a todas as descobertas genéticas, permitiu delinear provaveis
sistemas envolvidos, o que, em Uultima analise, tem grande importancia para o
desenvolvimento de tratamentos futuros.

A agregacao e deposicao protéicas dentro das células € um processo crucial
para o desenvolvimento da DP; ndo por acaso, a formacgao dos corpos de Lewy pelas
proteinas alfa-sinucleina e ubiquitina é o critério anatomo-patolégico mais relevante
para o seu diagnéstico, ainda que o significado dessas inclusdes citoplasmaticas ainda
nao seja conhecido.

Ha varios mecanismos que levam a agregacao e deposigcao protéicas: a falha
na degradagao causada por anormalidades no substrato (como nas mutacdes do gene
da alfa-sinucleina — PARK1), pelo excesso de substratos (como nas triplicagbes e
duplicagdes no gene da alfa-sinucleina — PARK4) ou, ainda, por alteragbes da rota da

ubiquitina. Esta rota altera-se nas muta¢des do gene da parkina (PARK2), uma ligase
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que acopla moléculas de ubiquitina no substrato para sinalizar sua degradagéo pelo
proteassoma, nas mutagdes do gene DJ-1, cuja proteina que pode ter uma fungao
importante como chaperona no processo de conformacao protéica e degradagao pelo
proteassoma, ou ainda nas mutagdes do gene da ubiquitina carboxi-terminal hidrolase
1 (UCHL-1 — PARKS), enzima que promove a desubiquitinizagcdo de compostos, mas
também exerce funcdo de ligase da ubiquitina, sendo um alvo provavel do stress
oxidativo intracelular (136).

A interacdo com fatores ambientais também pode exercer um papel
modificador sobre a agregagao protéica: enquanto a exposigao a pesticidas aumenta a
deposicao de alfa-sinucleina nos ratos em que esta proteina é mutante (137), a hiper-
expressao da alfa-sinucleina exerce um papel protetor contra a toxicidade por
paraquat em ratos (138). Em humanos, a toxicidade sobre os neurdnios observada
com o acumulo de alfa-sinucleina ndo parece ser devida ao efeito direto desta
proteina, mas sim a formagado de espécies reativas de oxigénio em um processo
dependente de dopamina, o que explicaria a maior suscetibilidade dos neurénios
dopaminérgicos da substantia nigra (139).

A presenga de anormalidades lipidicas (como nos pacientes portadores de
mutacdes heterozigéticas no gene GBA) pode contribuir para a agregacao da alfa-
sinucleina, e para uma eventual toxicidade desta proteina, uma vez que ela circula
agregada as vesiculas sinapticas e a alteragdo na membrana lipidica destas vesiculas
pode modificar esta associacao, liberando formas monoméricas de alfa-sinucleina no
citoplasma e favorecendo sua deposicao (140, 141).

Acumulos protéicos também caracterizam as ataxias espinocerebelares, que
apresentam inclusdes protéicas intranucleares. Tais doengas, como ja citado, podem
apresentar-se através de um fendétipo parkinsoniano, demonstrando a suscetibilidade
dos neurbénios dopaminérgicos a outros acumulos que ndo os de alfa-sinucleina e
ubiquitina, como nos corpos de Lewy. Ainda nao estao identificados os mecanismos

pelos quais a expressao de ataxinas expandidas possa levar a ocorréncia de DP, mas
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ha evidéncias de que a parkina exer¢ca um papel importante na degradagao da ataxina
2, tanto em sua forma normal (wild-type) quanto em suas formas mutantes, ao
promover sua ligagdo com moléculas de ubiquitina. Esta relacdo pode contribuir para
ampliar o entendimento desses mecanismos e, principalmente, para futuros alvos
terapéuticos (143).

A funcdo mitocondrial €, provavelmente, outro processo-alvo na fisiopatogenia
da DP: sua suscetibilidade a fatores toxicos ambientais (como a rotenona) e ao stress
oxidativo, bem como o fato de ser o local onde se localizam as proteinas PINK1 (gene
PARK®G) e DJ-1 (gene PARKY), reforcam esta hipétese.

In vitro, o aumento da expressdo da proteina PINK1 possui efeito protetor
contra fatores de stress metabolico intracelular (Healy 2004 neurology) e previne
apoptose, enquanto suas formas mutantes aumentam a ativagdo da caspase 3, que
media este processo, além de aumentarem a toxicidade da rotenona (Gasser 2007).
Na Drosophila, a disfungdo mitocondrial causada pelas formas mutantes de PINK1
acarreta degeneragao dos neurdnios dopaminérgicos e de grupos musculares, o0 que,
entretanto, é revertido quando se promove a hiper-expressao da parkina (Gasser
2007).

Por fim, outros mecanismos podem estar presentes na fisiopatogenia da DP,
envolvendo eventos inflamatérios e resposta imune. Algumas evidéncias
epidemioldgicas para tal sdo o aparente efeito protetor para DP exercido pelo uso
cronico de antiinflamatérios n&o-esterdides e o aumento de risco para DP em
pacientes que sofreram traumatismos cranioencefalicos (Papachroni 2007). Evidéncias
histoldgicas incluem a proliferagdo de células gliais na substantia nigra dos pacientes
com DP, as quais podem funcionar como células apresentadoras de antigenos,
ativando as respostas imunolégicas, e o aumento dos niveis de mediadores
inflamatdrios como a interleucina-6 e a molécula de adeséao intercelular-1 estimulados
pela presenga de alfa-sinucleina mutante (Klein 2007). Ainda, a presenca de auto-

anticorpos contra alfa-sinucleina em pacientes com DP familiar em quantidades
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significativamente maiores do que os pacientes com DP esporadicos e individuos-
controle, sugere um papel imunolégico neste processo (Papachroni 2007).

Em suma, as formas monogénicas da DP, embora sejam encontradas em uma
baixa proporc¢ao (apenas 2 a 3%) dos casos, contribuiram muito para o entendimento
dos mecanismos fisiopatogénicos desta doenca, participando, provavelmente, de uma
complexa interacdo com os fatores ambientais e os fatores genéticos de
suscetibilidade, de forma a, ndo apenas determinar sua ocorréncia, mas também a
modificar suas caracteristicas como gravidade, idade de inicio, entre outros (Klein

2007).
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Tabela 1 - Genes principais associados a DP autoss6mica dominante

. . Inicio Caracteristicas . .
Gene locus Proteina Funcao (anos) clinicas Histopatologia
Ligacdo de R =
PARK1 4q921- . alfa—’ vesiculas ~40 Menor prevaléncia  Degeneragao SN
q22 sinucleina AT de tremor Corpos Lewy
sinapticas
Degeneracédo SN
desconheci Desconheci Progressao rapida  Corpos Lewy
PARK3 2p13 da da 60 Deméncia Emaranhados NF
Placas senis
alfa- Rapida progressdo Degeneragao SN
sinucleina Idem Deméncia Corpos Lewy
PARK4 4921 30-60  Tremor postural Vacuolos nos
S PARK1 : x .
(duplicagao/ Disfungao neurdnios
triplicacao) autondmica hipocampais
ubiquitina Hidrolase/
hidrolase L1 |, - ~ .
PARK5 4p14 . ligase ~50 DP tipica N&o descrita
C-terminal ubiquitina
(UCHL-1) q
12p Degeneragédo SN
dardarina  Proteina - - Corpos Lewy
PARKS 11321 (LRRK2) quinase 60 DP tipica Emaranhados NF
qte. Placas senis
PARK10 1p32 ~ Desconhec 5060 D tipica Nao descrita
do Inicio tardio
PARK11 2qg34 Descc;);lhem Tardio DP tipica N&o descrita
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Tabela 2 - Genes principais associados a DP autoss6mica recessiva

. . Inicio Caracteristicas . .
Gene locus Proteina Funcéo (anos) clinicas Histopatologia
Progresséo lenta
. Distonia e Degeneragéo SN
PARK?2 6925.2 Parkina E3 I!gagfa da 20-40 discinesias mais SEM corpos de
-q27 ubiquitina -
freqlentes Lewy
Hiperreflexia
1035- PTEN-Induced Proteina
PARK6 %7 Putative Kinase quinase 30-40 Progresséo lenta Nao descrita
1 (PINK1) mitocondrial
DJ1 5;3{;?822 Progresséo lenta
PARK?7 1p36 stress 30-40 Sintomas Nao descrita
oxidativo? psiquiatricos
Espasticidade
Paralisia
PARK9  1p36 ATP13A2 _ATPase Juvenil  supranuclear do N&o descrita
lisoss6mica
olhar
Deméncia
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Tabela 3 - Caracteristicas moleculares das ataxias espinocerebelares

Tamanho do alelo (namero de repeti¢des)

Proteina  Seqléncia Ani
expandida - PatogeAnlcg
normal Intermediario (penetrancia
completa)
SCAl1  Ataxina 1 CAG 6-44 36-38 39-91
SCA2 Ataxina 2 CAG <31 Nao descrito >32
SCA3  Ataxina3  CAG <44 45-51 (penetrancia 52-86
reduzida)
SCA6 CACNATA*  CAG <18 19 (significado 20-33
questionavel)
28-33 (mut normal
SCA7  Ataxina7 CAG <19 34-36 (significado >36

qustionavel)

* Subunidade alfa-1a do canal de calcio voltagem-dependente tipo P/Q
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4 JUSTIFICATIVA

Em nosso meio, apesar da prevaléncia da DP nao ser conhecida, existe uma grande
populacdo de parkinsonianos, muitos com histéria familiar positiva ou com inicio
precoce de sintomas. O presente estudo proporcionara a identificacdo dos casos de
etiologia monogénica, seja dentro do diagnéstico de DP ou redefinindo o diagndstico
para ataxia espinocerebelar, e ainda proporcionara a deteccdo de pacientes
portadores de genes de suscetibilidade para esta doenca. Estes dados favorecerao
adaptacdes na terapéutica individual, bem como possibilitardao o estabelecimento de

risco para as familias em questao.
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5 OBJETIVOS

51 OBJETIVO GERAL

Identificar a existéncia de mutagcdbes em genes principais e genes
predisponentes para doenga de Parkinson em uma amostra de pacientes com esta

condigao.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Reconhecer a presenca de mutagdes recessivas nos genes PARK2, PARKG e
PARKY7 em um subgrupo selecionado de individuos parkinsonianos, seja por sua idade
de inicio precoce, por consanglinidade entre os pais ou recorréncia na irmandade.

- Reconhecer a presencga de mutagdes no gene PARK8 no mesmo subgrupo.

- Reconhecer a presenca de muta¢gdes dominantes nos genes SCA1, SCA2,
SCA3, SCA6 e SCA7 em um segundo subgrupo selecionado de pacientes, os quais
possuam historia familiar sugestiva de heranga autossémica dominante ou que
apresentem outras manifestacdes neuroldgicas associadas, presentes na ataxia
espinocerebelar.

- Averiguar a presenga das mutagbes comuns L4444P, N370S, IVS 2+1 e
84GG no gene da enzima glicocerebrosidase associadas a risco aumentado para
doencga de Parkinson, bem como a atividade desta enzima, em todos os pacientes
incluidos neste estudo.

- Correlacionar as mutagbes encontradas com as caracteristicas clinicas,

epidemiolégicas e genéticas dos pacientes investigados.
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Abstract:

Parkinson’s Disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder and
it may begin as early as the second decade of life. Causative and susceptibility genes
have only recently been identified, and their presence in our population hasn’t been
evaluated in a comprehensive protocol. We selected PD patients from south Brazil with
characteristics suggestive of autosomal recessive inheritance: patients with early onset
of symptoms, parental consanguinity or affected siblings were included after consent.
They underwent full neurological examination and were tested for PARK2, PARKG®,
PARK7 and PARK8 mutations. We found 4 carriers of PARK2 mutations (one
homozygous, one a compound heterozygous and two heterozygous for single
mutations, one of them probably being a normal variant of the protein), one carrier of a
PARK6 homozygous mutation and other carrier of a common PARKS8 mutation. The
clinical characteristics of the positive cases are described, and comparisons with the
remaining cases are made. The frequency of PARK2 mutations in our sample was
lower than estimated, what might be explained by the fact that this gene was analyzed
only by sequencing and gene dosage studies weren’t made, or suggesting that in
south Brazil autosomal recessive PD may have different genetic frequencies. The
ocurrence of mutations in PARKS8, an autosomal dominant gene, among this sample of
apparently autosomal recessive patients, is explained by its aready described low
penetrance. While the comparisons between positive and negative cases failed to
show any difference between the groups, the PINK1 patient and her brother had some

atypical manifestations such as hypoactive refexes and proximal weakness.
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Introduction

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenative
disorder. It affects 2% of the population over 65 years (1), but it may begin before the
age of 45 (early-onset PD) or even before the age of 20 (juvenile-onset PD). Since the
identification of the first causative gene for this disease by Ploymeropoulos in 1997 (2) ,
other 12 genes have been identified which determine the ocurrence of PD in an
autosomal dominant or autosomal recessive manner, as well as some genes that do
not determine the ocurrence of disease, but are associated with an incresed risk for PD
when heterozygous mutations are present.

So far, the genes associated with autosomal recessive forms of PD are PARK2,
PARK6, PARK7 and PARK9. The PARK8 gene, which determines an autosomal
dominant form of the disease, has an incomplete penetrance, thus, mutations in this
gene may be present in cases of isolated PD or in apparently autosomal recessive
forms of PD.

PARK2 mutations are detected in 15% of early-onset PD patients overall, but
they can be as frequent as 90%, among juvenile-onset autosomal recessive patients,
or 9%, among isolated PD patients with age of onset between 40 and 45 years. (3).

PINK1 mutations are detected in 1,2% (4) to 4,4% (5) of erly-onset patients.
Among patients that, besides the early age of onset, have a positive autosomal
recessive family history and were negative for PARK2 and PARK7 mutations, the
detection of a single or homozygous mutation in PARK6 gene may reach 20% (6).
Rarely, mutations in PARKG6 may be found among late-onset individuals (0,8% of

patients) (4).
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PARKY gene is an uncommon cause of PD, and heterozygous mutations and
polymorphisms are the most frequent alterations found in this gene among PD patients,
with a frequency of detection of approximately 1,1% each (7).

PARK8 gene, an autosomal dominant cause of PD, is the most commonly
identified genetic cause for this form of the disease. However, it has a low penetrance
and a variable age of onset, ranging from the fourth to the eight decade of life. A single
mutation, 6055G—A, that causes the aminoacid change G2019S is found in 5-7% of
autosomal dominant cases and 1-2% of isolated PD cases. (8). The association
between this mutation and a single nucleotide polymorphism has shown a common
ancestral origin of the identified families in european countries, north-african and
american patients (9,10).

To this moment, there are no clinical features other than age of onset and family
history that can predict a genetic cause for DP. Age of onset is inversely correlated to
the probability of detecting a mutation in PARK2, PARK6 and PARKY7 genes and the
presence of parental consanguinity or affected siblings raise the probability of a genetic
cause. Nevertheless, there are some clinical manifestations that are more frequent
among patients with specific genes-associated PD. For example, PARK2-associated
PD is commonly characterized by a slower disease progress and a marked and
sustained levodopa response. Dyskinesias are frequent, and pyramidal signs and lower

limb dystonia may be present (11).

Patients and Methods

We selected patients from the Movement Disorders Unit of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre who were diagnosed with Parkinson’s Disease (PD) according to the
clinical criteria proposed by Gelb (12) and had early onset of symptoms (less than 45
years) parental consanguinity or any affected siblings. After consent, clinical and
epidemiological data were collected and the patients underwent a thorough
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neurological examination including Mini-Mental State Examination (MMSE), Activities
of Daily Living (ADL), Hoehn-Yahr (HY) and Unified Parkinson’s Disease Rating
(UPDRS) scales. Blood samples were collected for DNA extraction and molecular
analysis of the main causative genes. PARK2, PARK6 and PARK7 exons were
sequenced by methods described elsewhere (4, 13, 14). PARK8 gene was analysed

for the common mutation G2019S by TagMan allelic discrimination assay (15).

Results

Thirty-four index patients were enrolled in the study: 33 had a disease onset earlier
than 45 years (range: 17 - 45 years), 3 patients had consanguineous parents and 3
had recurrence among sibs. An affected brother from one of the index-cases was also
included. Overall, 19 (37,2%) patients had a positive family history of PD. Patients had
mixed ethnic backgrounds, including Portuguese, Spanish, Italian, German,
Amerindian and African ancestry. The main clinical characteristics of the sample are
listed in table 1.

Three patients were identified to carry PARK2 gene mutations (two
homozygous and one compound heterozygous). One patient that had a heterozygous
point mutation that did not determine any aminoacid change was not considered as
carrier of pathgenic mutation and, therefore, was not included in case descriptions nor
in the analyses.

One PINK1 homozygous mutation carrier was detected. The brother of this
patient was also studied and is described further. No PARK7 mutatins were found. One
patient was identified t carry a common mutation in the PARKS8 gene.

Analysis of clinical variables among the general sample showed a close
relation, as expected, between disease duration and time on levodopa and daily
levodopa dose (data not shown). For this reason, time and dose of levodopa were only

considered as illustrations, in the following analyses.
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When severity scores were tested against predictive, clinical variables, only HY
and mean ADL both were related either to disease duration and / or time on levodopa

(Spearman correlation coefficient after Bonferroni correction, Table 2).

PARK2 -positive patients

The clinical findings of PARK2, as well as the other positive cases, are listed in table 3.
Comparison of the clinical variables from PARK2 positive cases with the remaining,
negative patients, is shown in table 4.

In order to avoid biases due to disease duration, all severity scores but MMSE
were corrected, using the relation “severity score / disease duration”. Even so, no
relation was found between these scores and the presence of PARK2 gene mutations.

PARK2-positive patients had a significantly earlier age at onset than the general
sample (24 versus 38 years of age at the disease onset) and used lower doses of
levodopa. Only one patient had a family history of PD: case 2 has an uncle with early-

onset of disease (40 years).

PARK 6-positive patients

The positive PARKG6 cases are born from consanguineous parents. They have two
other living, unaffected siblings with ages 26 and 28 years, and three siblings that died
in infancy, two of them by respiratory problems. This is a very low-income family, with
poor access to the health system, what limits further information about the pathologies
of the deceased children.

Table 5 compares the clinical findings of the two PARK® sibs with the remaining
33 patients. In order to avoid biases due to disease duration, all severity scores but
MMSE were again corrected, using the relation “severity score / disease duration”.

Even so, no relation was found between these scores and the presence of PARKG
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mutations. Both sibs had HY scores and HY / disease duration lower than the general
sample and an earlier age of onset, as well as a marked and sustained response to low

levodopa doses.

PARKB8-positive patient

The patient who carried the common mutation G2019S in PARK8 gene had onset of
unilateral rest tremor at the age 58. He was born form non-consanguineous parents
and two of his 9 siblings also had PD, with ages of onset of 55 and 57 years. The other
siblings are younger than the affected ones, with ages between 47 and 60 years. The
parents died at an advanced age (88 and 92 years), by clinical causes, and did not
show any parkinsonian symptoms through life. This affected patient has no atypical
clinical manifestations. He has a good response to levodopa, but he has intense
dyskinesias, which started at 5 years of disease course. Except for the presence of

PARKS8 mutation, this is a typical PD patient.

Discussion

Autosomal recessive forms of PD are turning to be the most frequently demonstrated to
have a positive, identifible genetic cause, specially if other factors as early-onset and
consanguinity are present along with a positive family history. In our sample, five out of
35 index-cases (14,7%) were diagnosed with a genetic cause for their PD, including
one patient who carries an autosomal dominant gene mutation clinical expressed as
autosomal recessive family history probably because of its low penetrance.

The frequency of positive PARK2 mutations (8,8%) was lower than expected.
Although it was the most common identified genetic cause in our sample, similarly to
what is reported by others, there would be expected a higher mutation frequency, what

can be explained by the fact that gene dosage studies were not made. The gene
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dosage analysis detects exonic duplications or deletions, and identifies 38% of all
mutations in the PARK2 gene (16).

The lack of PARKY7 positive cases was expected, once it is a rare cause of PD
and we tested a small sample of patients, as well as a low positive diagnostic rate for
PINK1 mutations. This is, to our knowledge, the first brazilian family reported with a
PINK1 mutation, and also the first report of neuromuscular findings of muscle wasting,
proximal weakness and hypoactive tendon reflexes.

The clinical characteristics of the positive cases reinforced the good response
to levodopa already described in PARK2 and PARK®G6 patients, and also the lower age
of onset of this group. The PARKS8 phenotype keeps being of typical PD, and should be
investigated also among apparent autosomal recessive cases. Low age of onset was
not associated with PARK8 mutations in our sample. The sleep benefit, traditionally
assumed to be a PARK2-associated PD feature, had a high frequency in our sample
(more than 70%) and was present in all but one positive genetic cases.

In conclusion, the main genetic causes of autosomal recessive parkinsonism
are present among brazilian patients and in frequencies similar to those reported by
others. While the majority of the patients have findings consistent to the literature, we
describe a family with PARK6 mutations and neuromuscular findings not yet reported.
Moreover, our data show a lack of association between sleep benefit and the genetic
causes of PD and a lower age of onset of PARK2 and PARKG6 positive patients,

reinforcing the good response to levodopa treatment and the low dosage requirements.
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Table 1 — Clinical and demographical characteristics of the sample

Families (patients) 34 (35)
Male / female 24/ 11
School years (meanzsd) 9,25+4,7
Age of onset (years) 37.44+72
(mean tsd)

Disease duration (years) 8,73 + 6.1

(meantsd)

First symptom

46,4% tremor
50% rigidity/bradykinesia

Asymetric onset (%)

100

Time of levodopa use (months)

(meantsd)

54,67 + 48,71

Daily levodopa dose (mg)
(meantsd)

559,05 + 443,6

Motor fluctuations (%) 60
Dyskynesia (%) 51,7
Pretreatment dystonia (%) 6,9

Morning dystonia (%) 10,7
Off-period dystonia (%) 17,9

Sleep benefit (%) 71,4
Mini-mental (meantsd) 2733

HY (median) 2,5

UPDRS (meanztsd) 30,6 £19
ADL (meanzsd) 70,65 + 16,9
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Table 2 — Relation between severity scores and some clinical variables

MMSE UPDRS HY Mean ADL
r =0.522 r=-0.492
Disease duration ns ns
p =0.023 p =0.026
r=0.546 r=-0.668
Time on levodopa ns ns
p =0.023 p < 0.0001
Age at onset ns ns ns ns
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Table 3 — Clinical and demographical characteristics of positive patients

PARK2 PARKG6 PARKS
Case number 1 2 3 4 5 6
Exon 2
. Exon 6-7 | ysepelaHet | Exon6 | 710delT | 710delT | 8095C—A
Mutations Deletion Het
Hom Exon 11 G727Het Hom Hom (G20198)
C120THet

Sex Male Male Male Female Male Male
8‘-;’6 of onset 17 27 28 25 27 58
Disease
duration (y) 22 5 10 8 10 8
First symptom Tremor Rigidity Bracsii);kme Tremor Bracsii);kme Tremor
Asymetric + + + + + +
onset
Tendon Hyperactiv . . Hypoactiv
reflexes o Hyperactive Normal Hypoactive e Normal
Postural ) ) ) ) ) )
instability
Dysautonomia - + - - - -
Cognitive loss - - - - - -
Amyotrophy - - - + - -
Proximal ) ) ) + + )
weakness
Daily Idopa 2 2 2 2 3 12
intakes
Daily levodopa Not
dose/ disease 4.5 avplicable 40 31,25 42,5 187,5
duration PP
LEVOdOpa ++ ++ ++ ++4+ ++ ++
response
MOtOI’ . + - + + - +
fluctuations
Dyskynesia + - + + + +
Pretreatment

. + - - - - -
dystonia
Morning

; - - - - - +
dystonia
Off- dystonia - - - - +
Sleep benefit + + + + - +
HY 2,5 2,5 2,5 2,0 2,0 2,5
motor UPDRS 16 20 36 25 17 48
ﬁ,/oD)" on / off 100/80 | 90/80 70/50 | 100/80 | 100/90 | 80/60
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Table 4 — Clinical characteristics of PARK2 positive patients

PARK?2 N Mean Std. p
Deviation
Age of onset 1 3 24,00 6,083 0,003
0 31 38,74 10,285
Levodopa 1 3 166,67 208,166 0,013
dose 0 26 755769 860,27
MMSE 1 3 27,00 5,196 ns
0 16 27,38 3,102
HY/ Disease 1 3 ,2933 ,(18877 ns
duration * 0 24 4190 32328
UPDRS/ 1 3 3,66000  2,626557 ns
d%‘f;?gﬁ* 0 24 6,17667  7,752683
100- 1 3 2,7033  1,46766 ns
ADL/disease 0 24 47087  5,03257
duration *
* see text
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Table 5 — Clinical characteristics of PARK®6 patients

Park-6 N Mean Std. P
Deviation
1 2 26,00 1,414
Age of onset 0.0001
0 32 38,16 6,873
1 2 287,5 53,03
Levodopa dose 0,016
0 27 725,0 858,5
1 0 , ,
MMSE ns
0 19 27,32 3,001
2
HY 0.0001
2.48
1 2 ,2250 ,03536
HY/T* 0.01
0 25 4194 ,32110
1 2 2,41250 1,007627
UPDRS/T* ns
0 25 6,17580 8,698269
1 1 1,2500
* 3 3
InvABL/T 0 26 46104 4,22353, ns
* see text
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Abstract:

The parkinsonian phenotype of the spinocerebellar ataxias (SCAs), although having
been described for long, wasn't a matter of much attention until the first cases of
molecularly proved diagnoses were reported and studies envolving patients clinically
diagnosed as having Parkinson’s disease (PD) showed SCA gene expansions
underlying the clinical picture. Since then, many studies have shown the importance of
testing for these mutations, but the low frequency of detection in isolated, late-onset PD
cases has discouraged physicians to routinely perform this investigation. The aim of
our study was to investigate a selected, high-risk group of PD patients for SCA gene
expansions, in order to increase the frequency of positive diagnoses and to provide
better counselling and treatment of positive cases. Patients with autosomal-dominant
PD or with atypical manifestations suggestive of ataxia were enrolled for investigation.
They underwent a full neurological examination and had blood samples collected for
DNA extraction and molecular analysis after informed consent. From a total of 23
index-cases included, two patients were shown to carry a SCA3 expansion and 1
patient a SCA2 expansion. Although their main phenotype was composed of
parkinsonian features, their affected relatives had different phenotypes, and one of the
patients had progressed from a typical PD to a clearly ataxic phenotype.

The allele size of the SCA2-identified patients was concordant with recent data
that suggest an association of the parkinsonian phenotype with a low repeat number of

expansions and, specially, with the presence of truncating CAA reppeats, wich were
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present in all sibs of our index-case. On the other hand, the number of expansions in
SCAS3 patients did not correlate with the parkinsonian phenotype, suggesting that other
disease-modifying agents may play a role in determining the main presenting

symptoms.

Introduction

Mendelian mutations in some genes have been implicated in the causation of
Parkinson’s disease (PD). In 1983, Rosenberg described a PD- and sensory loss
phenotype of spinocerebellar ataxia (SCA) type 3 (SCA3), classifying it as type IV
phenotype of this ataxia. Only in 1995 it was possible to confirm molecularly the SCA3
diagnosis in two parkinsonian patients (1).

After that, CAG expansions within other SCA genes such as SCA2 (2,3), SCAB,
SCA7, SCA8 and SCA 17 (4,5,6) have been shown to underlie cases clinically
considered as typical, levodopa-responsive PD. However, according to the pathological
findings in the extrapyramidal system, including basal gangia and substantia nigra that
are present in SCAs, that is, dopamine depletion (7) and cell loss, there would be
expected much more parkinsonian features in these patients (8).

Several studies analyzed the frequency of SCA gene mutations among PD
patients, detecting positive SCA expansions in 0.35 (9) to 1,47% (10) of cases. This
low rates may discourage clinicians to look for these etiologies, but they are probably
explained by the inclusion of large, unselected series of patients in most of the studies.
When testing only patients with familial, autosomal dominant PD, the positive
diagnostic rate increases up to 10% (11).

The aim of the present study was to screen SCA expansions among selected,

high-risk PD patients, in order to increase the rate of diagnostic success, helping to

93



identify positive families and to offer genetic counseling for mendelian forms of

parkinsonism.

Patients and Methods

We recruited patients from the Movement Disorders unit who were diagnosed with PD
according to the clinical criteria proposed by Gelb (12). Patients were included if they
had a positive autosomal dominant family history or if they had atypical clinical findings
suggestive of cerebellar ataxia: pyramidal signs, early or disproportionally severe
dysarthria and/or dysphagia, ataxic gait, early or disproprotionally severe stance
impairment, eyelid retraction, limb ataxia, sensory loss, amyotrophy, nystagmus and
impaired occular movement. The study was approved by the local and national ethics
committees, and all the patients gave their informed consent. The full neurological
examination was conducted by a single neurologist (MS) and included the Hoehn and
Yahr modified scale (HY), the motor part of the Unified Parkinson’s Disease Rating
Scale (UPDRS), the Mini-mental State Examination (MMSE) and Schwab and
England’s Activities of Daily Living (ADL) scale.

Peripheral blood was collected and genomic DNA was isolated from peripheral
blood leukocytes, using the salting-out technique as described previously (13). The
fluorescence-based assay (Quant-iT - Invitrogen) was used for quantitation of DNA
samples. SCA1, SCA2, SCA3, SCA6 and SCA7 screening were performed by PCR
amplification using fluorescent primers (14). Following multiplex PCR amplification, an
aliquot of PCR products were mixed with formamide (HiDye formamide, Applied
Biosystems) and GeneScan-500 ROX (Applied Biosystems) and electrophoresis was
performed in an ABI 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Amplicon lengths
were calculated by comparing with GeneScan500-ROX molecular weight by the
Genescan 3.7 software (Applied Biosystems). The repeat lengths examined by PCR

amplification and fragment analysis were also sequenced.
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Results

Twenty-seven patients from 23 families were included (16 men). Their main clinical
characteristics are listed in table 1. Among the 23 index cases, 13 had an autosomal
dominant family history of PD and 16 had atypical clinical manifestations (6 patients
had both). The patients with and those without atypical manifestations had similar
ages, ages at onset, disease duration, time on [-Dopa, MMSE, UDPRS and ADL
scores, except the mean HY score, that was lower in the 7 cases free of atypical
manifestations (1.75 + 0.5 versus 2.96 = 1, p = 0.011). Interestingly, in this sample,
none of the predictive variables (age, age at onset, disease duration and time on I-
dopa) showed association with PD severity scores (UDPRS, HY, ADL) or MMSE.
Three out of 23 index-cases were diagnosed as positive for a SCA gene
expansion. Two index cases carried CAG expansions at SCA3 gene, and the other one
carried a CAG expansion at SCA2 gene. We then included other 3 affected siblings

from SCA2 case and one affected relative from each SCA3 index case.

The SCA2 pedigree

This family, consisting of 4 affected sibs, detected through index-case IIl.2 (Figure 1),
has its molecular details described elsewhere (14). The clinical findings of these
patients are summarized in table 2. All of them had a PD phenotype at onset, but now
patient 111.3 has also ataxic symptoms. All the expanded sequences were interrupted
with one CAA repeat and all the normal alleles were unexpectedly large, with 33
repeats, and showed two CAA interruptions. Patients 1ll.1, 1ll.2 and Ill.3 had the
sequence of expanded CAG repeats (CAG),4(CAA){(CAG)y and the normal alleles

(CAG)23(CAA)(CAG)3;(CAA)(CAG)s. The patient 111.4 had the expanded sequence
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(CAG)33(CAA)((CAG)y and the normal allele sequence (CAG),3(CAA),
(CAG)5(CAA)1(CAG)s.

Table 3 compares some of the clinical findings of the four SCA2 sibs with the
remaining 23 patients. Although SCA2 patients were sick for a longer time than the
others (9.75 versus 7.59 years, ns), they used significantly lower doses of L-dopa than
the remaining group (312 versus 624 mg, p = 0.033). Other characteristics such as the
presence of atypical manifestations, L-dopa-induced motor flutuations and dyskinesia

were similar to those found in the general sample.

The SCA3 patients

Two SCA3 pedigrees were detected. The first family (SCA3 “C” family) was detected
through patient 111.3 (Figure 2a). This patient started with parkinsonian manifestations
at the age of 39. After 10 years, his PD was well controlled by L-dopa treatment, but he
manifested ataxic symptoms, which increased progressively and, at this time, are the
patient’s main disabling symptoms. Patient 111.4 has a purely parkinsonian phenotype,
that began at the age of 38 and, after 5 years of disease onset, are still the sole
manifestation of the disease.

The second family (SCA3 “O” family) was discovered through case V.1 (Figure
2b). This patient began, at the age 35, with dysequilibrium and tremor. He showed limb
rigidity and bradykinesia, and there was a significant improvement after the onset of
levodopa treatment. His family history consisted of an autosomal dominant ataxia trait:
his mother (l1.1), grandmother (II.1) and grand-grandfather (I.1) all presented with
ataxia. Table 4 summarizes the clinical and mollecular findings of both pedigrees and
table 5 compares some of the clinical findings of the three SCA3 patients with the
remaining 24 patients. SCA3 patients had earlier ages at onset: their parkinsonian
manifestations started at 35, 38 and 39 years of age, whereas the mean age of onset

of the remaining patients was of 46.7 + 12 years (p = 0.003).
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All SCA3 patients had sleep benefit in their parkinsonian manifestations,
whereas 14 of 20 other PD, non SCA3 patients reported no sleep benefits, and this
difference was significant (p= 0.047, exact Fisher test). SCA3 patients had more
disturbances of ocular motricity (present in all three patients) and ataxic manifestations
(present in 2/3 patients) (p=0.003 and 0.049, respectively; Fisher exact test) than the
other 24 patients under study. The other clinical characteristics of SCA3 patients were

similar to those found in the general sample.

Discussion

In our population, the prevalence of SCA3 is 1,8/100.000 and of the remaining SCAs is
0,2/100.000 (15). SCA3 accounts for 84% of mollecularly confirmed ataxia cases (16);
it is also the most frequent of the ataxias worldwide and, along with SCA2, composes
the most frequently SCAs associated to PD phenotype. Thus, the finding of SCA3 and
SCA2 mutations among our series of patients is in accordance to the expected.

The frequency rate of positive diagnoses in our sample was high (13%) and
similar to the diagnostic rates found in studies in selected PD samples (11). There were
main clinical findings associated with the positive diagnoses: symmetric onset, early
postural instability and abnormalities of eye movements.

The SCA2 family showed phenotypical homogeneity, and, as already
demonstrated by others, reinforces the association between the parkinsonian
phenotype and short repeat numbers, specially in the presence of CAA interruptions.
One of our SCA2 patients has a larger allele (44 repeats), although until now he hasn’t
shown any shifts in the phenotype, except for mild cognitive loss (mini-mental state
examination= 25; patient has 16 school years).

In both SCA3 families there is heterogeneity of phenotypes. In SCA3 “C” family,
the affected individual with longer disease duration added to his initial parkinsonian

symptoms (which are well controlled by levodopa) a typical SCA phenotype that is
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actually his main disabling determinant. The brother of this patient, although having a
shorter disease duration, is a pure PD patient. In SCA3 “O” family, the heterogeneity
was rather striking, since the pure PD index-case was born from a pure SCA mother.

Our results suggest that, regarding SCA2, the parkinsonian phenotype is
determined by intragenic characteristics, reinforcing the importance of CAA
interruptions rather than the smaller number of repeats, once one of our patients has
CAG,4. On the other hand, parkinsonian phenotype of SCA3 may be related to other
unknown modifying factors, because in the same families, strict parkinsonian and strict
ataxic phenotypes do coexist.

In conclusion, a screening for SCA expansions in a high risk sample of PD
seems to be a better approach to identify positive cases than open testing in
unselected populations. Autosomal dominant family history and the presence of
atypical manifestations are factors associated to increased diagnostic rate of SCA

mutations.
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Table 1 — Clinical characteristics of the study sample

Families (total patients) 23 (27)
Male/female 16/ 11
Age (years)* 51,55+ 15,4
Age at onset (years)* 45,62 + 12
Disease duration (years)* 7,92+6,3
Time on I-dopa (months) * 65,21+ 80,9
Daily I-dopa dose (in mg) * 572,50 + 409,690
MMSE * 27,64 +3,828
HY * 273 £ 1
UPDRS * 29,61 + 17,624
Mean ADL * 65,50 + 24,597

* mean + sd
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Table 2 - Clinical characteristics of SCA2 pacientes

1.1 1.2 1.4 1.7
Sex Male Female Female Male
Age of onset 41 46 35 40
(years)
Disease duration 16 7 10 1
(years)
First symptom Tremor Rigidity Rigidity Postural
Imbalance
Asymetric onset + - - -
Tremor + - + "
Rigidity + ++ + +
Bradykinesia + + + -
Use of
Antiparkinsonian + + + +
Medication
Rosponcs * - - *
Dyskinesias - - +++ -
Motor Flutuations - - + -
Gait ataxia ++ - + +
Limb ataxia + + ++ -
|E§tsatgir|ﬁ; * T * -
Piramidal Signs + + + +
Nystagmus + - - -
Disarthria + - - Stammering
Disphagia + - - -
Cognitive loss - - - +

Sensory loss
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Table 3 — Comparison of SCA2 patients and general sample

Standard
Mean deviation P
Age of onset (years) 1 42,00 2,828 N
S
0 22 46,27 12,973
Disease Duration 1
4 9,75 7,676
(years) Ns
0 22 7,59 6,170
Time on I-dopa 1
4 102,50 105,570
(months) Ns
0 20 57,75 76,234
Daily I-dopa dose (mg) 1 4 312,50 175,000 0.033
0 20 624,50 425,756 '
MMSE 1 28,33 2,887 N
S
0 27,38 4,274
HY 1 2,75 ,289
Ns
0 16 2,72 1,140
UPDRS 1 15,25 13,745 N
S
0 14 33,71 16,763
ADL 1 1 100,00
Ns
0 15 69,00 22,136
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Table 4 - Clinical description of SCA 3 patients

SCA 3“C” pedigree SCA3“0O” pedigree
Case lll.3 Case lll.4 Case IV.1 Case lll.1
Sex Male Male Male Female
Age of onset 39 38 35 50
(Years)
Disee(t;:ﬁ:)ration 49 43 5 12
First symptom I:)yselztwhzrS i Pe?(it?eirrm?i;vse,r .Postu_rlal _Postu.r.al
extremities tremor instability instability
Asymetric onset - - - -
Tremor + + + -
Rigidity + + + -
Gait ataxia ++ - + +
Limb ataxia + - + +
Pyramidal signs + - + +
movements. + * * *
Eyelid retraction - - - -
Disarthria + + Mild -
Dysphagia - + - -
Cognitive loss - - - -
Sensory loss + + - -
Postural instability ++ ++ ++ +
Rlesponse o ++ ++ ++ Not applicable
evodopa
Dyskinesias - - + Not applicable
Motor fluctuations - - + Not applicable
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Table 5 — Comparison of SCA3 patients and general sample

Std.
N Mean o p
Deviation
Age of onset 1 3 37,33 2,082
(years) 0.003
0 23 46,70 12,393
Disease duration 1 3 6,67 2,887
(years) ns
0 23 8,09 6,640
Time on |-dopa 1 3 44,00 13,856
(months) ns
0 21 68,24 86,199
Daily I-dopa dose | 1 3 725,00 90,139
(mg) ns
0 21 550,71 433,847
MMSE 1 3 30,00 ,000
ns
0 8 26,75 4,200
HY 1 3 2,83 1,041
ns
0 17 2,71 1,047
UPDRS 1 3 34,67 18,903
0 15 28,60 17,876
ADL 1 2 80,00 7,071
0 14 69,64 24,056
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Figure 1 — The SCA2 pedigree
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Figure 2 - The SCA3 pedigrees

W}T S R
. LT e nm o

21/70 27/ 71 [ | V.

(a) (b)

108



7.3 ARTIGO 3

Letter to the Editor

Parkinson’s disease and the heterozygous state for glucocerebrosidase

mutations among Brazilians

We have read with interest the publication by Spitz and colleagues [1] regarding their
results on the association study of glucocerebrosidase mutations and Parkinson’s
disease (PD) among Brazilian patients. Before them, several publications confirmed
the association between PD and the heterozygote state for glucocerebrosidase (GBA)
mutations these results in PD patients from Israel, USA , Canada, Norway, Venezuela,
Taiwan (for a revision, see references [1] and [2]), and now Sao Paulo, Brazil. Table |

summarizes these results.

We also investigated the association between PD and GBA mutations in Brazilians,
recruiting patients with PD in Porto Alegre, Brazil. PD was diagnosed according to the
clinical criteria proposed by Gelb [3]. Patients participated in the study, which was
approved by the local and national ethics committees, after giving their informed
consent. All cases were examined by a single neurologist (MS), who performed a full
neurological examination and applied the Hoehn and Yahr modified scale (HY) as well
as the Unified PD rating scale (UPDRS). Patients recruited were unrelated. All patients
had their GBA activity measured in their peripheral leukocytes using the standard 4-
methylumbelliferyl-B-D-glycopyranoside assay. Activities below 10 nmol/h/mg were
considered to be associated with an increased risk for the carrier state if they were

confirmed in a second blood specimen. Common GBA mutations L444P, N370S, and

109



IVS2+1 were analysed by PCR-RFLP using Ncil, Xhol and Hphl, respectively, and

84GG was analysed by ARMS-PCR.

The clinical data of 62 (37 male) recruited patients are shown in Table Il. Mean + sd
age at examination was 50.14+10 years; mean * sd age at onset was 41.4+10 years.
Patients were of Brazilian origin with mixed ethnic backgrounds, including Portuguese,
Spanish, Italian, German, Amerindian and African ancestry. There were two (3.5%)
heterozygotes for GD as follows: one carrying the N370S mutation and the other
carrying the L444P mutation. Five patients, that is, the L444P carrier plus four
additional patients without common mutations, presented a leukocyte GBA activity

below 10 nmol/h/mg of protein.

The two GBA heterozygotes seemed to have an earlier age at onset than the other PD
patients (374 versus 41.4+10.8 yr.), although the difference was not significant.
However, these differences almost reached significance when ages at onset of PD
were compared between patients with normal (41.4+10 yr.) levels of GBA activity to
patients with low (37.5+2 yr., p=0.0052) levels of GBA activity, as shown in Table Il
Other disease characteristics, namely, MMSE, HY, UDPRS, ADL-on and ADL-off
scores, as well as consanguinity, recurrence in the family, years of schooling, and

patterns of daily levodopa intake, showed no differences between groups.

Our results were quite comparable to what has been previously found and confirm the
rate of 3% of the heterozygote state among PD in Brazilians. Although the attributable
risk was not too high, it was repeatedly found in several ethnic backgrounds, with one
exception, i.e., the Norwegian study. In other words, being a PD patient was related to
a 3 to 9 times increased risk of being a GBA mutation carrier (Table I). We also

observed that PD patients with either GBA mutations or low GBA activity had an earlier
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onset of symptoms; this finding has been described as early as the first reports on this

association and has been recently reinforced by Clark (revised in [2]).

All these recent observations suggest a connection between Gaucher disease and/or
the GBA heterozygote state and the synucleinopathies. Not only the screening of
patients with parkinsonism has identified a greater than expected frequency of GBA
mutations, but also in Gaucher probands and their relatives an increased incidence of
synucleinopathies has been noted. Moreover, in four individuals with Gaucher disease
and parkinsonism, Lewy bodies were observed in the substantia nigra (SN), as well as
SN neural depletion, SN gliosis, and involvement of hippocampal CA2-4 layers [4].
Several hypotheses have been raised to explain these findings. Mutations in GBA
might cause lysosomal dysfunction or interfere with receptor binding of alpha-synuclein
at the lysosomal membrane, resulting in reduced alpha-synuclein degradation and cell
toxicity. Or perhaps GBA mutations that result in misfolded protein might overwhelm
the ubiquitin-proteasome ability to degrade other abnormally accumulated proteins,
including alpha-synuclein. A third mechanism proposed was that abnormal lipids,
present in neurons with low GBA activities, would promote alpha-synuclein aggregation
and toxicity through the formation of protofibrils (for a review see [5]). In any case, the
underlying mechanism does not depend on the GBA substrate storage in neurons; it
would neither be necessary nor sufficient for the appearance of PD, since the majority
of Gaucher disease patients do not develop parkinsonian features. However, we are
certain that studying the pathophysiology underlying this association will help
understand both Parkinson’s and Gaucher’'s disease, perhaps resulting in a better

management of these conditions.
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Table 1 — Frequency of GBA mutations among PD patients

Frequency of

Frequency of

GBA GBA
Author Subjects Population heterozygotes heterozygotes OR
in normal among PD
population patients
Lwin et al, 57 autopsies Mixed 0.006 to 0.03 0.14 4.7
20042 from patients
with PD
Aharon-Peretz 99 PD Ashkenazi 0.03 0.27 9
et al, 2005"2 patients, 74 (Israel)
Alzheimer
patients and
1543 control
subjects
Zimran et al, 310 PD Ashkenazi 0.03 0.10 3
2005"? patients (Israel and
us)
Sato et al, 88 PD patients Canadian 0.008 0.056 7
2005"% and 122
control
subjects
Eblan et al, 33 PD patients  Venezuelan 0.03 0.12 4
2005"2 and 31 control
subjects
Ziegler etal, 92 PD patients Chinese 0.01 0.04 3
20072 and 92 control (Taiwan)
subjects
Toft el al, 311 PD Norwegian 0.017 0.023 1.3
2006"2 patients and
92 control
subjects
Clark et al, 278 PD American 0.045 0.137 3
2007%8 patients and
179 control
subjects
Socal et al, 62 PD patients Brazilian ?0.006 0.03 5
personal
comm.
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Table 2 — Clinical characteristics of PD patients under study

Confirmed or suspected Nonheterozygous p
heterozygosity for GBA locus (normal results)

Common | Low GBA All

mutation activity

identified
Number (male) 2 5 6 (4) 53 (30)
Atypical 3 17 (9 patients) ns
manifestations * (one

patient)
Ancestry * ns
GBA activity: 8.8 7.68 + 14.96 + 4.06 0.0001
meanSD ** 1.17
Age 425+ 3.5 50.14 £ 10 0.002
meanSD **
Age at onset: 34 and 40 375127 414 +10 0.052
meanSD **
L-dopa/day (mg) 547 + 338 588 + 363 ns
meanSD **
Hoehn and Yahr: 2 2.5 ns
median ***
ADL on 95 % 80 % ns
meanSD ***
Mini-mental state 28.7+1.8 26.7+£3.5 ns
meanSD **
UDPRS 21+4.8 33.7+21 ns
meanSD ***
* chi-square test ** { test *** Mann —-Whitney or KW test
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8 CONSIDERACOES GERAIS

O presente estudo permitiu o reconhecimento, em nosso meio, de fatores
genéticos causais e predisponentes entre os pacientes portadores de doenga de
Parkinson. No total, foram estudados 62 casos-indice; 13% dos casos foram positivos
para mutagbées em um dos genes principais € 3% foram positivos para o estado de

heterozigose para o gene de suscetibilidade GBA.

Entre os grupos selecionados para investigacdo, o grupo autossdmico
recessivo apresentou maior taxa de deteccdo de causas genéticas para DP: 14,7%
dos casos-indice deste grupo foram positivos. O gene PARK2 foi o mais
freqientemente acometido, o que concorda com dados da literatura. Entretanto,
segundo Periquet (91), a proporcao geral esperada de casos com mutagdes no gene
PARK2 entre pacientes com DP com idade de inicio até os 45 anos seria de 15%,
enquanto na nossa casuistica foi pouco menor de 10%. Dois fatores podem explicar
este fato: o tamanho reduzido da amostra de pacientes e a nao realizacao do método
de dosagem génica, que em alguns estudos provou aumentar a taxa de detecgao de

mutagdes (delecdes e duplicagdes exdnicas) em quase 40% (95).

No grupo autossdbmico recessivo, chamou atencdo a deteccdo de um caso
positivo para mutacdo no gene PARKS8. Este gene condiciona DP de heranca
autossdémica dominante, mas como possui penetrancia incompleta, esta descrito como
presente tanto em casos isolados como naqueles com padrao de heranga
aparentemente autossOmico recessivo. O paciente positivo para mutagao no gene

PARKS8 apresentava a mutagdo G2019S, a mais comumente encontrada na literatura,
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e também apresentava um polimorfismo de nucleotideo Unico compativel com o
haplétipo encontrado nos pacientes portadores de mutagdo de origem européia e

norte-africana.

Entre os pacientes do grupo de investigacdo autossdmico dominante foi
possivel confirmar a presenca de ataxias espinocerebelares com fendtipo
parkinsoniano em nosso meio, entre casos que buscaram atendimento na Unidade de
Disturbios do Movimento e foram inicialmente diagnosticados como portadores de DP.
Demonstramos que uma selegcédo criteriosa de pacientes para esta investigagao
aumenta as taxas de positividade, como se pode perceber ao compara-las com as
encontradas na investigagcdo de séries grandes e n&o-selecionadas de casos.
Encontramos, na nossa amostra, positividade apenas para SCA2 e SCA3, que sio as
mais freqlientemente descritas em associagdo ao fendtipo parkinsoniano, e nossos
achados corroboraram o conceito de que o fenétipo parkinsoniano, nas familias SCA2,
€ condicionado por alteragdes intragénicas (baixo nimero de expansdes e a presenca
de interrupgbes CAA dentro da sequéncia expandida), enquanto, na SCA3, parece

depender de outros fatores modificadores.

Ainda, o estudo permitiu reconhecer a ocorréncia de heterozigose para o gene
de suscetibilidade GBA, confirmando um achado recente, entre pacientes brasileiros,

de uma freqliiéncia de 3% para este estado entre pacientes com DP no nosso pais.

A permanéncia de diversos pacientes sem diagndstico genético identificado,
entre eles inclusive, casos com alto grau de suspeicao (pacientes que apresentavam
idade de inicio precoce e consangiinidade paterna, ou casos com histéria familiar
autossdmica dominante e com manifestagdes atipicas), demonstra que é muito

provavel a existéncia de outros genes causadores de doenga nao identificados até o
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momento e indica a necessidade de mais estudos em busca de outros fatores

genéticos que determinem ou aumentem o risco para esta doenca.

Nos casos positivos, embora nao seja possivel oferecer alternativas
terapéuticas diferentes dos demais pacientes nao-portadores de causas genéticas, €
possivel oferecer o aconselhamento genético para as formas mendelianas da doenca
e é possivel adaptar o tratamento medicamentoso de acordo com as caracteristicas de
resposta terapéutica associadas as mutagcdes — por exemplo, a lenta evolugéo e a
grande ocorréncia de discinesias nos pacientes com mutacdo do gene PARK2, a
excelente resposta a levodopa nos pacientes com mutagdo do gene PARK®G, entre

outros.
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9 ANEXOS

9.1 Estadiamento modificado de Hoehn e Yahr

Estagio 0 - Sem sinais da doenca.

Estagio 1 - Doenca unilateral.

Estagio 1.5 - Acometimento unilateral e axial.

Estagio 2 - Acometimento bilateral, sem prejuizo do equilibrio.

Estagio 2.5 - Leve acometimento bilateral, recuperagao no teste de equilibrio
(“pull test).

Estagio 3 - Acometimento leve a moderado; alguma instabilidade postural;
independente fisicamente.

Estagio 4 - Acometimento severo; ainda capaz de caminhar ou permanecer
em pé sem auxilio.

Estagio 5 - Usando Cadeira de rodas ou acamado exceto se auxiliado
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9.2 Escala ADL — Atividades de vida diaria

Schwab and England Activities of Daily Living

* 100% - Completamente independente. Capaz de realizar atividades rotineiras
sem lentidao, dificuldade ou prejuizo. Nao percebe dificuldades. Essencialmente
normal.

* 90% - Completamente independente. Capaz de realizar atividades rotineiras
porém com algum grau de lentidao, dificuldade e prejuizo funcional. Pode tomar o
dobro do tempo. Comeca perceber suas dificuldades.

* 80% - Independente para maioria das atividades rotineiras. Toma cerca do
dobro do tempo na realizacdo das mesmas. Consciente das dificuldades e
lentificacao.

» 70% - Nao é completamente independente. Maior dificuldade na realizacao de
atividades rotineiras. Algumas atividades rotineiras tomam 3-4 vezes mais tempo.
Pode tomar grande parte do dia para realizacao dessas atividades.

* 60% - Algum grau de dependéncia. Pode realizar a maioria das atividades
rotineiras, porém com muita lentidao, dificuldade e prejuizo funcional. Erros; algumas
atividades sao impossiveis.

+ 50% - Mais dependente. Necessita auxilio na metade das atividades
rotineiras. Dificuldades em todas atividades.

* 40% - Muito dependente. Pode auxiliar nas atividades rotineiras, porém
necessitando auxilio em quase todas.

* 30% - Com esforgco, ocasionalmente (porém nao sempre), realiza ou inicia
algumas atividades sozinho. Necessita de muito auxilio.

* 20% - Nao realiza nada sozinho. Pode auxiliar muito pouco em algumas
atividades da rotina.

* 10% - Totalmente dependente, incapaz de auxiliar em atividades rotineiras.

* 0% - Fungdes vegetativas tais como degluticdo e controle vesical e intestinal

nao sao funcionantes. Restrito ao leito.

(observacdo: um escore intermediario pode ser selecionado)
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9.3 Escala Unificada para Avaliacdo da Doenca de Parkinson

(UPDRS - Unified Parkinson’s Disease Rating Scale)

Off

Ill. Exame Motor

18.Fala

19.Facies

20.Tremor de repouso: Face

MSD

MSE

MID

MIE

21.Tremor de acgao: Direita

Esquerda

22.Rigidez: Cervical

MSD

MSE

MID

MIE

23. “Finger taps”. Direita

Esquerda

24.Abre/Fecha: Mao D

Mao E

25. Prona/supina: Mo D

Mao E

26. Agilidade: Perna D

Perna E

27 .Levantar-se

28.Postura

29.Marcha

30.Estabilidade

31.Bradicinesia

TOTAL
(Max.108)

120



9.4 Escala: Mini-Exame do Estado Mental

(Mini-Mental State Examination)

ORIENTACAO
* Qual é o (ano) (estagéo) (dia semana) (dia més) e (més) — PONTOS: 5
* Onde estamos (pais) (estado) (cidade) (rua/local) (andar) — PONTOS: 5

REGISTRO
* Dizer trés palavras: PENTE RUA AZUL. Pedir para prestar atengao, pois tera que repetir
mais tarde. Pergunte pelas trés palavras apos té-las nomeado. Repetir até que repita

corretamente e anotar nimero de vezes. — PONTOS: 3

ATENCAO E CALCULO
* Subtrair: 100-7 (5 tentativas: 93 — 86 — 79 — 72 — 65) — PONTOS: 5

EVOCACAO
* Perguntar pelas 3 palavras anteriores — PONTOS: 3

LINGUAGEM

*ldentificar lapis e reldgio de pulso — PONTOS: 2

* Repetir: “Nem aqui, nem ali, nem |la” — PONTOS: 1

* Seguir o comando de trés estagios: “Pegue o papel com a mao direita, dobre ao meio e
ponha no chdo”. — PONTOS: 1

* Ler ‘em voz baixa’ e executar: FECHE OS OLHOS — PONTOS: 1

* Escrever uma frase (um pensamento, idéia completa) — PONTOS: 1

* Copiar o desenho:

TOTAL: (MAXIMO 30)

121



