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RESUMO

CONTEXTO: A doenca de Gaucher (DG) é um erro inato do metabolismo causado pela atividade
deficiente da enzima beta-glucocerebrosidase (GCase), que catalisa a conversdo de
glicoesfingolipideos (GlcCer) em ceramida e glicose. Ja foram descritas mais de 500 variantes no
gene que codifica a GCase (GBA). Trés formas clinicas de DG sdo convencionalmente
classificadas com base no envolvimento neuroldgico, sendo o tipo 1 (DG1) considerado como a
forma ndo neuropatica. A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
comum, sendo os achados principais dessa doenca decorrentes da perda dos neurénios
dopaminérgicos e a aparicdo de inclusdes intraneuronais compostas de agregados anormais de
proteinas, especialmente alfa-sinucleina (aSIN), denominadas corpos de Lewy (CL). Os sintomas
motores classicos da DP podem ser precedidos por sintomas ndo motores (SNM) que incluem:
hiposmia, distlrbio comportamental do sono REM, constipagdo, comprometimento cognitivo e
depressdo. Estudos populacionais identificaram variantes no GBA como o principal fator de risco
para a DP idiopatica, estando os pacientes com DG incluidos neste grupo. O risco aumentado de
DP também foi sugerido em outros disturbios de armazenamento lisossdmico (LSDs), haja visto
que a agregacao de aSIN também ja foi relatada no cérebro de pacientes e modelos animais de
diferentes LSDs, incluindo doenca de Fabry, doenca de Niemann-Pick, doenca de Sandhoff,
Doenca Tay- de Sachs, entre outras. Faz parte do acompanhamento de pacientes com DG o uso de
biomarcadores que ndo somente auxiliam no diagnéstico, prognostico e acompanhamento desses
pacientes, como também representam etapas da fisiopatologia da doenca. Dentre esses
biomarcadores, cita-se a lyso-Gbl, formada a partir da desacetilacdo da glicosilceramida.
OBJETIVOS: Avaliar a evolucdo da prevaléncia e da gravidade dos SNM da DP em uma coorte
de pacientes adultos sul-brasileiros com DG1, j& avaliados em 2018. Também tivemos como
objetivo avaliar a atividade de outras enzimas lisossdmicas (a-manosidase, B-glucuronidase, -
hexosaminidase) e dos biomarcadores da DG quitotriosidase (ChT) e lyso-Gbl no liquido
cefalorraquidiano (LCR) e em plasma de pacientes com DG1, assim como relaciona-los com
parametros clinicos e outros exames laboratoriais de seguimento. METODOLOGIA: Trata-se de
um estudo transversal aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa local (referéncia niimero

200358). Para serem incluidos na analise dos SNM, os pacientes deveriam ter > 18 anos,
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diagnostico bioquimico e/ou genético de DG, manifestacdes clinicas compativeis com o tipo 1 da
doenca e ja terem realizado avaliacdo prévia para os SNM em 2018. O recrutamento ocorreu no
Centro de Referéncia para DG do Rio Grande do Sul do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). A cognicéo foi avaliada pela avaliagdo cognitiva de Montreal (MoCa); sonoléncia diurna
pela Escala de Epworth (ESS); depressdo pelo Inventario de Beck; constipacdo pela Unified
Multiple System Atrophy Rating Scale; transtorno de comportamento do sono REM através da
triagem de pergunta unica. A hiposmia foi avaliada com Sniffin Sticks (SST) e os sintomas motores
foram avaliados com a parte 11l da Escala Unificada de Avaliagdo de Doenca de Parkinson. A
analise da atividade da beta-glucuronidase, da alfa-manosidase, das hexosaminidases e da ChT foi
avaliada conforme previamente publicada na literatura, tendo sua atividade expressa em
nmol/h/mL (plasma, CSF) e em nmol/h/mg de proteina (atividade especifica para as outras
amostras). Os niveis em CSF das enzimas lisossomais supramencionadas e da ChT foram
comparados com um grupo controle (leucodistrofia metacromatica, MLD). A puncéo lombar foi
realizada apos a aplicacdo do termo de consentimento livre e esclarecido. O procedimento foi
realizado por um médico treinado em neurologia clinica e realizado antes da consulta médica de
rotina do paciente. A lyso-Gbl foi quantificada por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa e os resultados foram expressos em nmol/L. Para avaliacdo dos valores
de lyso-Gb1, foram incluidos pacientes com diagnostico bioquimico e molecular de DG, tanto com
DG1 quanto com DG tipos 2 e 3 em acompanhamento no HCPA. RESULTADOS: Dezenove
pacientes completaram o seguimento (idade média da amostra foi de 44 anos; variagdo 26-71
anos). O paciente com o maior nimero de NMS na linha de base (4 incluindo o menor escore SST)
foi diagnosticado com DP quatro anos depois. Além de uma melhora na pontuacao da ESS, nédo
foi encontrada outra diferenca estatisticamente significativa entre o nimero de NMS avaliados em
2018 e 2021, nem entre pacientes com uma variante L444P (n=5) e o restante da coorte. O LCR
foi coletado em cinco pacientes (idade média da amostra foi de 40 anos; variagdo 30-53 anos). Foi
encontrada diferenca significativa entre a atividade média da hexosaminidase total (HEX)
[media=112.4 nmol/h/mL, DP=57.3 em GD1 versus média=208.2 nmol/h/mL, DP=34.7 no grupo
com MLD, p=0.03] e a da beta glucuronidase [méedia=4.6 nmol/h/mL, DP=34.7 em GD1 versus
média=1.1 nmol/h/mL, SD=0.5 no grupo com MLD, p=0.03] no LCR entre os grupos. A ChT
média (CSF) foi de 70 nmol/h/mL em pacientes com DG e 142 nmol/h/mL em pacientes com

MLD (n=7). Trinta e dois pacientes tratados (vinte e nove GDL1 e trés) e trés pacientes ndo tratados



(um GD1, um GD3 e um paciente com tipo de DG néo especificado) foram incluidos na avaliacao
da lyso-Gb1. Os niveis de lyso-Gb1l foram significativamente menores em pacientes tratados em
relacdo aos néo tratados (p=0,002). Ao analisar apenas o grupo GD1 tratado, foi encontrada uma
correlacdo significativa entre lyso-Gbl e idade (p=0.001), quitotriosidase e niveis de 1gG (p <
0,001 e p=0.03, respectivamente). CONCLUSOES: O paciente com maior nimero de SNM em
nossa coorte de 2018 foi o que desenvolveu DP, corroborando a importancia deste
acompanhamento longitudinal. Hipotetizamos que uma menor atividade de HEX do LCR de
pacientes com DG1 possa também contribuir para o aumento do risco de DP encontrado nesses
pacientes. Lyso-Gb1 confirmou-se como um biomarcador adequado para discriminar tanto os tipos
de DG quanto o status de tratamento, sendo também associado a niveis de IgG em pacientes

tratados com DG1.

Palavras-chave: Doenga de Gaucher; Doenca de Parkinson; Sintomas ndo motores; Lyso-Gb1.



ABSTRACT

BACKGROUND: Gaucher disease (GD) is an inborn error of the metabolism caused by a
deficient activity of the enzyme beta-glucocerebrosidase (GCase) that catalyzes the conversion of
glycosphingolipids (GlcCer) into ceramide and glucose. More than 500 variants have been
described in the gene encoding the GCase (GBA). Three clinical forms of GD are conventionally
classified based on the neurological involvement, with type 1 (GD1) being considered the non-
neuropathic form. Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease
with the main clinical findings resulting from the loss of dopaminergic neurons and the
development of intraneuronal inclusions formed by of abnormal protein aggregates, especially
alpha-synuclein (aSIN), called Lewy bodies (CL). The classic motor symptoms of PD may be
preceded by non-motor symptoms (NMS) that include: hyposmia, REM sleep behavior disorder,
constipation, cognitive impairment and depression. Population studies have identified GBA
variants as the main risk factor for idiopathic PD, being GD patients included in this group. The
increased risk of PD has also been suggested in other lysosomal storage disorders (LSDs) as aSIN
aggregation has also been reported in the brains of both patients and animal models of different
LSDs, including Fabry disease, Niemann-Pick disease, Sandhoff disease, Tay-Sachs disease,
among others. The use of biomarkers that not only help in the diagnosis, prognosis and follow-up
of these patients, but also represent stages of the pathophysiology of the disease, is part of the
monitoring of patients with GD, among these biomarkers there is lyso-Gb1, formed from the
deacetylation of glucosylceramide. OBJECTIVES: To evaluate the evolution of the prevalence
and severity of PD NMS in a cohort of South Brazilian adult patients with GD1, already evaluated
in 2018. We also aimed to evaluate the activity of other lysosomal enzymes (a-mannosidase, -
glucuronidase, B-hexosaminidase) and the GD biomarker chitotriosidase (ChT) and lyso-Gbl in
both cerebrospinal fluid (CSF) and plasma of patients with GD1 and correlate them with clinical
parameters and other laboratory tests that are part of the GD follow-up. METHODOLOGY: : This
is a cross-sectional study approved by the local Research Ethics Committee (reference number
200358). To be included in the NMS analysis, patients should be > 18 years old, have a
biochemical and/or genetic diagnosis of GD and clinical manifestations compatible with type 1 of
the disease, and have already undergone a previous assessment for NMS in 2018 . Recruitment

took place at the Reference Center for GD in Rio Grande do Sul, Hospital de Clinicas de Porto
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Alegre (HCPA). Cognition was assessed by the Montreal Cognitive Assessment (MoCa), daytime
sleepiness by the Epworth Scale (ESS), depression by the Beck Inventory, constipation by the
Unified Multiple System Atrophy Rating Scale, and REM sleep behavior disorder by single-
question screening. . Hyposmia was assessed with Sniffin' Sticks (SST) and motor symptoms were
assessed with part 111 of the Unified Parkinson's Disease Rating Scale. The analysis of beta-
glucuronidase, alpha-mannosidase, hexosaminidase, and ChT activity was evaluated as previously
published in the literature, with their activity expressed in nmol/h/mL (plasma, CSF) and in
nmol/h/mg of protein (specific activity for the other samples). CSF levels of the aforementioned
lysosomal enzymes and ChT were compared with a control group (metachromatic leukodystrophy,
MLD). Lumbar puncture was performed after application of the free and informed consent form.
The procedure was performed by a physician trained in clinical neurology and performed prior to
the patient's routine medical appointment. Lyso-Gbl was quantified by liquid chromatography
coupled to mass spectrometry and the results were expressed in nmol/L. To evaluate the lyso-Gb1l
values, patients with a biochemical and molecular diagnosis of GD, both with GD1 and GD types
2 and 3, under follow-up at the HCPA, were also included. RESULTS: Nineteen patients
completed the follow-up (mean age of the sample was 44 years; range: 26-71 years). The patient
with the highest number of SMN at baseline (4 including the lowest SST score) was diagnosed
with PD four years later. Aside from an improvement in the ESS score, no other statistically
significant difference was found between the number of NMS assessed in 2018 and 2021, nor
between patients with a L444P variant (n=5) and the rest of the cohort. CSF was collected in five
patients (mean age of the sample was 40 years, range 30-53 years). A significant difference was
found between the mean total hexosaminidase (HEX) activity (mean=112.4 nmol/h/mL, SD=57.3
in GD1 versus mean=208.2 nmol/h/mL, SD=34.7 in the MLD group, p=0.03 ) and beta
glucuronidase (mean=4.6 nmol/h/mL, SD=34.7 in GD1 versus mean=1.1 nmol/h/mL, SD=0.5 in
the MLD group, p=0.03) in CSF between groups. Mean ChT (CSF) was 70 nmol/h/mL in patients
with GD and 142 nmol/h/mL in patients with MLD (n=7). Thirty-two treated patients (twenty-nine
GD1 and three) and three untreated patients (one GD1, one GD3 and one patient with unspecified
GD type) were included in the lyso-Gb1 assessment. Lyso-Gb1 levels were significantly lower in
treated versus untreated patients (p=0.002). When analyzing only the treated GD1 group, a
significant correlation was found between lyso-Gb1 and age (p=0.001), chitotriosidase and 1gG
levels (p < 0.001 and p=0.03, respectively). CONCLUSIONS: The patient with the highest
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number of NMS in our 2018 cohort was the one who developed PD, corroborating the importance
of this longitudinal follow-up. We hypothesized that lower CSF HEX activity from patients with
GD1 may also contribute to the increased risk of PD found in these patients. Lyso-Gbl was
confirmed as a suitable biomarker to discriminate both GD types and treatment status, and was

also associated with IgG levels in GD1-treated patients.

Key words: Gaucher Disease; Parkinson's Disease; Non Motor Symptoms, lyso-Gb1.
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APRESENTACAO

Esta tese é oriunda do trabalho de doutorado desenvolvido no Programa de Pds-Graduacéo
em Medicina: Ciéncias Médicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A pesquisa foi
desenvolvida no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
com financiamento pelo Fundo de Incentivo a Pesquisa (FIPE) do HCPA. Todos os experimentos
com seres humanos apresentados neste trabalho foram incluidos no projeto de pesquisa aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagdo do HCPA, niimero
2020-0358.

A presente revisdo da literatura serd estruturada didaticamente em sete capitulos:
e Capitulo 1: A doenca de Gaucher
e Capitulo 2: Lyso-Gb1 como um biomarcador na doenca de Gaucher
e Capitulo 3: A descoberta da associacao entre a doenca de Gaucher e a doenca de Parkinson
e Capitulo 4: Hipoteses para a associacdo entre a doenca de Gaucher e a doenga de Parkinson
e Capitulo 5: O papel dos lisossomos na doenca de Parkinson
e Capitulo 6: Sinais pré-motores da doenca de Parkinson
e Capitulo 7: Conclusdes e perspectivas da associacao entre as doencas nos pacientes

O termo “variantes patogénicas" sera utilizado ao longo da tese para denominar tanto
variantes patogénicas quanto provavelmente patogénicas, conforme definido pelo American

College of Medical Genetics (ACMG), para substituir o termo “mutagdo”, que esta em desuso.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Gaucher (DG, OMIM 230800) € um erro inato do metabolismo causado pela
deficiéncia da enzima lisossomal beta-glucocerebrosidase (GCase). A DG € uma das desordens
lisossdmicas mais prevalentes, com uma incidéncia mundial de 1 a cada 40.000 nascidos vivos
(PASTORES et al., 2018; ZIMRAN et al., 2016; VAIRO et al., 2015). A GCase é responsavel por
catalisar a hidrolise da glicosilceramida (GlcCer) em glicose e ceramida. Seu mau funcionamento
leva ao acimulo intracelular de glicocerebrosideo nos lisossomos dos macrofagos, principalmente
no bago, figado e medula 6ssea. A medida que o GlcCer se acumula nos macréfagos lisossémicos
do sistema reticuloendotelial, ele sofre desacetilacdo por uma enzima chamada ceramidase acida
para se tornar glicosilesfingosina (lyso-Gb1) [STILES et al. (2021)]. Lyso-Gb1 tem se mostrado
um biomarcador util e confiavel para o diagndstico e 0 monitoramento de pacientes ndo tratados
com DG [REVEL-VILK; FULLER; ZIMRAN, (2020); COZMA et al. (2020)].

O espectro de gravidade clinica da doenca de Gaucher se relaciona, em parte, com o grau
de comprometimento da atividade catalitica da enzima GCase (LU et al., 2010). Trés formas
clinicas de DG s&o convencionalmente classificadas com base no envolvimento neurolégico. No
tipo 1, é considerada a forma ndo neuropatica; no tipo 3, a forma juvenil subaguda neuropatica; no
tipo 2, a forma aguda neuropética. O gene que codifica a GCase é chamado de GBA (OMIM
606463) e esta localizado em uma regido rica em genes do cromossomo 1g21. A DG ¢é causada
por variantes em ambos o0s alelos desse gene. Atualmente, mais de 495 variantes
patogénicas/provavelmente patogénicas sao associadas a esse gene, incluindo inserc¢des, delecdes,
variantes de ponto, variantes frameshift ou recombinacdo alélica (The Human Gene Mutation
Database). A variante patogénica mais comum descrita é a ¢.1226A>G (N370S) (COX et al.,
2015).

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum apos a
doenca de Alzheimer (TOMMASO BECCARI et al., 2011). A causa da DP ndo é completamente
conhecida, tendo em vista sua etiologia multifatorial, que envolve o envelhecimento do proprio
cerebro, a suscetibilidade genética e fatores ambientais (BEITZ, 2014). O acimulo de alfa-
sinucleina (aSIN) ¢ considerado o marco central na patogénese da DP. A DP afeta 2% da

populacédo acima de 60 anos e 4% da populacdo acima de 80 anos (TOMMASO BECCARI et al.,
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2011). O tratamento atual da DP é sintomatico, sem efeito na propria neurodegeneracao
(TOMMASO BECCARI et al., 2011; ELSTEIN et al., 2015).

Os sintomas motores da DP s&o precedidos por um periodo prodrémico de até 20 anos.
Nesse periodo, os sintomas considerados como "sintomas ndo motores" (SNM) podem representar
0 inicio de um progresso patoldgico. Os SNM, considerados como tendo evidéncias fortes a
moderadas, de preceder o inicio dos sintomas motores da DP, sdo: hiposmia, disturbio do sono
REM, sonoléncia diurna, constipacdo, depressdo e ansiedade [MCNEILL et al. (2012);
SAUERBIER et al. (2016), GATTO et al. (2016); BROCKMANN; BERG (2014); VAN DIJK et
al. (2013)].

As primeiras associacdes entre a deficiéncia da enzima GCase e a DP foram descobertas a
partir da observacao clinica ([TOMMASO BECCARI et al., 2011; ELSTEIN et al., 2015). Embora
a DG seja causada por duas variantes patogénicas no GBA, ndo ha diferenca significativa no risco
de DP entre heterozigotos para variantes de GBA e 0s pacientes com DG, como se acreditava
[NOYCE; LEES; SCHRAG (2016); ALCALAY et al. (2015)]. Atualmente, o risco de DP em
pacientes com DG é estimado em 4,7% aos 60 anos e 9,1% aos 80 anos entre 0s pacientes com
DG (ALCALAY etal., 2015).

Sendo variantes no gene GBA o principal fator de risco para a DP, temos como objetivo
principal avaliar a evolucdo dos SNM avaliados previamente em uma coorte de pacientes em 2018
(WILKE et al., 2019). Também correlacionaram-se a prevaléncia desses sintomas com alguns
marcadores de gravidade da DG.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacdes

A selecdo de informacGes foi realizada por meio de estratégia de busca dos sintomas pré-
motores da doenca de Parkinson associados a doenga de Gaucher. Inicialmente, foram pesquisados
no MeSH termos abrangentes para ambas as doencgas, com 0s seguintes resultados:

1. Pesquisa no MeSH para termos para Parkinson Disease: Idiopathic Parkinson's Disease,
Lewy Body Parkinson Disease, Lewy Body Parkinson's Disease, Primary Parkinsonism,

Parkinsonism, Primary, Paralysis Agitans.

2. Pesquisa do MeSH para termos para Gaucher Disease: Gaucher Disease,
Glucocerebrosidase Deficiency, Diseases, Glucocerebrosidase Deficiency, Gaucher

Syndrome.

Feita a pesquisa com 0s termos acima especificados, utilizando-se a Plataforma Embase,
haja vista a inclusdo de relatos de caso e estudos menores na plataforma, que € de importancia em
um contexto de doencas raras. Em seguida, foram pesquisados sintomas associados a presenca de
sintomas associados a fase prodrémica da doenca de Parkinson: hiposmia, constipacédo, depressao,
alteracdo na cognicdo e alteracdo do sono REM, associados a doenca de Gaucher. Todos 0s
sintomas pré-motores tiveram seus termos pesquisados no MeSH e incluidos na pesquisa seus
respectivos  sinbnimos. Foram  utilizados estudos dos anos de 2008 a 2018.

Primeira pesquisa (hiposmia): (‘parkinson disease'/exp OR 'parkinson disease’) AND
(‘gaucher disease'/exp OR 'gaucher disease’) AND (‘hyposmia‘/exp OR hyposmia) - Encontrados
12 resultados, utilizando 9 artigos apos revisao manual.

Segunda pesquisa (cognicdo): (‘parkinson disease'/exp OR 'parkinson disease’) AND
(‘gaucher disease'/exp OR 'gaucher disease’) AND (‘cognition'/exp OR cognition OR ‘cognitive
accessibility'/exp OR ‘'cognitive accessibility’ OR (cognitive AND (‘accessibility'/exp OR
accessibility)) OR ‘cognitive function'/exp OR ‘cognitive function' OR (cognitive AND
(‘function'/exp OR function)) OR ‘cognitive task'/exp OR ‘cognitive task’ OR (cognitive AND
(‘task'/exp OR task)) OR ‘'volition'/exp OR volition) AND [2010-2018]/py - Encontrados 65

artigos, sendo 54 utilizados.
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Terceira Pesquisa (demais sintomas pré-motores): (‘parkinson disease'/exp OR 'parkinson
disease’) AND (‘gaucher disease'/exp OR ‘'gaucher disease’) AND (‘constipation’/exp OR
constipation OR 'dyschezia'/exp OR dyschezia OR 'obstipation‘’/exp OR obstipation OR 'rectal
constipation'/exp OR 'rectal constipation' OR (rectal AND ('constipation'/exp OR constipation))
OR 'slow transit constipation'/exp OR 'slow transit constipation' OR (slow AND transit AND
(‘constipation'/exp OR constipation) AND (‘rem phase'/exp OR ‘rem phase' OR (rem AND phase)
OR 'rem sleep'/exp OR 'rem sleep’ OR (rem AND (‘sleep'/exp OR sleep)) OR 'activated sleep'/exp
OR ‘activated sleep’ OR (activated AND ('sleep'/exp OR sleep)) OR 'deep sleep or eye movement
rapid or dyssomnia’ OR (deep AND ('sleep'’/exp OR sleep) AND oreye AND (‘movement'/exp OR
movement) AND rapid AND or dyssomnia) OR ‘sleep disorder'/exp OR 'sleep disorder' OR
(('sleep'/exp OR sleep) AND (‘disorder'/exp OR disorder)) OR 'sleep disturbance'/exp OR 'sleep
disturbance' OR (('sleep’/exp OR sleep) AND (‘disturbance'/exp OR disturbance) AND [2008-

2018] - Utilizados 54 artigos, conforme exemplificado na Figura 1.

Estratégia de busca “Doenca de Gaucher” e “Sintomas Nao Motores®

Estudos potencialmente
identificados
n=635
(Embase e Pubmed)

Estudos excluidos
n=20
(outras formas de DG, estudos
repetidos)

A 4

v
Leitura de Texto completo
n=45

Estudos excluidos
n=>5
(estudos repetidos)

h 4

Estudos Incluidos
n=9
v (Bibliografia tedrica em livros,
Estudos Incluidos artigos de referéncia citados em
n=54 artigos selecionados)

o
sy

Figura 1: Fluxograma da estratégia de busca na selecéo de informagdes sobre doenca de Gaucher e sintomas néo
motores.
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e Feita posteriormente pesquisa para associagdo de uso de lipiddmica e biomarcadores

associados a Doenca de Gaucher.

e Feito pesquisa MeSH termos para “Lipidomics” com 3 resultados. Lipidomic; Lipidome;

Lipidomes.

e Feito pesquisa MeSH termos para LysoGb1: nenhum termo encontrado.

e Feito pesquisa MeSH para Sphingosyl beta-glucosidase: glucosyl

glucosylsphingosine; GlcSph; glucopsychosine; glucosyl sphingosine.

psychosine;

Quarta pesquisa (doenca de Gaucher e marcadores lipidicos): glucosylsphingosine OR

GlcSph OR glucopsychosine OR glucosyl sphingosine AND Gaucher. Selecionados estudos entre

2017 e 2019.

Estratégia de busca Doenga de Gaucher e marcadores lipidicos.

Estudos potencialmente
identificados
n=33
(Embase e Pubmed)

Y

Leitura de Texto completo
n=44

Excluidos n=9
( Estudos em animais, nio relacionados
a0 assunto de interesse, estudos de
validagdo de técnica laboratorial.

>

Excluidos n=10
(Relacionados a alteragdes oftalmoldgicas,
estudos ja mcluidos na pesquisa de sintomas
pré motores)

€
Y

Estudos Incluidos
n= 37

Estudos Incluidos
n=3
(Bibliografia tedrica em livros,
artigos de referéncia citados em
artigos selecionados)
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Figura 2: Fluxograma da estratégia de busca na selecdo de informacdes sobre doencga de Gaucher e marcadores
lipidicos.

CAPITULO 1
2.2.1 A doenca de Gaucher

A Doenga de Gaucher (DG) é um erro inato do metabolismo de padrdo de heranca recessiva
que resulta na deficiéncia da enzima lisossomal beta-glucocerebrosidase &cida (GCase, EC
3.2.1.45). Essa enzima € envolvida na rota do catabolismo dos glicoesfingolipideos e é a
responsavel pela quebra da ligacdo dos beta-glicocerebrosideos em glicose e ceramida. A DG é
um dos erros inatos mais comuns do metabolismo (EIM). A prevaléncia de DG varia de 0,70 a
1,75 por 100.000 individuos (L et al., 2017). A DG é mais frequente na populacdo de judeus
Ashkenazi, com uma prevaléncia de 1:855, e a frequéncia de portadores de variantes nessa
populacdo é de 1:18 (PASTORES, 2018).

A deficiéncia da GCase leva ao acumulo de glicoesfingolipidos, principalmente a
glucosilceramida, no sistema reticuloendotelial ocasionando acimulo desse material no baco, no
figado, nos pulmdes e na medula 6ssea. Esses glicolipideos, sdo derivados das ceramidas e
componentes fundamentais de todas as membranas do corpo conforme exemplificado na figura 1.
Sdo encontrados principalmente no tecido nervoso central e exercem importante papel na
regulacdo das interacdes celulares, e do metabolismo de crescimento e de desenvolvimento desses
6rgdos (RICHARD et al., 2015).
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Figura 3: Figura modificada de Sidransky (2004), mostrando a rota metabdlica da glucocerebrosidase e da
glucosilesfingosina e a importancia da glucocerebrosidase nesse processo. A glucocerebrosidase converte
glucosilceramida e glicosilesfingosina em ceramida, glicose e esfingosina.

O acumulo de glicolipideos ocorre principalmente no interior dos lisossomos de
macrofagos que passam a ser denominados, quando isso ocorre, de células de Gaucher
(STIRNEMANN et al., 2017; PASTORES, 2018). O material acumulado nas células leva ao mau
funcionamento desses 6rgdos, tanto pela substituicdo do tecido sadio por células enzimaticamente
deficientes quanto pela liberacdo de fatores inflamatorios, incluindo citocinas, que ocasionam uma

cascata de mudangas patologicas.

O estado inflamatorio celular, ocasionado pelo acimulo, leva ao desenvolvimento das
varias manifestacbes da DG: hipertrofia de oOrgdos linféides primarios e secundarios,

desenvolvimento de fibrose nos érgdos afetados, alta incidéncia de gamopatia monoclonal, estado
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hipermetabdlico e estado inflamatdrio sistémico que precede as crises dsseas de alguns pacientes
(FUTERMAN et al., 2006).

A GCase ¢ sintetizada nos polirribossomos ligados ao reticulo endoplasmético (RE) da
celula. Essa enzima, apds ser sintetizada, passa para 0 RE, onde, ap6s glicosilagdes, é transportada
para 0 complexo de Golgi e deste entdo para os lisossomos, onde atuardo na hidrélise de
glicolipideos. Como exemplificado a seguir, dependendo do tipo de variante do GBA, a GCAse
resultante pode variar quanto ao seu grau de retencdo no RE. O resultado disso é que algumas
Gcase, devido a sua forma andmala, ndo conseguem ser transportadas para o seu destino final,

estando mais propensas a serem submetidas a degradacao via proteossoma associado ao RE.

A GCase € expressa em diferentes niveis em todas as células nucleadas de mamiferos. Sua
maior atividade ocorre nos tecidos derivados do ectoderma e sua menor naqueles derivados do
mesoderma. A presenca de Saposina C (SAP C), um ativador proteico, é essencial para a
estabilidade da GCase e sua acdo de proteolise do lisossomo (FUTERMAN et al., 2006).

O gene que codifica a glucocerebrosidase acida € denominado GBA (nomenclatura dada
pelo termo em inglés "glucosidase, beta, acid") e € localizado em uma regido rica de genes do
cromossomo 1g21. O gene possui 7 kb e 11 exons, e 0 cDNA desse gene é de aproximadamente
2,5 kb. Um pseudogene, proximo em relacdo a localizacao, possui 96% de sua sequéncia exénica
homologa, o que dificulta a deteccdo e o sequenciamento de variantes. Entretanto, mais de 400
variantes desse gene ja foram descritas, sendo a ¢.1226 A>G (N370S) mais encontrada em judeus
Ashkenazi e na populacdo em geral (COX et al., 2015).

Entre os mecanismos de variantes, citam-se variantes de ponto, frameshifts, alteracées do
sitio de splicing e alelos recombinantes, que incluem segmentos da sequéncia do pseudogene
(SIDRANSKY et al., 2012). Algumas das variantes mais comuns responsaveis por 70-98% de
todos os casos de DG na populagao geral sdo: N370S (c.1226A>G), L444P (c.1448 T>C), 84 insG
(c.84 dupG), e IVS2+1G>A (c.115+1G>A).(BARKHUIZEN, 2016). Em uma corte brasileira em
Tabuleiro do Norte com incidéncia de 1: 4000 nascidos vivos de DG a variante p.Gly377Ser foi

tida como a terceira mais comum nessa populacdo (CHAVES et al., 2015).

A atividade da GCase em pacientes com DG é tipicamente 10-20% da atividade encontrada
em um individuo normal (MIGDALSKI-RICHARDS et al., 2016). Tais variantes possuem

correlacdo com o feno6tipo na maioria dos casos, sendo que homozigotos ou heterozigotos
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compostos para N370S exclusivamente desenvolvem o tipo 1 da DG, e os homozigotos para a
variante L444P geralmente desenvolvem o tipo 3 da DG (SIDRANSKY et al., 2004). O motivo
para tal fendbmeno pode ser explicado pelo efeito que a variante tem na estrutura da GCase. A
variante N370S ndo afeta diretamente o sitio catalitico desta enzima, enquanto que a L444P causa
mudancas conformacionais do core do dominio Il da enzima, o que pode levar a instabilidade da
mesma (MIGDALSKI-RICHARDS et al., 2016). Diferentes variantes provocavam diferentes
atividades residuais enziméticas. A variante comum N370S detém 38% de atividade enzimatica
enquanto que a L444P apenas 13% (CHAVES et al., 2015).

A DG possui fendtipos variaveis e trés formas clinicas sdo convencionalmente separadas
com base no envolvimento neuroldgico, sendo elas: forma ndo neuropética (tipo 1), forma

neuropatica aguda (tipo 2) e forma neuropatica subaguda (tipo 3).

TIPO 3 TIPO 2

TIPO 1

Hidropsia fetal

Doenga esquelética , ..
Ictiose congénita

Doenga visceral

Degeneracdo neurolagica

Envolvimento neuroldgico progressiva
secundario Epilepsia miociénica
Manifestagbes Alteragao do movimento
Parkisonianas Hidrocefalia ocular

calcificacdo de
valvula cardiaca

Figura 4: Figura traduzida de Futerman (2006), representando o espectro de fen6tipos da doenca de Gaucher, com a
principal distingdo sendo a presenca ou auséncia de manifestagdes neuroldgicas entre a forma mais leve (a esquerda)
e a forma mais grave (a direita). Hd uma “zona cinzenta”, indicada por linhas verdes, em que ndo esta claro se a
neuropatologia é o resultado da deficiéncia enziméatica ou de uma causa secundaria.

As formas neuropaticas sdo caracterizadas por variantes tidas como mais graves ou

variantes “nulas” em contraste com o tipo 1 que, em teoria, teria que ter, em pelo menos um alelo,
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uma variante com um efeito fenotipico mais leve. Entretanto, o surgimento da doenca de Parkinson
(DP) em pacientes com DG tipo 1 tem alterado cada vez mais o entendimento na patofisiologia e
genética da deficiéncia de Gcase (ELSTEIN et al., 2015).

A DG tipo 1 (OMIM, #230800) é tida como a mais frequente e é o foco da presente tese.
O fendtipo varia de adultos assintomaticos a adolescentes com visceromegalia e doenga 0ssea
debilitante. Ndo ocorre envolvimento neuroldgico primario nesse subtipo. O inicio da apresentacao
dos sintomas geralmente surge na vida adulta, mas podem ser encontrados desde a infancia. Pelo
acumulo de glicolipideos do sistema reticuloendotelial de 6rgdos como o figado, o baco e a medula
Ossea, entre os sintomas do tipo 1 cita-se: hepatoesplenomegalia, trombopenia, anemia e
leucopenia. A infiltracdo das células de Gaucher na medula 6ssea causa, tanto alteracdes na
linhagem sanguinea, como pancitopenia, quanto dores Gsseas causadas pela tumoracao celular
devido ao acumulo de células de Gaucher (gaucheromas). Ostedlise e osteoporose também sao
sintomas frequentemente associados (PASTORES, 2018).

O tipo 2 (OMIM, #230900) é o tipo mais grave da DG e é responsavel por menos de 1%
dos casos. A manifestagdo ocorre no inicio da infancia com deteriora¢&o neuroldgica progressiva,
que pode culminar em morte precoce principalmente por aspiragcdo ou apneia. Entre os sintomas

apresentados, cita-se espasticidade progressiva, hiperreflexia e paralisia ocular.

O tipo 3 (OMIM, #231000) leva a sintomas neurolégicos subagudos menos severos do que
os do tipo 2. O inicio dos sintomas é mais tardio e a progressdo neurolégica costuma ser mais lenta.
Os sintomas sistémicos costumam surgir antes da forma neuroldgica e tendem a ser parecidos com
os encontrados na DG tipo 1. Sintomas neurologicos costumam incluir ataxia cerebelar,

paraparesia espastica, epilepsia, oftalmoplegia e deméncia.

2.2.2 O tratamento da doenca de Gaucher
2.2.2.1 Tratamento especifico

O tratamento para a DG consiste principalmente na terapia de reposi¢do enzimatica (TRE).
Tal terapia baseia-se no fornecimento de enzima exdgena em nivel suficiente para superar o
bloqueio na rota metabdlica da enzima previamente deficiente e assim ajudar no clearance de

substrato acumulado.
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A TRE esta disponivel desde 1994, através da administracdo de forma recombinante
modificada da GCase, e pode tratar os sintomas hematoldgicos e viscerais da doenca. Essa forma
de tratamento, no entanto, ndo interfere na doenca do sistema nervoso central (SNC) por ndo
penetrar na barreira hemato encefalica (BHE) [SARDI et al., 2015]. Sdo as enzimas aprovadas
para TRE e seus respectivos laboratdrios: imiglucerase (Cerezyme®, Genzyme Corporation);
alfavelaglicerase (VPRIV®, Takeda); alfataliglicerase (Elelyso®, Protalix). No Brasil, a
alfataliglicerase também é denominada Biomanguinhos Alfataliglucerase, e o representante
comercial é a Fundagdo Oswaldo Cruz.

A imiglucerase é produzida em células de ovario de hamster chinés, projetadas para
superexpressar um analogo recombinante da P-glicosidase humana. A alfavelaglicerase é
produzida em uma linhagem de fibrossarcoma humano para superexpressar o0 GBA endogeno. A

taliglucerase é produzida em células da raiz de cenoura.

Estudos comparando a alfavelaglicerase e a imiglucerase demonstraram que as
propriedades enzimaticas sdo essencialmente idénticas. A eliminacdo do farmaco é semelhante e
0s parametros cinéticos in vitro e a desnaturacao do pH também sdo semelhantes (BURROW et
al., 2011).

Em seguimento de 10 anos, foi mostrado que a imiglucerase (ou alglucerase) melhora os
niveis de hemoglobina, a contagem plaquetaria, a hepato e a esplenomegalia e a crise 6ssea, além
de melhorar a qualidade de vida em geral (BARKHUIZEN et al., 2016; PASTORES, 2018).
Apesar do uso por mais tempo da imiglucerase, estudos mostraram que todas as trés enzimas
recombinantes sdo similares em termos de eficacia (ELSTEIN et al., 2011). O tratamento com as
terapias aprovadas ndo demonstraram efeito na progressdo do parkinsonismo em pacientes que
apresentam GD e DP (SARDI et al., 2015).

De forma geral, a TRE é bem tolerada, e, entre os efeitos adversos, cita-se urticéria e
prurido, controlados de forma satisfatoria com antihistaminicos. Ha relatos de desenvolvimento de
anticorpos em individuos em uso de infusbes de imiglucerase e alfavelaglicerase com taxas
aproximadas de 10-15% e 1% respectivamente (PASTORES, 2018). Em um relato de caso com
paciente de DG tipo 3, foi encontrado diferentes efeitos adversos no uso dessas 3 enzimas,

demonstrando que elas podem ter um perfil de seguranca diferente (VAIRO et al., 2013).
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Uma alternativa para a TRE € a terapia de reducéo de substrato (TRS), que inibe a sintese
de glucosilceramida via inibicdo da glucosilceramida sintase, diminuindo, assim, o acimulo. A
menor quantidade de substrato pode entdo ser degradada pela enzima mutada se essa ainda tiver
alguma acdo hidrolitica residual. A TRS é uma opc¢éo para pacientes com DG leve a moderada,
em que a TRE ndo é uma opcdo como em pacientes hiper-alérgicos ou com rede venosa dificil
(PASTORES, 2018; WEINREB et al., 2005).

A via de administragdo da TRS é oral e o principal exemplo é o miglustate (Zavesca®;
Actelion Pharmaceuticals, Allschwill, Suica), que recebeu aprovagdo para o tratamento da DG tipo
1 em 2002. Intolerancia gastrointestinal e tremores sdo eventos adversos comuns que diminuem a
adesdo dos pacientes ao tratamento. Apesar de cruzar a barreira hematoencefalica, ha estudos que
ndo demonstraram beneficio em sintomas neurol6gicos de pacientes com DG tipo 3, assim como
ndo houve reducgdo da toxicidade induzida pelo acimulo de aSIN (BARKHUIZEN et al., 2016).
Em 2014, o eliglustate (Cerdelga), um inibidor da glucosilceramida sintase, recebeu aprovacao,
sendo ele um inibidor de substrato que ndo cruza a barreira hemato-encefalica e que tem mostrado

resultado na estabilizacdo da doenca visceral e dssea.

Atualmente, novas terapias tém se mostrado promissoras para tratar ndo somente 0S
sintomas viscerais e hematoldgicos, como também os neuroldgicos. Entre as novas terapias, cita-
se 0 uso de pequenas moléculas de chaperonas feitas para cruzarem a BHE, capazes de se ligarem
a glicocerebrosideos no reticulo endoplasmatico, ajudando no seu correto dobramento e,
subsequentemente, o seu transporte ao lisossomo onde serdo degradadas. As chaperonas podem
também se ligarem a enzimas mal dobradas, levando-as ao lisossomo em que terdo sua acéo
permitida. As chaperonas sdo, logo, uma importante promessa para o tratamento das formas
neuropaticas da DG (MIGDALSKI-RICHARDS et al., 2016).

Ambas N-butil-desoxinojirimicina (NB-DNJ) e isofagomina foram as primeiras
chaperonas que demonstraram aumento da atividade da GCase. Tais chaperonas agem aumentando
o trdfego da GCase no reticulo endoplasmatico até o lisossomo através de ligacdo especifica,
porém reversivel (LEIDENHEIMER et al., 2018). Tais chaperonas, entretanto, possuem um efeito
inibitdrio na atividade dessa enzima. A isofagomina é efetiva in vitro e atualmente esta em ensaios

clinicos para teste de seguranca e eficécia.
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O ambroxol (ABX), um expectorante mucolitico, foi também estudado como chaperona.
Sua forma de atuacdo consiste em ligar um pH neutro a enzimas mal dobradas do reticulo
endoplasmaético, facilitando seu transporte até o lisossomo. Nessa organela, devido ao pH mais
acido, a enzima € liberada de sua ligagdo com a chaperona, podendo exercer sua fungdo. Logo,
para tanto, beneficiam-se produtos de variantes que geram uma GCase com alguma atividade
intrinseca residual apesar da forma anémala (BARKHUIZEN et al., 2016). O uso do ABX em
alguns estudos aumentou significativamente a atividade da GCase e baixou os niveis de
glicoesfingolipideos do fluido cerebroespinhal, aléem de melhorar sintomas neurolégicos
(NARITA et al., 2016; PASTORES, 2018; BALESTRINO, 2018).

Em um estudo, altas doses de ABX foram administradas a 5 individuos com DG tipo 3 e
manifestacdes neuroldgicas debilitantes. A ABX levou a uma melhora clinica em ambos os escores
subjetivo-funcionais e escores objetivos, como potenciais evocados visuais e movimentos
oculares. O aumento da atividade de GCase em linfocitos e a reducédo de glicoesfingolipideos no
liquido cefalorraquidiano (LCR) também foram demonstrados nesse estudo (NARITA et al.,
2016). O estudo piloto realizado em 12 pacientes com DG tipo 1 (com pelo menos um alelo
N370S), que ndo estavam em TRE, demonstrou melhora nos parametros como concentracdo de
hemoglobina e tamanho do bago. Porém, nesse mesmo estudo, tais achados foram limitados aos
dois pacientes com 0s menores pesos. Esta baixa taxa de resposta possivelmente foi resultado de

niveis subterapéuticos de ABX nos demais pacientes (ZIMRAN et al., 2013).

Além das chaperonas, outra forma de tratamento que esta sendo estudada envolve a
transferéncia de um gene funcionante na célula através de um vetor com vista a aumentar a
atividade da GCase. Esse tratamento é denominado Terapia Génica (TG). Em um modelo animal
com neurodegeneracdo induzida pelo acumulo de alfa-sinucleina, a superexpressdo do gene GBA
diminuiu o acumulo lipidico celular (BARKHUIZEN et al., 2016). Em um estudo com modelo
animal com delecdo cérebro-especifica do GBA, a injecao intraperitoneal com um vetor adenovirus
do tipo 9 mostrou melhora da atividade da GCase e das mudancas neuropatolégicas, e aumentou

a expectativa de vida desses animais em duas vezes (DU S. et al., 2018).

Apesar de promissora, a TG necessita, entretanto, nos casos de acometimento do SNC,
chegar ao tecido cerebral, e a injecdo direta ndo é uma opgéo terapéutica. A infusdo endovenosa

para cruzar a barreira hemato encefalica ocorre somente em modelos animais neonatos ou muito
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jovens, ainda estando longe de constituir uma alternativa terapéutica viavel. O efeito da terapia
génica em pacientes com DG e doenca de Parkinson sera posteriormente discutido nos préximos

capitulos.

O acompanhamento dos pacientes com DG do Servico de Genética Médica (SGM-HCPA)
ocorre de forma regular com consultas completas com exames fisicos que contemplem a deteccao

de alteracdes nos diversos sistemas envolvidos pela doenca.

Um dos marcadores plasmaticos para monitorar a resposta ao tratamento e progressao da
doenca para a DG é a quitotriosidase, descoberta através de observagdes clinicas. Hibridizacéo in
situ, histoquimica de medula Ossea e biopsias esplénicas de pacientes revelaram que a
quitotriosidase é especificamente produzida pelas células de depdsito, possuindo uma correlacao
direta com a quantidade de glicosilceramida acumulada no corpo (FUTERMAN, 2006).
Atualmente, considera-se que os niveis de quitotriosidase ndo refletem somente um dos sintomas
da doenca, mas sim a quantidade global secretada pelas células fagociticas sobrecarregadas de
acumulo lipidico em todo corpo (FUTERMAN, 2006).

Atualmente, outros biomarcadores tém se mostrado superiores a quitotriosidase e serao

discutidos no proximo capitulo.
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CAPITULO 2
2.3.1 Lyso-Gb1 como um biomarcador da doenga de Gaucher

De acordo com a Food & Drug Administration dos EUA, os biomarcadores s&o definidos
como elementos mensuraveis que podem ser usados como indicadores tanto de processos
bioldgicos normais, quanto patoldgicos, podendo também mensurar a resposta de uma exposicao
ou intervencdo terapéutica. (GIRALDO; FRUTOS; CEBOLLA, 2018) Um dos desafios no
cuidado de pacientes com DG é o uso de biomarcadores como ferramentas validadas que ndo
somente auxiliam no diagnostico, prognostico e acompanhamento desses pacientes, mas que

também representam parte da fisiopatologia envolvida na doenca.
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Figura 5: Linha de tempo da descoberta da Lyso-Gbl como biomarcador na doenga de Gaucher. Modificado de
Revel-Vilk, S. Fuller, M. Zimran, A. Value of Glucosylsphingosine (Lyso-Gb1l) as a Biomarker in Gaucher
Disease: A Systematic Literature Review. 2020, 21, 7159.

A selecdo de biomarcadores candidatos apropriados é dificultada pela complexidade dessa

doenca, na qual genes modificadores, epigenética e fatores externos dao origem a uma vasta
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heterogeneidade clinica e bioquimica. Um dos exemplos dessa dificuldade encontra-se na auséncia
de correlagéo fidedigna entre o genotipo e a atividade residual enzimatica, tanto para diagnostico
quanto para prognostico [REVEL-VILK; FULLER; ZIMRAN (2020); HURVITZ et al. (2019)].

2.3.2 O que é a lyso-Gb1?

Os esfingolipideos representam uma classe de lipidios bioativos que modulam as
propriedades biofisicas das membranas bioldgicas e desempenham um papel critico na transducao
do sinal celular. O metabolismo dos esfingolipidios é altamente compartimentalizado nas
localizagGes subcelulares. No entanto, a maioria das etapas do metabolismo dos esfingolipidios
ocorre nos lisossomos (IVANOVA, 2020). A enzima GCase catalisa a conversdo de
glicoesfingolipideos (GlcCer) na via de degradacdo para ceramida e glicose. A deficiéncia
enzimatica resulta em um actmulo intralisossomal de glicosilceramida (Figura 6). A medida que
a glicosilceramida se acumula nos macréfagos lisossomais do bago, figado, medula dssea e
ocasionalmente nos pulmaes, ela sofre desacila¢do por uma enzima denominada ceramidase acida,
tornando-se, entdo, a glicosil esfingosina (também conhecida como GlcSph, Lyso-GL1 ou lyso-
Gbl) [REVEL-VILK; FULLER; ZIMRAN (2020); STILES et al., 2021; COZMA et al., 2020;
LUKAS et al., 2017].

Esta forma desacilada de GlcCer foi isolada pela primeira vez de baco e cérebro de
pacientes adultos com DG e, posteriormente, também foi encontrado em outros tecidos, incluindo
os de fetos e camundongos afetados (COZMA et al., 2020). Sendo a lyso-Gb1 mais hidrofilica e
anfipatica que os GlcCer, sendo considerada um composto, ela possui caracteristicas fisico-
quimicas que provavelmente permitem a saida desta do sistema lisossomal para o citoplasma e
espaco extracelular (REVEL-V LK; FULLER; ZIMRAN, 2020). O acumulo dessa substancia
resulta na diminuicdo da contagem de células sanguineas e plaquetas além das muitas

anormalidades esqueléticas e viscerais descritas anteriormente (LUKAS et al., 2017).
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Figura 6: Degradacdo da Glicosilceramida. Modificado de Revel-Vilk, S. Fuller, M. Zimran, A. Value of
Glucosylsphingosine (Lyso-Gb1l) as a Biomarker in Gaucher Disease: A Systematic Literature Review. 2020,
21, 7159.

A lyso-Gb1 estéa envolvida em papéis patogénicos importantes na DG, como inflamacéo,
comprometimento da divisdo citoplasmatica, alteracdo da regulacdo imunoldgica e
neurotoxicidade (KIM et al., 2022; LUKAS et al., 2017). A ativagdo diferencial da via da
desacilacdo pode explicar, pelo menos em parte, as inconsisténcias observadas na correlacdo do
gendtipo com o acumulo de lipidios e o fendtipo dos pacientes com DG, sendo que as
concentragdes suprafisioldgicas de lyso-Gbl sdo encontradas em locais anatdmicos especificos,
tanto em pacientes quanto em modelos animais de DG. Entretanto, niveis normais do plasma desse
biomarcador podem ndo representar o acimulo da lyso-Gbl em algumas estruturas anatdmicas
mais isoladas, como na doenca 6ssea. Em pacientes tratados, também é possivel que TRE e TRS
tenham efeitos diferentes na dindmica da lyso-Gbl no plasma (REVEL-VILK; FULLER;
ZIMRAN, 2020). A lyso-Gbl é altamente abundante no tecido cerebral de pacientes com DG
neuronopatica, por exemplo, mas ndo em pacientes com DG ndo neuronopatica, sugerindo um
papel na neuropatologia da DG tipos 2 e 3 com neurodegeneracdo grave (REVEL-VILK;
FULLER; ZIMRAN, 2020; LUKAS et al., 2017).
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Em um estudo retrospectivo de caso-controle, a lyso-Gbl plasmatica também pareceu
refletir a gravidade da variante genética individual (REVEL-VILK; FULLER; ZIMRAN, 2020).
O termo “gravidade da variante” tem sido usado na literatura para definir o efeito da variante no
fenotipo dos pacientes com DG. Sdo consideradas variantes “graves” (84 GG, V394L, D409H,
L444P) ¢ “leves” (N370S, R496H) (VIEIRA; SCHAPIRA, 2021; THALER et al., 2018). Tal
terminologia possui criticas, pois, por exemplo, a variante patogénica N370S, considerada “leve”,
possui grande heterogeneidade fenotipica: homozigotos podem permanecer assintomaticos por
décadas enquanto que outros podem apresentar na infancia manifestacdes clinicas graves,
incluindo hepatoesplenomegalia, pancitopenia, etc. (STILES et al., 2021). Em relacdo a lyso-Gbl
e as variantes em GBA, os pacientes em tratamento heterozigotos compostos para a variante L444P
demonstram niveis plasméaticos de lyso-Gbl mais elevados (mediana 184,5 ng/ml) do que
heterozigotos compostos para a variante N370S (mediana 143,1 ng/ml) (STILES et al., 2021).
Além disso, a medida de lyso-Gb1 também foi menor em homozigotos para N370S (mediana de
143,1 ng/ml) do que em homozigotos para a L444P (184,5 ng/ml) (ROHLFS et al., 2013).

A medida da lyso-Gbl plasmatica tem se mostrado um biomarcador mais sensivel e
especifico do que os outros biomarcadores historicamente mais utilizados na DG, como a
quitotriosidase, que sera discutida mais adiante. Em modelos murinos de DG tipo 1, a lyso-Gbl
estava elevada no baco, figado, plasma e tecido 6sseo, porém ausente em tecido cerebral. Houve
diminuicdo dos valores ap6s 0s camundongos serem expostos ao eliglustate, um inibidor potente
e seletivo da glicosilceramida sintase, e em camundongos tratados com vetores terapéuticos
contendo o gene GBA, em relacdo aos controles. Portanto, a lyso-Gb1 tem se mostrado acessivel
em uma amostra clinica, quantificavel de maneira facil e confiavel, possuindo tanto valor
diagndstico quanto refletindo respostas a intervencbes terapéuticas (REVEL-VILK; FULLER;
ZIMRAN, 2020).

A lyso-Gb1 é medida tanto em plasma quanto em papel-filtro (PF). A melhoria adicional
da técnica foi alcancada pelo desenvolvimento de um método de espectrometria de massa em
tandem de cromatografia liquida (LC/MS/MS), usando um padrdo Gb1 radiomarcado idéntico. Em
comparacdo com a andlise de plasma, a medicdo de lyso-Gbl em PF oferece um meio mais
conveniente de teste de alto rendimento sem a necessidade de coleta de sangue intravenoso, tendo,
também, a vantagem de exigir um volume menor e podendo ser armazenada por mais tempo
(REVEL-VILK; FULLER; ZIMRAN, 2020).
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2.3.3 Valores de referéncia

A literatura reporta diferentes pontos de corte para valores de referéncia de lyso-Gbl em
pacientes com DG e controles. O valor de de 12 ng/mL (25,99 nmol/L) é usualmente definido
como ponto de corte para diferenciar pacientes com DG geneticamente definida de probandos
saudaveis. Esse valor também permite diferenciar pacientes com DG de outras doencas
lisossdmicas com 100% de sensibilidade e 100% de especificidade (com excecdo de dois casos
reportados na literatura com deficiéncia de prosaposina), independentemente do sexo, usando
HPLC-MS/MS (REVEL-VILK; FULLER; ZIMRAN, 2020; MOTTA et al., 2016). Entretanto, em
um estudo americano, comparando prospectivamente valores de lyso-Gb1 plasmatica em pacientes
com DG tipo 1 e controles saudaveis, um ponto de corte de 4 ng/mL foi tido como tendo 100% de
sensibilidade e especificidade como ferramenta de diagnéstico usando LC-MS/MSs
(MURUGESAN et al., 2016). Esses diferentes valores de corte de diagnéstico para lyso-Gbl no
plasma podem refletir tanto em diferentes populacdes em estudo quanto nos diferentes meios de
medicédo de lyso-Gb1l. No entanto, em todos os estudos, a concentracéo de lyso-Gb1 permaneceu
maior do que a observada em controles saudaveis, independentemente do tipo de amostra, e é
superior ao nivel de corte diagnostico de 4 ou 12 ng/mL para lyso-Gb1 no plasma (REVEL-VILK;
FULLER; ZIMRAN, 2020).

2.3.4 Ressalvas em relacéo ao uso da Lyso-Gbl

Vaérios estudos relatam uma alta variabilidade das medicGes longitudinais de lyso-Gbl,
tendo como hipoteses para tal observacdo o impacto do ritmo circadiano, efeitos da nutri¢do e/ou
atividade fisica ou efeitos de condi¢Bes patoldgicas coexistentes (REVEL-VILK; FULLER,;
ZIMRAN, 2020). Assim, a interpretacdo das concentracfes de lyso-Gb1 entre os estudos deve se

concentrar nas tendéncias (queda ou elevagédo) e ndo na quantificacdo absoluta.

2.3.5 Comparacao da Lyso-Gb1 com a Quitotriosidase e quimiocina (motivo C-C) 18

A atividade da ChT foi introduzida pela primeira vez como um biomarcador em 1994 e

reflete na GD a presenca e a quantidade de células de Gaucher, sendo a ChT o primeiro e mais
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utilizado biomarcador em pacientes com DG. Desde sua primeira descricdo até o presente, muitos
estudos foram realizados sobre sua eficacia e limitacbes como biomarcador. Usualmente, a
progressdo da doenca € monitorada em pacientes através da atividade da quitotriosidase ChT na
linha de base, e a cada 3 a 6 meses ou 12 meses para pacientes tratados e ndo tratados com TRE,
respectivamente (STILES et al., 2021). Uma de suas limitacOes é sua auséncia de especificidade.
Sua atividade é aumentada no plasma em diferentes processos inflamatdrios, como aterosclerose,
isquemia cardiaca, malaria, cancer, B-talassemia maior, neoplasias mieloproliferativas e outras
doencas cronicas que envolvem a ativacdo de macrofagos, embora estas ndo atinjam os altos niveis

encontrado na DG.

Outro problema gue este biomarcador apresenta € a atividade reduzida ou nula devido a
presenca de alelos nulos no gene CHIT1 (MIM*600031). Sabe-se que um em cada vinte individuos
é totalmente deficiente na atividade de quitotriosidase. Dentre as variantes nulas e/ou pseudo
deficiéncias mais comuns citam-se: NP_003456: ¢.220G>A (p. Glu74Lys), c.304G>A
(p.Gly102Ser), c¢.1060G>A (p.Gly354Arg), ¢.1325C>T (p.Alad42Val), ou outros alelos
complexos. CorrelagGes significativas entre as concentracdes de lyso-Gbl e ChT no plasma e
eritrocitos foram observadas em vérios estudos com valores de coeficiente de Pearson de 0,59 a
>0,9, demonstrando que os valores de lyso-Gb1 correlacionam-se inversamente com o hematocrito
(REVEL-VILK; FULLER; ZIMRAN, 2020). Em criancas nédo tratadas, os niveis de lyso-Gbl
foram inversamente correlacionados com a contagem de plaquetas. Nas criancas tratadas, os niveis
de lyso-Gb1 foram inversamente correlacionados com os niveis de hemoglobina (HURVITZ et
al., 2019).

Outro biomarcador descrito na literatura é o ligante de quimiocina (motivo C-C) 18
(CCL18), substancia que também é secretada por macrofagos ativados, incluindo células de
Gaucher. Embora a quitotriosidase e 0 CCL18 estejam elevados em pacientes com DG em relagéo
aos controles saudaveis, e diminuam durante o tratamento especifico da doenca, eles ndo sdo
relacionados especificamente a patologia da doenca (REVEL-VILK; FULLER; ZIMRAN, 2020).
O mesmo pode ser dito da ferritina como biomarcador. Essa proteina, que se liga ao ferro nos
tecidos, armazenando-o em uma forma biologicamente disponivel para processos celulares vitais,
esta elevada em até 60% dos pacientes com DG1. Segundo dados coletados no Registro Espanhol
de DG, a medida da ferritina plasmatica tem sido associada & gravidade desta doenca, sendo

observada a reducdo da concentracdo serica de ferritina apds meses de TRE. Embora a
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hiperferritinemia ocorra na maioria dos pacientes com DG1, seu valor como biomarcador da
doenca é secundario, somente sendo encontrado em associacdo com a gravidade da doenca e
aumento de algumas citocinas diferentemente da lyso-Gbl, que representa um dos produtos
secundérios gerados apds o defeito enzimatico principal da DG.

2.3.6 Associacao de valores de lyso-Gb1 com a doenca de Parkinson

H& poucos dados publicados em relacdo a associacao entre lyso-Gbl e a DP. Um estudo
demonstrou que a glicosil esfingosina desencadeia a formacdo de espécies oligoméricas no
formato de folhas-beta de a-sinucleina in vitro (TAGUCHI et al., 2017a). Usando linhagens de
camundongos DG/DP para as variantes (N370S, L444P, KO) em GBA, o mesmo estudo
demonstrou que as variantes em GBA predispdem a DP através de um mecanismo de perda de
funcdo, e que a lyso-Gb1 se acumula especificamente no cérebro de camundongos DG/DP jovens.
Com a idade, os cérebros desses animais exibiam acumulos de glicosilceramida co-localizados
com o-sinucleina (TAGUCHI et al., 2017b). Os achados sugerem que os metabolitos dos GlcCer,
em vez dos GlcCer sozinhos, podem desempenhar um papel integral na influéncia da agregacao
patoldgica da oSIN, tornando a lyso-Gb1 um potencial mediadores de toxicidade de aSIN na DP
associada ao GBA. Em outro estudo usando o conduritol--epdxido (CBE), um potente inibidor
competitivo irreversivel seletivo da glicocerebrosidase, foi demonstrado em camundongos o
acumulo de agregados insoluveis de a-sinucleina na substancia negra e niveis alterados de GluCer
e lyso-Gbl apds 28 dias de inibicdo enzimatica (ROCHA et al., 2015).

Dado o fato supramencionado de que os valores de lyso-Gb1 parecem ser sitio especifico,
a quantificacdo desse biomarcador em LCR tem sido estudada para entender a correlacdo dessa
medida com 0s processos neurodegenerativos associados com a DG. Outros glicoesfingolipideos
relacionados a DG (por exemplo, glicosilceramida) além da lyso-Gbl promovem agregacdo o-
sinucleina em conformagao de folhas 3 in vitro, além de aumentarem a conversao de a-sinucleina
em agregados toxicos de a-sinucleina em neurénios dopaminérgicos derivados de células tronco

pluripotentes induzidas (iPSC) de pacientes com DG em relagédo a controles (ZUNKE et al., 2018).

Os achados de um ensaio clinico piloto aberto mostraram que a lyso-Gb1 no LCR estava
abaixo do limite inferior de quantificagdo (10,0 pg/mL (21,66 pmol/mL) em todos os controles,

mas estava elevada em pacientes com DG neuropética. A lyso-Gbl também tem se mostrado
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responsiva a tratamento mesmo em LCR, em que uma combinacdo de TRE mais ambroxol reduziu
a concentracao de lyso-Gb1l no LCR em 26% em relagdo a linha de base em um estudo piloto
multicéntrico aberto de cinco pacientes com DG neuronopatica. As concentracdes estavam abaixo
do limite inferior de quantificacdo (10,0 pg/mL) em todos os 37 individuos de controle (REVEL-
VILK; FULLER; ZIMRAN, 2020; NARITA et al., 2016). O ambroxol, comercializado como
expectorante comumente usado, tem sido estudado como uma terapia farmacologica ao atuar como
chaperona, representando uma nova estratégia para o tratamento das manifestaces neuroldgicas
da DG (CHARKHAND et al., 2019). Em um estudo, o tratamento com ambroxol aumentou apenas
ligeiramente a atividade de GCase de fibroblastos de pacientes homozigotos para a variante L444P,
porém teve interessante efeito ao reduzir a secre¢do de TGF-B em fibroblastos sem a variante,
tratados com lyso-Gb1. Da mesma forma, em comparagdo com pacientes DG2/3 ndo tratados, 0
nivel plasmético de TGF-f3 foi menor em pacientes DG3 tratados com altas doses de ambroxol por
2 ou mais anos. Segundo o autor, esses achados indicam coletivamente que o ambroxol exerce
também um efeito anti-inflamatorio, estabilizando a sinalizacdo do TGF- e restaurando o
metabolismo da autofagia na DG (KIM et al., 2022).

Valores elevados, além de causar dano pelo seu acumulo, também causam prejuizo de
alguns sistemas por alguma forma de toxicidade. Apesar da TRE, a maioria dos pacientes DG2/3,
bem como alguns pacientes DG1, apresentam manifestacGes atipicas, como linfadenopatia,
mieloma multiplo, linfoma, deterioracdo neurolédgica e aumento dos niveis de lyso-Gbl (KIM et
al., 2022). A lyso-Gb1 mostrou-se envolvida na imunidade humoral, promovendo ativagéo cronica
de células B e gamopatia, com este ultimo podendo evoluir para mieloma maltiplo (MM), que tem
se mostrado a principal causa de morte relacionada a cancer entre os pacientes com DG. A razdo
para isso ainda esta sendo estudada: sabe-se que tanto o0 MM quanto a gamopatia monoclonal de
significado indeterminado (MGUS) séo caracterizados por expansao clonal de plasmadcitos
modificados (REVEL-VILK; FULLER; ZIMRAN, 2020; NGUYEN et al., 2020). A associacao
entre DG e MGUS foi relatada pela primeira vez em 1968 (ZIMRAN; RUCHLEIMER; REVEL-
VILK, 2020). Na década de 1980, foi sugerido que a producdo de gamopatias policlonais e
monoclonais, incluindo MGUS e MM, poderia ser devido a estimulagdo cronica do sistema
imunoldgico secundaria a citocinas inflamatérias como a IL-6, derivada das células de Gaucher
(ZIMRAN; RUCHLEIMER; REVEL-VILK, 2020).
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As estimativas da prevaléncia de MGUS variam entre 1% e 39% de todos o0s pacientes
adultos com DG, e a magnitude do risco real de mieloma € entre 5 e 50 vezes maior do que na
populagdo geral (ZIMRAN; RUCHLEIMER; REVEL-VILK, 2020). O papel da estimulagéo
dirigida por antigenos é proposto como patogénese da MGUS e do MM. Em um estudo com
modelos animais para a DG e com pacientes com DG, foi mostrado que a imunoglobulina clonal
mostrou-se reativa a lyso-Gbl (NAIR et al., 2016). Nos modelos animais Gba™~, a injecéo de
lyso-Gb1 levou a um aumento de células B germinativas no baco (Fas+GL7+), assim como de um
aumento de plasmocitos CD38+ e CD138+ na medula dssea desses animais. Tal achado foi
corroborado ao submeter os animais Gba™~, imunoglobulinas clonais, ao tratamento com
eliglustate, mostrando uma reducdo tanto nos anticorpos anti-lyso-Gbl quanto nas
imunoglobulinas clonais in vivo (NAIR et al., 2016). Outra associacdo entre esse biomarcador e
outros sistemas € de que a elevacao da lyso-Gb1 também foi associada a densidade mineral 6ssea
reduzida (osteopenia) em pacientes com DG, com hipotese de que 0 aumento da lyso-Gb1 também
prejudicaria a diferenciacdo dos osteoblastos (BOER et al., 2020). Os resultados dessa associacao

na coorte de pacientes avaliados na presente tese serdo descritos no ARTIGO 1.

2.3.7. Conclusoes

A lyso-Gb1 tem se mostrado um importante biomarcador na DG. Entretanto as associa¢fes
dos niveis de lyso-Gb1l com valor prognostico, principalmente de eventos clinicos secundarios
como MM, MGUS e DP ainda requerem mais pesquisas. E importante ressaltar que a quantificacao
de lyso-Gb1 plasmaética apesar de refletir o acimulo desse substrato pode ndo representar esse
achado nos diferentes compartimentos e tecidos do corpo. Além disso, a quantidade de acimulo
ndo mostra o grau de inflamacdo subjacente que poderia estar relacionado a complicacbes

relacionadas ao sistema imunoldgico ou envolvimento neuroldgico.
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CAPITULO 3
2.4 A descoberta da associacdo entre a doenca de Gaucher e a doenca de Parkinson

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum depois da doenca de Alzheimer
(DA) (TOMMASO BECCARI et al., 2011). A causa da DP é pouco conhecida, visto sua etiologia
multifatorial, que envolve o préprio envelhecimento do cérebro, a susceptibilidade genética e os
fatores ambientais. Os achados principais dessa doenca decorrem da perda dos neurdnios
dopaminérgicos e a apari¢do de incluses intraneuronais compostas de agregados anormais de
proteinas, especialmente alfa-sinucleina (aSIN), denominadas corpos de Lewy (CL). O acimulo
de aSIN é considerado 0 marco central na patogénese da DP. Variantes e polimorfismos do gene
SNCA, responsavel pela proteina, levam a formacéo e acimulo direto dessa proteina (SCHAPIRA
etal., 2015).

A oSIN é encontrada nas células da glia, em incursdes nucleares e citoplasmaticas de outras
células do SNC e em botdes sindpticos de neurdnios. Sua funcdo permanece desconhecida
(PUSCHMANN et al., 2012). A a-sinucleina & uma proteina soltvel pequena (14 kDa). Em
humanos, é codificado pelo gene SNCA (OMIM 163890). Nos neurdnios, a aSIN esta localizada
principalmente na placa pré-sinaptica e estd envolvida na regulagdo de sua atividade, incluindo
plasticidade, manutencdo do pool de vesiculas sinapticas e seu trafego (NAVARRO-ROMERO;
MONTPEYO; MARTINEZ-VICENTE, 2020). A aSIN possui trés dominios funcionais: um
dominio N-terminal, um dominio de componente ndo amiléide (NAC) e uma cauda C-terminal
(Uniprot). O dominio central NAC é enriquecido com residuos hidrofébicos, sendo considerado
propenso a oligomerizacdo, enquanto que o dominio N-terminal € rico em residuos de lisina,
podendo formar a-hélices anfipaticas importantes para a interagcdo com os lipidios (NAVARRO-
ROMERO; MONTEIRO; MARTINEZ-VICENTE, 2020). O acimulo de agregados de aSIN
possui um efeito toxico direto sobre a célula. No cérebro de pessoas com sintomas motores de DP,
esse acumulo é encontrado tanto na forma esporadica quanto na forma familiar da doenca
(FARLOW et al., 2004; TOMMASO BECCARI et al., 2011).
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A DP ¢ geneticamente heterogénea, com formas tanto idiopaticas (em que o fator
ambiental e a susceptibilidade genética sdo fatores influenciadores) quanto familiares (KARIMI-
MOGHADAM et al., 2018). A forma familiar é rara e representa apenas 10% dos casos
(PITCAIRN et al., 2018). Curiosamente, variantes patogénicas em SNCA ligadas a DP sédo
encontradas principalmente na regido anfipatica da aSIN, onde é tida como local da interacéo entre
0s metabdlitos dos esfingolipideos que se acumulam nas LSDs e essa proteina (NAVARRO-
ROMERO; MONTEIRO; MARTINEZ-VICENTE, 2020). Tal achado demonstra como os lipidios
e as doencas genéticas relacionadas ao seu metabolismo desempenham um papel importante na

descoberta da patogénese da DP.

A DP foi primeiramente descrita pelo médico inglés James Parkinson em 1817. Ja nessa
época foi observado a natureza complexa dessa doenca e o fato de que sintomas ndo motores
(SNM) estavam também presentes com os sintomas motores classicos (SAUERBIER et al., 2016).
A DP é classicamente diagnosticada pela manifestacdo de doenca motora, com inicio assimétrico,
e que evolui para um acometimento bilateral. A maioria dos sintomas ocorre pela perda de
neurdnios da substancia negra pars compacta e a subsequente perda da entrada de dopamina nas
estruturas motoras do corpo estriado, levando a sintomas como tremores, rigidez muscular e
bradicinesia. A incidéncia da DP aumenta significativamente ap6s a quinta década de vida: a DP
afeta 2% da populacdo com mais de 60 anos e 4% da populacdo acima dos 80 anos. O tratamento
atual da DP é sintomatico, sem efeito sobre a neurodegeneragdo em si (TOMMASO BECCARI et
al., 2011;, ELSTEIN, 2015).
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Fonte Estudo Concluséo
LWIN A., | Tecido cerebral em pacientes com | Variantes em GBA encontradas em 14% das
2004 Doenca de Parkinson (n=57) em | amostras.
busca de variantes em GBA.
AHARON- Amostras pacientes com doenca de | 31.3% dos pacientes com doenga de Parkinson
PERETZ, Parkinson com descendéncia | portavam variantes no GBA contra 6,2% dos
2004 Ashkenazi (n=99) x amostra de | individuos controle.
controles com descendéncia
Ashkenazi  (n=1543) para as
variantes de GBA mais comuns.
BULTRON, | Pacientes com doenca de Gaucher | Risco relativo de desenvolver doenca de
2010 (n=444) avaliados para o risco de | Parkinson precoce de 21,4 vezes maior ao longo
desenvolver doenca de Parkinson da vida do que a populagdo normal.
E; AHV, | Artigo de revisao O risco relativo de doenca de Parkinson seria de
2021 5 e 9%-12%, respectivamente aos 60 e 80 anos
em pacientes com doenca de Gaucher. Esse risco
foi semelhante ao encontrado em pacientes com
DP portadores para apenas uma Vvariante
patogénica em GBA.

Tabela 1: Exemplo de estudos que analisaram a relagdo entre a doenga de Parkinson com a doenca de Gaucher e
variantes do gene GBA.

As primeiras associagOes entre a deficiéncia da enzima GCase e a DP foram descobertas a
partir da observacédo clinica de que pacientes com DG, em varios casos, desenvolveram DP de
inicio precoce e que, em alguns, também havia refratariedade ao tratamento padrdo com levodopa
(TOMMASO BECCARI et al., 2011;, ELSTEIN, 2015). Notou-se, na época da apresentacao dos

casos, uma dicotomia entre a aparente leve sintomatologia da DG e uma apresentagdo mais
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agressiva da DP. O gene GBA, responsavel pela doenca de Gaucher, foi, ap6s estudos, considerado
um fator de risco para a DP a partir da observacao de alguns estudos, como os exemplificados

abaixo.

A partir desses estudos surgiram hipdteses de que as proteinas transcritas pelo GBA e a
aSIN estariam implicadas em uma rota metabolica comum. A observacao da ocorréncia da DP em
alguns pacientes com DG tipo 1, ndo neuropatica, e em seus parentes de primeiro grau, levou a
identificacdo de variantes heterozigotas no GBA como sendo um fator de risco genético para a
doenca de Parkinson idiopatica (COX etal., 2015; ELSTEIN et al., 2015; SCHAPIRA et al., 2015).
A penetrancia dos portadores de variantes s do GBA para desenvolver DP foi estimada em 13,7%
aos 60 anos e 29,7% aos 80 anos de idade (BEAVAN et al., 2015; ANAHEIM et al., 2012). Outro
estudo definiu que, ao contrario do que publicado por Bultron em 2010, os pacientes com DG
teriam o0 mesmo risco relativo de terem DP do que individuos com DP portadores de um alelo com
variante em GBA (DP-GBA) (E; AHV, 2021). Menozzi definiu que aos 60 e 80 anos, 0s riscos de
DP em pacientes com DG sédo de ~5 e 9%-12%, respectivamente, o que € significativamente maior
do que os de ndo portadores (0,7 e 2,1%, respectivamente), mas semelhante aos 1,5-14% e 8-19%
de prevaléncia em DP-GBA (E; AHV, 2021).
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Relacdo entre o gene GBA e a Doenga de Parkinson

Doenca de Gaucher (DG) Doenga rara
1882 autossomica recessiva

1996 >
i 2004 >
Parkinsonismo em

pacientes com DG
tipo 1 (caso tnico) Parkinsonizmo/em 2009
\_ parentes de
acientes com DG -
s Variantes patogénicas 201 3
>25% 2
em heterozigose em
GBA fator de risco

genetico mais comum

Variantes patogénicas
para DP -> OR 5.43

em heterozigose em
GBA fator de risco
genetico para PDD e
DLB

Doenca esporadica Doenca de Parkinson (PD)
comum 1817

Figura 7: Traduzida de Brockmann et al. (2011), demonstrando a linha do tempo da associacéo entre o gene GBA e a
doenca de Parkinson.

Sobre a diferenca de fendtipo entre pacientes com DP heterozigotos, ou ndo, para variantes
do GBA, héa divergéncias de estudos que consideram que, nos heterozigotos, o inicio da doenca é
mais precoce e com maior incidéncia de sintomas neuropsiquiatricos (TOMMASO BECCARI et
al., 2011; PITCAIRN et al., 2018) dos que consideram que nado ha distingdo entre as apresentacoes
(SCHAPIRA et al., 2015).

Atualmente, esta sendo observado que pacientes com DP heterozigotos para a variante em
GBA tém maior prevaléncia e severidade de bradicinesia, complicagdes motoras induzidas pelo
tratamento, hiposmia, disfungdo sexual, declinio cognitivo, alucinacGes, depressdo e ansiedade
(SARDI et al., 2015; SIDRANSKY etal., 2012; E. S. FAHANAAND et al., 2017). Em um estudo
israelense retrospectivo com 19 pacientes com DP e DG, foi tentado caracterizar o fendtipo e a
progressao da doenga em um follow-up de 10 anos. Foi observado nesses pacientes um inicio mais
precoce de DP, com média de inicio de 49.7 anos. A duracdo média de tempo de DP entre 0s 5

pacientes homozigotos para a variante N370S (fen6tipo tido como mais leve) falecidos, quando
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comparados com os 3 pacientes falecidos com variante N370S/outra, foi de 11,8 anos para o

primeiro grupo e 9,6 para o segundo grupo (LOPES et al., 2016).

Informagdes conflituosas séo vistas em relagdo aos achados em exames de neuroimagem.
Em um estudo com pacientes com DP com e sem variantes no gene GBA, utilizando tomografia
computadorizada por emissao de foton unico para avaliacdo de neuroimagem, foi observado que
portadores da variante do gene GBA tém menor captacdo nas regides parietais posteriores e
occipitais posteriores quando comparadas a pacientes com DP sem variantes. Também foi
encontrada maior deplecéo de sitios de ligacdo de dopamina do corpo estriado (STANDAERT et
al., 2016). Entretanto, outro estudo com imagens de tomografia com emissdo de positron com
fluorodopa e de Unico féton com ligantes sensiveis a dopamina, o padrdo encontrado foi

assimétrico e indistinguivel entre os grupos (SCHAPIRA et al., 2015)

Em relacdo as variantes, tem-se que o risco de DP € diferente dependendo da variante do
GBA encontrada. O risco € considerado maior, com um odds-ratio de 9.92 a 21.29, para algumas
variantes como a IVS2+1 G>A e a L444P. A N370S tem um odds-ratio de 2.84-4.94 em relacéo
a populacdo geral (BARKHUIZEN et al., 2016).

CAPITULO 4
2.5 Hipoteses para a associacdo entre doenca de Gaucher e a doencga de Parkinson

O mecanismo pelo qual variantes no GBA aumenta o risco de DP ainda néo esta elucidado,
visto que o efeito deletério do gene esperado em homozigotos (levando ao defeito enzimatico e
assim acumulo de aSIN) ndo justificaria os achados dos mesmos sintomas em pacientes com a
variante em somente um alelo (SCHAPIRA et al., 2015)

Devido a semelhanga de sintomatologia com a DP idiopética, foram sugeridas explicaces
para a via em comum dessas doencas que envolveriam acumulo de aSIN, defeito mitocondrial,

estresse do RE, defeitos na autofagia, entre outros. Entretanto, tais explicacdes ndo contemplam o
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fato de que pacientes com variantes no GBA nem sempre desenvolvem DP (MIGDALSKI-
RICHARDS et al., 2016).

O organismo humano possui um controle da qualidade das proteinas formadas, feito
principalmente pelos lisossomos. Tal controle garante que proteinas mal formadas ou defeituosas
ndo se acumulem ou prejudiquem o organismo. O defeito nesse processo tem forte relacdo com
doencas neurodegenerativas, principalmente a DP e a DA (TOMMASO BECCARI et al., 2011;
SARDI et al., 2015; SAUERBIER et al., 2016).

O processo de degradacdo por autofagia lisossomal é um sistema complexo que ocorre nas
trés principais vias. Sdo elas: macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas.
O processo de macroautofagia € definido como sequestro de regides completas do citosol incluindo
ndo somente proteinas sollveis como também organelas completas numa vesicula de duas
membranas denominadas de autofagossoma. A origem desse autofagossomo é tido como oriundo
do RE ou do complexo de Golgi. Como esse vactolo ndo possui enzimas, a digestdo s6 ocorre
guando este se funde a um lisossomo (KAUSHIK et al., 2018). A microautofagia consiste na
invaginacgdo e digestdo de pequenas partes do citosol. Participam do turnover de proteinas senis
em diversos tipos de células. Enquanto que a autofagia mediada por chaperonas é caracterizada
pela seletividade, as chaperonas entregam diretamente ao lisossomo as proteinas sinalizadas. Em
seguida, o complexo substrato-chaperona é transportado para a superficie lisossomal e interage
com o complexo de translocacdo da proteina de membrana 2, associada ao lisossoma multimérico
(LAMP-2A). Apds a combinacdo de substrato com a proteina, esta dentro do limen lisossomal e
é rapidamente degradada, enquanto o complexo de translocacdo LAMP-2A é desmembrado em
mondmeros até que o proximo complexo substrato-chaperona se ligue novamente a LAMP-2A.
Esse processo de degradacao permite a remocao de proteinas especificas sem prejudicar o entorno
(NAVARRO et al., 2020).

No sistema nervoso central (SNC), as vias de autofagia sdo particularmente relevantes, o
que é necessario para eliminar proteinas alteradas e organelas danificadas (NAVARRO et al.,
2020). A funcdo mais critica dessa rede de proteostase ocorre no compartimento ER, onde
aproximadamente um terco do proteoma da célula é sintetizado, dobrado e processado
(STOJKOVSKA et al., 2022).
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Independente do processo, todos os substratos sdo, em ultimo caso, levados até o
lisossomo, em que diversas hidrolases rapidamente os degradam. Uma das rotas de degradacao da
aSIN, tida como a principal, € pela via mediada por chaperonas. Estudos revelam que uma funcéo
defeituosa do lisossomo parece estar envolvida em formas familiares de DP como consequéncia
da degradacdo deficiente da aSIN (TOMMASO BECCARI et al., 2011). Considera-se que
heterozigotos podem ter 50-60% de atividade residual da GCase, atividade esta suficiente para
prevenir manifestacédo sistémica da DG, dependendo da variante. Para explicar o risco aumentado
de DP nessa populacdo, passou-se a considerar que, em heterozigotos, a proteina oriunda da
traducdo seria mal dobrada com ganho ou perda de funcdo. Atualmente, tenta-se explicar essa
associacdo por meio de trés hipoteses, todas com estudos que as comprovem ou as refutam. As

principais teorias sao exemplificadas na Figura 8.

Lysovomal integral membrane protein-2
GCase com fungio diminuida

GCase normal

Agregados de alfa-sinuclcina
Lipidios nio hidrelizados

GCase mal dobrada

Saposin €

Lisossomo




Figura 8: Hipdteses para a associacdo entre a glucocerebrosidase e o acimulo de alfa-sinucleina. A) Funcéo
normal do lisossomo com degradacdo da alfa-sinucleina sem contetdo lipidico acumulado na organela; B) Teoria da
perda de funcdo em que a diminuicdo da atividade da glucocerebrosidase levaria a uma perturbagdo da homeostase
lipidica e prejuizo do transporte de membrana, levando a déficit do clearance de alfa-sinucleina; C) Teoria do ganho
de funcdo em que a glucocerebrosidase mal dobrada levaria a um aumento do acumulo de alfa-sinucleina; D) Teoria
da alca em que a alfa-sinucleina competiria com o sitio de ligacdo da saposina C, levando a uma diminuicdo da
atividade enzimatica, o que acarretaria em um aumento do acimulo de alfa-sinucleina e assim sucessivamente.

A primeira hipotese ¢ a chamada “hipotese do ganho de funcao”, em que a GCase mal
dobrada interagiria diretamente com a aSIN, levando a sua agregacao e acumulo. A variante mais
encontrada em pacientes com DP esporadica é a N370S, que causa mal dobramento protéico, sendo
a variante com maior atividade residual entre todas as variantes do GBA (MCNEILL et al., 2012).
Tal interacdo entre Gcase e aSIN ja foi demonstrada em lisossomos (um ambiente acido), inclusive
demonstrando que o aumento de GCase mal dobrada levaria ao aumento de aSIN em modelos
animais de 21% a 148% (MIGDALSKI-RICHARDS et al., 2016; SARDI et al. 2015).

A segunda hip6tese prop6e uma perda de funcdo da GCase ocasionada, por exemplo, pela
degradacéo das enzimas mal dobradas. Tal perda da atividade enzimatica levaria a um acimulo de
substrato (glicocerebrosideos), o que levaria a um desbalanco proteico intracelular. O acumulo
anormal de glicolipideos levaria a alteracGes do trafego e degradacdo das aSIN nesse ambiente.
Estudos com injecdo de Conduritol-B-Epoxide, um inibidor do GBA, levaram a um aumento de
cerca de 20% de aSIN em modelos celulares (MIGDALSKI-RICHARDS et al., 2016). Estudos
com cérebro de pacientes com DP idiopatica mostraram que tanto a expressao quanto a atividade
da GCase estavam diminuidas na substancia negra e que a reducgdo da atividade da GCase era
associada a um acumulo de inclusdes de aSI,N comparado a regides ndo afetadas (PITCAIRN et
al., 2018). Fala a favor dessa hipotese o achado de que a atividade da GCase no LCR mostrou-se
reduzida em pacientes com DP-GBA, e particularmente no subgrupo de estagio inicial (H & Y <
2) e em portadores de variantes diferentes da N370S (PARNETTI et al., 2014).
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Em outro estudo, uma reducdo seletiva na ceramida total (produto da hidrolise da
glicosilceramida pela GCase), mas ndo na esfingomielina, foi recentemente relatada em estagio
inicial de DP do cortex cingulado anterior. A reducdo de ceramida foi observada justamente em
regides do cerebro que acumulam aSIN e que possuem deficiéncia de GCase. No entanto, esses
achados sdo dificeis de associar a uma diminuicdo na atividade da GCase, pois nenhuma
diminuicao nos niveis de ceramida foi observada em cérebros de camundongos com DG (SARDI
etal., 2015).

Uma terceira hipdtese sugere uma al¢a de retroalimentacdo intracelular, em que uma
deficiéncia da GCase levaria a um acumulo de agregados de alfa-sinucleina. Tal acimulo levaria
subsequentemente a uma diminuicdo da atividade da GCase, 0 que levaria, consequentemente, a
um aumento do nuimero de agregados dessa proteina. Esse fenbmeno ocorreria através de uma
interacdo direta entre a glucocerebrosidase e aSIN em um ambiente acido, assim como aquele
presente nos lisossomos (MIGDALSKI-RICHARDS et al., 2016). Essa teoria é consistente com o
achado de que agregados de aSIN inibem o trafego de proteinas entre o RE e o complexo de Golgi,
exacerbando a algca (PITCAIRN et al., 2018).

Para o melhor entendimento sobre a interacéo entre a GCase e a aSIN, tem-se que levar em
consideracdo o papel da SAP C nesse processo. As saponinas sdo um conjunto de quatro pequenas
glicoproteinas, denominadas saposinas A-D, que atuam como ativadores enzimaticos em maltiplos
estagios de degradacdo dos esfingolipideos lisossémicos, assim como na digestdo lisossomal. A
SAP C tem particular relevancia para a DG, pois € um ativador necessario para a GCase, com
mecanismo de acdo ainda ndo totalmente elucidado. Acredita-se que a SAP C se associe tanto a
GCase quanto a membrana fosfolipidica, reunindo-as para que a GCase possa hidrolisar a
glucosilceramida endogena. A SAP C também pode ajudar a extrair e solubilizar o substrato
lipidico da membrana, tornando-o acessivel para a hidrolise (TAMARGO et al., 2012).

A importancia da SAP C foi demonstrada em um estudo em que modelos de rato com DG
com formas polimdrficas da prosaposina, precursor da SAP C, apresentaram uma forma mais
agressiva da doenca, com comprometimento neuroldgico e déficits tanto na autofagia quanto na
homeostase de proteinas do SNC. Tal forma andmala da prosaposina induziu a um maior acimulo
de proteinas mal dobradas, incluindo aSIN (SARDI et al., 2015). Segundo outro estudo, a aSIN

em sua forma helicoidal, ligada a membrana, interagiria com a GCase, diminuindo sua atividade,
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e que a SAP C, ao competir pelo sitio de ligacdo, protegeria essa enzima ao impedir sua interacdo
com a aSIN. Essa hipotese foi demonstrada in vitro em camundongos knockout para aSIN, em que
foi observado um aumento de 35% na atividade da glicocerebrosidase, sem afetar o nivel geral da
enzima (SARDI et al., 2015).

Atualmente, acredita-se que as alteracdes na GCase, por si s0, ndo sdo responsaveis pelo
acumulo de oSIN, havendo outros fatores como alteracbes genéticas ou modificacdes na
degradacédo lisossomal. Outra teoria tenta explicar o porqué da DP em pacientes que sdo
heterozigotos para o gene GBA. A do estresse do RE sugere que glicocerebrosideos mal dobrados
podem oprimir o sistema ubiquitina-proteossomo (um sistema de sinalizagéo e degradacao protéica
nessa organela), causando atraso na destruicdo de proteinas acumuladas, incluindo aSIN, seu
substrato natural de acdo (TOMMASO BECCARI et al., 2011). Tal teoria sugere que as proteinas
mal dobradas, ndo conseguindo ser degradadas pelo RE, levariam a um estresse dessa organela, o
que teria como consequéncia um aumento da apoptose (MIGDALSKI-RICHARDS et al., 2016).
Um interessante estudo de 2022 indicou, atraves de estudos in vitro, que a GCase se acumula em
espécies insollveis seletivamente apos a inibicdo do trafego RE-Golgi, induzida por a-syn, mas
ndo apos a indugdo geral de estresse do ER ou knockout de LIMP2 (Lysosomal integral membrane
protein-2) (STOJKOVSKA et al., 2022). A analise de microssomas de RE de cérebro de pacientes
com DP idiopéatico indicou que os agregados de GCase também ocorrem no RE in vivo
(STOJKOVSKA et al., 2022).

A degradacdo associada ao RE depende da funcdo de parkina, proteina super expressa em
situacBes de estresse dessa organela para impedir a acumulacdo de substrato e manter intactos os
neurdnios dopaminérgicos. Sem a superexpressao da parkina, ha menos sensibilidade dos
inibidores de proteassoma dependentes da atividade do sistema parkina-ubiquitina, tornando-0s
incapazes de prevenir os efeitos toxicos da acumulacdo de oSIN (ELSTEIN et al., 2015).

Em resumo, o papel das variantes no gene GBA na patogenia das sinucleinopatias nao é
totalmente compreendido. O fato de que alguns pacientes com DG nunca desenvolveram DP é um
dos fatores para ndo se aceitar que somente a perda da funcdo enzimatica seja a responsavel pelo
acumulo de aSIN. Muitas variantes encontradas no gene GBA séo de perda de funcéo e nédo de
ganho, como ocorre na teoria da proteina mal dobrada, também ndo podendo respaldar essa ultima

teoria como a Unica correta.
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Ha estudos que mostram que mesmo 0s heterozigotos possuem aumento de aSIN, mesmo
sem interferéncia da atividade da GCase. Uma explicacdo possivel seria a de que variantes da
GCases por si s6 ndo seriam suficientes para induzir patologias associadas a aSIN, mas sim
ocorreriam quando houvesse perturbacdo do componente lisossomal da rota de degradagéo
(MIGDALSKI-RICHARDS, 2016). O aprimoramento terapéutico de multiplas vias de proteostase
pode fornecer beneficios 6timos na DP, dados os efeitos deletérios pleiotropicos do acumulo de a-

syn em varios locais subcelulares.

As mitocondrias também parecem ter um papel importante nessa associacao entre DG e
DP. As mitocondrias sdo organelas celulares responsaveis ndo somente pela producéo de energia
celular, mas como também pela homeostase do calcio, pela producdo do potencial de membrana,
pela apoptose e pela producdo de esterdides. Variantes nos genes PARK?2, PINK1 e Parki7 ou DJ-
1, que afetam a morfologia e a fungédo das mitocéndrias, foram identificadas como causadoras da
DP familiar. A homeostase do célcio também ja foi implicada na patogénese da DP (SCHAPIRA
etal., 2015).

Atualmente, poucos estudos tentam relacionar variantes do GBA com a fungdo
mitocondrial. Estudos promovendo a perda da fungdo do GBA em modelos celulares demonstraram
diminuicao na fosforilacdo da adenosina difosfato (ADP), diminuicdo do potencial de membrana
e aumento na geracdo de radicais livres. Foi também demonstrado que GCases mal dobradas com
ganho de funcdo levaram a uma reducdo significativa do consumo de oxigénio e producéo de
adenosina trifosfato (ATP) (MIGDALSKI-RICHARDS et al., 2016). Estes estudos sugerem que
tanto perda quanto ganho de funcdo da GCase causam defeitos mitocondriais, colocando essa
organela como um importante fator a ser considerado na patofisiologia da DP em pacientes com
DG.

A Ultima hip6tese que citaremos propde que os agregados de aSIN possuem um mecanismo
de transmissdo celular semelhante aos prions, sendo transmitidos de célula a célula através de
exocitose e subsequente endocitose em células vizinhas. Os macréfagos, a célula mais afetada na
DG, serviriam de carreador destes agregados (BAE et al., 2014). A aSIN, tanto intra quanto
extracelular, pode acumular-se e espalhar-se em um ambiente rico em lipidios, como encontrado
nas células de Gaucher. O acimulo de aSIN ao redor das células é considerado toxico e capaz de

aumentar o agregado intracelular através do processo de seeding, o que contribui para a formacéo
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de CL (BAE et al.,, 2014). Essa hipdtese, entretanto, ndo explica o risco aumentado em
heterozigotos de DP, tendo em vista a auséncia de acumulo lipidico nos macrofagos desses
pacientes. Uma possivel explicagdo é que um segundo insulto, como uma nova variante somatica,
pode ocorrer em macréfagos isolados, o que acarretaria em um acimulo de oSIN e sua posterior
propagacdo (BARKHUIZEN et al., 2016).
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CAPITULO 5 - O papel dos lisossomos na doenca de Parkinson
2.6.1 Introducao

O papel dos lisossomos e a correlagdo da enzima GCase com a alfa-sinucleina ja foi
abordado em capitulos anteriores. Atualmente, tem-se também estudado a correlagdo de outras
enzimas lisossomais com a fisiopatologia da DP, principalmente pela progressiva diminuicdo da
capacidade de processamento lisossomal com o envelhecimento (NAVARRO-ROMERO;
MONTEIRO; MARTINEZ-VICENTE, 2020). A conexdo entre disfuncdo lisossomal e
neurodegeneracdo também é demonstrada pela descoberta de que a inibicdo de enzimas
lisossémicas leva ao acimulo e agregacao anormal de proteinas, perda sinaptica e morte neuronal

tanto in vitro quanto in vivo (CHU et al., 2009).

A DP tem sido cada vez mais associada ao lisossomo apos a descoberta de varios genes
autossdmicos dominantes e recessivos associados & DP, correlacionados com outros genes
importantes para o funcionamento dessa organela. A agregacdo de a-sinucleina foi relatada no
cérebro de pacientes e modelos animais de diferentes LSDs, incluindo doenca de Gaucher, doenca
de Fabry, doenca de Niemann-Pick, doenca de Sandhoff, doenca de Tay-Sachs, leucodistrofia
metacromatica, B-galactosialidose e gangliosidose GM2, doenca de Krabbe lipofuscinose ceroide
neuronal (NAVARRO-ROMERO; MONTPEYO; MARTINEZ-VICENTE, 2020).

Nas figuras abaixo, por meio da ferramenta STRING de interacdo proteica, vemos a
correlacdo do GBA tanto com muitas proteinas associadas a doenca de Parkinson em A como
também com outras proteinas associadas a doencas lisossomais em B (Figura 9). Além da DP, DA,
esclerose lateral amiotréfica (ELA), deméncia frontotemporal (DFT) e doenca de Huntington
(HD), também parecem estar, de alguma forma, associadas a disfuncéo lisossomal (NAVARRO-
ROMERO; MONTEIRO; MARTINEZ-VICENTE, 2020). Algumas caracteristicas da DP sdo
comumente observadas em outras LSDs, como, por exemplo, na gangliosidose GM1, que é um
distdrbio de armazenamento lisossdmico causado por atividade deficiente da enzima da b-
galactosidase, como também podemos ter parkinsonismo e neurodegeneracdo. A reducdo na
expressdo de outras enzimas lisossémicas (como catepsina D, GCase ¢ a-galactosidase) também
foi observada na substéncia nigra de pacientes com DP em comparacdo com controles,
particularmente em neurdnios contendo inclusdes de a-sinucleina (HUE BECKER et al., 2019). O

liquido cefalorraquidiano (LCR) representa um potencial espelho dos complexos eventos
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moleculares dinamicos que ocorrem no cérebro (PARNETTI et al., 2014). Dessa forma, falaremos

neste capitulo sobre estudos que relacionam medidas de enzimas lisossomais nessa amostra.

O nivel de a-sinucleina no LCR j& foi reportado como diminuido na DP-GBA
(mediana=1334,10 pg/mL, P=0,005) e em pacientes com DP idiopética (1435,00 pg/mL, P=0,001)
em comparacgdo com controles saudaveis (1686,50 pg/mL) (HUH et al., 2021). No mesmo estudo,
os niveis de a-sinucleina ndo diferitam significativamente entre PD-GBA e pacientes com DP
idiopética, porem tiveram efeito significativo na idade de inicio (P=0,005; maior em pacientes com
idade de inicio mais avancada) e sexo (P=0,049; menor em pacientes do sexo masculino) em
pacientes com DP (HUH et al., 2020). A demonstracdo de que a forma oligomerizacéo da aSIN
seria um melhor biomarcador em LCR foi demonstrada em outro estudo, em que 0s niveis de a-
sinucleina também encontraram-se significativamente reduzidos (P<0,05) em pacientes com DP.
Entretanto, os niveis de oligdbmeros de a-sinucleina encontravam-se aumentados, com uma razao
oligomérica/total de a-sinucleina mais alta em pacientes com DP quando comparados aos controles
(P<0,001) (PARNETTI et al., 2014). Tal achado foi também encontrado em Tokuda et al. (2010),
o que vai ao encontro da importancia fundamental na patogénese da DP da agregacdo de a-Syn em
formas oligoméricas (TOKUDA et al., 2010). A alfa-sinucleina fosforilada (PS-129) também tem
sido considerada um biomarcador promissor para a DP, o que pode contribuir para estudos futuros
(WANG et al., 2012). Huh et al. (2020) reportaram uma importante associa¢do inversa entre a
razao glucosilceramida/esfingomielina e os niveis de a-sinucleina no LCR de pacientes com DP,
inclusive em DP idiopatica, sugerindo que pacientes com DP com alta razdo GlcCer/SM poderiam

ser candidatos a terapias direcionadas a reducéo do substrato glicosilceramida (HUH et al., 2021).
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Abaixo temos alguns exemplos de doencas lisossomais que ja foram associados com a

doenca de Parkinson.

A)

DNAJCE

Doenga de Parkinson de inicio precoce- OMIM 615528
Doenga de Parkinson 17- OMIM 614203

PINK1

Doenga de Parkinson 6 inicio precoce= OMIM 605909

A

Deméncia por Corpos de Lewy - OMIM 127750
Doenga de Parkinson — OMIM 168601

PARK2

Doenga de Parkinson 2 inicio juvenil- OMIM 600116

Doenga de Parkinson 8 — OMIM 607060

Neurodegeneragdo com acimulo de ferro 28 - OMIM 610217
Doenga de Parkinson 14 ~ OMIM 612953
g Doenga de Gaucher— OMIM 230800

B)

ASAH2
Lipogranulomatose de Farber— OMIM 228000

Doenca de Krabbe— OMIM 24 7N PSAP
' Deficiéncia combinada de SAP- OMIM 611721
Doenga de Gaucher atipica — OMIM 610539
\Doenca de Krabbe atipica OMIM 61722

Gangliosidose GM1 tipo 1- OMIM 230500

Gangliosidose GM1 tipo 2 = OMIM 230600
Gancliosidose GM1, tipo 3 — OMIM 230650
|Mucopolissacaridose tipo IVB (Morquio) OMIM 253010

Figura 9 (A e B): Representacdo das interacBes proteicas por meio da ferramenta STRING da Beta glicocerebrosidase
(GBA) com proteinas relacionadas a doenca de Parkinson (A) e com outras doencas lisossomais (B). Linhas: azuis
claras - interacdes oriundas de databases; rosas - intera¢cdes determinadas experimentalmente; verdes - genes préximos
preditos de interagirem; vermelhas - fusdo de genes; azul escuro - genes co-ocorrentes; amarelas - interacdo oriunda
de andlise textual; pretas - genes reportados de ocorrerem em co-expressao.
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2.6.2 Esfingomielinase acida

@) gene SMPD1 codifica a enzima lisossomal esfingomielina
fosfodiesterase/esfingomielinase &cida (ASMase), que hidrolisa a esfingomielina em ceramida e
fosfocolina. A perda de fungdo da ASMase leva ao acimulo de esfingomielina e sua forma
desacetilada liso-esfingomielina dentro do lisossomo em diferentes 6rgéos. Variantes patogénicas
bialélicas neste gene causam as doencas de Niemann-Pick tipos A e B. Os pacientes do tipo A
apresentam neurodegeneracao progressiva e baixa expectativa de vida, enquanto os pacientes do
tipo B geralmente ndo apresentam sinais de envolvimento do SNC. Portadores de variantes
patogénicas em SMPD1 apresentam risco maior de desenvolver DP que a populacdo normal
(NAVARRO-ROMERO; MONTEIRO; MARTINEZ-VICENTE, 2020). Alcalay et al. (2019)
demonstraram in vitro que as variantes patogénicas p.Leu302Pro e p.Pro330fs prejudicam o

trafego de ASMase para o lisossomo, resultando u em niveis aumentados de a-sinucleina.

2.6.3 Catepsina D

O gene CTSD codifica uma enzima lisossomal relevante, a catepsina D. Variantes
patogénicas bialélicas nesse gene causam uma doenca lisossomal neurodegenerativa grave
conhecida como Lipofuscinose cerdide neuronal (LCN). Diminuicdo na atividade da catepsina D
foi relatada no cortex temporal e no cortex frontal de pacientes com DP esporadica em estagio
avancado (MOORS et al., 2019). Entretanto, tanto os niveis enzimaticos quanto o acumulo de
aSIN tecidual possuem resultados conflitantes em outros estudos, tornando incerta a incluséo de
variantes nesse gene como alelo de risco (NAVARRO-ROMERO; MONTPEYO; MARTINEZ-
VICENTE, 2020).

2.6.4 Beta-galactosidase

O gene GLB1 codifica beta-galactosidase, uma hidrolase lisossomal que cliva a beta-
galactose terminal de gangliosideos (GM1) e outros glicoconjugados (REGIER; TIFFT;
ROTHERMEL, 1993). Doengas associadas a esse gene incluem a Gangliosidose GM1 tipo I, Il e

I11, e a Mucopolissacaridose tipo 1'VB (doencga de Morquio). Em um estudo sobre biomarcadores
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em LCR em pacientes com DP, os niveis de atividade da beta-galactosidase foram
significativamente maiores em pacientes com DP em comparacdo com os controles (VAN DIJK
et al., 2013a). Em outro estudo, entretanto, esse nivel ndo difere (BALDUCCI et al., 2007a).

2.6.5 Alfa-Manosidase

O gene MAN2B1 codifica a enzima lisossomal alfa-manosidose. A falta ou deficiéncia de
uma hidrolase, como a alfa-manosidase lisossomal, resulta no acimulo multissistémico de
oligossacarideos ndo digeridos nos lisossomos (MALM; NILSSEN, 1993). Em um estudo
medindo enzimas lisossomais no liquor de pacientes com DP, pareados com controles, foi
demonstrada uma reducdo dessa enzima em pacientes [reducdo de 3 vezes o valor (P< 0.01)]
(BALDUCCI et al., 2007b). N&o foi notada diferenca desses valores em plasma. Tal estudo sugere
que esses resultados, combinados com a medicdo do padrdo isoenzimatico, podem representar uma
caracteristica bioquimica do LCR de pacientes com DP (BALDUCCI et al., 2007a).

2.6.6 Alfa fucosidase

O gene FUCAL codifica a enzima alfa-L-fucosidase, cuja deficiéncia leva a uma doenca
de armazenamento lisossomal, com acumulo de fucose nos tecidos, denominada fucosidose. Em
um estudo de medida de enzimas lisossomais no LCR de pacientes com DP, a atividade da alfa-
fucosidase mostrou-se reduzida em pacientes com DP em comparagdo com os controles (VAN
DIJK et al., 2013b). Segundo o mesmo estudo, uma combinac¢do da medida de a-fucosidase e -
galactosidase, apds a normalizacdo para a concentracdo de proteina totais da amostra, consegue
discriminar melhor pacientes com DP de controles com valores de sensibilidade e especificidade
de 63% (VAN DIJK et al., 2013a).
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Gal-Glc-Cer [GM,]

Gangliosidose
B-Galactosidase
Gal

GalNAc ~_

Gal-Glc-Cer [GM. P
- [GM;] GalNAc-Gal-Gal-Gle-Cer  (Globosideo)
Doenca de Tay-Sachs Doenca de Sandhoff
B-Hexosaminidase A p-Hexosaminidase A & B
GalNAc GalNAc
NANA-Gal-Glc-Cer [GM;] Gal-Gal-Gle-Cer

Doenga de Fabry
Neuraminidase a-Galactosidase
NANA Gal
Gal-Gle-Cer

B-Galactosidase

Gal
Gle-Cer

Doenca de Gaucher ‘::

p-Glucocerebrosidase
\ Gle

SO4H, Gal v Coline-P
SO4H-Gal-Cer ﬂ-d Gal-Cer Ceramida Fosforilcolina-Cer
(Esfingomielina)
Leucodistrofia Doenca de Krabbe Doenca de Niemann-Pick
Metacromatica ~ A-Galactosidase Esfingomielinase

Arilsulfatase A Doenca de Farber 77

Ceramidase \
Acido

ol Graxo
Esfingosina

Figura 10: Modificada de Zimran et al. As vias catabdlicas de glicoesfingolipideos selecionadas estdo envolvidas em
algumas das doencas de armazenamento de glicolipidios. Sélidos quadrados representam os caminhos bloqueados
causados por deficiéncias hereditarias especificas de enzimas, que ddo origem ao acimulo de respectivos substratos.
Modificado de Zimrain (2010) e Elstein (2010).

2.6.7.Hexosaminidases

O gene HEXA codifica a enzima beta-hexosaminidase A (HEX A). Os distlirbios HEXA
sdo atualmente melhor considerados como um continuum da doenca com base na quantidade de
atividade residual da enzima conforme o impacto biologico das variantes patogénicas no gene. A
HEXA é necessaria para a degradacdo do gangliosideo GM2 e producdo do gangliosideo GM3.

Sua deficiéncia leva a um acumulo de gangliosideo GM2 nos lisossomos do cérebro e das células
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nervosas (TORO; SHIRVAN; TIFFT, 1993). O fendtipo clinico classico é conhecido como doenca
de Tay-Sachs. O gene HEXB codifica a subunidade beta das enzimas beta-hexosaminidase A e
beta-hexosaminidase B, sendo esta ultima envolvida na hidrolise de outros substratos com
terminacdo hexosamina, que ndo o gangliosideo GM2. O fendtipo clinico classico é conhecido

como doenca de Sandhoff.

Apesar de a a-Syn interagir com varios glicoesfingolipideos (incluindo fosfatidilserina e
varios gangliosideos) por meio de um dominio chamado dominio de ligacdo aos gangliosideos
(GBD), essa proteina parece ter uma preferéncia marcada pelo GM3, considerado um gangliosideo
cerebral menor cuja expressio aumenta com o envelhecimento.* O GM3 é substrato da enzima
neuraminidase.! Uma diminuicéo significativa na atividade da neuraminidase na substancia negra
de duas coortes independentes tecidos cerebrais de pacientes com DP em comparagdo com
controles pareados por idade foi também reportada (BECKER et al., 2019). Esse dominio esta
localizado entre as posi¢des 34-50 da proteina e variantes patogénicas dentro desse dominio, como
p.Glu46Lys, demonstraram afinidade mais forte com GM3 que com a proteina de tipo selvagem
(DI PASQUALE et al., 2010).

Muitos desses glicoesfingolipideos possuem uma rota metabolica comum, na qual defeitos
enzimaticos em suas etapas levam a doencas lisossomais conhecidas como exemplificadas na
Figura 10. GM1 (substrato da enzima beta-glucosidase) demonstrou acelerar a agregacao
extracelular de peptideo B-amiloide (A), sugerindo que este determinado gangliosideo também
desempenha um papel fundamental na formacao da fibrila amil6ide (JO et al., 2000). Tal achado
corrobora a demonstracdo de que GM1 induziu a formagdo de oligdmeros de a-Syn com uma
estrutura a-helicoidal, o que foi também demonstrado em modelo animal (DI PASQUALE et al.,
2010; PARNETTI et al., 2014). Os gangliosideos GM2 (substrato da enzima hexosaminidase A)
¢ GM3 também induziram algumas estruturas a-helicoidais, mas tiveram efeitos inibitorios fracos
na fibrilagao a-syn (DI PASQUALE et al., 2010). Dessa forma, tal gangliosideo parece exercer

um efeito protetor nos processos neurodegenerativos que ocorrem na DP (PARNETTI et al., 2014).

A atividade deficiente das enzimas beta-hexosaminidase A e beta-hexosaminidase B leva
ao fenotipo denominado de doenca de Sandhoff (DS) (XIAO; TIFFT; TORO, 1993). Consistente
com o fenotipo grave, os camundongos SD mostraram acimulo neuronal extenso de gangliosideo

GM2 em todo o sistema nervoso central e periférico. A conclusdo desse estudo foi de que a- e -
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sinucleinas, além do gangliosideo GM2, acumulam-se em neurénios de cérebros de camundongos
DS (SUZUKI et al., 2003).

Em um estudo que analisou a-syn, proteina tau fosforilada e enzimas lisossémicas no LCR
de 79 pacientes com DP em comparagdo com 61 controles saudaveis, a atividade da GCase no
LCR foi significativamente diminuida e a atividade B-hexosaminidase foi moderadamente
reduzida no grupo DP. Segundo o mesmo estudo, como tal aumento também é encontrado no
plasma de pacientes com DG, isso seria consistente com a capacidade do LCR de refletir
globalmente o ambiente lisossomal. Segundo esse estudo, a diminui¢do da GCase, juntamente com
o aumento da atividade da B-hexosaminidase observada no LCR de pacientes com DP, fortalecem
o paralelismo entre DG e DP (PARNETTI et al., 2014).

2.6.8 Beta-Glicocerebrosidase

As interagdes entre a agregacdo de glicosilceramida e asinucleina estdo sob intensa
investigacdo e foram abordadas anteriormente nesta tese. Entretanto, a associacdo dessa enzima
como biomarcador de DP em LCR possui interessantes achados na literatura exemplificados a

sequir.

Em um estudo medindo os niveis de atividade de 6 enzimas lisossomicas (B-
hexosaminidase, a-fucosidase, f-manosidase, B-galactosidase, B-glucocerebrosidase e catepsina
D) e 1 enzima endossomal (catepsina E) no LCR de 58 pacientes com DP e 52 controles, 0s niveis
de atividade da B-glicocerebrosidase ndo diferiram significativamente entre pacientes com DP e
controles (VAN DIJK et al., 2013a). Entretanto, em outro estudo LCR de 71 pacientes com DP,
comparado a 45 controles neuroldgicos, a atividade da GCase no LCR foi reduzida em pacientes
com DP e, particularmente, no subgrupo de estagio inicial da DP (H&Y < 2) (PARNETTI et al.,
2014). Parnetti et al. (2014) justificou a diferenca da medida da GCase entre as coortes pela
diferenca de tratamento entre os grupos de pacientes com DP (tratada com drogas dopaminérgicas
em sua coorte e naive na coorte de Van Dijk) e diferenca entre controles (pacientes com condig¢oes
neurologicas menores em sua coorte vs. individuos saudaveis na coorte holandesa). O contetdo de
proteina total do LCR também foi apontado como uma diferenca entre os grupos, sendo
significativamente maior apenas nos pacientes com DP vs. controles na coorte holandesa
(PARNETTI et al., 2014).
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A diminuicdo da atividade da GCase, entretanto, ja foi demonstrada em estudos em tecido
cerebral. Niveis reduzidos de atividade de glucocerebrosidase (medida usando um ensaio
fluorescente no cerebelo, cortex frontal, putdmen, amigdala e substancia negra de DP-GBA vs.
controles) foram relatados em todas as areas cerebrais, com excecao do cortex frontal (GREGG et
al., 2012). A maior deficiéncia foi na substancia negra (reducéo de 58%; p<0,01) (G GG et al.,
2012). Um estudo posterior foi desenhado para estudar as atividades da hidrolase de
esfingolipideos e a expresséo de glicoesfingolipideos na DP, em duas coortes independentes de
tecidos da substancia negra humana. O estudo demonstrou que a DP esporédica esta associada a
deficiéncias em mudltiplas hidrolases lisossdbmicas (por exemplo, a-galactosidase e f-
hexosaminidase), além de atividades reduzidas de GCase (HUEBECKER et al., 2019). Huebecker
também demonstrou o acimulo concomitante de substrato glicoesfingolipideo (esfingosina e lyso-
Gb1l) e reducdes significativas nos niveis de gangliosideos complexos (por exemplo, GM1a) na
substancia negra desses pacientes (HUEBECKER et al., 2019).

2.6.9 Conclusodes

Em conclusdo, a atividade de vérias enzimas endolisossomal apresenta mudanca no LCR
de pacientes com DP em compara¢do com controles saudaveis, corroborando o papel da via
endolisossomal na patogénese dessa doenca. A utilidade dos niveis de atividade enzimatica
endolisossomal do LCR como biomarcadores de DP provavelmente terd maior valor ao ser usada
uma combinacdo da atividade dessas enzimas com a quantidade de outros substratos (por exemplo,

glicoesfingolipideo e gangliosideos complexos).
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CAPITULO 6
2.7 Sinais pré-motores da doenca de Parkinson

Por um grande periodo de tempo, focou-se nos sintomas motores da DP, com os pacientes
sofrendo principalmente de rigidez, bradicinesia e tremores. Nas Gltimas décadas, tem crescido o
numero de evidéncias de que a DP é uma doencga multissistémica constituida de varios SNM além

dos sintomas classicos.

Os sintomas considerados motores de DP ocorrem quando mais que 50% dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra degeneram (MCNEILL et al., 2012). Os sintomas motores
podem ser antecedidos por um periodo prodrémico de até 20 anos de duracdo. Nesse periodo, 0s
sintomas considerados como SNM podem surgir representando periodos diferentes da mesma
historia da doenca. A maioria dos pacientes com DP h& muito tempo, ou com DP severa,
apresentam de 6 a 10 SNM (KARIMI-MOGHADAM et al., 2018).

Idade de inicio precoce

Perda Olfativa Precoce e com alto risco de alteragdes cognitivas

Alteragﬁo do sono REM Bradicinesia como primeiro sintoma

Depressdo e ansiedade Desenvolvimento precoce de sintomas psiquiatricos

Constipacio Alta incidéncia de sintomas nao motores.
Déficit cognitive global § Lot T D

Sintomas

. Complicagdes motoras frequentes
: ' Discinesia grave induzida por L-DOPA

Diagnéstico

" Fase clinica
(8-10 anos)

1 a fase pré-
‘ . . ) . . - 1a aplicacdo
paralela de marcadores de risco e progressdo para medir a atividade da doenga entre as fases.

Os SNM considerados como tendo evidéncia forte a moderada de relagcdo com o inicio de
sintomas motores de DP sdo: hiposmia, desordem do sono REM (rapid eye movement), sonoléncia
diurna, constipacdo, depressdo e ansiedade. Os SNM considerados como evidéncia fraca de
associacgdo sdo: disfuncao autondmica, distdrbios de personalidade e comportamentais e sintomas
nédo especificos como fadiga, dor, perda de peso, entre outros (Sauerbier et al., 2016; GATTO et

al., 2016). A deteccéo precoce de sintomas prodrdmicos se torna importante quando novas terapias
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neuroprotetoras estiverem disponiveis para DP. Atualmente, infelizmente, ndo ha nenhuma
(SAUERBIER et al., 2016).

Recentemente, a International Parkinson and Movement Disorders Society (IPMDS) criou
critérios de pesquisa especificos para sintomas prodrémicos de DP, representando a importancia

da deteccao dos mesmos no contexto dessa doenca.

Para entender a progressao dos sintomas da DP, tem-se demonstrado que o deposito de
aSIN ndo esta restrito ao cérebro, podendo ser depositado no bulbo olfatério, no sistema nervoso
periférico, no sistema nervoso entérico e até em plexos pélvicos (SWALLOW et al., 2016). A
hipotese de que as aSIN mal dobradas se auto-propagam, célula a célula, via exocitose e
endocitose, em regides do SNC interconectadas, poderia justificar os SNM da DP (PUSCHMANN
etal., 2012). Tal propagacdo teria um padréo previsivel, indo do tronco cerebral ao bulbo olfatério,
deste para o sistema limbico e, eventualmente, para o0 neocortex (SWALLOW et al., 2016). Essa
propagacdo também estaria envolvida na qualidade dos SNM, estando os subtipos de pacientes
com alteracao do sono e disautonomia relacionados a rota do tronco cerebral, ansiedade, depresséo,
e sintomas serotoninérgicos relacionados a rota limbica, e cognicdo e apatia relacionados a um
fendtipo cortical (SAUERBIER et al., 2016).

Em um estudo sobre validacao dos testes para SNM de DP, da Movement Disorder Society
no Canada, em que foram avaliados hiposmia, constipacdo, sonoléncia, hipotensdo ortostatica,
disfuncdo erétil, depresséo, disfuncdo urinéria e motora, foram encontradas sensibilidade de 81,3%
e especificidade de 67,9% no surgimento de DP em seguimento de 4 anos. Os critérios foram
considerados independentes entre si (FERESHTEHNEJAD et al., 2017). Em outro estudo de 2012,
foram estabelecidas a sensibilidade e a especificidade de apenas uma pergunta para avaliacdo de
disturbios do sono REM em pacientes ja diagnosticados com esse disturbio em polissonografia.
Essa simples pergunta tem sensibilidade e especificidade de respectivamente 92,2% e 87,7%
(POSTUMA et al., 2012).

Um estudo transversal italiano com 21 pacientes com DG e familiares encontrou a
incidéncia de 42% de SNM de DP que poderiam representar prodromos dessa doenca. No estudo,
a incidéncia de DP aumentou em familiares, porém o estudo néo especifica a quantidade (TREZZI
et al., 2017). Outro estudo alemdo, comparando 40 pacientes com DP (20 com variantes do GBA

e 20 sem), concluiu que os heterozigotos para a variante tinham maior chance de ter deméncia,
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distdrbios neuropsicologicos e disfuncdo autondmica (SIDRANSKY et al., 2012). Pacientes
heterozigotos para variantes no GBA também possuem maior frequéncia de anormalidades
retinianas, como afinamento, conforme avaliado por Tomografia de Coeréncia Optica (MCNEILL
et al., 2013). Iremos detalhar abaixo alguns dos SNM avaliados na presente tese.

2.7.1 Hiposmia

O acometimento do bulbo olfatorio leva a hiposmia, que é um dos SNM considerados na
presente tese. O olfato é necessario para monitorar agentes transportados pelo sistema respiratério,
incluindo substancias toxicas e até mesmo alimentos estragados. O olfato, além disso, permite
qualidade de vida ao aumentar o sabor dos alimentos. Entretanto, a hiposmia é pouco avaliada em
consultas médicas. Muitas vezes, 0s pacientes ndo relatam em consultas alteracdes do olfato,

devendo essa ser investigada, haja vista sua associacdo com doencas degenerativas do SNC.

A patologia da DP iniciaria no nucleo olfatério anterior e no bulbo olfatério. Estudos
mostraram uma denervacdo de neurbnios dopaminérgicos mais acentuados em pacientes com
hiposmia do que comparado a pacientes sem hiposmia (GODOY et al., 2015; CAVACO et al.,
2015). Em um estudo com oitenta e quatro participantes (entre pacientes com DG e portadores de
variantes no GBA), que avaliou prodromos da DP, a hiposmia foi tida como o marcador
prodrédmico mais precoce e sensivel (BEAVAN et al., 2015). Ndo ha relatos de hiposmia em
pacientes com DG sem DP ou como efeito colateral do tratamento para DG (MCNEILL et al.
2012). A hiposmia também nem sempre constitui um sintoma pré-motor de DP, haja vista que, em
coorte de parentes de primeiro grau de pacientes com DP com hiposmia, apenas 10%
desenvolveram DP no seguimento (MCNEILL et al., 2012).

A evolucdo da hipoxemia no seguimento de pacientes com DG e pacientes com DP-GBA
tem mostrado piora desse sintoma em comparagdo com ndo portadores. Curiosamente, um estudo
relatou que a hiposmia mais grave, no inicio do estudo, poderia prever o desenvolvimento de
parkinsonismo nesses individuos nos anos seguintes (AVENALI et al., 2019; MENOZZI;
SCHAPIRA, 2021). Maior gravidade da hiposmia tambem foi relatada em pacientes com DP

portadores de variantes patogénicas (tanto variantes “leves” quanto “graves” em GBA), em
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comparacdo a pacientes com DP sem variantes patogénicas em GBA (MENOZZI; SCHAPIRA,
2021).

Em um estudo que se compara a evolucdo de SNM da DP em uma coorte de pacientes
portadores de variantes patogénicas em GBA, alteragdes no teste UPSIT (University of
Pennsylvania Smell Identification Test) na linha de base previu uma maior deterioragdo nos escores
clinicos em 6 anos em individuos GBA-positivos, entre eles MoCA, MDS-UPDRS 11l e BDI
(AVENALI et al., 2019). Em um outro estudo de seguimento, com dois anos de duragédo, apenas
de pacientes com DG de 2 anos e portadores de variantes em GBA, foi notada uma deterioragédo
significativa nos pacientes com DG nos escores RBDQ, UPDRS parte Il e UPDRS parte Il
(BEAVAN et al., 2015).

2.7.2 Alteracao do sono REM

Segundo a literatura, devido a sua alta especificidade e longa laténcia para doenca clinica,
o disturbio comportamental do sono REM (RBD) é um dos mais fortes preditores clinicos de
doenca neurodegenerativa, sendo, além de mais prevalente em DP-GBA, um potencial marcador
prodrémico para terapia preventiva (BEAVAN et al., 2015; MCNEILL et al., 2012). RBD néo é
apenas considerada prodrémica para a DP, mas também para deméncia por corpos de Lewy (DCL)
e atrofia multissisttmica (AMS). Pacientes com RBD apresentam taxas de feno converséo de 80%
e laténcias de até 15 anos antes do inicio dos sintomas para essas condi¢fes (VIEIRA; SCHAPIRA,
2021). Os dados referentes a RBD s&o controversos. A RBD foi relatada como ocorrendo com
mais frequéncia em DP-GBA e DG-PD em comparacéo a iDP e em pacientes com DP portadores
de variantes “graves”, em comparag¢do com pacientes portadores de variantes “leves” (MENOZZI;
SCHAPIRA, 2021). Por outro lado, ndo foram relatadas diferencas em coortes de portadores de
variantes em GBA ou em pacientes com DG, em comparacdo com controles saudaveis ndo

portadores para essa condicdo (MCNEILL et al., 2012).

2.7.3 Constipacao

A constipacdo ¢ um dos SNM mais frequentes no sistema autbnomo e dos distdrbios

gastrointestinais da DP. Cerca de 50~80% dos pacientes com DP sofrem de constipacdo (YU et
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al., 2018). Em relacdo a constipacao, poucos relatos investigaram sua ocorréncia separadamente
de outras caracteristicas autondmicas na DP-GBA, descobrindo que a constipacdo pode se
apresentar com mais frequéncia nesses pacientes em relagéo a ndo portadores (MCNEILL et al.,
2012).

2.7.4 Cognicao

Déficits cognitivos sutis sdo quase universalmente identificados, mesmo no inicio da DP,
apo6s testes neuropsicoldgicos detalhados. Cerca de 30 a 40% dos pacientes com DP
desenvolveram deméncia clinicamente definida (POEWE, 2008). Esses déficits cognitivos se
relacionam a disfuncéo executiva frontal, com dificuldades tanto na resolucdo de problemas como
no planejamento e organizacdo, déficits visuoespaciais e algum comprometimento de aprendizado

e memoria.

Estudos baseados na comunidade sugeriram que, ap6s o diagndstico de DP, os pacientes
GBA-PD mostram risco aumentado de declinio cognitivo, e dominios cognitivos especificos
parecem ser mais afetados, principalmente na memoria visual de curto prazo (MENOZZI,
SCHAPIRA, 2021). Quando estratificados por variantes, pacientes com DP portadores de
variantes graves ou bialélicas apresentaram pior funcdo cognitiva em comparacdo aos nao
portadores, enquanto que portadores de variantes leves ou de risco ndo demonstraram diferenca
(MENOZZI; SCHAPIRA, 2021). Um estudo de seguimento de 6 anos de uma coorte de pacientes
de DG e portadores de variantes patogénicas apontou que a melhora da cognicéo, demonstrada por
meio da ferramenta Montreal Cognitive Assessment (MoCa), pode ser provavelmente atribuida a
um “efeito de treinamento”, pois os participantes repetiram o mesmo teste varias vezes, e isso pode
ter limitado a avaliacdo (AVENALI et al., 2019).

Haja vista os diversos SNM da DP, os estudos apresentados mostram que a avaliacéo global
desses sintomas pode aumentar a especificidade do teste de investigacdo paraa DP em um contexto
de ambulatério. Tal medida € de extrema importancia para pacientes com DG pelo risco aumentado
de desenvolvimento de DP (E; AHV, 2021).

68



CAPITULO 7
2.8 Conclusdes e perspectivas da associagao entre as doengas nos pacientes

O conceito de biomarcador, segundo o The National Institute of Health, é “uma
caracteristica que € objetivamente medida e avaliada como um indicador de um processo biologico
normal, de um processo bioldgico patogénico ou de uma resposta farmacol6gica a uma intervencao
terapéutica” (STRIMBU et al., 2010). O desenvolvimento de biomarcadores ndo somente ajuda a
comunidade cientifica a identificar populacbes de risco, mas também auxilia no diagnostico
clinico. Os biomarcadores também constituem ferramentas para monitorizar a progressao da

doenca, 0 que pode contribuir para uma abordagem terapéutica personalizada do futuro.

A prevaléncia da DP € esperada para dobrar dentro das proximas duas décadas, devido ao
aumento da expectativa de vida da populagdo. A DP tem surgido também como um fardo sécio-
econémico e um desafio para as politicas publicas de saude. De forma geral, ndo ha biomarcadores
para marcar a progressdo da DP. Os estudos atuais tém focado em demonstrar o acimulo de ASIN
em fluidos corporais como fluido cérebro espinhal, saliva e sangue (KARIMI-MOGHADAM et
al., 2018). Os resultados de tais estudos se mostram contraditorios. Atualmente, acredita-se ndo
ser realista 0 uso de um Unico biomarcador como critério tanto de diagnéstico quanto de progressao
da doenca, sendo um grupo de biomarcadores a melhor escolha (SAUERBIER et al., 2016;
KARIMI-MOGHADAM et al., 2018). Considerando os biomarcadores como sendo categorizados
em 4 principais subgrupos [clinicos (sintomas pré motores), bioquimicos (bidpsias, demonstracao
de acumulo de oSIN do sangue LCR, etc.), genéticos (variantes nos genes GBA, PINK1, LRRK2)
e de imagem (tomografia com emissdo de pdsitron, sonografia transcraniana)], uma combinacao

de mais de um parece ser uma alternativa para o futuro (DELENCLOS et al., 2016).

Atualmente, o uso de drogas dopaminérgicas, visando a melhora dos sintomas motores,
mostra-se uma estratégia limitada, haja vista que possuem pouco efeito nos SNM e apresentam
efeitos colaterais como discinesias, movimentos coreiformes, distdnicos e outros movimentos
involuntarios. Nao ha evidéncia de que nenhum tratamento atual para DG ajude a reduzir o risco
para DP. Da mesma forma, ndo ha evidéncias de que tratamentos para DP deveriam ser adaptados

diferentemente para pacientes com DG (MCNEILL et al.,, 2012). O aumento de atividade
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enzimatica no SNC de um modelo animal transgénico com genétipo de DG e fenétipo de forma
neuropatica mostrou a diminuicdo da agregacdo deaSIN e dos déficits funcionais. Dados pre-
clinicos de estudos usando chaperonas para DG em modelos de ratos também relataram diminuicéo
da acumulacdo de aSIN do SNC (STANDAERT et al., 2016).

A TRE é usada para controle dos sintomas viscerais e hematologicos, pois ndo cruza a BHE
e ndo afeta as manifestacGes neuroldgicas da DG. A TRS também ndo tem mostrado efeito sobre
o0 parkinsonismo. Em estudo com o uso de miglustate em 2 pacientes com DG e DP concomitantes,
nédo foi documentado efeito na progressdo do parkinsonismo nesses pacientes (SIDRANSKY et
al., 2012).

A estratégia terapéutica mais importante atualmente seria um tratamento que pudesse
prevenir, desacelerar ou reverter a degeneracdo neural causada pela DP. Haja vista 0 marcante
papel da aSIN em tal processo, potenciais tratamentos poderiam incluir: agentes que reduzam a
expressdo de aSIN wild type, medicamentos que promovam a aumento de chaperonas endogenas
e que promovam o redobramento ou o clearance de proteinas anormais, agentes ou alvos imunes

que removam oligdmeros ou agregados toxicos de aSIN, entre outros (SCHAPIRA et al., 2015).

Novas terapias de pequenas moléculas, incluindo chaperonas competitivas e ndo
competitivas, que aumentam os niveis de glicocerebrosidase, estdo sendo desenvolvidas para
superar essas limitacbes. Algumas delas incluem aminoaclcares, ambroxol, outros inibidores
competitivos da glicocerebrosidase e ativadores nao inibitérios que ndo competem pelo sitio ativo.
Esses medicamentos, que demonstraram em diferentes modelos de doengas aumentar a atividade
da glicocerebrosidase, podem ter potencial como terapia para a doenca de Gaucher e a doenca de
Parkinson associada a variantes em GBA (HAN; SAM; SIDRANSKY, 2020). Abaixo, temos
alguns exemplos de tratamentos que tiveram seu efeito ou ao reduzir os niveis de a-sinucleina e/ou
de aumentar a atividade da GCase em estudos pré-clinicos usando modelos baseados em células
ou animais da doenca de Parkinson associada a GBA, que também podem ter utilidade para a
doenca de Parkinson idiopatica (HAN; SAM; SIDRANSKY, 2020). Assim, pacientes com maior
risco para DP ou em processo provavel de neurodegeneracao (pacientes com maior nimero de

SNM) podem representar um grupo ideal para novos tratamentos.
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Nome da pequena molecula Modelode |Varianteem Modelo [organismao) Efeito da pequena molecula
Doenca =BA
Chaperonas Inibitorias
NN-DN] GD1 N3705 Fibroblastos Anmento atividade GCase
a-1-C-Nonyl-DIX GD1 N3705 Fibroblastos Anmento atividade GCase
sp2-amino agiicar GD1 F2131, N3705 |Fibroblasts Anmento atividade GCase
IEofagomine GD1 N3705 Fibroblastos Anmento atividade GCase
NAABT-AL + coQ nGD L444P Rato Restaurou disfuncio mitocondrial e RBaumentou
atividade da Gease
a-1-C-midecyl-DAB GD1 N3705 Fibroblastms Anmento atividade GCase
Am brozel GD1 N3705 F2131 [Fibroblasms e Linfoblastos | Aumentou atividade da Gease e diminuiu niveis
de GleCer
Chaperonas nao inibitorias
NCGC758 GD1GD2 N3705, Macrifago derivados de iP5Cs | Aumentou atividade da Gease e diminuiu niveis
L444P, de GleCer. Reduziu niveis de GleCer, repuperou
c.B4dupG. producac de ROS*** melhorando quimiotaxis
IWS2+1
NCGC758 GD1 N3705 Macrifago derivados de iPSCs| Induziu autofagia e reduziu secrecio de IL-15
NCGC758 nGD N3705, Neuronios derivados de iPSCs| Aumento atividade GCase . Reduziu a-Syn
c.BddupG
NCGCeO7 GD, GD com N3705, Neuranios derivados de iPSCs| Aumento atividade GCase , Reduziu GlcCer e
parkinsonism  |c.B4dupG, GlcSph e a-Syn
IV52+1,
L444P
Outros
LE-250 GD N3705, Fibroblasms Imibiu atividade da histona deacetilace,
L444P aumentou atividade da Gease e de niveis
proteicos
5181 FD-GBA e PD- |c.B4dupG, Neuronios derivados de iPSCs| Aumentou atividade da Gease e reduziu os
nao-GBA wildtype niveis de GlCer
5181 GEBAI-PD D409V Rato Reduziu os niveis de GleCer e GleSph no cerebro

Tabela 2: Traduzida e modificada de Han et al. (2020), mostrando as pequenas moléculas consideradas terapéuticas
para a doenga de Gaucher, o modelo animal no qual foram estudadas e seus efeitos. GCase Beta-glicuronidase, GlcCer
glucosilceramida, GlcSph glucosilesfingosina.

De posse dessas informacdes, ha de ser discutido como a informacdo do risco aumentado

de DP em pacientes com DG deve ser comunicada, haja vista que, na maioria dos casos de DG, 0s

pais do probando sdo heterozigotos para uma variante em GBA e que a DP é tdo estigmatizada por

ndo ter tratamento curativo.

O aconselhamento genético € o processo de oferecer a familias e individuos informagdes

sobre a natureza, o padrdo de heranca e implicacGes da desordem genética, com intuito de ajuda-

los a tomar decisdes pessoais e médicas com maior embasamento. O relato de incidéncia de DP e

seus sintomas ocasionados pela variante do GBA podem ser fonte de grande preocupacdo para

pacientes com DG e suas familias. Avaliacdo clinica, historico detalhado e evidéncia de sintomas
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de DP ou dificuldades cognitivas devem ser investigados mais a fundo. Quando a patofisiologia
por trés da doenca for descoberta, e drogas neuroprotetoras se tornarem disponiveis, a identificacao
precoce desses fatores de risco se tornara importante. Em um estudo sobre aconselhamento
genético com populagdo de judeus Ashkenazi (potenciais heterozigotos para variantes do GBA
devido a dados epidemioldgicos), os participantes foram triados para variante do GBA. Dos 75
participantes, 86,7% acreditavam que os pacientes deveriam ser informados sobre o risco de DP
antes do screening para portadores de variante do GBA. Destes, 93,3% também responderam que
0 conhecimento prévio do risco ndo teria afetado a decisao de ter feito o screening (MULHERN
et al., 2018). Em um outro estudo, foi realizada uma pesquisa online em pacientes com DG. Os
resultados do estudo revelaram que, de 125 individuos com doenca de Gaucher, 80% sabiam
previamente sobre a associagdo com a DP, 83,7% preferiam saber sobre o aumento do risco por
um profissional de saude e 71,0% queriam descobrir no momento diagnostico da DG
(ZARETSKY et al., 2020). Esses resultados sugerem que os profissionais de salde devem
aconselhar os pacientes com doenca de Gaucher sobre o aumento do risco de doenca de Parkinson,

e devem fazé-lo no momento do diagndstico.

O aconselhamento genético para DP em DG, porém, mostra-se complicado. Muitos
pacientes com DG e portadores de variante do GBA nunca desenvolverdo DP. Porém, acreditamos
que desde as primeiras consultas os pacientes e familiares devem ser informados sobre o risco
aumentado para que, a partir disso, tenham maior conhecimento sobre sua patologia. Nossas

recomendagOes encontram-se resumidas na Figura 12.

ACONSELHAMENTO GENETICO

Antcs da triagem para mutacdces do GBA T deixar ¢laro os scguintes aspectos:

- Na maioria dos casos de DG os pais do probando sao
heterozigotos;

* Os heterozigotos sao assintomaticos e nao estao em risco
de desenvolverem a doenca a DG;

. Portadores de mutagdao do GBAT possuem um risco
aumentado de aproximadamente 20 vezes, em relagao a
populacao geral, de desenvolver DP.

= Alguns pacientes ou familiares nunca desenvolverao DP.

- Nao ha tratamento que previna a progressao da DP.

= A DP possui uma progressao sintomatica de SNM que

podem anteceder os sintomas classicos de DP.

72



Figura 12: Resumo das informac@es sobre risco de doenca de Parkinson (DP) em pacientes e familiares de

pacientes com doenca de Gaucher (DG).

3 MARCO CONCEITUAL
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Biomarc.adc-res?\
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- ~ Rigidez
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Figura 13: Marco conceitual do estudo. BDI Inventario de depressdo de Beck, Epworth Escala de sonoléncia de
Epworth, UMSARS Unified Multiple System Atrophy Rating Scale, SST Sniffin” Sticks, MoCa Montreal Cognitive

Assessment Test, MDS-UPDRS Unified Parkinson's Disease Rating Scale. lyso-Gb1 Glucosilesfingosina.
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4 JUSTIFICATIVA

O risco relativo de doenca de Parkinson seria de 5 e 9%-12%, respectivamente aos 60 e 80
anos em pacientes com doenga de Gaucher. Esse risco foi semelhante ao encontrado em pacientes

com DP portadores para apenas uma variante patogénica em GBA (E; AHV, 2021).

Tais sinais e sintomas podem estar presentes antes do desenvolvimento dos sintomas
motores, com estudos sugerindo sensibilidade de 81,3% e especificidade de 67,9% no surgimento
de DP em seguimento de 4 anos (FERESHTEHNEJAD et al., 2017). Ndo ha ainda um Unico
biomarcador para a fase pré-clinica da DP, sendo, atualmente, o uso de um grupo de marcadores a
melhor escolha para aumentar a sensibilidade da avaliag&o.

Abordagens baseadas em sistemas como a lipidémica podem ser muito Uteis para gerar
novas hipdteses no que diz respeito ao mecanismo patogénico em doencgas complexas. O presente
estudo tem importdncia ao analisar vias lipidicas em pacientes com DG, auxiliando no

entendimento de que outras vias lipidicas também poderiam estar associadas a DP.

Estudos de lipiddmica tém mostrado alterag6es significativas nas principais subclasses de
fosfolipidios e esfingolipidos em pacientes com variantes em GBA (GUEDES et al., 2017). Néao
temos nenhum estudo com coorte brasileira com essa quantificacdo. A atividade da enzima
lisossdmica reflete os processos patoldgicos que ocorrem no cérebro, sugerindo a utilidade das
atividades da enzima lisossébmica no LCR como marcadores de diagndstico de distarbios
neurodegenerativos. Pelo nosso conhecimento, poucos estudos avaliaram o potencial de atividades
de enzimas lisossomais no LCR como potencial biomarcador de sinucleinopatias. A compreensao
das alteracGes nos niveis lipidicos poderia elucidar novas vias envolvidas na patogénese da DP e
da DG, bem como identificar potenciais biomarcadores para diagndstico e monitoramento

terapéutico.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivos gerais

1. Auvaliar a evolucdo de sinais e sintomas pré-motores da DP em pacientes com DG sem

2.

diagnostico prévio de DP ou deméncia em seguimento clinico;

Identificar possiveis biomarcadores séricos e em LCR da DP em pacientes com DG.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Estimar a frequéncia de sinais e sintomas pré motores da DP em pacientes com DG.

5.2.2 Correlacionar sinais e sintomas pré-motores da DP com:

1.
2.

Exames laboratoriais de controle (hemoglobina, plaquetas e quitotriosidase);

Escores de gravidade da DG usados de rotina nas consultas como o Zimran (Zimran
Severity Score Index) e 0 DS3 (Disease Severity Score);

Dados clinicos de tempo de tratamento, idade e idade ao diagndstico.

Alteracdo em outras enzimas lisossdmicas do LCR (hexosaminidase, beta-glicuronidase,
alfa-manosidase);

Alteracdo do nivel de Lyso-Gbl.
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6 METODOLOGIA
6.1 Tipo e local de estudo

Trata-se de um estudo transversal, com avaliacdo clinica e coleta de exames laboratoriais,

que serd realizado no Centro de Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

6.2 Participantes

O presente estudo foi composto por amostragem de conveniéncia, com individuos que estdo
em acompanhamento no Ambulatério de Erros Inatos do Metabolismo/Tratamento, pertencente ao
Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Visto que a doenca de
Gaucher é uma doenca rara e que nao existem estudos prévios na literatura que possam servir de
base para o célculo amostral, estima-se o tamanho da amostra em aproximadamente 25

participantes.

Os participantes foram convidados a participar do estudo, obedecendo aos critérios de
inclusdo e exclusdo. Apos a explanagéo dos objetivos e procedimento da pesquisa, foi apresentado
o0 termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), que foi preenchido e assinado para que o
individuo possa fazer parte do estudo (Anexo I). Caso o individuo ndo consentisse para sua

participacao nesta pesquisa, ele era retirado automaticamente do estudo, sem prejuizos.

6.3 Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos todos os individuos com diagndstico de doenca de Gaucher atendidos no
ambulatorio, que compareceram as avaliagfes, maiores de 18 anos e com o fenétipo de DG tipo 1.
Foram excluidos aqueles individuos menores de 18 anos e que ndo apresentarem compreensao
minima para a realizac&o dos testes. A avaliacdo de lyso-Gb1 foi realizada em todos os individuos

com doenca de Gaucher confirmada em seguimento, independente da idade.
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6.4 Procedimentos

Ap0s consentir a participacdo na pesquisa, 0 paciente foi avaliado para os sintomas pré-
motores da doenca de Parkinson, conforme explicado abaixo. Também foi realizada a coleta de
liquor e de sangue em papel filtro para avaliacdo de enzimas lisossomais e de esfingolipideos,

conforme explicitado abaixo.

6.4.1 Informacdes Clinicas

Foram coletadas informac®es clinicas, como habitos de vida, e dados sociodemograficos
dos sujeitos participantes com objetivo de identificar possiveis fatores que pudessem estar
associados as alteracbes encontradas nos exames laboratoriais. Essas informacGes foram
preenchidas em uma ficha clinica pré-estabelecida (Anexo 2), sendo os dados coletados através do

prontudrio ou de entrevista semi-estruturada com o participante.

6.4.2 Avaliacdo dos sintomas ndo motores

A cognicéo foi avaliada pela avaliacdo cognitiva de Montreal (MoCa), sonoléncia diurna
pela Escala de Epworth, depressdo pelo Inventéario de Beck, constipagdo pela Unified Multiple
System Atrophy Rating Scale e transtorno de comportamento do sono REM através da triagem de
pergunta unica. A hiposmia foi avaliada com Sniffin’ Sticks e 0s sintomas motores foram avaliados

com a parte 111 da Escala Unificada de Avaliacdo de Doenca de Parkinson (Anexos 3-5).

6.4.3 Analise de lipidios em papel filtro:

A partir de uma extracao de plasma coletado em papel filtro, em avaliacdo ambulatorial,
os lipidios séricos foram processados em um espectrdmetro de massa em tandem por ionizacao
por electrospray acoplado a cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC / ESI / MS / MS)
(API3000s, Sciex Inc., Thiexhill, Ontario, Canada), usando métodos semelhantes aos descritos
anteriormente em Mielke et al. (2013). A area sob a curva fornecida no aparelho foi utilizada para
quantificar cada esfingolipido (ceramida, mono-hexosyl ceramida e lactosilceramida), usando

MultiQuant (AB Sciex). Foram, assim, examinados varios comprimentos de cadeia de carbono de
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cada espécie de esfingolipido, em vez de uma soma de cada espécie total, a fim de determinar

associagdes especificas de cadeia.
6.4.4 Andlise de enzimas lisossomais em LCR e em papel filtro e pun¢do lombar

As amostras foram coletadas em consulta ambulatorial do Centro de Pesquisa Clinica, por
profissional treinado conforme protocolo da instituicdo. Apos a coleta, as amostras de LCR foram
mantidas a 4°C imediatamente ap0s a puncdo lombar (LP), centrifugadas a 2000 x g por 10
minutos em temperatura ambiente, e armazenado a -80°C dentro de 1h da colegdo. Foram
analisadas 4 enzimas: alfa-manosidase, beta-glicuronidase, hexosaminidase A, B e Total. Também

foram medidos os valores de quitotriosidase conforme protocolos previamente publicados.

6.6 Analise dos dados

Os dados dos questionarios foram comparados com dados prévios coletados na coorte de
2018 (WILKE et al., 2019). A significancia estatistica dos dados foi analisada por meio do
programa SPSS versdo 16.0. A distribuicdo normal das varidveis sera testada por meio do teste
Kolmogorov-Smirnov. As varidveis categdricas foram representadas com frequéncias e
percentuais. As variaveis continuas com distribuicdo normal foram sumarizadas por meio de média
e desvio-padrao, e aquelas com distribui¢do assimétrica foram representadas por meio de mediana
e quartis. A analise inferencial foi realizada por meio do teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher
(no caso de variaveis categodricas) e por meio do teste Correlacdo de Pearson ou Spearman (no
caso de varidveis continuas). Para todas as analises, foi considerado um intervalo de confianca de

95%, e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

6.7 Aspectos éticos

Apbs serem informados sobre a justificativa, 0s objetivos e os procedimentos da pesquisa,
todos os participantes receberam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Foi assegurado aos sujeitos que participarem da pesquisa o sigilo de sua identidade, bem
como o direito de se retirar a qualquer momento, sem nenhum prejuizo. Foi assegurado, ainda, o

esclarecimento de ddvidas por parte dos participantes, seja das questfes de pesquisa, atraves do
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contato com os pesquisadores, seja das questdes éticas a qualquer momento.

Os dados colhidos foram utilizados exclusivamente para a elaboracao de material cientifico
e académico (aulas, artigos, posteres para congressos, etc.) e serdo mantidos sob a guarda fiel do
pesquisador responsével por um prazo de 10 anos, depois do qual serdo incinerados.

Os sujeitos ndo receberam qualquer auxilio financeiro para participar da pesquisa, bem
como ndo arcaram com nenhum custo excedente. Sua participacdo também ndo acarretou riscos a
sua saude, sendo a coleta de sangue e de liquido cefalorraquidiano, feita por médicos treinados
para os devidos fins. Os beneficios consistiram na realizacdo de uma avaliagcdo neuroldgica
detalhada, que permitiu a identificacdo de alteracfes que podem corresponder ao inicio de um
processo neurodegenerativo. Os sujeitos poderao ter acesso aos resultados de seus testes a qualquer

momento, mediante solicitacéo.
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10 CONCLUSOES

As conclusbes da presente tese serdo apresentadas abaixo de acordo com 0s

objetivos especificos.

OBJETIVOS GERAIS:

1) Avaliar a evolucao de sinais e sintomas pré motores da DP em pacientes com DG

sem diagnostico prévio de DP ou deméncia em seguimento clinico.

Conclusdes: Hiposmia mostrou-se o sinal prodrémico que melhor predizeu o
diagnostico de DP em nossa coorte. Ndo houve diferenca entre os demais SNM o que
pode ter ocorrido por uma menor idade media da nossa coorte em relagéo a demais coortes
descritos. Também possuimos como hipotese a influéncia da pandemia de SARS-Cov-2
no seguimento, haja visto muitos pacientes tendo modificado seus habitos de trabalho e
tratamento.Na amostra inteira, foi realizado um teste de Wilcoxon signed-rank de amostra
pareadas as variaveis em MoCA, Beck, Epworth (ESS), UMSARS, REM, Sniffin’ e
Numero, calculando o tamanho de efeito correlacdo Rank-Biserial e seu respectivo
intervalo de confianca de 95%. Dezenove pacientes completaram o acompanhamento
(idade média da amostra foi de 44 anos (variagdo 26—71), O Unico NMS na coorte que
mostrou uma diferenca significativa da linha de base foi a ESS, que diminuiu ap6s 3 anos
(média=9,68 DP=4,5 na linha de base e média=7,36 DP=5,0 no acompanhamento). A
ESS também foi o NMS mais frequente encontrado em nossa coorte, tanto na linha de

base quanto no acompanhamento.

Uma paciente apresentou 0 maior nimero de SNM sendo também a Gnica paciente
a apresentar hiposmia (SST=4) na linha de base aos 62 anos. Para descartar outras causas
de parkinsonismo foi feito um painel genético para genes relacionados a DP e
parkinsonismo mostrando, além das variantes GBA, uma VUS em VPS13C que nao foi
considerada relevante para o caso. A paciente vem apresentando boa resposta ao
tratamento com levodopa. Nenhum outro paciente da coorte apresentou sinais de

parkinsonismo.
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2) ldentificar possiveis biomarcadores séricos e em LCR da DP em pacientes com
DG.

Cinco pacientes (P4, P7, P8, P11, P14) tiveram seu LCR analisado para
biomarcadores lisossomicos (idade média da amostra foi de 40 anos, intervalo 30-53) e
seis pacientes com LDM foram usados como controles. Em relacdo aos biomarcadores
do LCR, foi encontrada diferenca significativa entre os grupos na analise de Beta-
glicuronidase e Hexosaminidase total. Os niveis de ChT foram aumentados no grupo
MLD (média=142,8 ng/mL/h, SD=101,2 - Intervalo de referéncia (plasma) 8,8-132
nmol/h/mL sem intervalo de referéncia disponivel no LCR), em comparag¢éo com o grupo
GD (média=62 ng/mL/h, SD=43). A beta-hexosaminidase B foi aumentada no grupo GD
(média=43.4, SD=41 nmol/h/mL/; intervalo de referéncia (plasma) 1000-2857
nmol/h/mL sem intervalo de referéncia disponivel no LCR), em comparac¢do com o MLD
grupo (média=20,7, SD=8,7 nmol/h/mL).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar a frequéncia de sinais e sintomas pré-motores da DP em pacientes
com DG.

No seguimento, oito pacientes apresentavam pelo menos dois SNM (idade
média=52 anos), dos quais dois tiveram aumento no nimero total de SNM (P9, P18), trés
tiveram diminuicdo (P4, P17, P19) e dois permaneceram com 0 mesmo numero de SNM
(P10, P15). As informac6es demograficas e clinicas completas podem ser encontradas na

Tabela 2 do ARTIGO 2, assim como o cddigo supramencionado para cada paciente.

2. Correlacionar sinais e sintomas pré-motores da DP com:
a. Exames laboratoriais de controle (hemoglobina, plaquetas e
quitotriosidase);
b. Escores de gravidade da DG usados de rotina nas consultas como o
Zimran (Zimran Severity Score Index) e o DS3 (Disease Severity
Score);

c. Dados clinicos de tempo de tratamento, idade e idade ao diagndstico.

Haja vista néo ter havido diferenca significativa entre os SNM avaliados a partir

da baseline, ndo foi feito correlagdo entre os SNM e demais pardmetros laboratoriais. Tal
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avaliacdo fez parte da linha de base (WILKE et al., 2019) na qual também néo foi

encontrada nenhuma correlagao.

3. Alteracdo em outras enzimas lisossomicas do LCR (Hexosaminidase, beta-

glicuronidase, alfa-manosidase).

Item discutido anteriormente na se¢do “ldentificar possiveis biomarcadores séricos e

em LCR da DP em pacientes com DG”.
4. Alteracgdo do nivel de lyso-Gb1.

Conclusoes, os niveis de lyso-Gbl apresentaram uma correlacdo com 0s niveis
sericos de IgG o que poderia representar o uso desse biomarcador também para o
monitoramento do risco de MGUS e Mieloma Multiplo nesses pacientes. Os niveis de
lyso-Gbl foram medidos ndo somente em pacientes com DG1, como também em
pacientes com DG3, DG2 e DG2/3, tratados e ndo tratados conforme descrito no ARTIGO
2. Trinta e dois pacientes tratados (vinte e nove DGL1 e trés DG3, todos em TRE, exceto
um tipo DG em TRS com eliglustate) e trés pacientes ndo tratados (um DG1, um DG3 e
um paciente com tipo de DG n&o identificado) foram incluidos, com idade media de 38
anos, variando de 7 meses a 71 anos. No grupo de pacientes tratados, os niveis de lyso-
Gb1 foram significativamente mais baixos em pacientes tratados em compara¢do com
pacientes ndo tratados (p=0,002). No grupo tratado, os niveis de lyso-Gbl foram em
média 193 nmol/L (variando de 23 a 536) para o0 grupo DG1 sendo significativamente
menor (p<0,001) do que o grupo tratado DG3 (média 783 nmol/L/ variando de 509 a
1218). Ao analisar apenas o grupo DG1 tratado, foi encontrada uma correlacdo
significativa entre lyso-Gbl e idade (rho=-0,447, p=0,001), quitotriosidase e niveis de
IgG (p<0,001 ep=0,03, respectivamente). Para 0 mesmo grupo, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os valores de lyso-Gbl e escores de gravidade, niveis de
hb e anos de tratamento, conforme mostrado no heatmap da Figura 2 do ARTIGO 2. No

grupo tratado com DG3, essas correlagdes ndo foram encontradas.
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11 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostra-se importante ao aliar novas descobertas em pesquisa
de fatores de risco para doencas neurodegenerativas a um contexto de assisténcia

ambulatorial para pacientes.

Os pacientes com DG e seus familiares, pela variante em GBA, possuem um fator
de risco para DP ja estabelecido. A avaliacdo ambulatorial dos SNM de DP, assim como
da escala motora, mostrou-se de fécil uso no presente estudo, podendo facilmente ser

transposto para uma avaliacdo de rotina.

Notou-se também que, muitas vezes, em consultas ambulatoriais, ndo é indagado
ao paciente as informacGes sobre seu sono, sua percepcao de cheiros e sua sonoléncia.
Essas perguntas podem direcionar a investigacdo de SNM ja estabelecidos na literatura

como tendo correlagcdo com o inicio de doencgas neurodegenerativas.
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12 PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos sobre o seguimento de pacientes com DG com alteracbes nos escores de
SNM jé foram realizados, demonstrando um inicio mais precoce da DP nesse tipo de
coorte (BEAVAN et al., 2015). Cabe a alianca entre pesquisa e assisténcia possibilitar a
descoberta de novas abordagens terapéuticas que possam atuar principalmente nesses

pacientes de maior risco.

Estudos futuros podem ser realizados tanto para avaliar a progressdo dos SNM
quanto para documentar o aparecimento de doencas neurodegenerativas no futuro dessa
coorte, podendo ambos ser correlacionados com os dados ja coletados transversalmente
no presente estudo. Sugere-se adiquirir medidas de LCR tanto de pacientes com DG
assimptomaticos quanto de pacientes com DP-DG para avaliar alteracbes de
biomarcadores entre 0s grupos que possam representar um processo de alteracdo do

ambiente lisossomal do LCR desses pacientes.

Outro ponto importante que representa um ponto negativo do estudo é o tamanho
amostral. Colaboracdo com outros centros de referéncia de doencas raras do pais pode
permitir a avaliacdo de mais pacientes com DG, tornando mais robustos os achados

apresentados do presente estudo.
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13 ANEXOS E APENDICES

13.1 POSTERES E PARTICIPACAO EM CONGRESSOS
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a poster:
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As the early bird rate registration deadline is fast approaching {April 8th), if vou haven’t already
done so, we invite yvou to confirm yvour acceptance to present vour research by registering for
TWGGD 2022 using the link below ASAP.

https://www. iwggdsymposium.com/registration2022-1
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then no need to register again.
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Lyso-Gb1 levels in a cohort of Gaucher Disease patients
Matheus WILKE1,2*, Fabiano POSWAR1, Francyne KUBASKIS, 4, Gabrielle I0P3, Larissa FAQUETI3,
Roberto GIUGLIAMIT,3.4,5, Ida SCHWRRTZ1,5,6
1 - Madical Ganatics Serics, Hospital de Parta Megra, Poro Alagre, RE, Bragzil 2- Posigradi e Program in Medical Scenoss, UFRGE, Porio Alegre, RS, Brazil

3 - BIODISCOVERY Laboratony, Hoepital de Clinicas de Portoy fdegre, Porio Alegre, RS, Brazi, 4 - Posigradsie Program in Genetics and Molecular Biology, UFRES, Porio Meqgre, RS, Brasi,
5 - Depatment of Genetics UF afia Alegre, RS, Brazi, 6 - BRAIN Labaralory, Hospital de s dét Porio Alegre, Parto Alegre, RS, Brasil

Gaucher Disease [GD) is one of the most common lysosomal storage disorders (LED) caused by deficient activity of GBA-coded lysosomal glucocerebrosidase. The
malfunction of this enzyme leads to the accumulation within lysosomes of its substrate, glucosylceramide (GluCer), whose accumulation within macrophages leads to many of
GD’'s symptoms. Glucosylsphingosine (lyso-Gb1) is a deacylated form of GluCer that has proven to be a highly sensitive and specific biomarker for the follow-up of GD patients

We herein report the lyso-Gb1 levels of 8 cohort of GD patients to better understand the range of this biomarker in different clinical contexts.

CLINIC

GD pafients are seen at the GD Reference Center at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil
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The lyso-5b1 walues of our sample can be found in Figures 1 A and B. The
average of lyso-Gh1 for the trested G011 was 147 (range:15-783) and for the 11-year-
old patiznt was 384 nmolfL. The highest lyso-Gb1 value for the treated adult patient
with GO group belonged to & known non-adherent to trestment patient (Figure 14).
The average value for the treated GD3 was 743 (range G44-837).

The values for the untreated GO patients were 385 and 3,447 nmol/L respectively for
GD1, and GD3.
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From prodromal symptoms to the diagnosis of Parkinson's Disease: a case report of
a Gaucher Disease patient with hyposmia. with Gaucher Disease type 1: I ..

A case Report
Matheus WILKE (1,2), Fabiano POSWAR(1), Wyllians BORELLI (3), Artur SCHUH(3), Ida Vanessa SCHWARTZ (1,4,5)
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miroduction

Parkinson's disease (PD) is the second most common This is a female patient, currently at the age of 66. The patient
neurodegenerative disease. The classic motor symptoms of PD may started treatr_nent with enzyme r?p‘acement therapy at the_age of 42
be precedad by many non-motor symptoms (NMS), such as hyposmia, due to anemia, thrombocytopenia, and splenomegaly. Patients

REM sleep behavior disorder, constipation, cognitive impairment, and demographics and clinical characteristics can be found in Table 1.
depression. Population studies have identified pathogenic variants in Patient scores can be found in Table 2.
GBA as the main risk factor for idiopathic PD. In 2021 follow up she was diagnosed with PD due to bradykinesia
and tremor.

To rule out other causes of parkinsonism a genetic panel for genes
Objectives related to PD and parkinsonism was done showing, apart from
the GBA variants, a VUS in VPS13C not deemed relevant to the case.

This is a case report aiming to raise awareness for the importance
of the evaluation of NMS of PD in adult patients with Gaucher Disease
type 1 (GD1).

Table 01 — Demographic and clinical characteristics of the patient

™| Cument
years) | treatment

e Age can " "
GONBr | o) Ganatype | SPX LE] D53

M3708/
F T2 Recheil No 42 20 ERT 0 30 129 129 620

2018 Non motor symptoms evaluated

SPX splenectomy, N no, Y yes, ERT enzyme replacement therapy, 551 Zimran Severity
@ Depression by Beck’s Inventory (BI). Score Index (mild = 0-10; moderate = 11-19; severe 220), D33 Disease Severity Score

o 00 (mild = < 3.00; moderate = 3.00-5.99; marked = 6.00-19), Hb hemoglobin, Plat platelet
. count, ChT chitotriosidase activity (normal range: < 78.5 nmol/hr./mL}.
ez
0@% Daytime sleepiness by the
TR ERE)] Epworth Scale
L i Table 02 — Scores of the scales used to evaluate non-motor symptoms of
Constipation by the Unified Parkinson's disease in patients with Gaucher disease type 1 in 2018.
Multiple System Atrophy Rating
0004000 Scale (UMSARS) BDI ESS UMSARS SST MoCa RBD-1Q
Hyposmia was assessed with 17 4 2 4 22 N
=) Sniffin’ Sticks (SS)

Twenty tree patients with
GD type 1 following
regullarly at the Hospital

Altered results are presented in red BDI Beck Depression Inventory (cutoff for
depression > 14), ESS Epworth Sleepiness Scale (cutoff for increased daytime
sleepiness = 10), UMSARS Unified Multiple System Atrophy Rating Scale (cutoff for

Cognition was evaluated by the
Montreal Cognitive Assessment

de Clinicas de Porto (MoCa) constipation =2), SST Sniffin’ Sticks Test (cutoff for hyposmia < 9/12), MoCa Montreal
Alegre (HCPA) were ) . Cognitive assessment (cutoff for cognitive impairment < 26), RED-1Q Single-Question
assesed for NMS of PD. IE:| REM sleep behavior disorder Screen for REM Sleep Behavior Disorder (cutoff being a positive answer to the single
(Wilke et al. 2019) by the single-question screen question), NP not performed,
’ (RBD-1Q)
2021
L3N

The patient with the highest number of NMS in our 2018 cohort was
the one that developed PD after 4 years. The PD phenotype is most likely
caused by the GBA variants as a secondary cause was not found in a

LN parkinsonism gene panel.

Hyposmia appears to be the most specific NMS of PD in our cohort.
This is in agreement with a previous study that showed that in a 6 year
AT EEEREERE] follow up of a cohort of GBA mutation-positive individuals, low baseline
UPSIT score (severe microsmia) appears to be a strong predictor for
greater deterioration in motor and non-motor markers. (Avenali et al,
2019)

This study corroborates the importance of longitudinal follow-up for these

Reevaluation of the same cohort (n=18) patients.
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Pediatric Case Reports

Spontaneous Pubertal Onset in a Male K

Patient With Mixed Gonadal
Dysgenesis With Mosaicism 45,X/
46, X, mar (Y)/ 47,X,mar(Y),+mar(Y) -

Pediatric Case Report

Matheus Vernet Machado Bressan Wilke, Eduardo Corréa Costa,
Julio Cesar Loguercio Leite, lara Regina Siqueira Lucena, Tatiana Prade Hemesath,
Clarissa Gutierrez Carvalho, Mariluce Riegel, and Guilherme Guaragna-Filho

This report describes an adolescent with Mixed Gonadal Dysgenesis and unexpected mosaicism [karyotype 46,% mar(Y)/
47.X, mar(Y),+mar(Y)].). Diagnosis with 1 month of age due o arypical geniralia. He presented a right sreak gonad,
which was removed due to the risk for germ cell tumor, and a left testis with epididymis barely connected and without
vas deferens. Left restis maintenance was sufficient for him to undergo spontaneous puberty. The patient was non-respon-
sive to growth hormone. Webbed neck was the only dysmorphic feature. To the best of our knowledge, there were no

similar cases reported with spontaneous puberral progress reported in the literature.

© 2021 Elsevier Inc.

UROLOGY 158: 204-207, 2021.

ixed gonadal dysgenesis (MGD) is associated

with various karyotype mosaicisms.| The phe-

notypic variabilicy of patients carrying a mosaic
karyotype that includes a 45,X lineage ranges from Turner
syndrome to apparently normal male. With regard
gonadal development, MGD is characterized by asymmet-
ric gonads, commonly a testis and a streak gonad.”

The mosaic karyorype 43,%/46,XY may be actributed
to a structural abnormality of the Y chromosome. Loss
of the Y chromosome during anaphase migration
would also result in this karyotype. In the case of
mitotic nondisjunction, three cell lines (X, XY, and
XYY) are formed, with subsequent loss of the XYY
line.” The phenotypic consequences of 45X/46,XY
mosaicism were unrelated to the proportions of each
cell lineage.?
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Patients with MGD who are raised as males tend w
undergo spontanecus puberty, albeir testosterone some-
times may need to be administered.” The main issues pre-
sented by these patients are the final penile length and
inferrility.” In this case report, we describe an adolescent
with 46, X, mar(Y)}/47.X mar(Y), +mar(Y) mosaicism. The
patient underwent spontaneous puberty. The Institutional
Review Board approved this case report (2019-0141/
09162519.5.0000.5327).

CASE REPORT

Because of his atypical genitalia, he had been referred o
our disorders of sexual development mulrdisciplinary
team. The initial physical examination showed a phallus
with wrinkled labioscroral folds and a probable urogeniral
sinus. The right gonad was situated intra-abdominally and
the left gonad was in the inguinal canal (Stage 3 on the
Prader scale). His parents were non-consanguineous. The
pregnancy and birth were uneventful.

Cytogenetic analysis revealed a mosaic karyotype with
three different cell lines: one with 45 chromosomes and
the absence of one sex chromosome (45,X), a second with
46 chromosomes and one marker chromosome (46,X,mar
(1), and a third with 47 chromosomes and two marker
chromosomes (47,X,mar(?),+mar(?)). Fluorescence in situ
hybridization (FISH) analysis identified the Y chromo-
some as the origin of the marker chromosomes. Therefore,
the final karyotype was described as 45, X[80]/46,X,mar(Y)

@ 2021 Elsevier Inc.
All rights reserved.
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CASE REPORT Open Access

Exome sequencing can misread high variant
allele fraction of somatic variants in UBAT

as hemizygous in VEXAS syndrome: a case
report

Matheus V. M. B. Wilke', Eva Morava-Kozicz™", Matthew J. Koster*, Ch ristﬁpher T. Schmitz',
Shannon Kaye Foster’, Mrinal Patnaik®, Kenneth J. Warrington®, Eric W. Klee'*’ and Filippo Pinto e Vairo'?

ﬂh‘m far
updates

Abstract

Background: VEXAS syndrome (vacuoles, E1 enzyme, ¥-linked, autcinflammatory, somatic syndrome) is a recently
described syndrome caused by a somatic missense variant at the methionine-41 (p{Met41)) position in the ubiguitin-
like madifier activating enzyme 1 {UBAT) in Xp113. Germline pathogenic vanants in UBAT are associated with a dis-
tinct phenotype: a syndrome with severe neurclogic features associated with loss of anterior hom cells and infantile
death denominated X-Linked Spinal Muscular Atrophiy 2 (SMAXZ) (OMIM 301,830,

Case presentation: We report a male individual with the phenotype of VEXAS syndrome that was initially identi-
fied through exome sequencing (E5) as having a hemizygous germline vanant in UBAT due to high vanant allele
frequency (VAF). Research Sanger sequencing was able to confirm the absence of the pMet41Val) variant in a skin
bicpsy and in gastric mucosa tissue sample confirming the variant happened as a postzygotic event.

Conclusions: The present case exemplifies the diagnostic challenge that was imposed by the high VAF detected by
ES that failed to correctly demonstrate that the variant was in a mosaic state. Sequencing of different tissues should
be considered when there is conflict between the UBAT variant status and the clinical fimdings.

Keywords: VEXAS syndrome, Variant allele frequency, X-Linked spinal muscular atrophy 2, Case report

Key message Background
VEXAS syndrome (vacuoles, E1 enzyme, X linked, auto-
« Exome sequencing can misread high variant allele  inflammatory, somatic syndrome) is a recently described
fraction in LJBAI as hemirygous in VEXAS syn-  syndrome caused by a somatic missense variant at the
drome. methionine-41 (p.(Met41)) position in the ubiguitin-like
maodifier activating enzyme 1 ([JBAI) in Xpl1.3. Ubigui-
tylation is an important post-translation biological pro-
cess for hematopoiesis and the regulation of almost all
host cellular processes, including host—pathogen interac-
tions, inflammatory signaling, phagosomal maturation,

*Comespondence: Morava-Korice Eva@emayoedu autophagy, and apoptosis [1, 2].
! Departrment of Clinical Genomics, Mayvo Oinic, 200 First 5t SW, Aochester, All cases described in the literature corroborate that
MM 55905, L5A

LIBA1 variants associated with VEXAS syndrome are

Frull list of author information is available at the end of the artide
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Evaluation of the frequency of non-motor
symptoms of Parkinson’s disease in adult

Orphanet Journal

Rare Diseases

®
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patients with Gaucher disease type 1

Matheus V. M. B Wilke'

®, Alicia D. Domelles”, Artur S. Schuh™, Filippo P. Vaire™", Suelen P. Basgalupp™™,

Marina Siebart™"'®, Tatiela Malin®, Otavio B. Filtcher® and Ida V. D. Schwartz' %1%

Abstract

drug-related.

Gaucher disease (GD) s caused by deficiency of betaglucocerebrosidase (GCase) due to biallelic variations in the
GBAT genre. Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative condition.
symptoms of PO may be preceded by many non-motor symptoms (NMS), which include hyposmia, rapid eye
mowvemert (REM) sleep behavior disorder, constipation, cognitive impairment, and depression. Population studies
have identified mutations in GBAT as the main risk factor for idiopathic PD. The present study sought to evaluate
the presalence of NMS in a cohort of patients with GD type 1 from Southern Brazil

Methodology: This is an observational, cross-sectional study, with a convenience sampling strategy. Cognition was
evaluated by the Montreal Cognitive assessment (MoCa), daytime sleepiness by the Epworth Scale, depression by
the Beck Irventory, constipation by the Unified Multiple Systern Atrophy Rating Scale, and REM slesp behavior
disorder by the Single-Question Screen; hyposmia by the Sniffin’ Sticks. Motor symptoms were assessed with part |l
of the Unified Parkinson's Disease Rating Scale. All patients were also genotyped for the GBAT 3YUTR SNP (s A08508).
Results: Twenty-three patients (female =13 on enzyme replacement thempy = 27, substrate reduction therapy=2)
with a mean age of 41.45 + 15 3 years (mAnge, 22-67) were included. Eight patients were found t© be heteramygous for
the 3-UTR SNP (rs708506). Fourteen patients (8 over age 40 years) presented at least one NMS, daytime sleepiness was
the most frequent (n = 10} Two patients (aged 63 and &4, respectively) also presented motor symptoms, probably

Conclusions: NMS were prevalent in this cohort. We highlight the importance of a multidisdplinary follow-up focusing
an earlier diagnosis of PO, especially for patients with GO type 1 over the age of 40

Keywords: Gaucher disease, Parkinson's disease, Noremotor symptoms

The dassic matar

Introduction

Gaucher disease (GD, OMIM 230800) is caused by defi-
cient activity of beta-glucocerebrosidase (GCase) due to
biallelic pathogenic variants in the GBA 1 gene located at
chromosome 1g21. GD is one of the most common lyso-
somal disorders, with an estimated worldwide incidence
of 1 case per 57,000 live births [1, 2]. Three clinical
forms of GD are conventionally classified based on the

* Correspondence mirelbafigmailoom
"Postgracua® Program in Meadical Schences, Facublade de Medicing,
Universidade Faderal do Ro Grande do Sul, Pormo Alegre, RS, Braz
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neurclogical involvement. Type 1 is considered non-neu-
ronopathic, whereas types 2 and 3 are considered the
newronopathic forms [3]. More than 400 mutations in
the GBAI have been described, with ©1226A -G
(N3705) being the most frequent in the GD type 1 popu-
lation [4].

Parkinson's disease (PD) is the second most common
neurodegenerative condition, affecting 2% of the popula-
tion over age 60years and 4% of the population over age
80 [5]. The motor symptoms of PD are preceded by a
prodromal period of up to 20years. The so-called
non-motor symptoms (NMS) that occur during this pro-
drome, such as hyposmia, rapid eye movement (REM)

This aicle is durbated under the ternd of ®e Ceative Gmimons ARdiusan 40
L Cmaer e oy e ey U0V, winich peerrilld urresricted wea, dtfluSion, and
ol pou give appeogriate credit o e g authons) ad ®e sowrde, paside a link 10
(redive Cornrmons license, md indcae T changes were miade. T
ot rec o Ao deubitdorman feay 1.0V apgiies 10 the data made aaildde in it atide, unies ahenwize saed

e Ceatiee Comrmons Pubic Dornain Dedicaion waies

101




Wilke et al. Journal of Medical Case Reports
httpeyfdoi.org/10.1 186/513256-021-03124-8

(2022) 164

Journal of
Medical Case Reports

CASE REPORT Open Access

Two different presentations of de novo

®

Chacx tar

variants of CSNK2B: two case reports

Matheus V. M. B Wilke'”, Bibiana M. Oliveira’** Alessandra Pereira®, Maria Juliana R Doriquiﬁ',

Fernando Kok and Carolina F M. Souza®

Abstract

distinct diseases.

left-hand postaxial polydactyly.

rmenital discrders and variable dysmorphic features.

Background: Poirier—Bienvenu neurcdevelopmental syndrome is a neurolegic disorder caused by mutations in the
CENKZE gene. It is mostly characterized by early-onset seizures, hypotonia, and mild dysmorphic features. Craniodigi-
tal syndrome is a recently described disorder also related to CSNKZE, with a single report in the literature.

Objective: To report two unrelated cases of children harboring CSNRZE vanants (NM_0013206) who presented with

Case report: Case | is a 7-month-old, Caucasian, fernale patient with chief complaints of severe hypotonia and drug-
refractory myoclonic epilepsy, with a likely pathogenic de novo variant c494A=G (pHis165Arg). Case 2 is a S-year-

cld male, Latine patient with craniodigital intellectual disability syndrorme subjacent to a de novo, likely pathogenic
variant c94G=T (pAspI2Tyr). His dysmorphic features included facial dysmorphisms, supernurmerary nipples, and

Conclusion: This report suggest that the CSNKZE gene may be involved in the physiopathology of neurcdevelop-

Keywords: Epilepsy, Hypotonia, Dysmorphic features, Case report

Introduction

Poirier—Bienvenu neurodevelopmental syndrome
(POBINDS; OMIM #618732) is a recently described dis-
order characterized by hypotonia, seizures, and devel-
opmental delay [1]. POBINDS is caused by mutations in
the CSNKZE gene (located at 6p21.33), which encodes
the beta subunit (CK2p) of the casein kinase 2 enzyme
(CK2). It has been reported that the CSNE2ZB gene is nei-
ther susceptible to missense mutations (£ = 3.83) nor
loss of function (pLi 0.92; observed/expected = 0.08; 95%
confidence interval 0.03-0.38). In fact, all cases reported
have been subjacent to de novo mutations and caused
variants that lead to loss of function [2].

Homespondence: csouzaghcpasdubs

Medical Ganetics Service, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rua
Ramirno Barcelos, 7350 - 3= andar, Porto Alagre, RS 90035-007, Braril
Full list of author information is available at the end of the artide

B BMC

Dysmorphic features other than those originally
reported have recently been associated with craniodigital
syndrome (CD5), a condition that can be distinguished
from POBINDS [3]. However, these dysmorphic features
are not fully characterized [4].

Th work aims to detail the clinical manifestations of
patients with two CSNK2ZE variants presenting with
distinct phenotypes, one with the phenotype closer to
POBINDS and another with the phenotype closer to
CDS. To the best of our knowledge, only two cases have
described patients with similar dysmorphic features. We
also discuss possible pathogenic mechanisms based on
a literature review, emphasizing the necessity to better
elucidate the clinical phenotype spectrum related to the
CSNKZB gene.
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dose-related reduction of c-galactosidase (to 39% of untreated o-
zalactosidase in 40uM drug; <1% of control at 100 mM). These
studies also showed reduction of heat- and pH-labile lysosomal
enzyme hexosaminidase. However, more stable lysosomal hexosa-
minidase B, P-galactosidase, P -glucuronidase were only moderately
reduced by chloroguine; cytosolic lactate dehydrogenase and malate
dehydrogenase were unchanged. The spedificity of chloroguine for a
number of lysosomal enzymes was observed in a pattern comparable
to rates of enzyme inactivation under conditions of pH neutraliza-
tion. Of activities studied, ce-galactosidase was most sensitive. These
observations suggest that the chloroguine-induced phenocopy is the
relative neutralization of lysosomes and accumulation of c-galacto-
sidase substrates. It further warns against concomitant use of
chloroquine-like medications in lysosomal diseases.

doi:10.1016/j.ymzme 2020.12.274
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Newbom screening for metachromatic leukodystrophy in North-
ern Germany- a prospective study

Thomas Wiesinger®, Markus Schwarz®, Petra Oliva®, Thomas P.
Mechtler*, Berthold Streubel”, Charlotte Chanson®, Mirko M. Essing®,
Simona Murko”, Annette Bley”, Rene Santer”, David C. Kasper,
“ARCHIMEDIife, Vienna, Austria, "Medical University of Vienna, Vienna,
Austria, “Orchard Therapeutics (Europe) Ltd., London, United Kingdom,
“University Medical Center Hamburg Eppendorf Hamburg Germany

Metachromatic leukodystrophy (MLD) is a rare, fatal autosomal-
recessive genetic disorder caused by insufficient activity of the
enzyme arylsulfatase A (ARSA) that results in intra-lysosomal
accumulation of the ARSA substrate galactosylceramide I*-sulfate
(sulfatide), inevitably leading to progressive demyelination and
neurodegeneration in the CNS and PNS. There are three variants of
MLD commonly described in the literature based on the age at which
symptoms appear: late-infantile MLD, juvenile MLD, and adult MLD.
All forms of MLD share the same underlying pathophysiology and are
progressive; and ultimately affect both intellectual and motor
functions. Children affected by MLD display progressive neurologic
symptoms, including ataxia, seizures, and quadriplegia, culminating
in severe disability and early death. MLD diagnosis is often delayed
or missed. The true incidence rate of MID is unknown but is
estimated to be between 1 in 40,000 and 1 in 160,000 live births. We
have initiated a prospective newborn screening study with imple-
mentation of MLD into the current newborn screening panel
(covering 15 different diseases) for all newborns in the German

270
Informing patients with rare diseases about COVID-19: Creation
of the “Beto and the Coronavirus” booklet

Matheus V. Wilke, Carolina Fischinger Moura de Souza, Roberto
Giugliani, Ida V. Schwartz, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil,
Porto Alegre, Brazil

Introduction

SARS-CoV-2 infection presents a higher risk of morbidity and
mortality in patients with chronic diseases. The care of patients with
rare diseases, needed to be adapted after the start of the pandemic
Among the IEM, Mucopolysaccharidoses (MPS), Fabry Disease and
Gaucher Disease are examples that also require frequent hospital
visits for enzymatic replacement therapy (ERT) weekly or biweekly.
Due to the pandemic, many infusions had to be reallocated to the
patients’ cities of origin or had their doses adjusted to reduce
hospital exposure. Thinking about how to communicate simply the
new flowchart of care and treatment, in addition to addressing
general issues regarding the pandemic, our group created ‘Beto and
the Coronavirus' information booklet for patients.
Objectives

To report the creation of simple and playful educational marterial
on the main care that a patient with a rare disease should have both
at home and in the hospital
Methodology

The booklet was developed from the 'Flowchart of therapeutic
decision for patients with the lysosomal disease (DL) during the
COVD-19 pandemic of the Brazilian Society of Medical Genetics and
Genomics”. The illustrations were made by our team. The dissemi-
nation took place through the Instituto Genética para Todos, having
been translated into 3 languages.
Practice changes

The booklet made it possible to understand the new service and
treatment flowcharts thoroughly. It also allowed it to be discussed
with younger patients the role of personal protective equipment by
both the team and the patient himself. The main character, Beto, also
has MPS and needs to make ERT which generates a greater
identification of patients with the booklet.
Final considerations

The pandemic has brought about wide-ranging modifications,
including the treatment and follow-up of patients with rare diseases.
Clear, simple, and playful communication allows for a greater
understanding of the current situation.

doi: 101 016/jymgme.2020.12.276
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Saxony. The total birth rate in this area is approximately 55,000 live
births per year. A tiered screening approach is being applied where
sulfatides levels are measured in dried blood spots, followed by ARSA
activity and finally genetic confirmatory testing (ARSA, SUMF1, and
PSAP genes). For the initial validation, 200=300 samples are being
analyzed to establish all necessary assay performance characteristics.
Cut-off determination for primary diagnostics will be established in a
pre-pilot study with circa 5000 samples. Planned study duration is an
initial 12 months with extension for another one to two years.

doi: 10.1016/j.ymgme.2020.12.275
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Lyso-Gb1 levels in sisters with Gaucher disease type 1: A case
report

Matheus V. Wilke", Francyne Kubaski®, Livia Paskulin”, Roberto
Giugliani®, Ida V.D. Schwartz®, “Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
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Introduction
Gaucher Disease [GD) is caused by deficient activity of CBA-coded
lysosomal glucocerebrosidase. The accumulation within lysosomes of

Absrracts | Molecular Generics and Menabolism 132 {2020) 513-5116 5113

its substrate, glucosylceramide (GluCer) leads to many of GD's
symptoms. Glucosylsphingosine (lyso-Ch1) is a deacylated form of
GluCer that has proven to be a good GD biomarker. We herein report
two GD type 1 sisters with the E349K/5366N genotype in the GBA
gene, who present with different levels of lyso-Cbi.
Patients and methods

This is a retrospective study based on the medical file review.
Both patients are seen at the GD Reference Center at the Hospital de
(Clinicas de Porto Alegre, Brazil, negative for the chitotriosidase gene
{CHITT) null variant, and are heterozygotes for the HFE] pathogenic
variant c.187C = G.
Results

Patient1: a 47-year-old female diagnosed at the age of 42 years
(2011).The patient receives imiglucerase 30ULkg/biweekly since
2013 after a 1-year attempt of miglustat 300 mg/day (2012—2013)
discontinued due to gastrointestinal problems and slight clinical
improvement. Laboratory parameters of dez/18: lyso-Gb1 24 nmolL,/L
(reference range =12 nml/L), ferritin = 524.4 ng/mL (reference
range = 10 to 120 ng/mL) and chitotriosidase 643 nmol/h/mL (ref-
erence range = 8.8-132). Her Disease Severity Scoring System (D53)
was 1.8, Bone marrow burden score (BMEB): 3/16 (2015). Patient2: a
50-year-old female diagnosed at the age of 45 years (2013 ), sister of
patient 1. The patient receives taliglucerase alfa 15U1kg biweekly
(since late 2017); her previous treatment was miglustat 300 mg/day
(2014=-2017) which was switched due to no clinical response.
Laboratory level of dez/18: Iyso-Gb1 124 nmol/L. ferritin = 1053
ng/mL, chitotriosidase 1133 nmol/h/mL D53:0 and BMB: 14/16
{early 2017 while still on miglustat).
Conclusion

It appears to have a positive correlation between lyso-Gb1 time/
dosage of ERT. Lyso-Gb1 appears to have correlation with other GD
biomarkers. This is the first experience of our center using lyso-Gh1
as a biomarker.

doi:10.1016/j.ymgme.2020.12.277

provide a larger window for the enzyme to stay active while in
circulation prior to being taken up into the target tissues. To establish
proof-of-concept, we engineered stabilized versions of hGLA and
delivered them through AAV-based gene therapy with the goal to
develop a one-time effective gene therapy for Fabry disease. To
enhance stability, we focused the protein engineering on stabilizing
the hGLA homodimer. Several engineered hGLA showed improved
enzyme stability and half-life under plasma-like neutral pH condi-
tions as well as in the lysosome after cellular uptake in vitro. Top
candidates were delivered to Gla knockout mice via low dose AAV
mediated gene delivery using a pantropic capsid and ubiquitous
promoter. We demonstrated that one engineered hGLA had similar
enzyme activity levels than wildtype hGLA with enhanced glo-
botriaosylsphingosine (lyso-Gby) substrate reduction in plasma as
well as globotriaosylceramide (GL-3) storage reduction in disease-
relevant tissues at doses that were subtherapeutical with wildtype
hGLA. Collectively, our data shows that our stabilized hGLA is more
potent and we provide the first of its kind proof-of-concept for an
enhanced AAV-based gene therapy at low doses of vector suggesting
a safe and translational approach for Fabry disease.

doi: 10.1016/j.ymgme.2020.12.278
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Exploration of the role of whole exome sequencing variants in
GBA1l-associated Parkinson disease

Elizabeth Geena Woo, Frank Donovan, Barbara Stubblefield, Settara
Chandrasekharappa, Grisel Lopez, Ellen Sidransky, MNahid Tayebi,
National Human Genome Research Institute, Bethesda, MD, United
States

Gaucher disease [(GD) is a rare autosomal lysosomal disorder
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Abstract

The COVID-19 pandemic has led to a reorganization of health systems to prioritize
the fight against the virus. The adoption of social distancing interfered with the flow
of existing policies, and may thus negatively affect the most vulnerable groups, such
as the rare disease community. Aimming at characterizing the perception of the
impact of COVID-19 on the health care of the Brazilian rare disease community, an
online questionnaire addressed to patients with rare diseases and their caregivers
was disseminated in the Brazilian territory between June 1st to July 5th, 2020. The
questions dealt with the sanitary measures adopted; access to medical services; and
mental suffering during the pandemic. The survey was answered by 1,466 partici-
pants (<18 yo = 53.3%) representing 192 rare diseases. Regarding physical distancing,
1,372 (93.6%) participants did not leave their residence, or did so only when essen-
tial; 1,321 (90.1%) always wore masks when leaving home. 1,042 (71.1%) and
995 (67.9%) participants, respectively, referred medical genetics appointments and
rehabilitation therapies were postponed/canceled. Telemedicine was experienced by
1,026 (70%), and 68.3% agreed this is a good strategy for health care. Patients with
Inborn Errors of Metabolism (IEM, n = 624, 42.5%) appear to have more access to
information and ability to overcome difficulties, and feel less threatened, lonely and
depressed than the non-IEM group (p < .05). There was an increment of the rare dis-
ease patients’ vulnerability in the pandemic scenario. The cooperation of patients/
caregivers along with adaptation of the health system is crucial and may be so even
post-pandemic.

KEYWORDS
Brazil, coronavirus, COVID-19, genetic disorders, rare diseases
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Abstract

Metachromatic leukodystrophy (MLD) is an autosomal recessive lysosomal
disorder caused by deficiency of arylsulfatase A (ARSA), leading to an accumu-
lation of sulfatides. Sulfatides have been quantified in urine, dried blood spots
(DBS), and tissues of patients with MLD. Newborn screening (NBS) for MLD
has already been proposed based on a two-tier approach with the quantifica-
tion of sulfatides in DBS followed by the quantification of ARSA by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Prenatal screening
for MLD is also crucial, and sulfatide quantification in amniotic fluid (AF) can
aid diagnosis. The prenatal study was initiated due to a family history of MLD
at 19 weeks of gestation. ARSA was quantified in cultured amniocytes. C16:0
sulfatide was quantified by LC-MS/MS in the supernatant of AF. Molecular
analysis of the ARSA gene was performed in cultured amniocytes. ARSA was
deficient in fetal cells, and C16:0 sulfatides were significantly elevated in com-
parison to age-matched controls (3-fold higher). Genetic studies identified the
¢.465+1G>A variant in homozygosis in the ARSA gene. Our study shows that
sulfatides can be quantified in the supernatant of AF of MLD fetuses, and it
could potentially aid in a faster and more accurate diagnosis of MLD patients.

KEYWORDS

arylsulfatase A, metachromatic leukodystrophy, prenatal analysis, sulfatides, tandem mass
spectrometry
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Abstract

Leigh syndrome (LS) is a progressive neurodegenerative disease, characterized by
extensive clinical, biochemical, and genetic heterogeneity. Recently, biallelic variants
in DNAJC30 gene, encoding a protein crucial for the repair of mitochondrial complex
| subunits, have been associated with Leber hereditary optic neuropathy and L5. It
was suggested that clinical heterogeneity of DNAJC30-associated mitochondrial dis-
ease may be attributed to digenic inheritance. We describe three Polish patients, a
@-year-old boy, and female and male siblings, aged 17 and 11 years, with clinical and
biochemical manifestations of LS. Exome sequencing (ES) identified a homozygous
pathogenic variant in DNAJC30 c.152A>G, p(Tyr51Cys) in the 9-year-old boy. In the
siblings, ES identified two DMNAJC30 wariants: c15248>G, p(Tyr51Cys) and
c.130_131del, p.(Serd4ValfsTer8) in a compound heterozygous state. In addition,
both siblings carried a novel heterozygous c484G>T, p(ValléZleu) variant in
NDUFS8 gene. This report provides further evidence for the association of DNAJC30
variants with LS. DNAJC30-associated LS is characterized by variable age at onset,
movement disorder phenotype and normal or moderately elevated blood lactate
level. Identification of a candidate heterozygous wvariant in NDUFS8 supports the
hypothesis of digenic inheritance. Importantly, DNAJC30 pathogenic variants should

be suspected in patients with LS irrespective of optic nerve involvement.

KEYWORDS
basal ganglia, DMAJC30, dystonia, dystonic gait, Leigh syndrome, mitochondrial disease,
neurcdegenerative disease, optic neuropathy, spasticity

1 | INTRODUCTION

Leigh syndrome (LS, OMIM: 254000) is a progressive neurodegenera-

tive disease, characterized by symmetric necrotic basal ganglia and

darta Fawadrka and Magdalena Krygier should be considered jaint first author.

brain stem lesions that arise from defective mitochondral function. LS
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ANEXOS E APENDICES

APENDICE 1: APROVACAO DO GPPG

J@ HOSPITAL DE

$
UFRGS E CLINICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL PORTO ALEGRE RS

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pos Graduagao

Carta de Aprovagio

Projeto

2020/0358

Pesquisadores:

IDA VANESSA DOEDERLEIN SCHWARTZ

ARTUR FRANCISCO MATHEUS VERNET MACHADO
ROBERTO GIUGLIANI

SCHUMAGCHER SCHUH BRESSAN WILKE

FABIANO DE OLIVEIRA POSWAR FRANCYNE KUBASKI KRISTIANE MICHELIN TIRELLI

MAIRA GRAEFF BURIN

Numero de Participantes: 30

Titulo: EVOLUGCAO DE SINTOMAS PRE MOTORES E DE BIOMARCADORES DA DOENGA DE PARKINSON EM UMA
COORTE DE PACIENTES ADULTOS COM DOENCA DE GAUCHER TIPO 1.

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para ser realizado no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. .

Esta aprovacdo esta baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestdo em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do processo de avalicdo de seus projetos.

- O pesqguisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatoro final ao Grupo de Pesquisa e Pos-
Graduacao (GPPG).

08/09/2020

Impresso do sistema AGHUse-Pesquisa por CRISTIAN FIDALGQO CABRAL em 08/09/2020 17:10:33
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(INDIVIDUOS COM DOENCA DE GAUCHER)

CAAE:

PROJETO

EVOLUCAO DE SINTOMAS PRE MOTORES E DE BIOMARCADORES DA
DOENCA DE PARKINSON EM UMA COORTE DE PACIENTES ADULTOS COM
DOENCA DE GAUCHER TIPO 1.

PESQUISADOR RESPONSAVEL

Dra. Ida Vanessa Doederlein Schwartz. Servigo de Genética Médica, Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA). Rua Ramiro Barcelos, 2350. Porto Alegre-RS. Telefone
(51)3359.8011.

NOME DO PARTICIPANTE:

Prezado paciente (ou responsavel),

Gostariamos de convida-lo para participar de um estudo que avaliara sintomas precoces
da Doenca de Parkinson em pacientes com Doenca de Gaucher. Se vocé concordar,
também seré coletado exames laboratoriais de sangue e liquido cefalorraquidiano (liquido
da coluna) para medir alteracdes em outras enzimas e lipidios que podem ajudar a melhor

entendimento da relag&o da Doenca de Gaucher e Doenca de Parkinson.

A Doenga de Gaucher é uma doenca genética ligada ao Gene GBA que causa 0 mau

funcionamento da enzima beta-glucocerebrosidase.
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A mutacdo no Gene GBA pode estar ligada a Doenca de Parkinson. A Doenca de
Parkinson é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, depois da doenca de
Alzheimer. A origem da Doenca de Parkinson é pouco conhecida, pois pode envolver
diferentes causas como o envelhecimento do cérebro, causas genéticas ou causas
ambientais. Os achados principais dessa doenca podem envolver rigidez e tremores em
sua forma mais avancada. Muitos sinais iniciais da Doenca de Parkinson podem ser

avaliados em ambulatorio e podem representar uma abordagem inicial dessa doenga

Nosso estudo pretende avaliar 5 dos sintomas iniciais da Doenca de Parkinson (prisao
de ventre, depressdo, alteracbes no sono, alteracbes na atencdo e diminuicdo na

capacidade de sentir cheiro) em pacientes com Doenca de Gaucher.

Além disso pretendemos avaliar outras enzimas e lipidios através de coleta de sangue e
liquido cefalorraquidiano (liquido da coluna) que podem estar alterados em pacientes com

Gaucher e que podem auxiliar no entendimento da interacdo entre as duas doencas.

Se vocé concordar NA PRIMEIRA PARTE DO ESTUDO seréo coletados dados de
prontuario, como por exemplo, idade, tipo de Doenca de Gaucher, escolaridade e outras
informacdes sobre sua saude. Realizaremos uma avaliacdo de como vocé sente cheiros,
através da inspiracdo dos aromas contidos em canetas especificas para essa finalidade.
Serdo também aplicados 4 questionarios que avaliam os sintomas iniciais da Doenca de
Parkinson (prisdo de ventre, depressao, alteracdes no sono, alteracdes na atencdo). A
avaliacdo tera a duracdo de aproximadamente 50 minutos, sendo que vocé podera fazer
essas avaliagdes em um ou dois encontros, se assim achar conveniente. Os questionarios

e avaliacdo do olfato ndo causam dor e ndo sao invasivos.

Se vocé concordar na SEGUNDA PARTE DO ESTUDO do estudo sera feito coleta de

sangue de veia periférica (do braco) por profissional treinado.

Se vocé concordar na TERCEIRA PARTE DO ESTUDO sera feito coleta de liquido
cefalorraquidiano (liquido da coluna) por profissional treinado.

Se, por acaso, for encontrada alguma alteragdo nos questionarios ou exames vocé ira

seguir para avaliacdo com um neurologista vinculado ao Centro de Pesquisa Clinica.
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RISCOS E BENEFICIOS

A coleta de liquido da coluna sera feita por profissional treinado. Esse € um exame que é
feito de rotina como exame neuroldgico e consiste na insercdo de uma agulha no espaco
da coluna para tirar algumas gotas de liquido. N&o necessita anestesia geral, apenas no
local onde a agulha sera inserida. O procedimento geralmente tem duracdo de
aproximadamente 30 minutos.Com relacdo a puncéo lombar, observa-se cefaleia (dor de
cabeca) pos-puncao em cerca de 15 a 30% dos pacientes, independentemente do repouso

ou da reposicdo hidrica. A intensidade dessa dor de cabeca varia conforme o paciente.

RECOMENDACOES E ORIENTACOES PARA O PROCEDIMENTO DE
LIQUOR:

Vir acompanhado N&o dirigir ou viajar logo ap6s o procedimento. Apo6s o procedimento
sera necessario manter repouso absoluto em casa por 24 a 36h. Esse recomendacédo é uma
forma de reduzir a ocorréncia da cefaleia (dor de cabeca) pds-puncéo. Trazer exames de
imagens e laboratério realizados recentemente Os exames de imagem mais importantes a
se trazer s&o os de cranio / cabeca (como Tomografia Computadorizada ou Ressonancia

Magnética) Informar se estd em uso de anticoagulantes. Remédios para “afinar o sangue”.

N&o sdo conhecidos riscos a sua saude relacionados aos procedimentos do estudo,
ficando apenas o desconforto minimo por responder aos testes e questionamentos, bem
como o tempo despendido para fazer estes procedimentos. Os beneficios consistem em
uma avaliacdo ampla de sintomas, que podem indicar doencas ou situagdes a serem
melhor investigadas, para otimizar sua qualidade de vida. Vocé (participante ou
responsavel) podera ter acesso aos resultados dos seus testes (ou dos testes do seu filho)

e esclarecer davidas sobre os procedimentos, ou sobre a pesquisa, a qualquer momento.

DUVIDAS
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Se vocé tiver alguma davida em relacdo a pesquisa, deve contatar a Dra. Ida Vanessa
Doederlein Schwartz, telefone (51) 33598011, no Servico de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Além disso, vocé pode entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, que aprovou este projeto, através do telefone
(51) 33597640 ou localmente no segundo andar do HCPA, na rua Ramiro Barcelos, 2350,
bairro Santa Cecilia, Porto Alegre-RS, horério de funcionamento das 8h as 17h de
segunda a sexta-feira.

RECUSA OU DESCONTINUACAO NA PARTICIPACAO DO ESTUDO

Sua participacdo no estudo é voluntaria. Se vocé decidir ndo participar do estudo, isso
ndo afetara em nada o seu tratamento no HCPA. A sua participacao pode ser interrompida
a qualquer momento por vocé mesmo (a). Em qualquer caso, vocé ndo sera penalizado e
ndo haverd a necessidade de justificar a sua decisdo. A concordancia ou a nao
concordancia em participar nao iré alterar o tratamento ja estabelecido para vocé ou para

o seu familiar.
CONFIDENCIALIDADE DAS INFORMAQ@ES

As informacdes desta pesquisa serdo mantidas em sigilo, sendo apenas utilizadas de forma
cientifica, e sem identificacdo de seu nome. Caso alguma informacdo derivada deste

estudo seja importante para vocé, todo esforco sera realizado para informa-lo.

Pelo presente termo, vocé declara que foi informado(a), de forma clara e detalhada, sobre
a presente pesquisa, e que teve suas davidas esclarecidas  por

. Declara ter esclarecido que nédo

receberd nenhuma remuneragdo financeira e que também ndo tera nenhum custo por
participar do estudo. Declara que foi informado da garantia de receber resposta ou
esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de nao participar
do estudo e da possibilidade de desistir, em qualquer momento, da participacdo. Além
disso, declara que assinou duas vias deste consentimento e que uma delas ficou em seu

poder.

1. Aceito participar da avaliacdo de sintomas pré motores da doenga de Parkinson com

questionarios e exame fisico.

SIM () NAO()
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2. Aceito coleta de sangue para avaliacdo de biomarcadores de doenca de Parkinson
SIM () NAO()

3. Aceito coleta de liquido cefalorraquidiano para avaliacdo de biomarcadores de doenca

de Parkinson

SIM () NAO()

Data: / /

Nome do participante Assinatura

Nome do responsavel (se aplicavel) Assinatura

Eu expliquei a 0s objetivos e

procedimentos necessarios para esta pesquisa, e entreguei a ele (a) copia deste termo de

consentimento para este (a) pessoa.

Data: / /

Nome do pesquisador Assinatura
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APENDICE 3 : ANALISE DA FUNCAO OLFATIVA

Individuo n°

Avaliador:

Datada Avaliagdo __ / /

Desempenho(acertos totais):

1

2

10

11

12

() correto () incorreto
() correto () incorreto
() correto () incorreto
() correto () incorreto
() correto () incorreto
() correto () incorreto
() correto () incorreto
() correto () incorreto
() correto () incorreto
() correto () incorreto
() correto () incorreto

() correto () incorreto
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APENDICE 4: ESCALA DE SONOLENCIA DE EPWORTH

Marque nas seguintes situacdes a chance de cochilar conforme pontuacao abaixo:

0 - Nenhuma chance de cochilar
1- Pequena chance de cochilar
2- Moderada chance de cochilar
3- Alta chance de cochilar

Situacédo

1- Sentado e lendo ( )

2-Vendo TV ()

3- Sentado em um lugar publico sem atividade ( )

4- Como passageiro de trem, carro ou 6nibus andando uma hora sem parar ( )
5- Deitado para descansar a tarde quando as circunstancias permitem ( )

6- Sentado e conversando com alguém ( )

7- Sentado, calmamente, apds o almogo sem alcool ( )

8- Se estiver no carro, enquanto para por alguns minutos no transito intenso.( )
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APENDICE 5: AVALIACAO DO SONO REM.

Responda a seguinte questdo com SIM ou NAO.

Ja lhe disseram, ou vocé ja suspeitou que vocé parece "atuar nos sonhos enquanto vocé

dorme (por exemplo, seus bracos no ar, fazendo movimentos de corrida, etc.)?

a.  ()SIM
b.  ()NAO
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APENDICE 6- AVALIACAO DE CONSTIPACAO (UMAS The Unified Multiple
System Atrophy Rating Scale).

Sobre seus héabitos intestinais marque a alternativa que mais se aplica dentre as abaixo:

() 0 - Nao hd mudancas no meu funcionamento intestinal quando comparado a padrdes

prévios.

( ) 1- Constipacéo ocasional, porém sem a necessidade do uso de medicacéo
(' )2- Constipacéo frequente necessitando do uso de laxativos

( )3- Constipacao cronica necessitando uso de laxativos e enemas

( ) 4- Né&o consigo ter movimento intestinal espontaneo.
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APENDICE 7- INVENTARIO DE DEPRESSAO DE BECK

Este questionario consiste em 21 grupos de afirmagdes. Depois de ler cuidadosamente cada grupo, faga um circulo
em torno do numero (0, 1, 2 ou 3) préximo a afirmagédo, em cada grupo, que descreve melhor a maneira que vocé
tem se sentido na dltima semana, incluindo hoje. Se vérias afirmagdes num grupo parecerem se aplicar igualmente
bem, faga um circulo em cada uma. Tome cuidado de ler todas as afirmagées, em cada grupo, antes de fazer

sua escolha.
1 | 0 N&o me sinto triste 7 |Nao me sinto decepcionado comigo mesmo
1 Eu me sinto triste Estou decepcionado comigo mesmo
2 Estou sempre triste e ndo consigo sair disto Estou enojado de mim
3 Estou tao triste ou infeliz que ndo consigo suportar Eu me odeio
2 N&o estou especialmente desanimado quanto ao  futuro 8 0 N&ao me sinto de qualquer modo pior que os outros
1 Eu me sinto desanimado quanto ao futuro Sou critico em relagdo a mim por minhas fraquezas ou
erros
2 Acho que nada tenho a esperar
. x Eu me culpo sempre por minhas falhas
IAcho o futuro sem esperangas e tenho a impresséo de que as P prep
coisas ndo podem melhorar Eu me culpo por tudo de mal que acontece
3 Nao me sinto um fracasso 9 0 Na&o tenho quaisquer idéias de me matar
fAcho que fracassei mais do que uma pessoa comum 1 Tenho idéias de me matar, mas ndo as executaria
Quando olho pra tras, na minha vida, tudo o que posso ver é 2 Gostaria de me matar
um monte de fracassos
3 Eu me mataria se tivesse oportunidade
IAcho que, como pessoa, sou um completo fracasso
4 10 | 0 Né&o choro mais que o habitual
Tenho tanto prazer em tudo como antes
P . . 1 Choro mais agora do que costumava
N&o sinto mais prazer nas coisas como antes
- . 2 Agora, choro o tempo todo
N&o encontro um prazer real em mais nada
Estou insatisfeito ou aborrecido com tudo Costumava ser capaz de chor.ar, mas agora nao
€ONsigo, mesmo que o queria
5 11 | 0 Né&o sou mais irritado agora do que ja fui
N&o me sinto especialmente culpado ) . . . .
P P Fico aborrecido ou irritado mais facilmente do que
Eu me sinto culpado grande parte do tempo costumava
Eu me sinto culpado na maior parte do tempo 2 Agora, eu me sinto irritado o tempo todo
Eu me sinto sempre culpado N&o me irrito mais com coisas que costumavam me
irritar
6 12 | 0 N&o perdi o interesse pelas outras pessoas
N&o acho que esteja sendo punido .
Estou menos interessado pelas outras pessoas do que
Acho que posso ser punido costumava estar
Creio que vou ser punido Perdi a maior parte do meu interesse pelas outras
) £550as
)Acho que estou sendo punido P
3 Perdi todo o interesse pelas outras pessoas

13

0 Tomo decisdes tao bem quanto antes 18

Adio as tomadas de decisdes mais do que costumava

Tenho mais dificuldades de tomar decis6es do que
antes

IAbsolutamente ndo consigo mais tomar decisdes

0 meu apetite ndo esta pior do que o habitual
Meu apetite ndo é tdo bom como costumava ser
Meu apetite & muito pior agora

Absolutamente nao tenho mais apetite
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14 IN3o acho que de qualquer modo pareco pior do que 19 N&o tenho perdido muito peso se € que perdi algum
antes recentemente
Estou preocupado em estar parecendo velho ou sem 1 Perdi mais do que 2 quilos e meio
atrativo 2 Perdi mais do que 5 quilos
Acho que ha mudangas permanentes na minha 3 Perdi mais do que 7 quilos
aparéncia, que me fazem parecer sem atrativo
) . Estou tentando perder peso de propdsito, comendo menos:
3 Acredito que parego feio Sim Nzo
15 20 [N&o estou mais preocupado com a minha saude do que o
habitual
0 Posso trabalhar tdo bem quanto antes - .
. Estou preocupado com problemas fisicos, tais como dores,
E preciso algum esforco extra para fazer alguma coisa indisposicao do estdmago ou constipacao
Tenho que me esforgar muito para fazer alguma coisa Estou muito preocupado com problemas fisicos e é dificil
- . . pensar em outra coisa
3 Nao consigo mais fazer qualquer trabalho
Estou tdo preocupado com meus problemas fisicos que ndo
consigo pensar em qualquer outra coisa
16 | 0 Consigo dormir tdo bem como o habitual 21 |\« . .
Nao notei qualquer mudanga recente no meu interesse por
1 Né&o durmo téo bem como costumava Sexo
Acordo 1 a 2 horas mais cedo do que habitualmente e Estou menos interessado por sexo do que costumava
acho dificil voltar a dormir . :
2 Estou muito menos interessado por sexo agora
Acordo varias horas mais cedo do que costumava e ndo . .
) ; 3 Perdi completamente o interesse por sexo
consigo voltar a dormir
17

N&o fico mais cansado do que o habitual
Fico cansado mais facilmente do que costumava
Fico cansado em fazer qualquer coisa

Estou cansado demais para fazer qualquer coisa
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APENDICE 8 - MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MoCa)

MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MOCA) Nome: Data de nascimento: __/__/
Versdo Experimental Brasileira Escolaridade: Data de avaliagédo: L [/
Sexo: Idade:
Copiar Desenhar um RELOGIO @
o cubo (onze horas e dez minutos)
(3 pontos)
Fim .7 %

® o
® ®

® ® g
©

NOMEACAO

[1] (1101 [ ] [] | s

Contorno  Nimeros Ponteiros

3
Leia a lista de palavras, Rosto Veludo Igreja Margarida |Vermeho
0 sujeko de repeti-la, e o
faga duas tentativas ItV ¢io
Evocar apds 5 minutos 23 tertativa
ATENCAO Leia a seqiéncia de ndmeros 0 sujeito deve repetir a seqiiéncia em ordem direta [ ] 21854
(1 ndmer o por segundo) 0 sujeito deve repetir a seqikncia em ordem indireta [ ] 742 hi 2
Leia a série de letras. O sujeito deve bater com a mao (na mesa) cada vez que ouvir a letra “A”. Hao se afribuern pontos se > 2 erros.
[ ] FBACMNAAJKLBAFAKDEAAAJAMOFAAB _n
Subtragso de 7 comegandopelo 100 [ ] 93 [ ]ss []1m [ 172 [ ]65 B
4 0u 5 subtragiies cometas: 3 pontos; 2 ou 3 cometas 2 pontos; 1 coreta 1 ponto; 0 comreta 0 ponto
LINGUAGEM Repetir: Eu somente sei que € Jodo 0 gato sempre se esconde embaixo do
quem sera ajudado hoje. [ ] Sofa quando o cachoro esta na sala. [ ] 2
Fluéncia verbal: dizer o maior niimero possivel de palavras que comecem pela letra F (1 minuto). [ ] (M > 11 palavras) |
ABSTRACAO Semehanga p. ex. entre banana e laranja = fruta [ ] trem - bicich [ ] Iogio - régua /2
EVOCACAO Deve recordar Rosto Veludo Igreja Margarida |Vermeho
TARDIA as palavras Pontuagio —5
SEM PISTAS [ ] [ ] I ] [ ] [ ] apenas para
- = evocagao
OPCIONAL Pista de categoria SEM PISTAS
Pista de miltipla escoha
OR ACAC [ ] Dia do més [ ] Més [ ] Ano [ ] Dia da semana [ ] Lugar [ ] Cidade _f®
©Z. Nasreddine MD www.mocatest.org TOoTAL 130
Versdo experimental Brasileira: Ana Luisa Rosas Sarmento gg:;f;:dﬁe b
Paulo Henrique Ferreira Bertolucci - José Roberto Wajman J/

(UNIFESP-SP 2007)
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APENDICE 9 - PARTE Ill da UPDRS

11l. EXAME MOTOR
1. fala
0= normal.

1= perda discreta da expressdo, volume ou dicgéo.

2= comprometimento moderado. Arrastado, mon6tono mas compreensivel.
3= comprometimento grave, dificil de ser entendido.

4= incompreensivel.

2. expressdo facial
0= normal.

1= hipomimia minima.
2= diminuigdo pequena, mas anormal, da expresséo facial.
3= hipomimia moderada, labios caidos/afastados por algum tempo.

4= facies em mascara ou fixa, com pedra grave ou total da expresséo facial. Labios
afastados ¥4 de polegada ou mais.

3. tremor de repouso
0= ausente.

1= presente mas infrequente ou leve.

2= persistente mas de pouca amplitude, ou moderado em amplitude mas presente
de maneira intermitente.

3= moderado em amplitude mas presente a maior parte do tempo.
4= com grande amplitude e presente a maior parte do tempo.

4. tremor postural ou de acdo nas méos
0= ausente

1= leve, presente com a agao.

2= moderado em amplitude, presente com a acao.

3= moderado em amplitude tanto na acdo quanto mantendo a postura.
4= grande amplitude, interferindo com a alimentacéo.

5. rigidez (movimento passivo das grandes articulagdes, com paciente sentado e
relaxado, ignorar roda denteada)
0= ausente

1= pequena ou detectavel somente quando ativado por movimentos em espelho
de outros.
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2= leve e moderado.
3= marcante, mas pode realizar o movimento completo da articulacao.

4= grave e 0 movimento completo da articulagdo s6 ocorre com grande
dificuldade.

bater dedos continuamente — polegar no indicador em sequéncias rapidas com a
maior amplitude possivel, uma mao de cada vez.
0= normal

1

leve lentid&o e/ou redugdo da amplitude.

2= comprometimento moderado. Fadiga precoce e bem clara. Pode apresentar
parada ocasional durante o movimento.

3= comprometimento grave. Hesitacdo frequente para iniciar 0 movimento ou
paradas durante 0 movimento que esté realizando.

4= realiza o teste com grande dificuldade, quase ndo conseguindo.

movimentos das maos (abrir e fechar as mdos em movimentos rapidos e
sucessivos e com a maior amplitude possivel, uma méo de cada vez).
0= normal

1= leve lentiddo e/ou reducdo da amplitude.

2= comprometimento moderado. Fadiga precoce e bem clara. Pode apresentar
parada ocasional durante 0 movimento.

3= comprometimento grave. Hesitacdo frequente para iniciar 0 movimento ou
paradas durante 0 movimento que esté realizando.

4= realiza o teste com grande dificuldade, quase ndo conseguindo.

movimentos rapidos alternados das méos (pronacdo e supinacdo das maos,
horizontal ou verticalmente, com a maior amplitude possivel, as duas maos
simultaneamente).

0= normal

1= leve lentiddo e/ou reducdo da amplitude.

2= comprometimento moderado. Fadiga precoce e bem clara. Pode apresentar
parada ocasional durante o movimento.

3= comprometimento grave. Hesitacdo frequente para iniciar 0 movimento ou
paradas durante 0 movimento que esta realizando.

4= realiza o teste com grande dificuldade, quase ndo conseguindo.

agilidade da perna (bater o calcanhar no chdo em sucessdes rapidas, levantando
toda a perna, a amplitude do movimento deve ser de cerca de 3 polegadas/ £7,5
cm).
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10.

11.

12.

0= normal
1=leve lentiddo e/ou reducdo da amplitude.

2= comprometimento moderado. Fadiga precoce e bem clara. Pode apresentar
parada ocasional durante o movimento.

3= comprometimento grave. Hesitacdo frequente para iniciar 0 movimento ou
paradas durante 0 movimento que esté realizando.

4= realiza o teste com grande dificuldade, quase ndo conseguindo.

levantar da cadeira (de espaldar reto, madeira ou ferro, com bragos cruzados em
frente ao peito).
0= normal

1= lento ou pode precisar de mais de uma tentativa
2= levanta-se apoiando nos bracos da cadeira.

3= tende a cair para tras, pode tentar se levantar mais de uma vez, mas consegue
levantar

4= incapaz de levantar-se sem ajuda.

postura
0= normal em posicao ereta.

1= ndo bem ereto, levemente curvado para frente, pode ser normal para pessoas
mais velhas.

2= moderadamente curvado para frente, definitivamente anormal, pode inclinar-
Se um pouco para os lados.

3= acentuadamente curvado para frente com cifose, inclinacdo moderada para um
dos lados.

4= bem fletido com anormalidade acentuada da postura.

marcha
0= normal

1= anda lentamente, pode arrastar 0s pés com pequenas passadas, mas ndo ha
festinacdo ou propulséo.

2= anda com dificuldade, mas precisa de pouca ajuda ou nenhuma, pode
apresentar alguma festinagéo, passos curtos, ou propulsao.

3= comprometimento grave da marcha, necessitando de ajuda.

4= ndo consegue andar sozinho, mesmo com ajuda.
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13.

14.

estabilidade postural (respostas ao deslocamento subito para trés, puxando os
ombros, com paciente ereto, de olhos abertos, pés separados, informado a respeito
do teste)

0= normal

1= Retropulsdo, mas se recupera sem ajuda.

2= auséncia de respostas posturais, cairia se nao fosse auxiliado pelo examinador.
3= muito instavel, perde o equilibrio espontaneamente.

4= incapaz de ficar ereto sem ajuda.

bradicinesia e hipocinesia corporal (combinacdo de hesitagdo, diminuigdo do
balancar dos bracos, pobreza e pequena amplitude de movimentos em geral)
0= nenhum.

1= lentiddo minima. Podia ser normal em algumas pessoas. Possivel reducéo na
amplitude.

2= movimento definitivamente anormal. Pobreza de movimento e um certo grau
de lentidao.

3= lentiddo moderada. Pobreza de movimento ou com pequena amplitude.

4= lentiddo acentuada. Pobreza de movimento ou com pequena amplitude.
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APENDICE 10-STROBE Statement — Checklist para estudos observacionais

STROBE Statement—Checklist of items that should be included in reports of cross-sectional

studies

Item

Recommendation

Title and abstract

(&) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or the abstract

Pag. 6

(&) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what was done
and what was found Pag. 6

Introduction

Background/raticnale

[

Explain the scientific background and rationale for the investization being reported

Pag. 17-78

Objectives

Lia

State specific objectives. including any prespecified hypotheses PagBB

Methods

Study design

Prezent key elements of study design early in the paper PA().86

Setting

Describe the setting. locations, and relevant dates, including periods of recruitment,
exposure, follow-up, and data collection Pa().86

Participants

(@) Cohart stush—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
zelection of participants. Describe methods of follow-up

Case-control study—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
case ascertainment and control selection. Give the rationale for the choice of cazes
and controls

Cross-sectional studh—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
selection of participants PégST

(5) Cohort study—TFor matched studies, give matching criteria and number of
exposed and unexposed
Case-control study—For matched studies, give matching criteria and the number of

controls per case N/A

Wariables

Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, and effect
modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable up Pag.87

Data sources/

measurement

8*

For each variable of interest, give sources of data and details of methods of
assessment (measurement). Describe comparability of assessment methods if there
13 more than one group up Pag.B?-BQ

Bias

Describe any efforts to address potential sources of bias PA(.86

Study size

10

Explain how the study size was arrived at PAg.86

Quantitative variablez

11

Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If applicable,
describe which groupings were chosen and why Pag.BB

Statiztical methods

Continued on naxt page

12

(&) Describe all statistical metheds, including those used to control for confounding
Pag.138

(5) Describe any methods used to examine subgroups and interactions Pag.138

() Explain how missing data were addressed Pag-1 38

(&) Cohori study—If applicable, explain how loss to follow-up was addressed
Case-control study—If applicable, explam how matching of cases and controls was
addressed

Cross-secfional study—If applicable, describe analytical methods taling account of
sampling strategy N/A

() Describe any sensitivity analyses
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Results

Participants 13* (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers potentially eligible,
examined for eligibility, confirmed eligible, included in the study, completing follow-up, and
analysed Pég.1 06

(b) Give reasons for non-participation at each stage Pag.106

(c) Consider use of a flow diagram Pég.‘l 06

Descriptive 14* (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, social) and information
data on exposures and potential confounders Pag.107, 114 e 115

(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of interest Pag.107,

(c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and total amount) Pag.105,

Outcome data 15* Cohort study—Report numbers of outcome events or summary measures over time

Case-control study—Report numbers in each exposure category, or summary measures of

exposure

Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or summary measures Pég." 15,

Main results 16 (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted estimates and their
precision (eg, 95% confidence interval). Make clear which confounders were adjusted for and
why they were included Pég.1 38-141

(8) Report category boundaries when continuous variables were categorized Pég.1 38-141

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute risk for a meaningful

time period Pag.138-141

Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and sensitivity

analyses
Discussion
Key results 18  Summarise key results with reference to study objectives Pag.129 e 108
Limitations 19  Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias or imprecision.

Discuss both direction and magnitude of any potential bias Pég." 10

Interpretation 20  Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, limitations, multiplicity
of analyses, results from similar studies, and other relevant evidence Pég.1 38-141

Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results Pag.112

Other information

Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present study and, if applicable,
for the original study on which the present article is based Pag.16,117 e 137

*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for exposed and
unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological background and
published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction with this article (freely
available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal Medicine at
http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative is
available at www.strobe-statement.org.
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