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RESUMO

SILVA, R. S. J. Anadlise genética em uma amostra de pacientes brasileiros
portadores de Doenca de Parkinson: estudo de mutagdées no gene LRRK2.
2016. 92 f. Dissertacao (Mestrado Profissional) — Faculdade de Medicina de Ribeirao

Preto, Universidade de Sao Paulo.

Introdugao: A Doenga de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa
mais comum. Os sintomas motores s&o decorrentes da morte de neurdnios
dopaminérgicos da Substdncia Nigra mesencefdlica e por inclusées
intracitoplasmaticas de a-sinucleina, os corpusculos de Lewy (CL). A doenca pode
ser o resultado de fatores ambientais agindo sobre um individuo geneticamente
susceptivel. O objetivo desse estudo foi verificar a frequéncia de mutagdes no gene
PARK8/LRRK2 em uma amostra de pacientes Brasileiros portadores de DP e
descrever as principais correlacdes clinicas encontradas nos pacientes com
mutacdes. Metodologia: Estudo transversal baseado no protocolo padronizado pelo
projeto LARGE-PD (Latin American Research Consortium on The Genetics of PD)
aplicado em 282 pacientes com DP recrutados de ambulatérios especializados em
Disturbios do Movimento do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto/USP e no
Hospital Sdo Paulo/UNIFESP, entre os anos de 2007 e 2014. O material genético
colhido foi enviado para Seattle, com analise genética realizada no laboratério do Dr
Cyrus Zabetian da Universidade de Washington. Resultados: Realizado pesquisa
genética para o LRRK2 em 229 pacientes de 282 pacientes que preencheram o
protocolo. Quatro (1,74%) pacientes foram positivos para a mutagéo. Nos casos de
inicio precoce, a frequéncia foi de apenas um caso (2,43% - 1/41). Trés pacientes
tinham histéria familiar positiva para DP (3,7% - 3/81). A idade de inicio dos sintomas
variou entre 38 e 55 anos. A mutagdo G2019S esteve presente em 1,31% (3/229).
Foi encontrado também um caso de mutagao para R1441C. Conclusodes: O LRRK2
se mostrou um importante gene correlacionado a DP, tendo como principal mutagao
a G2019S. O inicio dos sintomas variou entre 38 e 55 anos, sempre unilateral, com

boa resposta a Levodopa.

Palavras-chave: Doencga de Parkinson. Genética. LRRK2. Neurodegeneragao



ABSTRACT

SILVA, R. S. J. Genetic analysis of a sample of Brazilian patients with
Parkinson's disease: study of mutations in the LRRK2 gene, 2016. 92 p.
Dissertation (Professional Master Degree) Ribeirdo Preto Medical School, University

of Sao Paulo.

Introduction: Parkinson's disease (PD) is the second most common
neurodegenerative disease. Motor symptoms are due to the death of dopaminergic
neurons in the midbrain Substance Nigra and intracytoplasmic inclusions known as
Lewy bodies (CL), rich in a protein called a-synuclein. The disease can be the result
of environmental factors acting on an individual genetically susceptible, multifactorial
etiology. The aim of this study was to determine the frequency of mutations in the
gene PARKS8 / LRRK2 in a sample of Brazilian patients with PD and describe the
main clinical correlations in patients with mutations. Methodology: This is a cross-
sectional study based on a standardized protocol for LARGE-PD project (Latin
American Research Consortium on The Genetics of PD) applied in 282 patients with
PD recruited from specialized clinics in Movement Disorders seen at Hospital das
Clinicas de Ribeirao Preto/USP and Hospital Sao Paulo/UNIFESP, between the
years 2007 and 2014. The genetic material was sent to Seattle, and genetic analysis
was performed in the laboratory of Dr Cyrus Zabetian at the University of
Washington. Results: Realized genetic research for LRRK2 in 229 patients of 282
patients who met the LARGE-PD protocol. Observed four (1.74%) patients positive
for the mutation. In cases of early-onset, the frequency was only one case (2,43% -
1/41). Three patients had a family history of PD (3,7% - 3/81). The age of onset of
symptoms in patients with mutations varied between 38 and 55 years. A total of PD
patients with the DNA analyzed, G2019S was present in 1.31% (3/229). It was also
found one case to mutation R1441C. Conclusions: The LRRK2 had great influence
gene correlated with PD, the main mutation G2019S. The onset of symptoms varied

between 38 and 55 years, always one-sided, with good response to levodopa.

Keywords: Parkinson's disease. Genetics. LRRK2. Neurodegeneration
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1. INTRODUGAO

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doencga neurodegenerativa mais
comum, perdendo apenas para a Doenca de Alzheimer (DA) (ROWLAND; PEDLEY,
2011). Caracteriza-se pela morte de neurbnios dopaminérgicos da camada ventral
da parte compacta da Substincia Nigra mesencefalica e por inclusbes
intracitoplasmaticas, nestes mesmos neurénios, conhecidas como corpusculos de
Lewy (CL), ricos em uma proteina denominada a-sinucleina (ROWLAND; PEDLEY,
2011; WERNECK, 2010). Acredita-se que quando ha a manifestagédo dos sintomas
motores ja ocorreu perda de cerca de 60% dos neurdnios dopaminérgicos, e a
quantidade de dopamina no estriado corresponde a 80% do valor normal
(ROWLAND; PEDLEY, 2011).

Em 2003, com base na analise anatomopatolégica de pacientes com DP,
principalmente pela pesquisa dos CL intracitoplasmaticos, Braak et al.
demonstraram que a doenca se iniciava no plexo autonémico gastrico de Meissner e
nas terminagdes neurais olfatorias, a partir dai se propagava de forma caudo-rostral
pelo o tronco cerebral, principalmente para o mesencéfalo (ROWLAND; PEDLEY,
2011; WERNECK, 2010; ROSSO; NICARETTA; MATOS, 2008). A doencga
continuava a ascender atingindo o telencéfalo e o cortex cerebral. Braak dividiu essa
evolucao em seis estagios (ROSSO; NICARETTA; MATOS, 2008):

o Estagio 1: alteracdes bulbares e no nucleo olfativo anterior levando a
constipagao intestinal, a disturbios do sono e a hiposmia;

. Estagio 2: comprometimento pontino que pode induzir depresséo,
ansiedade, disturbios do sono e dor de origem central;

o Estagio 3: degeneragdo no mesencéfalo determinando o aparecimento
dos sintomas motores classicos, dos disturbios cognitivos leves e do ciclo
sono-vigilia;

° Estagio 4: lesbes saem do tronco cerebral e atingem, principalmente, o
mesocortex temporal e a amigdala, gerando as disfungbes mnemonicas,

executivas e a apatia;
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° Estagio 5: as alteragcbes acometem o neocoértex com destaque para as
areas pré-frontais e de associacao sensitivas, acentuando as disfungdes
cognitivas;

. Estagio 6: ocorre o comprometimento difuso das areas corticais primarias

e o0 agravamento das dificuldades motoras e do quadro demencial.

As manifestagdes clinicas motoras da DP incluem tremor de repouso,
bradicinesia, rigidez tipo roda dentada e anormalidades posturais (ROWLAND;
PEDLEY, 2011). Atualmente o diagnostico de DP se divide em provavel, possivel e
definitivo, sendo a confirmagdo anatomopatolégica necesséaria para este ultimo.
Vérios estudos tém demonstrado grandes dificuldades em diferenciar, clinicamente,
DP de outras sindromes parkinsonianas. Apdés avaliagcdo da necropsia de 100
cérebros de pacientes diagnosticados clinicamente por neurologistas britanicos
como sendo portadores de DP, houve confirmacdo anatomopatolégica em apenas
75% dos casos (HUGHES et al., 1992). O valor preditivo do diagndstico aumentou
para 98,6%, quando pacientes com DP foram avaliados por neurologistas
especializados em disturbios de movimento do National Hospital for Neurology and
Neurosurgery de Londres (HUGHES et al., 2002).

A DP é de distribuicdo universal, atinge todos os grupos étnicos e classes
socioecondmicas. Predomina no sexo masculino em uma propor¢ao 3:2, a média de
idade de inicio da doenca é de 55 anos, quando iniciada abaixo de 20 anos é
denominada Parkinsonismo Juvenil. Quando iniciada entre 20 e 40 anos é
designada Doenca de Parkinson de inicio Precoce (ROWLAND; PEDLEY, 2011). A
prevaléncia estimada atinge cerca de 100 a 200 casos por 100.000 habitantes
(TANNER; HUBBLE; CHAN, 1996). Sua incidéncia e prevaléncia tendem a aumentar
com a idade, de modo que a prevaléncia na idade de 70 anos pode atingir 550 casos
por 100.000 habitantes (ROWLAND; PEDLEY, 2011). Usualmente, acarreta
incapacidade severa apds 10 a 15 anos do inicio da doenca, o impacto social e
financeiro é elevado, principalmente na populagdo mais idosa (BENNETT et al.,
1996). Estima-se que o custo anual mundial com medicamentos antiparkinsonianos
gire em torno de 11 bilhées de ddlares, sendo cerca de 3 a 4 vezes de maior custo
para os pacientes na fase avangada da doenga (DODEL et al., 1998; SIDEROWEF;
HOLLOWAY; STERN, 2000).
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1.1 Historico

Quem recebeu o mérito pela primeira descricao da DP foi James Parkinson, um
medico inglés, membro do colégio real de cirurgides. Em 1871, Parkinson publicou
em Londres um ensaio intitulado “An Essay on the Shaking Palsy”, que corresponde
a primeira descricdo bem caracterizada da DP. O autor apresentou seis casos
ilustrativos, de pacientes do sexo masculino, na faixa etaria entre 50 e 72 anos. Dos
casos analisados, Parkinson procurou determinar os sintomas principais, o0s
diagnésticos diferenciais e fez consideracdes a respeito da etiologia e também do
tratamento (TEIVE, 1998).

A doenga, na época intitulada “paralisia agitante”, foi caracterizada pela
presenca de movimentos involuntarios tremulantes, com diminuicdo da forcga
muscular, tendéncia de inclinacdo do tronco para frente e com alteragao da marcha
(festinagao), sem acometimentos cognitivos, e inteligéncia preservada. Com a
evolugado da doenga foi observada a presenga de tremores mais intensos (podendo
se tornar generalizados), piora da marcha, quedas frequentes, constipacéao, disartria,
dificuldades para degluticdo, sialorréia e incontinéncia urinaria. Parkinson, na
ocasiao, interrogou que tal doenca poderia ser secundaria a traumatismos locais
multiplos com acometimento da juncdo medula espinhal/bulbo (TEIVE, 1998).

Outro grande estudioso que contribuiu para a descricdo da DP foi Charcot,
meédico nascido em Paris em 1825 e falecido em 1893, e considerado por muitos
como “pai da neurologia”. Foi ele quem sugeriu que o nome da enfermidade fosse
substituido de “paralisia agitante” para Doenga de Parkinson (‘la maladie de
Parkinson”), em homenagem a descrigado realizada por James Parkinson. Por outro
lado, Charcot acrescentou varias contribuicdes na descricdo do quadro clinico da
doenca, sendo responsavel pela definicAo dos quatro sinais cardinais: tremor,
lentiddo do movimento (bradicinesia), rigidez e dificuldades do equilibrio. Charcot
descreveu também a face “em mascara” caracteristica dos pacientes com DP. E
revelou que nao ha a presenca de fraqueza muscular na doenca, relatou que essa
falsa impressdo de “fraqueza” se deve a presenca da rigidez muscular (TEIVE,
1998).
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2. REVISAO DA LITERATURA

21 Genética na Doencga de Parkinson

As causas da DP n&o se encontram completamente esclarecidas. Acredita-se
que a doenga seja o resultado de um conjunto de fatores genéticos e ambientais,
sendo tais fatores os principais alvos de investigacdes atuais (ZAVARIZ; LIMEIRA,
2012). Varios estudos apontam para uma etiologia multifatorial, com fatores
ambientais agindo sobre um individuo geneticamente susceptivel (ZAVARIZ,;
LIMEIRA, 2012; FOLTYNIE et al., 2002). Dentre os fatores ambientais relacionados
a DP destacam-se exposicdo a pesticidas, traumatismos craniano-encefalicos e
poluentes. Com excecgao dos casos relacionados a heranga familiar, o restante, e a
grande maioria dos casos, sdo denominados DP de origem esporadica (WERNECK;
ALVARENGA, 1999).

A susceptibilidade genética na DP foi determinada pela primeira vez em 1893
por Gowers, que observou que 15% de seus pacientes apresentavam histéria
familiar positiva para DP (SIDEROWF; STEM, 2003). Em um estudo desenvolvido
por Foltynie et al. (2002) foi observado um risco maior para a apresentagdo da
doencga de 1,4 - 9,5 vezes nos parentes em primeiro grau de pacientes afetados pela
doenga.

Na DP pode ser observada uma grande variabilidade de herangas, destacando-
se: heranca autossébmica dominante, herangca autossGmica recessiva, transmissao
materna (mitocondrial) e antecipagdo genética com provavel envolvimento de
trinucleotideos de repeticdo (SIDEROWF; STEM, 2003).

A herancga no parkinsonismo primario (familiar / esporadico) pode ser poligénica
ou monogénica, sendo esta ultima responsavel por 10-15% dos casos (FOLTYNIE et
al., 2002). A genética na DP de uma maneira geral pode ser dividida em dois

grandes grupos:

e DP autossdmica recessiva (AR): PARKIN (PARK2), PINK1 (PARKEG),
DJ-1 (PARK7), ATP13A2 (PARKDY);



16

e DP autossémica dominante (AD): SNCA (PARK1/4), UCHL1(PARKS),
LRRK2 (PARKS), GIGYF2 (PARK11);

Mutacbes em outros genes também foram associadas a doengas que causam
parkinsonismo, porém causam em geral desordens clinicas complexas que
apresentam outras importantes anormalidades neurolégicas como: POLG1,
ATP13A2, PLA2G6, FBXO7, entre outros. Além disso, algumas mutagdes e
polimorfismos genéticos, como o da glucocerebrosidase (GBA), aumentam o risco
para o aparecimento da doenca.

As mutagdes no GBA podem causar disfungdo celular através de trés
mecanismos. No primeiro ocorre uma disfuncédo lisossdmica ou interferéncia na
ligacdo do receptor de alfa-sinucleina na membrana lisossomal, resultando na
degradacdo reduzida de alfa-sinucleina e toxicidade celular. A segunda hipétese
seria que mutagcbes no GBA resultariam em uma proteina desdobrada que pode
sobrecarregar a capacidade de degradagao do sistema ubiquitina-proteasoma, o que
leva ao acumulo celular de varias proteinas, por exemplo, a alfa-sinucleina. Um
terceiro mecanismo envolveria lipidios anormais, presentes em neurdnios com baixa
atividade do GBA, que iriam promover a agregacao da alfa-sinucleina e toxicidade
através da formacéo de protofibrilas (SPITZ et al.,, 2008; SANTOS et al., 2010;
GUIMARAES et al., 2012).

Tabela 1 — Genes envolvidos na Doenga de Parkinson

Lécus  Cromossomo Gene Heranga Clinica Observagodes

PARK1 4q 21-22 SNCA AD Parkinsonismo de C
origem precoce

PARK2 6g25.2-q27 PARK2 AR Parkinsonismo de C
origem precoce

PARK3 2p13 - AD Parkinsonismo classico NC

PARK4 4921-923 SNCA AD Parkinsonismo de Lécus errbneo
origem precoce (FPARK1)

PARK5 4p13 UCHL1 AD Parkinsonismo classico NC

PARKG6 1p35-p36 PINK1 AR Parkinsonismo de C
origem precoce

PARK7 1p36 PARK?7 AR Parkinsonismo de C

origem precoce

Continua
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Concluséao
Lécus  Cromossomo Gene Heranga Clinica Observagodes
PARKS 12912 LRRK2 AD Parkinsonismo classico C
PARK9 1p36 ATP13A2 AR Sindrome de Kufor- C
Rakeb
PARK10 1p32 - FR Parkinsonismo classico C
PARK11 2q36-27 GIGYF2 AD Parkinsonismo de inicio NC
tardio
PARK12 Xqg21-g25 - FR Parkinsonismo classico C
PARK13 2p12 HTRA2 AD ou Parkinsonismo classico NC
FR
PARK14 22q13.1 PLA2G6 AR Distonia-parkinsonismo c*
de origem precoce
PARK15 22q12-q13 FBX07 AR Sindrome de Parkinson
piramidal de inicio
precoce
PARK16 1932 - FR Parkinsonismo classico C
PARK17 4p16 VPS35 FR Parkinsonismo classico C
PARK18 3g27.1 EI4FG1 FR Parkinsonismo classico C

AD: autossémica dominante, AR: autossbmica recessiva, FR: fator de risco. C: confirmado
(replicado em pelo menos mais de um estudo), NC: ndo confirmado (N&o replicado).
*parkinsonismo é incomum. Extraido de: Barbosa ER, Ferraz HB, Tumas V. Transtornos do

Movimento Diagnostico e Tratamento. 2013.

2.2 Principais genes associados a Doenca de Parkinson

Autossomica Recessiva

2.2.1 PARKIN - PARK2

O PARK2 foi o segundo locus a ser identificado e se localiza no cromossomo
6925-27 (GASSER, 2009; HARDY et al., 2009). Este gene é responsavel pela
producado de PARKIN, uma proteina de 465 aminoacidos, com funcéo de ligase E3
no sistema da ubiquitina e, consequentemente, possui um papel importante na
degradacéo de proteinas no proteasoma (GASSER, 2009; HARDY et al., 2009).
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Descrita pela primeira vez em uma familia de japoneses com histérico de
casamento cosanguineo (KITADA et al., 1998).

As mutagdes no gene PARK2 sdo responsaveis pelo desenvolvimento de uma
forma de parkinsonismo juvenil autossémica recessiva, mas também recentemente
foi demonstrada sua relacdo com outras afec¢gdes como o cancro, lepra, autismo,
diabetes mellitus tipo Il e doenca de Alzheimer (DA) (COGNATA et al., 2014).

A organizacdo gendmica do PARK2 constitui de 12 exons. Muitos estudos
foram desenvolvidos nos ultimos quinze anos sobre esse gene, e, com base no
Banco de dados de mutagbes na doenca de Parkinson (http://www.molgen.vib-
ua.be/PDmutDB) 214 mutagdes foram identificadas, destacando-se: rearranjos de
exons (delegdes, duplicacbes) ou, mais frequentemente, mutagcbes pontuais
(COGNATA et al., 2014).

Um de seus achados tipicos € representado por uma perda neuronal e gliose
na parte compacta da substancia negra e loco ceruleo. No anatomopatolégico néo
se encontra corpos de Lewy nesses pacientes (VAN DE WARRENBURG et al.,
2001).

Mutagcbes nesse gene causam um parkinsonismo juvenil autossémico
recessivo. A idade média de inicio da doenca é de 32 anos e a progresséo € lenta
(GASSER, 2009; HARDY et al., 2009). Apresentam boa resposta ao tratamento com
Levodopa, e desenvolvem precocemente complicacdbes motoras tratamento-
induzidas (KHAN et al., 2005; LUCKING et al., 2001).

Alguns portadores de mutagdes no gene PARK2 podem apresentar distonia no
inicio do quadro, depressdo, ataxia, hiperreflexia, alteracbes comportamentais e
neuropatia periférica. Fato provavelmente devido as diferentes mutagdes no gene e
a fatores ambientais (CHIEN, 2007).

2.2.2 PINK1 - PARKG6

O gene, “PTEN-induced putative kinase 1” (PINK 1), existente no I6cus PARKG
localiza-se no cromossoma 1p35-36 e contém 8 exons que compreendem,
aproximadamente, 1,8 kb (GASSER, 2009; VALENTE et al., 2001; VALENTE et al.,
2004; VALENTE et al., 2002). Este gene codifica uma proteina de 581 aminoacidos
com uma massa molecular de 62,8 kDa (MOURA et al., 2008). Ele esta envolvido

com uma resposta mitocondrial e estresse oxidativo, mediada pela regulagdo do
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efluxo de calcio, influenciando processos como trafico mitocondrial, eficacia da
respiracdo mitocondrial, formagédo de Células Reativas ao Oxigénio (ROS), abertura
da permeabilidade mitocondrial, assim como pela interacdo com inibidores de morte
celular (VALENTE et al.,, 2004; VALENTE et al., 2002, WANG et al., 2009;
WEIHOFEN et al., 2009; LIU et al., 2009; GANDHI et al., 2009).

A frequéncia de mutagbes neste gene varia de 1-9%, de acordo com o grupo
étnico estudado (VALENTE et al., 2004, MOURA et al., 2008).

Homozigotos PINK1 apresentam manifestagbes clinicas indistinguiveis das
apresentadas pelos homozigotos PARK2. Em casos raros, mutacbes no PINK1
também foram associadas a DP de inicio tardio, parkinsonismo com Sindrome das
Pernas Inquietas e distonia dopa-responsiva (GELMETTI et al., 2008; TAN et al.,
2007).

223 DJ-1-PARK7

O loécus PARK-7 foi identificado no cromossoma 1p35-36, ocorrendo nesse
local uma mutacdo do gene que codifica a proteina DJ-133. Acredita-se que este
gene ajude a regular a atividade de outros genes e a proteger as células do estresse
oxidativo, estando também relacionado com a fungdo mitocondrial (MITSUMOTO;
NAKAGAWA, 2001).

Sua frequéncia de mutagdes no parkinsonismo de inicio precoce é baixa — 1 a
2% (CLARK et al., 2004; ABOU-SLEIMAN et al., 2003). Sua idade de inicio € em
torno de 30 anos, e muitas vezes se associa a presenca de distonia, alteracdes
psiquiatricas e comportamentais (GASSER, 2009; HARDY et al., 2009).

2.24 ATP13A2 - PARK9

Também denominada Sindrome de kofur-Rakeb, regido no norte da Jordania
onde foi descrito uma familia originada de um casamento consanglineo, cuja
manifestagcdo clinica era um parkinsonismo juvenil (12-16 anos). Ramirez et al.
(2006) também descreveram uma familia chilena com as mesmas manifestagdes
clinicas da familia jordaniana, e conseguiu mapear uma mutagéo no gene ATP13A2,
que codifica a ATPase transmembrana tipo P, relacionada a degradagéo proteica

lisossomal.
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Nesta doenca, além dos sintomas extrapiramidais, ¢ observado também
movimentos periorais e dos dedos das maos semelhantes a mioclonias, alucinagao
e distonia oculéria. Esta doenga € um parkinsonismo hereditario raro, com moderada
resposta a levodopa, evoluindo rapidamente com grave restricdo motora. Na
Ressonéancia Encefalica desses pacientes foi evidenciado atrofia dos globos palidos
(RAMIREZ et al., 2006; CHIEN, 2007).

2.3 Principais genes associados a Doenca de Parkinson

Autossomica Dominante

2.3.1 asinucleina (SNCA) — PARK1/4

Foi o primeiro gene causador da PD identificavel, observado primeiramente em
uma ampla familia italiana, “Contursi”, com uma mutagao descrita como p.Ala53Thr
(A53T), localizada no cromossomo 4q21 (POLYMEROPOULOS et al., 1996,
POLYMEROPQULOS et al., 1997). Este gene é responsavel pela produgdo de uma
proteina denominada a-sinucleina, formada por 140 aminoacidos.

Além da familia italiana, essa mutacdo também foi encontrada em varias
familias de descendéncia grega (ATHANASSIADOU et al., 1999; PAPADIMITRIOU
et al., 1999; SPIRA et al., 2001), e familias da Asia e Suécia (CHOI et al., 2008; Kl et
al., 2007; PUSHCHMANN et al., 2009). A exata fungdo da SNCA no cérebro ainda
nao se encontra completamente compreendida, mas ha evidéncias que esteja
correlacionada com a liberagdo de neurotransmissores e renovagado de vesiculas
nos terminais pré-sinapticos (SEN et al., 2009).

Outras duas importantes mutacdes encontradas no gene que produz essa
proteina sdo a A30P e a E46K, responsaveis pela variedade fenotipica da doenga
(GASSER, 2009).

A duplicagao e a triplicagado do gene da a-sinucleina também podem causar um
parkinsonismo familiar, o PARK4 (ROWLAND; PEDLEY, 2011).

A SNCA apresenta diferentes fendtipos, sendo que o principal deles
caracteriza-se por bradicinesia e rigidez de inicio em idade precoce
(ATHANASSIADOU et al., 1999; PAPADIMITRIOU et al., 1999; SPIRA et al., 2001).
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Os demais fenétipos da doenca variam entre a forma classica da DP e Deméncia
por Corpos de Lewy.

A maioria dos portadores de duplicagdo do numero de cépias da SNCA
apresenta um parkinsonismo de inicio tardio (CHARTIER-HARLIN et al.,
2004; FUCHS et al., 2007; IBANEZ et al., 2004, 2009; NISHIOKA et al., 2006, 2009)
que pode ser acompanhado de um declinio cognitivo de inicio tardio (NISHIOKA et
al., 2006, 2009; NUYTEMANS et al., 2009). Entretanto, portadores de triplicagdo do
numero de copias apresentam um acometimento clinico mais severo representado
por uma forma demencial agressiva (FARRER et al.,, 2004; IBANEZ et al.,
2009; SINGLETON et al., 2003). Isso sugere que a expressao excessiva da proteina

normal é suficiente para provocar a neurodegeneragao dopaminérgica.

2.3.2 UCHL1-PARKS

Esta forma de parkinsonismo corresponde a uma mutagcdo no gene
responsavel pela produgdo da proteina UCHL1 (Ubiquitin Carboxy-terminal
Hidrolase L1), mapeado no cromossomo 4p14. Este gene contém 9 exons que
compreendem 10 kb, produz um transcrito de 1,3 kb, expresso apenas no cérebro,
particularmente, na substancia negra, e codifica uma proteina de 212 aminoacidos
chamada PGP 9,5 (MOURA et al., 2008). Essa enzima faz parte do sistema
ubiquitina-proteossoma e é responsavel pela remocgao da poliubiquitina. Foi descrita
pela primeira vez em dois irmaos de uma familia alema. Seu quadro clinico € muito
semelhante a DP idiopatica (CHIEN, 2007).

23.3 GIGYF2 - PARK11

O estudo de Corinne et al. (2008) descreveu uma analise detalhada do
GIGYF2. No qual o lécus génico PARK11 localiza-se no cromossomo 2q36-37,
sendo identificado em uma populagédo caucasiana (ltaliana e Francesa) de pacientes
com pelo menos um parente de primeiro grau acometido. Esse gene codifica uma
proteina que possui cerca de 1.299 aminoacidos, e que tem sido designada como
GIGYF2 (Grb10-Interacting GYF Protein 2) (LAUTIER et al., 2008).
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Esta proteina exerce forte influéncia no fator de crescimento
insulinodependente, esse fato demonstra a forte relagéo entre diabetes e algumas
doengas neurodegenerativas.

As caracteristicas clinicas desses pacientes nao diferem dos pacientes com DP
idiopatica. Geralmente com surgimento inicial tremor e bradicinesia unilaterais, com
efetiva resposta a Levodopa e desenvolvimento discinesia e/ou flutuagées motoras

como a evolugao da doenca (LAUTIER et al., 2008).

2.3.4 Leucine-rich repeat Kinase 2 or dardarin (LRRK2) — PARK8

Foi segundo gene identificado como causador da DP autossémica dominante.
Mutacbes do LRRK2 sdo as causas genéticas mais comuns tanto da DP familiar
quando da esporadica (SEN et al., 2009; MOORE, 2008). As primeiras publicagbes
de DP associada a mutacdo do LRRK2 foram descritas em familias de origem
Europeias e Norte Americanas (PAISAIN-RUIZ et al., 2004; ZIMPRICH et al., 2004).
Em outras analises, mutagdes foram encontradas mundialmente em torno de mil
pacientes com DP familiar e esporadica, o que torna o LRRK2 a mutagao genética
mais frequente na DP. O rastreamento completo da regido responsavel pela
codificagédo do gene LRRK2 demonstrou mutagdes em cerca de 10% dos casos de
DP com histdria familiar sugestiva de heranca autossémica dominante (KHAN et al.,
2005; MATA et al., 2005; DI FONZO et al., 2006).

A sua exata funcdo biolégica permanece desconhecida, porém diversos
mecanismos patogénicos estdo em estudo a fim de justificar a correlagdo de suas
mutacdes e o desenvolvimento do parkinsonismo. Estudos realizados com
Drosophilas verificaram que o gene LRRK2 com mutacéo positiva leva a reagdes de
fosforilagao resultando em deficiéncias no ajuste do processo de tradugao proteica,
conduzindo a um desequilibrio que induziria o0 estresse oxidativo e a
neurodegeneragao, mecanismo que pode justificar a fisiopatologia na DP. Também
ja foi esclarecido que mutagdes nesse gene sao capazes de modificar a fungao
mitocondrial no neurdnio (ALMEIDA, 2013).

Esse gene foi mapeado no cromossomo 12912 e codifica uma proteina
anteriormente designada como Quinase de repeticdo rica em Leucina 2 (LRRK2)
(SEN et al., 2009; MOORE, 2008). Seu produto, também conhecido como dardarin

(termo derivado de dardara, origem basca que significa tremor), € transformado em
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uma ampla proteina com massa molecular de 286-kDA que contem dominios
multiplos independentes. Essa proteina contém 2.527 aminoacidos e é pertencente
a familia da proteina ROCO, dentro da superfamilia Ras/GTPase (LI et al., 2014;
ALMEIDA, 2013). Bosgraaf e Van Haastert (2003) observaram cinco principais
dominios: um dominio ROC (Ras em proteinas complexas), um dominio COR (C
terminal a ROC), uma regiao rica em repeti¢cdes leucina (LRR), um dominio WD40 e
um dominio catalitico de tirosina quinase (MAPKKK) (ALMEIDA, 2013; MATA et al.,
2006).

Ex24 B
LittaL
Ex19 Ex23 BQ7 Ex32 Ex35 Ex39 Exd7 Ex48
ANK IRR  m Roc f COR A Kinase W WDAD 3537
| i |
B90 880 9s4 1278 1335 1510 1511 18781879 2133 2142 2498

Figura 1 — Representacédo esquematica dos dominios estruturais do LRRK2

Nota: As posi¢cdes de todas as substituicdes de aminoacidos pontuados como patogénicos
relatados até o momento estdo em destaque em rosa, enquanto que as substituicdes de
aminoacidos que conduzem a doenga sao mostrados em verde, e 0Ss numeros
correspondentes aos Exons sdo mostrados em preto . Os dominios com seus respectivos
limites sdo indicados pelos numeros em preto na parte inferior. Abreviaturas: ANK - regido
de repeti¢cdo ankyrin; COR- C terminal de Ras; Ex - exon; LRR - dominio de repeti¢ao rica
em leucina; Roc-Ras de complexo (GTPase). Extraido de: Mata IF et al. TRENDS in

Neurosciences, 2006.

O LRRK2 contém 51 exons, que compreendem uma regiao genémica de 144
kb de extensdo. Até hoje, ha uma descricdo de mais de 70 mutacdes no gene do
LRRK2. O ponto de maior concentragdo mutacional, sendo o mais importante
verificado foi identificado no exon 41, que contem trés mutacbes descritas na
literatura: ¢.6035T>C (p.12012T), c.6055G>A (p.G2019S) e ¢.6059T>C (p.12020T),
contudo somente as duas ultimas estdo relacionadas a um carater patogénico
confirmado (PAISAN-RUIZ et al., 2004; ZIMPRICH et al., 2004; LI et al., 2005;
ALMEIDA, 2013; MATA et al, 2006). Alguns estudos divergem quanto a
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consideracdo de mutacbes patogénicas encontradas nesse gene. Vijayan et al.
(2011) e Aasly et al. (2010) consideram seis mutagdes comprovadamente
patogénicas: G2019S, 12020T, R1441C, R1441G, R1441H, Y1699C. Ja Dachsel et
al. (2010), acreditam que seriam sete mutagdes, incluindo a mutagdo G2385R ao
grupo ja citado. O estudo de Corti O. et al. (2011) descreve também sete mutagdes
como patogénicas (N1437H, R1441G/C/H, Y1699C, 12020T e G2019S), mas as
mutacbes G2385R e R1628P sao consideradas como fatores de risco especificos
para populagao asiatica (ALMEIDA, 2003).

Tabela 2 — Distribuigdo das mutagdes no LRRK2 por dominio/regido

Patogénico Incerto

Regiao Mutacao n (%) Familias n (%) Mutagdo n(%) Familias n (%)

N-Terminal - - 9 (13.4%) 11 (10.4%)
Ankyrin-like - - 4 (5.9%) 9 (8.5%)
L1 - - 3 (4.4%) 3 (2.8%)
LRR - - 11 (16.4%) 21 (20%)
L2 - - 1(1.5%) 2 (1.9%)
ROC 3 (50%) 162 (17.2%) 7 (10.4%) 16 (15,2%)
COR 1(16.7%) 2 (0.2%) 13 (19.4%) 19 (18%)
Kinase 2 (33.3%) 775 (82.5%) 6 (8.9%) 6 (5.7%)
L3 - - 2 (2.9%) 2 (1.9%)
WD40 - - 11 (16.4%) 16 (15,2%)

Total 6 939 67 105

Extraido de: http://www.molgen.vib-ua.be/PDmutDB.

A mutacdo de maior destaque comprovadamente em diversos estudos é a
G2019S, responsavel por 5-6% da DP familiar e 1-2% da DP esporadica (LI et al.,
2014). Localizada no exon 41, caracteriza-se pela substituicdo do aminoacido glicina
por uma serina, levando uma mudanca estrutural do dominio kinase da proteina
sintetizada pelo LRRK2, que, contudo, ndo modifica a estrutura geral da proteina
(ALMEIDA, 2013; MOURA et al., 2008; Mata et al., 2006). Esta mutagéo potencializa
a atividade quinase da proteina e demonstrou ser neurotdéxica em alguns estudos
(MOURA et al., 2008; ALMEIDA, 2013).

Sua prevaléncia é afetada pela descendéncia étnica, sendo mais frequente em
pacientes com DP do norte da Africa (30-40%) e entre judeus Ashkenazi (10-30%)
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(OZELIUS et al., 2006; LESAGE et al., 2006; LI et al., 2014; ALMEIDA, 2013).
Segundo Lesage et al. (2005), ha sinais de que tenha surgido no século Xlll, com
propagacéo para o norte da Africa e alguns paises da Europa. Sua penetrancia é
incompleta e esta relacionada a idade. Kachergus et al. (2005) observaram que em
individuos heterozigotos, a variagdo com a idade pode aumentar de 17% aos 50
anos para 85% aos 70 anos. Outro estudo, Healy et al. (2008) relataram que esta
variacao € de 28% aos 59 anos, 51% aos 69 anos e 74% aos 79 anos, independente
do sexo. Contudo em algumas populacdes esse fato ndo é consolidado, o que
remete a etiologia multifatorial da DP, tendo que levar em consideragdo outros
fatores, como os ambientais, necessarios para a manifestacdo da doenca (MOURA
et al., 2008).

As mutacdoes R1441C, R1441G e R1441H se localizam no mesmo dominio
ROC do gene LRRK2, no exon 31. Em relagcao a sua distribuicdo geografica, a
R1441C é a segunda mutagcdo mais prevalente, encontrada inicialmente em uma
familia da América do Norte, e posteriormente em familias caucasianas pequenas
(ZIMPRICH et al., 2004; HAUGARVOLL et al., 2009). A mutagdo R1441G é mais
prevalente em familias no Norte da Espanha, notadamente no pais Basco (PAISAN-
RUIZ et al., 2004). Ja a mutagdo R1441H divergentemente do observado nas
mutacgdes anteriores foi descrita em um grande numero de pacientes com DP tanto
familiar quanto esporadica, em varios paises como: Taiwan, Portugal, Inglaterra,
Franga, Grécia e Australia (ZIMPRICH et al., 2004; HAUGARVOLL et al., 2009;
ALMEIDA, 2013).

Entre a populagéo asiatica foi descoberta uma nova variante no gene LRRK2,
considerada um fator de risco para o desenvolvimento de DP, a mutacdo G2385R
(DI FONZO et al., 2006; FARRER et al., 2007; TAN et al. 2007). Ela ocorre no exon
48 e consiste na troca do aminoacido glicina por um residuo de arginina, o que reduz
a carga positiva do dominio. Esta modificacdo implica em alteragdo no dominio
WD40 da proteina codificada e conduz a uma redugcdo na interacdo entre outras
proteinas, além de bloquear a atividade quinase da proteina (TAN. et al., 2007) Di
Fonzo et al. (2006) observaram a presenca dessa variante em cerca de 10% da
populacao chinesa de Taiwan com DP e em 5% dos individuos controles, ndo sendo
a mesma verificada entre os ocidentais (KHAN et al., 2005; DI FONZO et al., 2006).
Assim, foi proposto que essa mutagcdo seja um fator comum de risco para o

desenvolvimento da DP especifico dos asiaticos.
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Tabela 3 — Resumo das mutagdes patogénicas e possivelmente patogénicas do LRRK2

Troca de Localizagdo Aminoacido Segregacaoda Populagdgo Dominio
nucleotideo substituido doenca original
demonstrada
2378G>T Exon 19 R793M NR Europeia Repeticéo
Ankyrin
2789A>G Exon 21 Q930R NR Europeia -
3200G>A Exon 24 R1067Q NR Asia LRR
3287C>G Exon 24 S1096C NR Europeia LRR
3342A>G Exon 24 L1114L Yes Europeia Splicing
3364A>G Exon 25 11122V Yes Europeia LRR
3683G>C Exon27 S1228T NR Europeia LRR
4111A>G Exon 29 11371V NR Leste da ROC
india
4321C>T Exon 31 R1441C Yes Europeia ROC
4321C>G Exon 31 R1441G Yes Europeia ROC
4322G>A Exon 31 R1441H NR Asia, ROC
Europeia
+3A>G IVS 31 NA NR Europeia Splicing
4541G>A Exon 32 R1514Q NR Europeia COR
+6T>A IVS33 NA NR Asia Splicing
5096A>G Exon 35 Y1699C Yes Europeia COR
5606T>C Exon 38 M1869T NR Europeia COR
5822G>A Exon 40 R1941H NR Europeia Kinase
6035T>C Exon 41 12012T Yes Asia Kinase
6055G>A Exon 41 G2019S Yes Europeia, Kinase
Norte da
Africa
6059T>C Exon 41 12020T Yes Europeia, Kinase
Asia
7067C>T Exon 48 T23561 NR Europeia WD40
7153G>A Exon 48 G2385R NR Asia WD40

Abreviagdes: IVS - Sequencia Interveniente, NA — Nao aplicavel, NR — N&o reportado.
Extraido de: Mata IF et al. TRENDS in Neurosciences.2006.
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Em geral a apresentagédo clinica nas mutagdes do LRRK2 é semelhante a DP
idiopatica, caracterizada por uma doenca de inicio tardio, de acometimento
assimétrico com bradicinesia, rigidez, tremor e boa resposta a Levodopa (GASSER,
2009; HARDY et al., 2009). Notou-se também que os pacientes de sexo feminino
qgue apresentavam a mutacao G2019S tinham idade de inicio da doenga cerca de 10
anos mais precoce em relagao ao sexo masculino (LI et al., 2014). O tremor é bem
significativo nessa mutagcado, muitas vezes definida como uma doenga “tremor-
dominante” (PAISAIN-RUIZ et al., 2004; NUYTEMANS et al., 2008).

Gaig et al. (2014) analisaram em seu estudo pacientes espanhodis com
mutacdes para LRRK2 e pacientes com DP idiopatica. Foi evidenciado que sintomas
nao motores DP ocorreram tanto nos paciente com mutagdo para o LRRK2 com
variante G2019S quanto para os pacientes com DP idiopatica com frequéncias
relativamente semelhantes. O Unico sintoma nao motor que diferiu entre esses dois
grupos foi a hiposmia, ocorrendo em 39% dos pacientes com mutagdo LRRK2 em
contraste com 75% dos pacientes com DP idiopatica. Também em outros estudos a
prevaléncia de anormalidade do olfato em LRRK2-PD foi encontrada na faixa de 36
a 49%, significativamente inferior ao PD idiopatica (75-81%).

Gaig et al. (2014) também demonstraram que a frequéncia de Transtorno
Comportamental do Sono REM (TCSREM) tende a ser menor em casos de LRRK2-
DP do que em PD idiopatica, embora a diferenca nao foi estatisticamente
significativa. A prevaléncia de TCSREM na PD idioatica relatado na literatura varia
de 15% a 46%. Outro estudo demonstrou que sintomas de TCSREM foram
encontrados em apenas 11% dos pacientes LRRK2-PD, em comparagao com 42%
dos pacientes com DP indiopatico.

A analise genética constitui uma importante ferramenta para a pesquisa de
novos tratamentos que buscam evitar a neurodegeneracdo na PD. Baseado nos
estudos genéticos aprofundados no LRRK2, cientistas focaram na descoberta de
inibidores de pequenas moléculas do LRRK2 para criagdo de novos medicamentos.
Contudo, o potencial terapéutico desses inibidores ainda nado esta claro, também
toxicidades significativas em algumas de suas classes tém sido referidas em
cobaias.

Daher et al. (2015), realizaram um estudo em ratos de tipo selvagem e ratos
transgénicos G2019S-LRRK2. Estes ultimos apresentavam neurodegeneracdo e

inflamacao exacerbada em resposta a excessiva expressdo de a-sinucleina. Os
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ratos foram tratados com um inibidor (PF-06447475) durante 4 semanas. Esse
inibidor minimizou tanto a neurodegeneragcdo quanto a neuroinflamagao causada
nos ratos que expressavam G2019S-LRRK2. Foi notado que no experimento
também os ratos do tipo selvagem apresentaram neuroprotegdo. Nao foi possivel
detectar indicios patolégicos adversos no pulmao, rim ou figado dos ratos
tratados. Estes resultados demonstraram que a inibicdo farmacologica do LRRK2 é
bem tolerada por um periodo de quatro semanas e pode neutralizar a

neurodegeneragao dopaminérgica causada pela expressdo aguda da a-sinucleina.

2.4  Anadlise genética na populagao brasileira

A populacgéo brasileira é formada por uma extensa mistura entre amerindios,
europeus e africanos, se tornando uma das mais variaveis no mundo. Pela grande
diversidade populacional, estudos genéticos se tornaram alvos da atengdo de
diversos cientistas para o melhor esclarecimento de enfermidades, principalmente as
de carater familiar e degenerativas. Contudo, essa analise encontrou diversos
obstaculos, uma vez que, em paises de dimensdes continentais, como o Brasil, a
base genética da populacao difere entre regides distintas, sendo os niveis mais
acentuados de mistura observados na regido Sudeste. Desta forma, para que
estudos possam ter maior confiabilidade, uma série maior de pacientes em
diferentes regides do pais é necessaria para verificar a dispersao genética
geografica (PIMENTEL et al., 2008). Entre as doengas mais estudadas atualmente,
destacam-se as de comportamento neurodegenerativos, principalmente DP e DA.

A DP por ser uma doenga multifatorial, sofrendo influéncias de diversos fatores
ambientais e genéticos, apresenta grandes dificuldades para o rastreamento de
genes especificos que poderiam estar relacionados com a susceptibilidade da
doenca (ZAVARIZ; LIMEIRA, 2012; FOLTYNIE et al., 2002). Os principais estudos
brasileiros a ela relacionados visam o esclarecimento genético principalmente das
formas de herangas monogénicas, entretanto ha uma limitagao na efetuagédo desses
estudos justamente pela baixa incidéncia do padrdo monogénico na populagdo
brasileira (FOLTYNIE et al., 2002). Outra restricao encontrada na definicdo do tipo

de herancga corresponde a sua variabilidade genotipica e fenotipica, de modo que,
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por exemplo, em duas populagdes com mutagdes distintas em um mesmo gene
pode haver manifestacdes clinicas diferentes. Um achado interessante que leva a
uma “confusdo” na diferenciacdo entre herancas AD e AR foi a demonstragcao em
varias analises da presenga de mutacéo heterozigética em uma doenga com padrao
AR, atuando como fator de susceptibilidade e resultando no fendmeno dominante-
negativo.

A contribuicdo genética tem fundamental importancia, pois o conhecimento
aprofundado nessa area podera constituir avancos terapéuticos e melhorar,
futuramente, a condugdo médica da doenga (CHIEN, 2007). Dentre as melhorias
esperadas, destaca-se a descoberta de novos agentes neuroprotetores atuando de
forma preventiva, e medidas que possam interferir no curso da doenca, como a
Terapia Génica (CHIEN, 2007; FONTES et al., 2011). Esta ultima se caracteriza por
introdugdo, correcdo ou inativagdo de material genético, como forma de obter
beneficios para o organismo, nela sequéncias nucleotidicas especificas sao
intencionalmente introduzidas ou modificadas em células ou tecidos humanos. A
Terapia Génica representa uma esperanga de tratamento para um grande numero
de doengas até hoje consideradas incuraveis por métodos convencionais (FONTES
et al., 2011).

Atualmente, a analise genética em pacientes com DP continua sendo indicada
apenas para fins de carater cientifico, visto que a identificacao precoce de mutacoes
genéticas ndo va auxiliar ou alterar a terapéutica empregada na pratica clinica, pois
ainda nao foi estabelecido um tratamento especifico que atue alterando a histéria
natural da doenga (CHIEN, 2007).

Dentre os principais genes que se tem estudo na populacdo brasileira
destacam-se: LRRK2, PARKIN, PINK1, ATP13A2 e mutagcbes na
glucocerebrosidade (GBA).

2.4.1 Estudos do LRRK2 (PARK8) em populagdes brasileiras.

Realizamos uma revisao sistematica sobre estudos referindo-se a pesquisa
de mutagdes no LRRK2 em pacientes brasileiros. Foram realizadas buscas nos
seguintes bancos de dados: PubMed, Lilacs, SciELO. Os descritores utilizados
para a presente revisdo foram: “Parkinson's disease”, “Neurodegenerative

disease”, “Leucine-rich repeat kinase 2", “LRRK2”, “G2019S mutation”, “Dardarin” e
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“Brazil”. Nas bases de dados em portugués foram utilizados os mesmos termos,
com seus equivalentes na lingua portuguesa. Na selegdo dos artigos, ndo houve
restricdo quanto a populacdo, sexo ou idade dos pacientes ou mutacoes
estudadas, nem mesmo quanto a metodologia de estudo e técnica utilizada. Da
mesma forma, nao foi realizada distingdo entre parkinsonismo familiar e
esporadico, assim como precoce e tardio. Os critérios de inclusdo foram: artigos
completos e originais relacionados a genética na DP em populagdes brasileiras e
também artigos voltados a pesquisa exclusiva da mutagao LRRK2 em populagdes
brasileiras. A revisdo do presente estudo abrangeu todos os estudos brasileiros
publicados até 2015. Foram analisados 30 estudos brasileiros sobre genética na
DP em toda a revisdo, sendo encontrados 12 artigos sobre o LRRK2 na populacgéo
brasileira.

Mutacdes no gene LRRK2 s&o consideradas como as mais relevantes causas
de parkinsonismo genético em diferentes populagbes. Como ja referido
anteriormente, na Europa e nos Estados Unidos, a mutagdo G2019S no gene
LRRK2 é a mais comum, sendo encontrada em cerca de 5% dos casos de DP
familiar e 2% da forma esporadica (COOKSON et al.,2005; GOLDWURM et
al.,2005). Existem varios estudos sobre PARK8 em amostras que incluem pacientes
brasileiros.

Di Fonzo et al. (2005) descreveram 61 familias com padrdo autossdmico
dominante (AD), sendo 4 familias portadoras da mutagdo G2019S, ou seja 6,6%, o
que relaciona LRRK2 a neurodegeneragao. Chien (2007) encontrou em seu estudo
essa mutagdo em uma incidéncia de 12,5% (2 casos em 16 casos com historia
familiar positiva).

Munhoz et al. (2008) descreveram em seu trabalho que dentre 83 pacientes
brasileiros (pré-selecionados para ter um inicio precoce de doenga e/ou uma histéria
familiar positiva), 3 pacientes (3,5%) apresentavam a mutagdo G2019S. No seu
estudo foram avaliados pacientes gémeos homozigotos os quais desenvolveram DP
assimétrica direita. A apresentacido clinica de gémeos era surpreendentemente
similar incluindo o inicio da doenga exatamente com a mesma idade (60 anos).

Aguiar et al. (2008) avaliaram mutagdes L1114L, 11122V, R1441C, Y1699C, e
G2019S por sequenciamento direto em 72 pacientes brasileiros portadores de DP
hereditaria de inicio precoce, e encontraram quatro pacientes com a mutacéo
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G2019S. Mutagbes no LRRK2 representaram 5,5% de todas as mutacdes
encontradas.

Santos-Rebougas et al. (2008) descreveram um paciente brasileiro com a
mutacdo G2019S que apresentava DP e DA simultaneamente. Os mesmos autores
em 2009 pesquisaram pela mutacdo G2019S em 180 casos consecutivos de
pacientes brasileiros com DA e encontraram um caso positivo, e o paciente nao
apresentava sinais de parkinsonismo.

Barsottini et al. (2009) examinaram 119 pacientes com diagndéstico de DP
provenientes do setor de disturbios de movimentos da UNIFESP e de consultérios
privados na cidade de Sao Paulo. Pesquisaram as mutagdes: L1114L, 11122V,
R1441C, Y1699C e G2019S por sequenciamento direto. Nessa amostra foram
incluidos varios pacientes com inicio dos sintomas antes da idade de 50 anos.
Foram identificados quatro pacientes com mutacao G2019S, uma frequéncia de
3,36%. Neste estudo, as principais caracteristicas dos pacientes portadores de
mutagcdes no gene LRRK2 eram: predominancia da mutagdo no sexo feminino, o
longo tempo de doencga e historia familiar ndo relevante de DP (embora 75% dos
pacientes tiveram consanguinidade de primeiro e segundo grau). O sintoma inicial
dos quatro casos foi tremor e trés casos desenvolveram discinesias induzidas pela
levodopa.

Camargos et al. (2009) avaliaram pacientes em seguimento na Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte. 202
pacientes foram diagnosticados como Doenca de Parkinson Idiopatica, sendo 45
pacientes com inicio precoce da doenga. Sequenciaram o gene LRRK2 em uma
amostra de oito pacientes com diagndstico de DP familiar de inicio tardio (>40 anos)
e ndo encontraram nenhuma mutagdo G2019S. Contudo, um caso tipico de DP
autossOmica dominante classica foi encontrado, uma variante Q923H localizada no
exon 21 do gene.

Abdalla-Carvalho et al. (2010) estudaram 204 pacientes com DP, sendo 197
pacientes brasileiros e 7 pacientes portugueses. Realizaram o sequenciamento dos
dominios ROC e MAPKKK do gene LRRK2 nesses 197 pacientes brasileiros, que
foram recrutados em varios hospitais na cidade do Rio de Janeiro. Eles
observaram que a mutacdo patolégica mais prevalente nessa amostra foi a
p.G2019S, identificada em 2,4% dos casos de DP. Nesse estudo foi considerado
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que as variantes p.T1410M e p.Y2189C seriam provavelmente polimorfismos e que
a mutacao p.C2139S poderia ser potencialmente patogénica.

Moura et al. e Pimentel et al. (2008) pesquisaram a presencga de mutagdes nos
exons 31 e 41 do gene LRRK2, através do sequenciamento automatico, em uma
amostra de 154 pacientes brasileiros ndo aparentados com DP familiar ou
esporadica, incluindo casos de manifestacdo precoce ou tardia da doengca. A
mutacdo LRRK2 p.G2019S foi identificada em heterozigose em trés probandos
(2%).

Chien et al. (2014) realizaram um estudo onde foram recrutados pacientes
portadores de DP em seguimento no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) e da Associagéo Brasileira de
Parkinson. Cerca de 100 pacientes foram analisados através da reacdo de PCR,
principalmente quanto a presenga da mutagcdo G2019S. Na presente amostra
analisada nao foram identificadas mutagdes, provavelmente em decorréncia ao
pequeno numero de pacientes incluidos.

Spitz et al. (2015) descreveram um paciente brasileiro heterozigoto para
mutacdes no gene GBA (L444P) e LRRK2 (G2019S) e verificaram que outros 5
parentes apresentavam as mesmas mutagdes simultaneamente mas sem
apresentar parkinsonismo.

Bertucci Filho (2015) analisou geneticamente 66 pacientes com parkinsonismo
de inicio precoce e encontrou apenas uma paciente (1,57%) com mutagdo para
LRRK2, na forma heterozigética para variante patogénica G2019S. A manifestagao
inicial dessa paciente foi tremor em membro superior direito, desenvolvendo mais
tarde o quadro clinico completo de DP, ela relatava a presenca de distonia na fase
inicial da doenca, antes do uso da levodopa.

Apesar de todos esses estudos, ndo é possivel ainda determinar com precisao
a frequéncia da mutacdo G2019S na populacdo brasileira, ou a importancia do
PARK8 como causa de DP em pacientes brasileiros. Nossa populacdo pode ser
mais afetada devido a sua descendéncia portuguesa, ja que na populagéo de
Portugal existe uma alta prevaléncia dessa mutagdo, conforme demonstrado por
alguns estudos (PAISAN-RUIZ et al., 2005).
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Estudo Autores/Ano Amostra Mutagao Porcentagem

“A frequent LRRK2 gene mutation Di Fonzo et.al, 61 familias com G2019S 4 familias -

associated with autossomal 2005 DP 6,6% dos
dominant Parkinson’s Disease” pacientes

“Estudo genético na Doenca de Chien et.al, 16 pacientes G2019S 12,5% (2/16)

Parkinson” 2007 com padrao AD
“Genetic and Environmental Aguiar et. al, 72 pacientes G2019S 4 pacientes —
findings in early-onset Parkinson’s 2008 5,5%
Disease Brazilian Patients”
“The G2019S LRRK2 mutationin  Munhoz et. al, 83 pacientes G2019S 3 pacientes -
Brazilian patients with Parkinson's 2008 com DP 3,5%
disease: Phenotype in precoce e HF
monozygotic twins” positiva
“Co-occurrence of Sporadic Santos- Um paciente G2019S -
Parkinsonism and Late-Onset Rebougas analisado com
Alzheimer's Disease in a Brazilian et.al, 2008 DA e
Male with the LRRK2 p.G2019S parkinsonismo
Mutation”
“A study of LRRK2 mutations and  Pimentel et.al, 154 pacientes G2019S 3 pacientes,
Parkinson's disease in Brazil” 2008 e Moura ~2%
et.al, 2008
“Clinical and molecular Barsottini et al, 119 pacientes G2019S 4 pacientes,
neuroimaging characteristics of 2009 com menos de 3,36%
Brazilian patients with Parkinson’s 50 anos
disease and mutations in PARK2
or PARKS genes”

“Familial Parkinsonism and early Camargos et. 202 pacientes, Q923H no Um paciente,
onset Parkinson's disease in a al, 2009 45 com DP exon 21 0,49%
Brazilian Movement Disorders precoce

clinic: Phenotypic characterization

and frequency of SNCA, PRKN,

PINK1 and LRRK2 mutations”
“Genetic analysis of LRRK2 Abdalla- 204 pacientes G2019S 2,4%
functional domains in Brazilian Carvalho et.

patients with Parkinson’s disease” al, 2010
“ Frequency of LRRK2 G2019S Chien et. al, 100 pacientes - -
mutation in late-onset sporadic 2014

pacients with Parkinson's disease”
“Association of LRRK2 and GBA Spitz et al, 1 paciente GBA -

continua
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conclusao
Estudo Autores/Ano Amostra Mutacgao Porcentagem
mutations in Brazilian Family with 2015 (L444P) e
Parkinson’s disease” LRRK2
(G2019S)
“Frequéncia e fenotipo de Bertucci Filho, 66 pacientes G2019S 1,52%

variantes dos genes PARK2 e
LRRK2 em pacientes com

parkinsonismo de inicio precoce”

2015

Abreviagbes: DP — Doenca de Parkinson, AD — autossémica dominante, HF — Historia

familiar, DA — Deméncia de Alzheimer.
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3. OBJETIVOS

Verificar a frequéncia de mutagdes no gene PARK8/LRRK2 em uma
amostra de pacientes Brasileiros portadores de Doeng¢a de Parkinson,
em seguimento no Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto e no Hospital
Sao Paulo da UNIFESP.

Descrever as principais correlagdes clinicas encontradas nos pacientes
com mutacgoes.
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4, METODOS

41 Projeto LARGE-PD

O Latin American Research Consortium on The Genetics of PD (LARGE-PD)
nasceu em 2005 como uma colaboracdo de toda a América Latina, no intuito de
aumentar o conhecimento sobre a DP nesses paises. Para o melhor entendimento
da fisiopatologia molecular na DP, os estudos genéticos assim como os estudos
epidemiolégicos demonstraram serem ferramentas valiosas. Esse consorcio esta
prestes a se tornar o primeiro estudo na América Latina que permitira ir mais a fundo
sobre fatores genéticos e ambientais correlacionados ao desenvolvimento da DP,
principalmente no sentido da descoberta de novos genes de susceptibilidade para a
doenga.

Os beneficios adicionais para essa abordagem incluem: (1) fornecer uma base
racional para selegdo de mutagdes para testes genéticos clinicos dentro de regides
geograficas especificas, e (2) identificar subgrupos de pacientes com alto risco para
o desenvolvimento da DP que seriam candidatos para futuros ensaios clinicos para
drogas neuroprotetoras.

Atualmente o consoércio é composto por amostras de pacientes procedentes de
seis grandes centros académicos localizados em cinco paises diferentes: Argentina,
Brasil, Colémbia, Peru e Uruguai. Os médicos Dr. Ignacio Mata e Dr. Cyrus Zabetian
da Universidade de Washington em Seattle sdo os coordenadores do consércio, de
modo a garantir a coleta de dados padronizada, o armazenamento do DNA e o
controle de qualidade.

Até 2012, foram armazenadas cerca de 1.750 amostras de DNA de pacientes

portadores de DP e cerca de 1.650 amostras de controles.

4.2 Orgamento

Este estudo foi desenvolvido com recursos financeiros obtidos junto a
PARKINSON'S DISEASE FOUNDATION para financiamento do projeto LARGE-PD.
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4.3 Coleta de dados

A coleta de dados do presente estudo foi padronizada através de um
questionario aplicado em 282 pacientes com diagnéstico de DP recrutados de forma
aleatéria de ambulatérios especializados em Disturbios do Movimento, com
atendimentos realizados no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sao Paulo (USP) e no Hospital Sao Paulo da Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP), no periodo entre os anos de 2007 e 2014. Tal questionario apenas foi
aplicado mediante a autorizagdo do paciente por assinatura de um termo de
consentimento livre e esclarecido (ANEXO A). O estudo foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa do HCFMRP-USP (ANEXO B).

4.4 Diagnéstico e avaliagao dos pacientes

Os pacientes foram diagnosticados com Doenga de Parkinson mediante os
critérios diagnésticos do Banco de Cérebro de Londres (HUGHES et al., 1992).

Tabela 5 — Critérios Diagnosticos do Banco de Cérebro de Londres para Doenga de

Parkinson

I) Diagnéstico da sindrome parkinsoniana

Bradicinesia associada a pelo menos um dos seguintes:

a) Rigidez;

b) Tremor de repouso de 4-6Hz;

c) Instabilidade postural ndo causada por alteragdes visuais, vestibulares, cerebelar ou
disfungao proprioceptiva.

Il) Critérios de exclusédo

a) Histéria de isquemias cerebrais recorrentes ou evolugdo em escada das
caracteristicas parkinsonianas;

b) Traumas encefélicos de repetigao;

c) Histéria de encefalite definida;

d) Crises oculdgiras;

e) Tratamento com neurolépticos no inicio dos sintomas;

f) Remisséo sustentada;

continua
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g) Mais de um familiar afetado;

h) Sintomas estritamente unilaterais por mais de trés anos;

i) Paralisia supranuclear do olhar;

j) Sinais cerebelares;

k) Disautonomia grave precoce;

I) Deméncia precoce com distlrbios de memodria, linguagem e praxias;

m) Sinal de Babinski;

n) Tumor cerebral ou hidrocefalia em estudo de imagem;

0) Exposigao a tetra-hidropteridina (MPTP);

p) Resposta negativa a levodopa, a despeito de altas doses, na auséncia de ma-

absorgao.

lll) Critérios de suporte prospectivos

Trés ou mais dos seguintes para o diagndstico:

a) Inicio unilateral, acometimento assimétrico.

b) Presencga de tremor de repouso;

c) Doenga progressiva;

d) Assimetria persistente afetando principalmente o lado de inicio da doenga;
e) Resposta excelente a levodopa (melhora de 70 a 100%);

f) Resposta a levodopa por cinco anos ou mais;

g) Discinesia induzida pela terapia com levodopa;

h) Evolugéo clinica de dez anos ou mais.

Foram excluidos os pacientes menores de 18 anos e com manifestacbes
atipicas na evolugdo da doenca ou outras condicdes que levariam a um
parkinsonismo: disautomias precoces, alteragdes precoces da movimentag¢do ocular,
sintomas unilaterais persistentes, ma resposta a levodopa, lesbes estruturais
visualizadas em métodos de imagens que poderiam resultar em parkinsonismo,
parkinsonismo medicamentoso, deméncia precoce (sua ocorréncia em um tempo
inferior a um ano depois da instalagao do parkinsonismo).

Os pacientes incluidos no estudo foram avaliados pelas seguintes dispositivos:

e Escala Unificada de Avaliacdo da Doenca de Parkinson — versao da
Movement Disorders Society (MDS-UPDRS), partes 1, 2, 3 e 4 (C.G.
GOETZ et al., 2008) (ANEXO C);
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e Avaliagcao cognitiva pelo teste de Montreal, Moca — Montreal Cognitive
Assessment (BERTOLUCCI; SARMENTO; WAJMAN, 2007) (ANEXO
D);

e Escala de estadiamento motor Hoehn e Yahr (SHENKMAN ML et al.
2001) (ANEXO E);

e Questionario fornecido pelo projeto LARGE-PD, abrangendo: histérico
familiar; medicagcbes em uso ou ja utilizadas para o tratamento da
doencga, interrogatorio do estilo de vida do paciente, exposicdo a
agrotoxicos, uso de cafeinas, uso de anti-inflamatorios ndo hormonais,

uso de refrigerantes, tabagismo e atividade fisica (ANEXO F).

4.5 Nomenclatura dos pacientes

Os pacientes foram catalogados em dois grandes centros de referéncia em
Distarbios do Movimento: no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (USP) e no Hospital Sdo Paulo da Universidade Federal
de S&o Paulo (UNIFESP). Em Ribeirdao Preto adotou-se a sigla RPP seguida pelos
quatro ultimos numeros do registro do prontuario médico de cada paciente portador
de DP, caso houvesse repeticdo dos quatro ultimos numeros em mais de um
paciente, acrescentou-se ao final dos niumeros a letra encontrada no final de cada
registro (como exemplo, RPP 4353C e RPP 4353H). Ja no Hospital Sdo Paulo da
UNIFESP, adotou-se a sigla SPP seguida por um numero de quatro digitos que
corresponde a ordem de aplicagdo do questionario (como exemplo, primeiro
paciente portador de DP avaliado: SPP0001).

4.6 Analise do DNA

A extracao do DNA gendmico dos leucécitos foi realizada através da coleta de
sangue periférico. O material genético colhido foi devidamente armazenado no

laboratério de Neurociéncias da FMRP-USP. Posteriormente, aliquotas desse
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material foram enviadas a Seattle, onde a analise genética ocorreu no laboratério do
Dr Cyrus Zabetian na Universidade de Washington.

Todas as amostras sanguineas foram analisadas quanto a presenga de
G2019S e quanto ao conjunto das trés substituicdes no codon 1441 (p.R1441C/ G/
H), que sdo as mutagbes LRRK2 mais comuns em todo mundo. O p.G2019S foi
genotipado através de Ensaios de expressdo génica TagMan ( C_63498123 10 —
um sistema que simplifica o processo de extragao de DNA por ser bastante rapido,
sendo possivel obter DNA bastante puro para ser utilizado em processos de Reacgao
em Cadeia da Polimerase/PCR). O DNA gendmico (5ng/ul) foi misturado com ABI
Master Mix (2,5ul), 40x Assay Mix (0,125ul) e agua (1,375ul) para cada amostra. A
discriminacado alélica pela reacdo da PCR foi executada em um sequenciador
auutomatico ABI 7900HT, utilizando os padrdes ciclicos Tagman das condi¢cdes ABI
(50 ciclos). Os controles positivos para os trés gendtipos (confirmado por
sequenciacao) foram incluidos em todas as corridas de genotipagem.

Todas as amostras encontradas pelo Tagman carreadoras de p.G2019S foram
entdo sequenciadas para confirmagdo. O DNA gendmico (5ng/ul) foi amplificado
utilizando o kit JumpStart Taqg DNA polimerase. Utilizou-se 0,75 ul de tampéo
Jumpstart (10x), 0,15 ul de Jumpstart Taq (2,5 U / ul), 0,6 de trifosfatos de
desoxinucledsidos (DNTPs; 2.5uM), 0,375ul de cada iniciador (10 uM) e 4,25ul de
agua. Foram usadas condi¢des de ciclagem do padrdo K. Touchdown: 94 ° C
durante 3 minutos, 10 ciclos de 94 ° C durante 30 segundos, 70 ° C durante 30
segundos (um grau decrescente em cada ciclo) e 72 ° C durante 30 segundos, e 30
ciclos de 94 ° C durante 30 segundos, 60 ° C durante 30 segundos e 72 ° C durante
30 segundos. As temperaturas de “recozimento” eram dependentes dos “primers”
(parte das fitas de DNA). Foi sequenciado o exon 41 do LRRK2 utilizando o Kit de
sequenciamento ciclico Applied Biosystems Big-Dye Terminator v3.1, e a analise foi
realizada através da utilizagcdo do software Mutation Surveyor. As substituicdes do
cédon 1441 foram genotipadas através do sequenciamento do exon 31 do LRRK2,
utilizando também o kit de sequenciamento ciclico Applied Biosystems Big-Dye
Terminator v3.1, e analise também foi realizada pelo software Mutation Surveyor. As

condicdes de PCR foram as mesmas tal como descrito antes para o exon 41.
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Um total de 282 pacientes com parkinsonismo que preencheram critérios

diagnésticos para DP responderam o questionario LARGE-PD. Desses, 229 tiveram

seu DNA avaliado para pesquisa de mutacdes. Acredita-se que nao foi possivel

analise do DNA de todos os pacientes participantes devido ao viés do risco de perda

por algum erro no armazenamento e no envio do material.

Dos 229 pacientes, 178 foram incluidos no HC-FMRP-USP (77,72%) e 51 no

HSP-UNIFESP (22,27%).

Tabela 6 — Amostra de pacientes com DNA avaliado para presen¢a de mutagao

LRRK2
Numero Registro Sexo Idade na Exon 41 Exon 31
analise do Alelos Alelos
DNA
1 RPP0037 Masculino 42 Normal (GG) Normal (CC)
2 RPP0083 Feminino 53 Normal (GG) Normal (CC)
3 RPP0142 Masculino 43 Normal (GG) Normal (CC)
4 RPP0222 Feminino 83 Normal (GG) Normal (CC)
5 RPP0223 Masculino 58 Normal (GG) Normal (CC)
6 RPP0240 Masculino 53 Normal (GG) Normal (CC)
7 RPP0259 Feminino 58 Normal (GG) Normal (CC)
8 RPP0278 Feminino 47 Normal (GG) Normal (CC)
9 RPP0312 Feminino 75 Normal (GG) Normal (CC)
10 RPP0331 Masculino 63 Normal (GG) Normal (CC)
11 RPP0452 Masculino 70 Normal (GG) Normal (CC)
12 RPP0456 Feminino 59 Normal (GG) Normal (CC)
13 RPP0487 Masculino 62 Normal (GG) Normal (CC)
14 RPP0727 Feminino 51 Normal (GG) Normal (CC)
15 RPP0749 Feminino 72 Normal (GG) Normal (CC)
16 RPP0760 Feminino 63 Normal (GG) Normal (CC)
17 RPPQ781 Feminino 83 Normal (GG) Normal (CC)
18 RPP0783 Masculino 60 Normal (GG) Normal (CC)
19 RPP0825 Masculino 81 Normal (GG) Normal (CC)
20 RPP0844 Masculino 61 Normal (GG) Normal (CC)
21 RPP0870 Masculino 71 Normal (GG) Normal (CC)
22 RPP0879 Masculino 71 Normal (GG) Normal (CC)
23 RPP0884 Feminino 48 Normal (GG) Normal (CC)
24 RPP0909 Masculino 27 Normal (GG) Normal (CC)
25 RPP0925 Masculino 68 G2019S (GA) Normal (CC)
26 RPP0997 Masculino 64 Normal (GG) Normal (CC)
27 RPP1007 Masculino 41 Normal (GG) Normal (CC)
28 RPP1008 Masculino 68 Normal (GG) Normal (CC)
29 RPP1062 Masculino 60 Normal (GG) Normal (CC)
30 RPP1065 Feminino 51 Normal (GG) Normal (CC)
31 RPP1136 Masculino 75 Normal (GG) Normal (CC)
32 RPP1236 Feminino 66 Normal (GG) Normal (CC)

continua
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Numero Registro Sexo Idade na Exon 41 Exon 31
analise do Alelos Alelos
DNA
33 RPP1270 Feminino 75 Normal (GG) Normal (CC)
34 RPP1368 Feminino 75 Normal (GG) Normal (CC)
35 RPP1385 Feminino 67 Normal (GG) Normal (CC)
36 RPP1442 Feminino 66 Normal (GG) Normal (CC)
37 RPP1473 Feminino 83 Normal (GG) Normal (CC)
38 RPP1545 Masculino 53 Normal (GG) Normal (CC)
39 RPP1554 Masculino 64 Normal (GG) Normal (CC)
40 RPP1575 Masculino 81 Normal (GG) Normal (CC)
41 RPP1584 Masculino 37 Normal (GG) Normal (CC)
42 RPP1593 Masculino 68 Normal (GG) Normal (CC)
43 RPP1600 Feminino 52 Normal (GG) Normal (CC)
44 RPP1658 Masculino 52 Normal (GG) Normal (CC)
45 RPP1733 Feminino 70 Normal (GG) Normal (CC)
46 RPP1810 Masculino 68 Normal (GG) Normal (CC)
47 RPP1893 Feminino 59 Normal (GG) Normal (CC)
48 RPP2035 Feminino 60 Normal (GG) Normal (CC)
49 RPP2062 Masculino 57 Normal (GG) Normal (CC)
50 RPP2113 Masculino 57 Normal (GG) Normal (CC)
51 RPP2115 Feminino 46 Normal (GG) Normal (CC)
52 RPP2131 Feminino 36 Normal (GG) Normal (CC)
53 RPP2215 Feminino 74 Normal (GG) Normal (CC)
54 RPP2222 Masculino 56 Normal (GG) Normal (CC)
55 RPP2234 Feminino 75 Normal (GG) Normal (CC)
56 RPP2285 Masculino 53 Normal (GG) Normal (CC)
57 RPP2415 Feminino 45 Normal (GG) Normal (CC)
58 RPP2467 Feminino 69 Normal (GG) Normal (CC)
59 RPP2612 Feminino 79 Normal (GG) Normal (CC)
60 RPP2644 Masculino 52 Normal (GG) Normal (CC)
61 RPP2696 Feminino 83 Normal (GG) Normal (CC)
62 RPP2761 Masculino 29 Normal (GG) Normal (CC)
63 RPP2829 Masculino 66 Normal (GG) Normal (CC)
64 RPP2869 Masculino 65 Normal (GG) Normal (CC)
65 RPP3043 Masculino 54 Normal (GG) Normal (CC)
66 RPP3051 Masculino 62 Normal (GG) Normal (CC)
67 RPP3121 Feminino 59 Normal (GG) Normal (CC)
68 RPP3149 Masculino 63 Normal (GG) Normal (CC)
69 RPP3156 Feminino 76 Normal (GG) Normal (CC)
70 RPP3174 Feminino 55 Normal (GG) Normal (CC)
71 RPP3269 Masculino 62 Normal (GG) Normal (CC)
72 RPP3275 Masculino 36 Normal (GG) Normal (CC)
73 RPP3409 Masculino 53 Normal (GG) Normal (CC)
74 RPP3449 Feminino 50 Normal (GG) Normal (CC)
75 RPP3456 Masculino 59 Normal (GG) Normal (CC)
76 RPP3465 Masculino 70 Normal (GG) Normal (CC)
77 RPP3482 Masculino 49 Normal (GG) Normal (CC)
78 RPP3529 Feminino 73 Normal (GG) Normal (CC)
79 RPP3580 Masculino 30 Normal (GG) Normal (CC)
80 RPP3636 Feminino 79 Normal (GG) Normal (CC)
81 RPP3665 Masculino 41 Normal (GG) Normal (CC)
82 RPP3694 Masculino 75 Normal (GG) Normal (CC)
83 RPP3728 Masculino 42 Normal (GG) Normal (CC)
84 RPP3795 Feminino 58 Normal (GG) Normal (CC)
85 RPP3856 Feminino 46 Normal (GG) Normal (CC)
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Numero Registro Sexo Idade na Exon 41 Exon 31
analise do Alelos Alelos
DNA
86 RPP3877 Feminino 54 Normal (GG) Normal (CC)
87 RPP3884 Masculino 45 Normal (GG) Normal (CC)
88 RPP4038 Feminino 69 Normal (GG) Normal (CC)
89 RPP4238 Masculino 71 Normal (GG) Normal (CC)
90 RPP4353 Feminino 52 Normal (GG) Normal (CC)
91 RPP4353H Masculino 59 Normal (GG) R1441C (CT)
92 RPP4462 Feminino 56 Normal (GG) Normal (CC)
93 RPP4476 Masculino 57 Normal (GG) Normal (CC)
94 RPP4534 Masculino 62 Normal (GG) Normal (CC)
95 RPP4589 Masculino 56 Normal (GG) Normal (CC)
96 RPP4612 Masculino 62 Normal (GG) Normal (CC)
97 RPP4726 Feminino 66 Normal (GG) Normal (CC)
98 RPP4806 Masculino 70 Normal (GG) Normal (CC)
99 RPP4827 Masculino 53 Normal (GG) Normal (CC)
100 RPP4828 Masculino 51 Normal (GG) Normal (CC)
101 RPP4849 Feminino 49 Normal (GG) Normal (CC)
102 RPP4986 Masculino 67 Normal (GG) Normal (CC)
103 RPP5004 Masculino 53 Normal (GG) Normal (CC)
104 RPP5180 Feminino 70 Normal (GG) Normal (CC)
105 RPP5272 Masculino 70 Normal (GG) Normal (CC)
106 RPP5314 Masculino 64 Normal (GG) Normal (CC)
107 RPP5420 Masculino 39 Normal (GG) Normal (CC)
108 RPP5478 Feminino 33 Normal (GG) Normal (CC)
109 RPP5534 Masculino 56 Normal (GG) Normal (CC)
110 RPP5573 Feminino 41 Normal (GG) Normal (CC)
111 RPP5598 Masculino 63 Normal (GG) Normal (CC)
112 RPP5662 Masculino 42 Normal (GG) Normal (CC)
113 RPP5683 Masculino 58 Normal (GG) Normal (CC)
114 RPP5708 Masculino 68 Normal (GG) Normal (CC)
115 RPP5849 Masculino 47 Normal (GG) Normal (CC)
116 RPP5891 Feminino 74 Normal (GG) Normal (CC)
117 RPP5975 Masculino 62 Normal (GG) Normal (CC)
118 RPP6052 Masculino 56 Normal (GG) Normal (CC)
119 RPP6100 Feminino 56 Normal (GG) Normal (CC)
120 RPP6109 Masculino 72 Normal (GG) Normal (CC)
121 RPP6121 Masculino 51 Normal (GG) Normal (CC)
122 RPP6152 Masculino 72 Normal (GG) Normal (CC)
123 RPP6156 Masculino 76 Normal (GG) Normal (CC)
124 RPP6235 Feminino 60 Normal (GG) Normal (CC)
125 RPP6694 Feminino 84 Normal (GG) Normal (CC)
126 RPP6771 Masculino 53 Normal (GG) Normal (CC)
127 RPP6833 Masculino 70 Normal (GG) Normal (CC)
128 RPP6972 Feminino 48 Normal (GG) Normal (CC)
129 RPP7017 Feminino 55 Normal (GG) Normal (CC)
130 RPP7167 Feminino 71 Normal (GG) Normal (CC)
131 RPP7230 Masculino 65 Normal (GG) Normal (CC)
132 RPP7315 Masculino 59 Normal (GG) Normal (CC)
133 RPP7503 Masculino Normal (GG) Normal (CC)
134 RPP7554 Feminino 79 Normal (GG) Normal (CC)
135 RPP7555 Masculino 59 Normal (GG) Normal (CC)
136 RPP7580 Feminino 48 Normal (GG) Normal (CC)
137 RPP7646 Masculino 76 Normal (GG) Normal (CC)
138 RPP7697 Masculino 90 Normal (GG) Normal (CC)
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Numero Registro Sexo Idade na Exon 41 Exon 31
analise do Alelos Alelos
DNA
139 RPP7790 Masculino 63 Normal (GG) Normal (CC)
140 RPP7941 Feminino 72 Normal (GG) Normal (CC)
141 RPP7956 Feminino 56 Normal (GG) Normal (CC)
142 RPP8059 Masculino 67 Normal (GG) Normal (CC)
143 RPP8078 Feminino 51 Normal (GG) Normal (CC)
144 RPP8161 Feminino 72 Normal (GG) Normal (CC)
145 RPP8186 Feminino 71 Normal (GG) Normal (CC)
146 RPP8199 Masculino 35 Normal (GG) Normal (CC)
147 RPP8200 Feminino 51 Normal (GG) Normal (CC)
148 RPP8236 Feminino 48 Normal (GG) Normal (CC)
149 RPP8237 Masculino 39 Normal (GG) Normal (CC)
150 RPP8239 Masculino 42 Normal (GG) Normal (CC)
151 RPP8368 Masculino 68 Normal (GG) Normal (CC)
152 RPP8447 Feminino 74 Normal (GG) Normal (CC)
153 RPP8470 Feminino 60 Normal (GG) Normal (CC)
154 RPP8560 Masculino 74 Normal (GG) Normal (CC)
155 RPP8778 Feminino 46 Normal (GG) Normal (CC)
156 RPP8828 Masculino 80 Normal (GG) Normal (CC)
157 RPP8842 Masculino 39 Normal (GG) Normal (CC)
158 RPP8857 Feminino 45 Normal (GG) Normal (CC)
159 RPP8864 Masculino 53 Normal (GG) Normal (CC)
160 RPP8877 Masculino 61 Normal (GG) Normal (CC)
161 RPP8939 Masculino 82 Normal (GG) Normal (CC)
162 RPP9010 Masculino 65 Normal (GG) Normal (CC)
163 RPP9104 Masculino 47 Normal (GG) Normal (CC)
164 RPP9213 Feminino 34 Normal (GG) Normal (CC)
165 RPP9214 Masculino 79 Normal (GG) Normal (CC)
166 RPP9386 Masculino 55 Normal (GG) Normal (CC)
167 RPP9388 Masculino 55 Normal (GG) Normal (CC)
168 RPP9413 Masculino 74 Normal (GG) Normal (CC)
169 RPP9451 Feminino 65 Normal (GG) Normal (CC)
170 RPP9543 Masculino 53 Normal (GG) Normal (CC)
171 RPP9629 Masculino 78 Normal (GG) Normal (CC)
172 RPP9642 Masculino 71 Normal (GG) Normal (CC)
173 RPP9647 Masculino 52 Normal (GG) Normal (CC)
174 RPP9699 Feminino 40 Normal (GG) Normal (CC)
175 RPP9729 Masculino 38 Normal (GG) Normal (CC)
176 RPP9740 Feminino 56 Normal (GG) Normal (CC)
177 RPP9768 Feminino 70 Normal (GG) Normal (CC)
178 RPP9869 Masculino 49 Normal (GG) Normal (CC)
179 SPP0002 Masculino 58 Normal (GG) Normal (CC)
180 SPP0003 Masculino 63 Normal (GG) Normal (CC)
181 SPP0004 Masculino 66 Normal (GG) Normal (CC)
182 SPP0005 Masculino 65 Normal (GG) Normal (CC)
183 SPP0007 Masculino 69 Normal (GG) Normal (CC)
184 SPP0008 Feminino 53 Normal (GG) Normal (CC)
185 SPP0009 Feminino 58 Normal (GG) Normal (CC)
186 SPP0011 Masculino 41 Normal (GG) Normal (CC)
187 SPP0012 Feminino 64 Normal (GG) Normal (CC)
188 SPP0014 Masculino 49 Normal (GG) Normal (CC)
189 SPP0016 Masculino 49 Normal (GG) Normal (CC)
190 SPP0017 Masculino 56 Normal (GG) Normal (CC)
191 SPP0018 Feminino 41 Normal (GG) Normal (CC)




conclusao
Numero Registro Sexo Idade na Exon 41 Exon 31
analise do Alelos Alelos
DNA
192 SPP0019 Masculino 47 Normal (GG) Normal (CC)
193 SPP0020 Masculino 58 Normal (GG) Normal (CC)
194 SPP0021 Masculino 59 Normal (GG) Normal (CC)
195 SPP0022 Feminino 57 Normal (GG) Normal (CC)
196 SPP0023 Masculino 47 Normal (GG) Normal (CC)
197 SPP0024 Masculino 58 Normal (GG) Normal (CC)
198 SPP0025 Masculino 67 Normal (GG) Normal (CC)
199 SPP0026 Feminino 64 Normal (GG) Normal (CC)
200 SPP0027 Feminino 60 Normal (GG) Normal (CC)
201 SPP0029 Masculino 57 Normal (GG) Normal (CC)
202 SPP0030 Masculino 75 Normal (GG) Normal (CC)
203 SPP0031 Feminino 68 Normal (GG) Normal (CC)
204 SPP0032 Masculino 68 Normal (GG) Normal (CC)
205 SPP0033 Masculino 59 Normal (GG) Normal (CC)
206 SPP0034 Feminino 55 Normal (GG) Normal (CC)
207 SPP0035 Masculino 67 Normal (GG) Normal (CC)
208 SPP0036 Masculino 57 Normal (GG) Normal (CC)
209 SPP0037 Masculino 62 G2019S (GA) Normal (CC)
210 SPP0038 Feminino 56 Normal (GG) Normal (CC)
211 SPP0039 Feminino 65 Normal (GG) Normal (CC)
212 SPP0040 Feminino 66 Normal (GG) Normal (CC)
213 SPP0041 Feminino 63 Normal (GG) Normal (CC)
214 SPP0042 Feminino 83 Normal (GG) Normal (CC)
215 SPP0043 Masculino 58 Normal (GG) Normal (CC)
216 SPP0044 Masculino 65 Normal (GG) Normal (CC)
217 SPP0045 Feminino 56 Normal (GG) Normal (CC)
218 SPP0046 Masculino 44 G2019S (GA) Normal (CC)
219 SPP0047 Masculino 40 Normal (GG) Normal (CC)
220 SPP0048 Feminino 50 Normal (GG) Normal (CC)
221 SPP0049 Masculino 56 Normal (GG) Normal (CC)
222 SPP0050 Masculino 64 Normal (GG) Normal (CC)
223 SPP0051 Masculino 58 Normal (GG) Normal (CC)
224 SPP0052 Masculino 72 Normal (GG) Normal (CC)
225 SPP0055 Masculino 66 Normal (GG) Normal (CC)
226 SPP0056 Masculino 81 Normal (GG) Normal (CC)
227 SPP0057 Feminino 52 Normal (GG) Normal (CC)
228 SPP0059 Masculino 70 Normal (GG) Normal (CC)
229 SPP0061 Masculino 67 Normal (GG) Normal (CC)

Em negrito — mutagbes encontradas na amostra.
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Dos pacientes com o DNA analisado, 41 (17,9% - 41/229) apresentavam DP
de inicio precoce (antes dos 40 anos) e 81 (35,8% - 82/229) apresentavam histdria
familiar positiva para DP, incluindo familiares possivelmente afetados. No total de
148 (64,19% - 147/229) pacientes foram considerados como forma esporadica da
doenca.

Observado na amostra que 89 (38,86% - 89/229) pacientes eram do sexo
feminino e 140 (61,13% - 140/229) eram do sexo masculino. A idade média de
instalacdo dos sintomas foi de 49 + 13 anos (variou entre 12 e 84 anos), e a idade
média para o diagndstico da doenga foi de 51 + 11,75 anos (variou entre 18 e 84

anos).

57
Faixa: Maior do que 60 anos
24.89%

Faixa:41- 60 anos
51.97%

41
Faixa:21- 40 anos
17.90%

Faixa: 0 - 20 anos
1.75%

0 20 40 60 80 100 120
Gréfico 1 — Distribuicao por faixa de idade do inicio das manifestagbes da doenca
A primeira manifestacdo clinica apresentada pelos pacientes foi tremor

(52,84% - 121/229), seguido por bradicinesia (15,72% 36/229), seguido por rigidez
(7,42% - 17/229). Em 188 (82,09% - 188/229) o inicio foi unilateral.
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Grafico 2 — Primeira manifestagao clinica da DP

Dos pacientes analisados, 172 (75,1% - 172/229) estavam em uso de
levodopa, 115 (50,21% - 115/229) estavam em uso de agonistas dopaminérgicos e
29 (12,66% - 29/229) ja haviam feito uso de agonistas dopaminérgicos previamente.
113 (65,69% - 113/172) ainda

apresentavam boa resposta por mais de cinco anos de seu uso e 56 (32,55% -

Entre os pacientes em uso de levodopa,

56/172) manifestaram discinesias induzidas pela medicagéao.

Tabela 7 — Caracteristicas clinicas da Amostra analisada

Numero total de pacientes 229

Sexo M 140 (61,13%)
F 89 (38,86%)

Idade média de manifestacgao clinica 49 + 13 anos

Inicio dos sintomas antes dos 40 anos 41 (17,9%)

80 (34,93%)

Aposentados por invalidez pela doencga

Primeira manifestacéo clinica

Tremor (52,84%)

Em uso de levodopa

172 (75,1%)

Apresentando discinesias pela levodopa

56 (32,55%)

Em uso de agonistas dopaminérgicos

115 (50,21%)

Histoéria familiar de DP

81 (35,8%)
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Foi observado no questionario epidemiolégico que 79 (34,49% - 79/229)
pacientes com DP tinham histéria positiva para o uso de tabaco em alguma fase de
sua vida, a média em anos de exposi¢ao ao tabagismo foi de 25 anos, 9 (11,39% -
9/79) ainda mantiveram o habito de fumar. A ingestdo de cafeina foi observada em
194 pacientes (84,71% - 194/229), com seu uso predominante de 1-2 xicaras por
dia, totalizando 86 (44,32% - 86/194). Historia de etilismo ocorreu em 100 pacientes
(43,66% - 100/229), 13 (13% - 13/100) ainda mativeram o habio de ingestdo de
bebiba alcoolica. Na amostra analisada, 102 (44,54% - 102/229) pacientes haviam

trabalhado em lavouras, e 48 (20,96% - 48/229) ja haviam feito uso de pesticidas.

17
Faixa: 6 ou mais chicaras por dia
7.42%

32
Faixa: 3 - 5 chicaras por dia
13.97%
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Faixa: 2 - 6 chicaras por semana
13.10%
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3.93%
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Gréfico 3 — Distribuigdo da taxa de consumo de cafeina

No estudo foi observado que 80 (34,93% - 80/229) pacientes se encontravam
aposentados por invalidez decorrente a doenga. O estagio Hoehn & Yahr da maioria

dos pacientes no momento da avaliagdo era 2 (51,97%).
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Gréafico 4 — Distribuicdo do estagio Hoehn &Yahr

As mutagdes abordadas nesse estudo foram as encontradas no gene LRRK2
(PARKS8). A investigacdo dos demais genes relacionados a DP ainda esta em
andamento. Nesse estudo a mutacdo do LRRK2 foi encontrada em quatro pacientes
(1,75% - 4/229), sendo que trés apresentavam historia familiar positiva para DP
(3,7% - 3/81). A mutagdo G2019S na forma heterozigética foi encontrada em trés
pacientes (1,31% - 3/229) e a mutagdo R1441C em um paciente (0,43% - 1/229).

Todos os pacientes positivos para a mutacdo eram do sexo masculino. Todos
iniciaram a doengca com acometimento unilateral, e a grande maioria com
bradicinesia seguida de rigidez (75% - 3/4). A idade de instalagdo dos sintomas
variou entre 38 a 55 anos. Todos os pacientes faziam uso de cafeina semanalmente.
Dois ja haviam trabalhado em lavoura e apenas um paciente tinha histéria de

tabagismo e etilismo.

Tabela 8 — Pacientes positivos para a mutacdo no LRRK2

Paciente Paciente Paciente Paciente
SPP0037 SPP0046 RPP0925 RPP4353H
Sexo Masculino Masculino Masculino Masculino
Idade 67 anos 49 anos 75 anos 63 anos
Mutagdo G2019S G2019S G2019S R1441C

continua



conclusao 50

Paciente Paciente Paciente Paciente
SPP0037 SPP0046 RPP0925 RPP4353H
Inicio unilateral Sim Sim Sim Sim
Sintoma inicial Bradicinesia Bradicinesia Tremor Bradicinesia e
rigidez
Idade de inicio 43 anos 38 anos 55 anos 45 anos
dos sintomas
Em uso de Sim Nao Sim Sim
levodopa
Resposta positiva Sim - Sim Sim
a levodopa
Histéria familiar Sim Néao Sim Sim
de DP

5.1 Paciente SPP0037 — Mutacao G2019S

Paciente do sexo masculino, hoje com 67 anos, data de nascimento em
16/12/1948, iniciou os sintomas parkinsonianos aos 43 anos em 1991. Sua primeira
manifestacao foi bradicinesia seguida de rigidez no membro superior direito. Sua
forma de parkinsonismo é predominante rigida-acinética. Permanece responsivo a
levodopa mesmo 10 anos apods o inicio dos sintomas. Atualmente em uso levodopa
desde seu diagndstico (1991) e em uso de agonista dopaminérgico desde 2008. Seu
H&Y é de 3, refere hipercinesias induzidas por levodopa, sua UPDRS parte Ill no
“on” foi 52.

Paciente atuou durante grande parte de sua vida ocupacional como técnico em
refrigeracdo, atualmente esta aposentado por invalidez. Referiu que na juventude
também chegou a trabalhar em lavouras, mas que nao ficou exposto a metais
pesados ou pesticidas. Apresentava histéria de tabagismo e etilismo dos 12 anos
aos 37 anos, em média entre 1 a 2 macos de cigarro por dia, e cerca de sete
garrafas de cerveja por semana.

Paciente referiu ter ancestrais africanos e brasileiros. Apresenta dois casos de

parentes possivelmente afetados pela doenca, um primo e um tio do lado paterno.
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Figura 2 — Heredograma do paciente SPP0037

5.2 Paciente SPP0046 — Mutacao G2019S

Paciente do sexo masculino, com data de nascimento de 17/01/1967, 49 anos,
casado e com oito anos de escolaridade. Trabalhou por 20 anos como soldador,
hoje é profissional autbnomo. Iniciou seus sintomas motores em 2005, aos 38 anos
de idade. Sua primeira manifestagéo foi bradicinesia nho membro superior direito, e
seu parkinsonismo € predominantemente rigido-acinético. Recebeu o primeiro
diagnostico de DP em 2007, aos 40 anos. Na data do preenchimento do protocolo,
em 2011, ndo estava em uso de levodopa e fazia uso de agonista dopaminérgico
desde 2008, com boa resposta a medicacédo. Seu H&Y na avaliagdo motora era de 2
e sua UPDRS parte Il foi 17.

Paciente negou tabagismo em qualquer fase da vida, refere ingestao de
cafeina desde os 8 anos de idade (em média de 1 a 2 xicaras por dia), negou
etilismo, nunca trabalhou em lavoura ou ficou exposto a agrotoxicos.

Referiu descendéncia materna espanhola e paterna brasileira. Negou historia
familiar de DP, porém referiu histéria familiar de “tremor essencial”. Seus familiares

nao foram avaliados no presente estudo.
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Figura 3 — Heredograma do paciente SPP0046

5.3 Paciente RPP0925 — Mutacao G2019S

Paciente do sexo masculino, divorciado, com data de nascimento em
03/05/1940, 75 anos, escolaridade de cinco anos. Foi aposentado por invalidez
devido a doencga. Iniciou seus sintomas motores aos 55 anos com instalagao
gradativa de tremores em membro superior esquerdo. Sua etnia € brasileira, com
relatos de descendéncia indigena. Referiu ter um familiar afetado pela doencga, um
tio materno. Seu protocolo foi preenchido em 2009, nessa data estava em uso de
Levodopa, Bromocriptina e Amantadina. Relato de flutuagdbes motoras e de
discinesias induzidas pela medicacdo. Seu H&Y na data de aplicacido do protocolo
era 2.

No questionario epidemioldgico, observado ingestdo de cafeina diaria, em
média dez xicaras por dia por mais de 60 anos. Morou em meio rural por 15 anos e
trabalhou na lavoura por 10 anos, mas nega exposigdo a agrotoxicos. Negou
tabagismo ou etilismo.

Seu ultimo registro de atendimento no ambulatério foi em 2011. Seu protocolo
foi preenchido de maneira incompleta, ndo sendo realizado seu heredograma.

Tentado contato telefénico para repreenchimento do protocolo, porém sem sucesso.

5.4 Paciente RPP4353H — Mutagdao R1441C

Paciente do sexo masculino, 63 anos, data de nascimento em 04/07/1952,

divorciado, escolaridade segundo grau completo. Trabalhou como bancario por 13
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anos, e atualmente esta aposentado por invalidez. Iniciou seus sintomas aos 45
anos em 1997, seu primeiro tratamento medicamentoso foi aos 48 anos com uso de
levodopa, medicagdo em uso até hoje. Também em uso de agonista dopaminérgico
desde 2005. Seus sintomas iniciais foram bradicinesia e rigidez em membro superior
direito. Sua forma de parkinsonismo é a rigida-acinética. Possui boa resposta a
levodopa mesmo com seu uso prolongado e apresenta discinesias induzidas pela
medicacado. Na data de preenchimento do questionario em fevereiro de 2014 seu
H&Y foi de 2,5, UPDRS parte Ill em “on” foi 22.

Seus ancestrais maternos eram libaneses e seus ancestrais paternos eram
espanhois. Apresenta relato de nove familiares maternos afetados pela DP, na forma
de heranga autoss6mica dominante (AD).

Paciente nunca fez uso de tabaco. Ingere cafeina em cerca de 2 a 6 copos por
semana, desde os 18 anos. Nunca fez uso de bebida alcodlica. Nunca trabalhou em

lavoura ou foi exposto a metais pesados nem pesticidas.
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Figura 4 — Heredograma do paciente RPP4353H
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6. DISCUSSAO

Como ja referido anteriormente, os fatores que levam ao desenvolvimento da
DP nao foram completamente esclarecidos. Apds varios estudos, chegou-se a um
consenso em que a DP seria resultada da associacdo de elementos genéticos e
ambientais, que sdo cada vez mais visados para o desenvolvimento de futuras
pesquisas e o melhor conhecimento da doenca (ZAVARIZ; LIMEIRA, 2012). Hoje se
reforca a ideia de uma base multifatorial, com elementos ambientais atuando em um
individuo geneticamente susceptivel (ZAVARIZ; LIMEIRA, 2012; FOLTYNIE et al.,
2002). Com excecao dos casos relacionados a heranga familiar, o restante, e a
grande maioria dos casos, sdo denominados DP de origem esporadica (WERNECK;
ALVARENGA, 1999).

O estudo aqui apresentado prioriza o estudo genético da DP, sendo realizada
uma revisao sistematizada de artigos brasileiros publicados até 2015 sobre a analise
genética para DP em populagdes brasileiras.

Nosso estudo abrangeu a pesquisa de mutacdes para o LRRK2 em 229
pacientes dos 282 pacientes que preencheram o protocolo do LARGE-PD. Como ja
referido anteriormente, acredita-se que nao foi possivel analise do DNA de todos os
pacientes participantes devido ao viés do risco de perda do material por algum erro
no armazenamento e no envio para Seattle. Procuramos observar a frequéncia de
mutacdes tanto nos casos com histéria familiar positiva quanto nos casos de DP
esporadica, tendo em vista que mesmo em casos esporadicos a mutagdo no gene
LRRK2 ocorre em até 2% dos casos (COOKSON et al., 2005; GOLDWURM et
al.,2005).

Observamos que em 229 pacientes analisados, quatro (1,74%) pacientes foram
positivos para a mutagdo. No estudo de Moura et al. (2008) foram encontrados trés
pacientes com mutacdo do gene LRRK2, sendo dois casos familiares e um caso
isolado, o que representa aproximadamente 2% da amostra analisada.
Considerando apenas os 41 casos de inicio precoce (antes dos 40 anos), nosso
estudo verificou a frequéncia de apenas um caso (2,43% - 1/41). No estudo de
Barsottini et al. (2009), em que 119 pacientes provenientes do setor de disturbios de

movimentos da UNIFESP/EPM, com inicio dos sintomas da PD antes da idade de 50
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anos, foram identificados quatro pacientes (3,36%) com mutacdo positiva para
PARKS8. Ja nos estudos de Aguiar et al. (2008) foram avaliados 72 pacientes
brasileiros portadores de DP hereditaria de inicio precoce, mutacbées no LRRK2
representaram 5,5% de todas as mutacdes encontradas.

Em nosso estudo, trés pacientes tinham histéria familiar positiva para DP (3,7%
- 3/81). A idade de inicio dos sintomas nos pacientes com a mutagao variou entre 38
e 55 anos. Foram encontrados trés heterozigotos para a mutacdo G2019S, sendo
dois com histdria familiar positiva (2,46% - 2/81) e um caso esporadico. No total de
pacientes com DP com o DNA analisado, G2019S esteve presente em 1,31%
(3/229). Foi encontrado também um caso de mutacdo para R1441C, esta nao
descrita em outros estudos brasileiros.

Assim como em nossa analise, diversos estudos demonstraram que a mutacao
mais encontrada do LRRK2 foi a G2019S. No estudo de Abdalla - Carvalho et al.
(2010), foram recrutados 204 pacientes com DP, a mutacdo G2019S correspondeu a
2,4%. Moura et al. (2008) demonstrou em uma amostra de 154 pacientes brasileiros,
sem historia de consanguinidade, com DP familiar ou esporadica, incluindo casos de
manifestacao precoce ou tardia da doenca, a presenga da mutagao LRRK2 /G2019S
foi identificada em heterozigose em trés probandos (2%). Munhoz et al. (2008)
descreveram em seu trabalho que dentre 83 pacientes brasileiros (pré-selecionados
para ter um inicio precoce de doenga e/ou uma histéria familiar positiva), 3 pacientes
(3,5%) apresentavam a mutagdo G2019S. No estudo de Chien (2007), foi
encontrada essa mutacdo em uma incidéncia de 12,5% (2 casos em 16 casos com
histéria familiar positiva).

Na amostra total do nosso estudo nado foi separada a forma de heranca
genética. Na analise dos heredogramas dos pacientes positivos para a mutagao,
apenas no individuo R1441C foi observado uma forma de heranca AD. Foi descrito
por Di Fonzo et al.(2005) 61 familias com padrao autossémico dominante (AD),
sendo 4 familias portadoras da mutagcao G2019S, ou seja 6,6%. Fato ndo observado
em nosso estudo, em que a mutacdo G2019S nao pareceu ter correlagdo com
algum padrao de heranga genética (AD ou AR), apesar de dois pacientes afirmarem
presenca de parentes com a doenca. Este fato também foi observado no estudo de
Barsottini et al. (2009) em que os pacientes positivos para a mutagdo nao
apresentaram historia familiar relevante de DP (embora 75% dos pacientes tiveram

consanguinidade de primeiro e segundo grau).
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A mutagdo R1441C, como ja falado anteriormente, nunca havia sido registrada
em outros estudos brasileiros. O paciente portador dessa mutacdo possui
descendéncia materna libanesa. Foram acometidos pela doenca conforme seu
heredograma: a mée, todos os tios maternos e o avé materno. A mutagdo R1441C
se encontra no exon 31, no mesmo dominio ROC do gene LRRK2. Analisando sua
distribuicdo geografica, corresponde a segunda mutagdo do LRRK2 mais prevalente
encontrada primeiramente em uma familia Norte América/ Nebraska ocidental e em
pequenas familias caucasianas (ZIMPRICH et al., 2004; HAUGARVOLL et al.,2009).
Di Fonzo et al. (2006) encontraram essa mutagdo em uma prevaléncia de 3,4% em
um estudo que avaliou 60 familias com DP predominantemente italianas. Acredita-se
que a familia analisada no presente estudo possa ter um ancestral comum
proveniente das regides europeias onde a mutacdo ja foi encontrada (Bélgica,
Russia, Ira e Italia). Os principais sintomas clinicos incluem parkinsonismo unilateral
com tremor responsivo a Levodopa em 57% dos casos (HAUGARVOLL et al.,2009).

Dos pacientes com a presenca de mutagcao para o LRRK2 em nosso estudo,
trés apresentaram como inicio dos sintomas bradicinesia e rigidez unilateral, vieram
a desenvolver tremores conforme observado na avaliagdo da UPDRS, porém havia
predominio da forma rigida acinética. Relato discordante da literatura em que o
tremor é descrito como bem significativo nessa mutagcdo, muitas vezes definida
como uma doencga “tremor-dominante” (PAISAIN-RUIZ et al., 2004; NUYTEMANS et
al., 2008). No estudo de Chien (2007), nos dois paciente em que a mutagcédo se
mostrava presente, ambos se iniciaram na forma de tremor unilateral com idades de
39 e 46 anos.

As diferengas que foram encontradas entre o estudo aqui efetuado e os demais
estudos levantados na revisao de literatura se dao principalmente devido a diferente
metodologia aplicada em cada um, o que faz com que gere frequéncias diferentes
em relacdo a amostra de pacientes estudada. De modo que ndo ha como comparar
a frequéncia de mutacdo em uma amostra selecionada de pacientes com heranga
tipicamente AD com uma amostra de pacientes com parkinsonismo iniciado de forma
precoce. Para diminuir esse viés seria importe a construcdo de estudos em
populagdes com caracteristicas semelhantes, para que possam ser comparadas.

O gene LRRK2 é um dos mais importantes genes causador de parkinsonismo
genético, contudo ainda ndo ha dados suficientes na populagdo brasileira ja

estudada para se definir a sua incidéncia, prevaléncia e penetrancia em nossa
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populagdo. Faz-se necessario o estudo de grandes séries de amostras pareadas,
assim como o sequenciamento do gene como um todo (todos os 51 exons), para
que novas mutagdes ndo passem despercebidas, e assim a analise genética se faz
mais fidedigna (j& que a maioria das muta¢gdes comprovadamente patogénicas
encontra-se em éxons diferentes). Nichols et al. (2007) investigaram regiées ainda
nao exploradas deste gene em uma amostra de 430 pacientes com DP sem a
mutacdo p.G2019S e identificaram novas variantes génicas, potencialmente
patogénicas, incluindo duas na regido N-terminal, na qual nenhuma mutagao tinha
sido até entdo identificada.

Quanto a questao de realizagdo de testes genéticos em populagbes diversas,
mesmo na populagdo com histéria familiar positiva de DP, a identificagdo precoce de
mutacdes ndo auxilia na prevencdo por ainda ndo haver terapia neuroprotetora.
Sendo assim é recomendado o uso destes testes de forma restrita para fins de
pesquisa cientifica. Com base nesse fato, € de fundamental importancia o incentivo
de estudos e pesquisas sobre genética na DP, pois o conhecimento aprofundado
nessa area podera constituir para avangos terapéuticos e melhorar, futuramente, a
condugcdo médica da doenga (CHIEN, 2007). Dentre as melhorias esperadas,
destaca-se a descoberta de novos agentes neuroprotetores atuando de forma
preventiva, e medidas que possam interferir no curso da doenga (como a terapia

génica — muito visada no futuro).
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7. CONCLUSOES

O LRRK2 em nosso estudo representou uma frequéncia de 1,74% em todos os
pacientes com DP analisados geneticamente. Entre os pacientes com parkinsonismo
de origem precoce representou 2,43% dos casos e nos pacientes com histéria
familiar 3,7%.

A mutagcdo G2019S foi a mais encontrada em nosso estudo, em 2,46% nos
paciente com histéria familiar e 1,31% no total de pacientes com DP e DNA
analisado.

Identificada a mutagdo R1441C em um paciente com padrao de heranga AD,
descente de libaneses, n&o identificada em outros estudos brasileiros.

O inicio dos sintomas variou entre 38 e 55 anos, sempre unilateral, com boa
resposta a Levodopa. Trés com predominio de bradicinesia associado rigidez e um
com predominio de tremor. Segundo a literatura a grande maioria dos pacientes se

inicia com tremor unilateral.
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ANEXOS

ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
TERMO DE CONSENTIMENTO DE GUARDA DE MATERIAL

O preenchimento e assinatura desse termo de consentimento tém como objetivo obtermos
sua autorizagao para uma amostra de sangue coletada do(a) Sr(a)

O objetivo desse armazenamento € ter a disposicdo amostras de DNA de pacientes e
individuos normais para que possam servir no futuro para realizacdo de novos exames ou pesquisas
médicas. Este banco de amostras sera chamado de “Banco de Amostras de DNA de Pacientes
Portadoras de Doengas Extrapiramidais — BANEXP”.

O material doado sera guardado no Laboratério de Neurologia Experimental e Aplicada da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP sob inteira responsabilidade dos Professores
Wilson Marques Jr. E Vitor Tumas. Ele sera identificado por um numero, de forma a garantir o total
sigilo sobre sua identidade e seus dados clinicos, que ndo poderdo ser revelados sem a sua
autorizagdo. O Sr(a) também podera a qualquer momento solicitar a destruicdo do material
armazenado nesse banco de amostras sem sofrer qualquer represalia, discriminagao ou prejuizo por
causa disso.

Para que seu material seja utilizado em qualquer pesquisa, sempre sera novamente solicitada
a sua autorizacdo. Todas as pesquisas também deverao ser previamente autorizadas por um Comité
de Etica em Pesquisa e o(a) Sr(a) ser4 comunicado(a) e podera concordar ou ndo com o uso do
material neste estudo.

O(A) Sr(a) sempre sera informado(a) sobre os resultados obtidos pelos estudos realizados
com seu material e podera eventualmente se beneficiar das descobertas que esses estudos
propiciarem.

Na data da coleta, o Sr(a) sera avaliado pelo clinico responsavel e varias informagoes clinicas
serdao armazenadas junto com sua amostra de sangue.

Eu autorizo que as amostras de meu sangue sejam guardadas para uso futuro apés o meu
consentimento.

Assinatura

Nome do paciente: Data:

Eu conversei sobre a guarda de material em banco de amostra com o paciente utilizando uma
linguagem adequada e apropriada. Acretido que informei o suficiente para a tomada de decisédo de
maneira livre e esclarecida

Assinatura do médico Data

Nome, endereco e telefone dos responsaveis pelo banco de amostras:
Prof. Dr. Wilson Marques Jr. e Prof. Dr. Vitor Tumas

Departamento de Neurologia, Psiquiatria e Psicologia Médica.
Hospital das Clionicas de Ribeirdo Preto — USP

Ribeirao Preto — SP — Brasil

14040-900

Telefones: (16)36022391 — (16)36022616.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
PARTICIPAGAO NO ESTUDO SOBRE GENETICA NA DOENGA DE PARKINSON: PACIENTES

Os estudos genéticos na Doenca de Parkinson tém contribuido muito para uma maior
compreensao sobre a forma com esta doenca se instala e os mecanismos envolvidos com a sua
progressao. No futuro, espera-se que estes conhecimentos auxiliem na criagdo de medica¢cdes mais
eficazes para o tratamento desta doenca.

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo cientifico denominado: “Estudo
Multicéntrico sobre genética da Doenca de Parkinson em paciente latino-americanos”. Este
estudo pretende verificar se vocé ou sua familia tem alguma alteracdo genética que possa ser
responsavel pelo mecanismo da Doenga de Parkinson. Sua participagdo neste estudo é totalmente
voluntaria, em qualquer momento vocé podera retirar seu consentimento sem ter qualquer explicacao,
e sem que isto repercuta em seus cuidados médicos.

Este estudo se realizara da seguinte forma:

- Em uma consulta de rotina no Ambulatério de Disturbios do Movimento do Hospital das
Clinicas, em que vocé é acompanhado, serdo coletados alguns dados sobre vocé, sua doenga e sua
familia que ficardo armazenados em forma de codigo para proteger a sua identidade e de sua familia.
Importante ressaltar que o seu acompanhamento médico continuara sendo feito pelo médico
assistente, o nosso projeto ndo envolve qualquer tipo de tratamento ou acompanhamento médico.
Quaisquer duvidas a respeito de seu diagndstico deverdo ser esclarecidas junto ao seu médico
assistente.

- Vocé tera que fazer uma coleta de sangue. Durante a coleta de sangue de uma veia do
antebraco, vocé podera sentir algum desconforto pela picada da agulha e podera apresentar uma
mancha roxa por alguns dias, no local onde o sangue for coletado, mas isso nem sempre acontece.
Se isso vier a ocorrer, os pesquisadores desde estudo estardo a sua disposi¢cao para esclarecimentos
e orientagdes.

- O sangue colhido sera utilizado para o estudo genético da sua doenca

- O seu material genético (DNA) ficara estocado no Laboratério de Neurologia Experimental e
Aplicada da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP. A andlise das amostras se realizara
em colaboragdo com outra instituicdo internacional com grande experiéncia na investigacdo das
causas genéticas desta enfermidade, o laboratorio do Dr. Cyrus Zabetian em Seattle, WA, sempre
garantindo o anonimato do paciente durante todo o processo. As amostras de sangue ndo terdo
nenhum dado que possa identificar o paciente, j& que estardo codificadas por letras e numeros
previamente ao envio ao laboratdrio. Estas amostras de sangue ser&o utilizadas unicamente para os
objetivos do estudo e nunca poderao ser motivo de transagéo comercial.

- Os resultados serdo mantidos sob estrita confiabilidade de acordo com o estabelecido pelos
critérios da boa pratica clinica e a Declaracao de Helsinki. Os resultados poderdo ser publicados em
revistas cientificas garantindo em todo momento o seu anonimato.

- Vocé tem o direito de quere ou nao ser informado sobre o resultado do seu exame. Caso
deseje conhecer o resultado do seu exame, devera nos informar no ato da coleta de sangue. O
resultado do exame sera entregue ao seu meédico assistente, o qual ficara responsavel por
comunicar-lhe o resultado e prestar tosos os esclarecimentos sobre o exame, através de
aconselhamento genético. O aconselhamento genético serd realizado por um dos médicos
pesquisadores, que lhe ira informar sobre a evolugédo de sua doenga e a possibilidade de transmissao
genética no caso de ser detectada a alteragdo genética estudada. Vocé néo precisara pagar nada por
isso. Vocé devera manter seu enderecgo e telefone atualizados junto ao seu médico assistente, para
que possa ser contatado pelo mesmo e informado sobre resultados ou resultados futuros que possam
ser de seu interesse.

- A sua identidade nao sera revelada, apenas os pesquisadores pelo estudo terdo acesso aos
seus dados.

- Se um parente seu fizer parte do estudo, ele também terd que ler e assinar o termo de
consentimento.

- Vocé tera o direito de ser mantido atualizado sobre os estudos parciais das pesquisas, ou
de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

- O estudo sera totalmente gratuito, vocé n&o tera que pagar nada por ele e nem recebera
compensagao financeira pelo mesmo.

- Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o
Dr. Vitor Tumas, que pode ser encontrado no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, Disciplina de
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Neurologia, Setor de Disturbios do Movimento. Telefone(S) (16) 36022436, (16) 36022391. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) — Av. Bandeirantes, 3.900 — Campus Universitario — Monte Alegre — 14.048-
900. E-mail: cep@hcrp.fmrp.usp.br.

- E garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento e de decidir
deixar de participar do estudo. Caso vocé nao queira iu desista de participar desse estudo, isto ndo o
prejudicard em nada com relagdo ao seu acompanhamento médico de rotina, caso venha necessitar
do mesmo.

- Em caso de dano pessoal diretamente causado pelos procedimentos, o participante tem
direito a tratamento médico no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
bem como as indenizagbes legalmente estabelecidas.

DECLARAGAO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o “Estudo Multicéntrico sobre genética da Doenga de Parkinson em
paciente latino-americanos”. Eu discuti com Dr. Vitor Tumas e/ou com o Dr.
sobre a minha decisdo em participar desde estudo.

Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, os desconfortos, os riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagao € isenta de despesas e que tenho garantia
do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Servigo.

Assinatura:

Nome completo do paciente:
Endereco:
Cidade: Estado:
CEP: Telefone:

Data:

Assinatura:
Testemunha da paciente:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para participagdo neste estudo. (Somente para o responsavel do
projeto)

Assinatura do responsavel pelo estudo:
Data:




ANEXO B - Aprovagcio pelo Comité de Etica e Pesquisa do
HCFMRP-USP

HOSPITAL DAS CLINICA CULDADE DE MEDICINA n-8u
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ANEXO C - Escala Unificada de Avaliagao da Doencga de Parkinson
— versao da Movement Disorders Society (MDS-UPDRS)

MDS-UPDRS 3.3a Rigidez — cervical
DATA DO EXAME: 3.3b | Rigidez— MSD
1. A fonte de informagéo: 3.3c Rigidez — MSE
[] Paciente [] Cuidador [] Ambos 3.3d | Rigidez —MID
PARTE 1 3.3e | Rigidez — MIE
1.1 Comprometimento cognitivo 3.4a | Batida dos dedos - MSD
1.2 Alucinagbes ou Psicose 3.4b Batida dos dedos - MSE
1.3 Humor deprimido 3.5a Movimentos manuais - MSD
1.4 Ansiedade 3.5b Movimentos manuais - MSE
15 Apatia 3.6a Pronagao/supinagéo - MSD
1.6 Sintomas SDR 3.6b Pronagao/supinagéo - MSE
Quem preencheu o Formulario? 3.7a Batida dos dedos - MID
[] Paciente [] Cuidador [] Ambos 3.7b Batida dos dedos - MIE
1.7 Problemas de sono 3.8a | Agilidade das pernas - MID
1.8 Sonoléncia diurna 3.8b | Agilidade das pernas — MIE
1.9 Dor e outras sensagdes 3.9 Levantando da cadeira
1.10 Problemas urinarios 3.10 | Marcha
1.1 Constipagao 3.1 Congelamento de marcha
1.12 Tontura ao levantar 3.12 Estabilidade postural
1.13 Fadiga 3.13 Postura
PARTE 2 3.14 Espontaneidade global de mov.
21 Fala 3.15a | Tremor postural — MSD
2.2 Saliva e babagao 3.15b | Tremor postural — MSE
2.3 Mastigagao 3.16a | Tremor cinético — MSD
2.4 Alimentagao 3.16b | Tremor cinético — MSE
2.5 Vestir 3.17a | Tremor repouso amp - MSD
2.6 Higiene 3.17b | Tremor repouso amp - MSE
2.7 Escrita 3.17c | Tremor repouso amp - MID
2.8 Plja_tlcar hobbies e outras 3.17d | Tremor repouso amp - MIE
atividades
29 Viver na cama 3.17e Tr,er.“°r de repouso amp -
Labios/mandibula
2.10 Tremor 3.18 | Constancia do tremor
2.11 Levantar da cama Ha discinesias? [ sim [ Nao
2.12 Marcha e Equilibrio gseg;srﬁg\;esms interferem com [ sim [] Nao
213 Congelamento (freezing) Estadio de Hoehn & Yahr |
2.132 Esta usando medicag&o? [JSim[INao | PARTE 4
2.13b | Estado clinico [Isim [Ngo | 41 | Tempo com discinesias
2.13¢c Esta usando levodopa? [Jsim [INao 4.2 Impacto funcional
2 131 Se sim,.minutos da ultima 43 Tempo em OFF
tomada:
PARTE 3 4.4 Impacto funcional das flutuagdes
3.1 Fala 4.5 Complexidade flutuagbes
3.2 Expressao facial 4.6 Distonia dolorosa em OFF

Fonte: C.G. GOETZ ET AL., 2008




ANEXO D - Avaliagao cognitiva pelo

Montreal Cognitive Assessment
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teste de Montreal, MOCA -

MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MOCA) Home: - Data de nsm:_imfmu: — L
Versdo Experimental Brasileira Escolaridacde: Data de avaliagioe: _f ¢
Sexo: Idade:
WISUDESPACIAL /F EXECUTRS A Copiar Desenhar um REL[:'IGID m
o cubo (omze horas e dez minehos)
e A pontos)
Fim 0
Inicio
[ 1] [ 1 | [1 1 []1 | s
Contorno Mimeros  Fonteiros
A :
[ 1] [ 1|
m Letia a Bxfa de palawras, Rosta |  Velude bgrela Margerkda [Vesmehof .
O sujeio de repeli-la, -
faca duas fentativas bl ol ! < il
Euncar ape 5 minubos Rbardative |
Le#a @ sequencia de mimeros O gupio deve repelin @ segien i em ondam diela [ ] 218584
1 nedimer o por segunca) O gujeko deve repetin @ seqUén cka M ondam Indireta [ ] 742 —f2
Lein & séris de st O supsbo devs Doler com & mebe ing mesa) cads vz gue ouvi & ledra “A". HEo 58 &iribuesm pomos se * 2 sy os.
[] FEACMHNAAJKLEAFAKDEAAAJAMOFALE —
Subtragio de 7 comegando pelo 100 [ ] 93 [ ] a [ 1m [ ] 72 [ ] &5 3
4 au 5 cublr apies cormalas: 3 ponbos; 2 ou 3 cometes 2 portos; 1 cometa 4 ponto; 0 comela 0 ponio
Repete: Eu somente seique & oo () gt SRTYT: S0 CRCANGE cmb ko o [
wpuennn s d apudado hope. { } Sofa quande o cachonm o estd na sala [ ]
Flugnein verbal: dber o makor ndmens possivel de palauras que cometem pelatera F (ominuot, [ ] (H 2 11 patauras) | 1
ABSTRACAD Semelanga . ex. ene basana o loanja = Tuta [ ] trem . bicickta [ ] reldnio - régua 2
EVOCACAD Deve recwda Rozto Weludn iwein | Magarida [Vermemhol
TARDIA as palauras Pontuacsn —5
SEM PISTAS [ 1] [ ] [ ] 1 11 118 apenss para
= - T
OPCIONAL Pista de categaonia CERA F‘?{‘!TL‘:
Pigta de rmditipka eecolha
H A [ ]Iﬁudurr:': [ ] (1= [ ] Ano [ ]Iliulfummu [ ] Lumgar [ ]'f_‘idulh ,IE
CZ. Masreddine MD  wwnw.mocatest.org TOTAL 130
Versho axperimental Brasileira: Ana Luisy Rosas Sarmento e inaaled ] ko
Pawlo Henrique Ferrelra Bertoluce! - José Roberto Waiman -"'

[UNIFESF 5P 2007 )
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ANEXO E - Escala de estadiamento motor Hoehn e Yahr (modificada)

Estagio 0 Nenhum sinal da doenca

Estagio1 Doencga unilateral

Estagio Envolvimento unilateral e axial
1,5

Estagio 2 Doenca bilateral sem déficit de equilibrio

Estagio Doenga bilateral leve, com recuperagéo no “teste do empurrao”
2,5

Estagio 3 Doencga bilateral leve a moderada; alguma instabilidade postural;

capacidade para viver independente.

Estagio 4 Incapacidade grave, ainda capaz de caminhar ou permanecer de pé

sem ajuda.

Estagio 5 Confinado a cama ou cadeira de rodas a nao ser que receba ajuda

Fonte: SHENKMAN ML et al. 2001
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ANEXO F - Questionario fornecido pelo Projeto LARGE-PD

Projeto LARGE-PD

Numero LARGE-PD:

Tipo: ( ) HCRP (

) HCRP-Clinica Civil () CSE Cuiaba (

) Outro:

PARTE 1. Critérios de diagndstico segundo o Banco de Cérebro de Londres

CoT o N~

O paciente tem algum dos critérios de exclusdo?

CRITERIOS DE INCLUSAO

O paciente tem bradicinesia?

O paciente tem pelo menos 1 dos seguintes:

O paciente tem rigidez?

O paciente tem tremor de repouso 4-6Hz?
O paciente tem instabilidade postural?

CRITERIOS DE EXCLUSAO

() Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
() Sim ( )Nao ( ) Nao sabe

() Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
() Sim ( )Nao ( ) Nao sabe

() Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe

Critérios de exclusdo: antecedentes de AVCs repetidos, progressao em degraus dos sintomas

parkinsonianos, antecedentes de TCEs repetidos, antecedentes de encefalite, crise oculdgiras,

tratamento com neurolépticos no inicio dos sintomas, remissdo duradoura dos sintomas, sintomas

unilaterais ap6s 3 anos de evolugéo, paralisia supra-nuclear do olhar vertical para baixo, sinais

cerebelares, sinais de disautonomias precoces e acentuadas, deméncia precoce com transtornos

amnésticos, da linguagem e apraxia, sinal de Babinski, presenca de tumor cerebral ou hidrocefalia

comunicante na tomografia computadorizada, falta de resposta a doses adequados de levodopa,

exposicao ao MPTP.

© N > o bk~ 0N =

CRITERIOS QUE REFORGAM O DIAGNOSTICO

Inicio unilateral?
Tremor de repouso presente?

Quadro progressivo?

Assimetria persistente > no lado de inicio?
Tem excelente resposta a levodopa (70-100%)?
Tem coréia induzida pela levodopa?

Mantém resposta a levodopa por mais de 5 anos ou mais?

Curso clinico > ou = 10 anos?

() Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
() Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
() Sim ( )Nao ( ) Nao sabe
() Sim ( )Nao ( ) Nao sabe
() Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
() Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
() Sim ( )Nao ( ) Nao sabe
() Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
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Iv. OUTROS DADOS

1. Estagio de Hoehn & Yahr: ()0 ()1 ()1,5()2()2,5()3 ()4 ()5

2. Historia de discinesias? () Sim () N&o () Nao sabe

3. Deméncia? () Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
4. Outras doencgas neurodegenerativas? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
5. Outras doencas do paciente (especificar):

6. Tipo de parkinsonismo:

() Tremulatente
( ) Rigido acinético
() Instabilidade postural da marcha

() Indeterminado



PARTE 2 — PACIENTES: Antecedentes demograficos, clinicos e familiares

Sintomas iniciais:

() Bradicinesia

( ) Rigidez

() Tremor

() Instabilidade postural
( ) outro:

Localizagéo do sintoma inicial:
() Cabega, rosto, pescogo
( )MSD
( yMID
( )MSE
()yMIE
() Outro:

Inicio dos sintomas motores: Idade:

Primeiro diagndstico por um médico: Idade:

Atualmente em uso de agonista dopaminérgico?
( ) Sim, desde o ano: até o ano:
( ) Nao

Se ndo esta atualmente em uso de agonista, usou antes?
( ) Sim, desde o ano: até o ano:
( ) Nao

Atualmente em uso de levodopa?
( ) Sim, desde o ano: até o ano:
( ) Néo

Se nao esta atualmente em uso de levodopa, usou antes?
() Sim, desde o ano: até o ano:

( ) Néo

Idade atual: Ano de Nascimento:

Ano:
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Ano:




10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Sexo:
( ) Masculino

( ) Feminino

Numero total de anos de Educacéo:

Até que série vocé estudou:

() Nao estudou

() Primario incompleto

() Primario completo

() I grau (ginasio) incompleto

( ) I grau (ginasio) completo

() Il grau (colegial) incompleto

() Il grau (colegial) completo

() Superior (faculdade) incompleto

() Superior (faculdade) completo

Vocé é filho adotivo?
() Sim
( ) Nao

Ancestrais do paciente:
() Africano

() Amerindio

() Asiatico

() Europeu

() Judeu
() Arabe
() Outro:

Detalhes dos ancestrais familiares:

Maternos: Paternos:

Etnia:
() Hispano-americano

(' ) Nao-hispanico

77
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17. Mais alguém da familia tem Doenga de Parkinson?

() Sim

( ) Nao

( ) N&o sabe
18. Especificar o numero de sujeitos afetados, possivelmente afetados ou ndo afetados pela
Doenca de Parkinson na familia: Numero total de parentes acometidos pela Doenca de
Parkinson:
19. Desenho do Heredograma — Caracterizagao do paciente no pedigree
20. Outras doencas frequentes na familia:

( ) Deméncia

() Tremor essencial
( )HAS

( ) Diabetes

( ) Cardiopatia
()AVC

( ) Epilepsia

( ) Outra:

21. Estado civil:
( ) Casado
() Solteiro
() Viavo
( ) Separado
() Outro:




22.

23.

Qual é a sua atividade profissional atual?

() Profissional autbnomo

( ) Empregado sem carteira assinada

( ) Empregado com carteira assinada

( ) Do lar

( ) Desempregado

( ) Aposentado por tempo de servico ou idade
( ) Aposentado por invalidez

() Outro:

Parou de trabalhar por causa da Doenga de Parkinson?
() Sim
( ) Néo

79
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PARTE 3 — Exposi¢ao ambiental

1. Vocé fumou pelo menos 100 cigarros (5 magos) durante toda a sua vida?
()Sim
( ) Nao

2. Durante o tempo que fumou, quantos cigarros vocé fumou em média por dia?
( ) menos de %2 maco por dia durante ____ anos
( ) Y2 mago ou mais de Y2 mago, mas menos de 1 mago por dia durante ____ anos
() 1 mago ou mais de 1 mago, mas menos que 2 magos por dia durante ___anos

( ) 2 magos ou mais por dia durante ____ anos

3. Com que idade comegou a fumar? anos

4. Vocé ainda fuma?
() Sim
( ) Nao

Se ndo, com que idade parou de fumar? anos

5. Com que frequéncia e por quanto tempo vocé toma (ou tomou) medicamentos do tipo anti-

inflamatorios por sua propria conta e por quanto tempo?

( ) Menos de 1x/semana durante ____ anos
( ) Entre 1-4x/semana durante ___ anos
( ) Entre 5-10x/semana durante ____ anos

( ) Mais de 10 vezes/semana durante ___anos

6. Com que frequéncia e por quanto tempo vocé toma (ou tomou) Aspirina (AAS) e por quanto
tempo?

( ) Menos de 1x/semana durante ___ anos

( ) Entre 1-4x/semana durante ___ anos

() Entre 5-10x/semana durante ____ anos

( ) Mais de 10 vezes/semana durante ___anos

7. Quanto café vocé bebe, ou bebeu, e durante quanto tempo?
( ) Nunca
( ) Menos de 2 xicaras/semana durante ____ anos
() Entre 2-6 xicaras/semana durante ____ anos
() Entre 1-2 xicaras/dia durante ____anos
() Entre 3-5 xicaras/dia durante ____ anos

( ) Mais de 6 xicaras/dia durante ____ anos
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8. Com que idade comegou a beber café? __ anos
9. Vocé ainda bebe café? ( )Sim ()N&do Se ndo, com que idade parou de beber? __ anos
10. Quanto cha do tipo “cha mate”, “cha preto” ou “cha verde”, vocé bebe, ou bebeu, e durante

quanto tempo?

( ) Nunca
( ) Menos de 2 xicaras/semana durante ____ anos
() Entre 2-6 xicaras/semana durante ____ anos
() Entre 1-2 xicaras/dia durante ____anos
() Entre 3-5 xicaras/dia durante ____anos
( ) Mais de 6 xicaras/dia durante ___ anos
11. Com que idade comegou a beber cha do tipo “cha mate”, “cha preto” ou “cha verde”?
___anos
12. Vocé ainda bebe cha do tipo “cha mate”, “cha preto” ou “cha verde”?
()Sim
( ) Nao
Se nao, com que idade parou de beber? __ anos
13. Quanto refrigerante vocé bebe, ou bebeu, e durante quanto tempo?
( ) Nunca
() Menos de 2 latas/semana durante ____ anos
() Entre 2-6 latas/semana durante ____anos
() Entre 1-2 latas/dia durante ____ anos
() Entre 3-5 latas/dia durante ____ anos
( ) Mais de 6 latas/dia durante ____ anos
14. Com que idade comegou a beber refrigerante?
___anos
15. Vocé ainda bebe refrigerante?
()Sim
() Nao

Se nao, com que idade parou de beber? anos
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Durante o periodo da sua vida que vai do seu nascimento até os 17 anos de idade, onde vocé

residiu a maior parte do tempo?

17.

18.

19.

( ) Em uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes

() Na periferia de uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes
() Em uma cidade médica, com 100 mil a 250 mil habitantes

() Em uma cidade pequena, com 25mil a 99 mil habitantes

() Em uma cidade muito pequena, com 2 mil a 24 mil habitantes

( ) Em uma fazenda na zona rural

() Na zona rural, mas ndo em uma fazenda

Sua casa era proxima de plantagdes (a plantagéo era menos de 400 metros)?
( )Sim
( ) Néo

( ) Nao sabe Se sim, qual era o tipo de plantagéo?

Qual a origem da agua que vocés usavam para beber nessa residéncia?
( ) Agua encanada da rede municipal

( ) Agua engarrafada ou mineral

( ) Agua de nascente

( ) Agua de um pogo da comunidade

( ) Agua de um pogo particular

( ) Agua da chuva

() Agua de rio/lago/represa/agude

() Outra origem:

( ) Nao sabe

Durante o periodo da sua vida que vai dos 18 anos até os 25 anos de idade, onde vocé

residiu a maior parte do tempo?

() Em uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes

() Na periferia de uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes
() Em uma cidade médica, com 100 mil a 250 mil habitantes

() Em uma cidade pequena, com 25mil a 99 mil habitantes

() Em uma cidade muito pequena, com 2 mil a 24 mil habitantes

() Em uma fazenda na zona rural

() Na zona rural, mas ndo em uma fazenda



20.

21.

22.

Sua casa era proxima de plantagdes (a plantagéo era menos de 400 metros)?
()Sim

( ) Nao

( ) Néo sabe

Se sim, qual era o tipo de plantagdo?

Qual a origem da agua que vocés usavam para beber nessa residéncia?
( ) Agua encanada da rede municipal

( ) Agua engarrafada ou mineral

( ) Agua de nascente

( ) Agua de um pogo da comunidade

( ) Agua de um pogo particular

( ) Agua da chuva

( ) Agua de rio/lago/represa/agude

() Outra origem:

( ) Néo sabe
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Durante o periodo da sua vida que vai dos 26 anos até os 40 anos de idade, onde vocé

residiu a maior parte do tempo?

23.

( ) Em uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes

() Na periferia de uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes
() Em uma cidade médica, com 100 mil a 250 mil habitantes

() Em uma cidade pequena, com 25mil a 99 mil habitantes

() Em uma cidade muito pequena, com 2 mil a 24 mil habitantes

( ) Em uma fazenda na zona rural

() Na zona rural, mas ndo em uma fazenda

Sua casa era proxima de plantacdes (a plantagéo era menos de 400 metros)?
()Sim

( ) Nao

( ) Nao sabe

Se sim, qual era o tipo de plantagdo?
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24, Qual a origem da agua que vocés usavam para beber nessa residéncia?
( ) Agua encanada da rede municipal
( ) Agua engarrafada ou mineral
( ) Agua de nascente
( ) Agua de um pogo da comunidade
( ) Agua de um pogo particular
( ) Agua da chuva
( ) Agua de rio/lago/represa/agude

() Outra origem:

( ) Nao sabe

25. Durante o periodo da sua vida que vai dos 41 anos até os 60 anos de idade, onde vocé
residiu a maior parte do tempo?

() Em uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes

() Na periferia de uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes

() Em uma cidade médica, com 100 mil a 250 mil habitantes

() Em uma cidade pequena, com 25mil a 99 mil habitantes

() Em uma cidade muito pequena, com 2 mil a 24 mil habitantes

( ) Em uma fazenda na zona rural

() Na zona rural, mas ndo em uma fazenda

26. Sua casa era proxima de plantacdes (a plantagéo era menos de 400 metros)?
()Sim
( ) Nao
( ) Nao sabe

Se sim, qual era o tipo de plantagdo?

27. Qual a origem da agua que vocés usavam para beber nessa residéncia?
( ) Agua encanada da rede municipal
( ) Agua engarrafada ou mineral
( ) Agua de nascente
( ) Agua de um pogo da comunidade
( ) Agua de um pogo particular
( ) Agua da chuva
( ) Agua de rio/lago/represa/agude

() Outra origem:

( ) Nao sabe



28.
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Durante o periodo da sua vida que vai dos 61 anos até hoje, onde vocé residiu a maior parte

do tempo?

29.

30.

31.

( ) Em uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes

() Na periferia de uma cidade grande com mais de 250.000 habitantes
() Em uma cidade médica, com 100 mil a 250 mil habitantes

() Em uma cidade pequena, com 25mil a 99 mil habitantes

() Em uma cidade muito pequena, com 2 mil a 24 mil habitantes

( ) Em uma fazenda na zona rural

() Na zona rural, mas ndo em uma fazenda

Sua casa era proxima de plantagdes (a plantagéo era menos de 400 metros)?
()Sim

( ) Néo

( ) Néo sabe

Se sim, qual era o tipo de plantagdo?

Qual a origem da agua que vocés usavam para beber nessa residéncia?
( ) Agua encanada da rede municipal

( ) Agua engarrafada ou mineral

( ) Agua de nascente

( ) Agua de um pogo da comunidade

( ) Agua de um pogo particular

( ) Agua da chuva

() Agua de rio/lago/represa/agude

() Outra origem:

( ) Nao sabe

Durante a sua vida vocé bebeu alcool (cerveja, vinho, cachaca, licor) regularmente, quer

dizer, vocé tomou bebida alcodlica toda semana por pelo menos 6 meses?

32.

() Sim
( ) Néo

( ) Nao sabe

Com que idade comegou a beber alcool regularmente?

anos

( ) ndo sabe



33.

34.

35.

36.

86

Atualmente vocé bebe alcool regularmente?
()Sim

( ) Néo

( ) Néo sabe

Com que idade vocé parou de beber alcool regularmente? anos
( ) ndo sabe

( ) continua a beber alcool regularmente

Durante quanto tempo vocé bebeu alcool regularmente? anos

( ) ndo sabe

Para termos uma ideia geral de quanto vocé bebia ou bebe, durante o tempo em que vocé

bebeu alcool regularmente, quantas doses de bebida alcoodlica vocé tomava ou toma por semana?

37.

Em média

( ) Doses

() Copos

( ) Garrafas

( ) Latas de cerveja

( ) Cachaca/destilados
() Vinho

() Licor, ou

( ) Néo sabe

Alguma vez vocé sofreu um trauma, choque ou pancada na cabega que provocou um

desmaio ou amnésia, isto &, um esquecimento dos fatos ocorridos?

38.

39.

()Sim
( ) Nao
( ) Nao Sabe

Quantos traumatismos na cabeca desse tipo vocé sofreu na vida toda?
()Um

() Dois

() Trés

() Quatro

( ) Mais de quatro

Em que idade e ano ocorreram esses traumatismos? ano:




40.

41.

42.

43.
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Qual foi a profissdo ou trabalho que vocé exerceu por mais tempo na sua vida?

Profissao:

Durante quantos anos vocé exerceu esse trabalho ou profissao? anos

Vocé ja trabalhou na lavoura?
()Sim
() Nao

( ) N&o sabe

Vocé ja trabalhou com metais pesados (arsénio, cadmio, cromo, cobre, chumbo, mercurio,

manganés, niquel ou zinco)?

44.

45.

( )Sim
( ) N&o

() N&o sabe, em caso de positivo, com que metal?

Durante quantos anos vocé trabalhou com metais pesados? anos

( ) Nao sabe

Durante a sua vida vocé teve algum emprego em que vocé misturava ou aplicava algum tipo

de pesticida ou “veneno”, como herbicidas, fungicidas, inseticidas, raticidas ou fumigacgéo (aplicagao

de fumagas com venenos)?

46.

47.

()Sim
() Nao
( ) Nao Sabe

Durante quanto tempo vocé trabalhou aplicando ou misturando “venenos”?

anos, ( )nao sabe

Durante esses anos todos, mais ou menos quantos dias por ano vocé mexeu com “venenos”?
( )1 a5dias ao ano

( )6 a10 dias ao ano

( )11 a 30 dias ao ano

() Mais de 30 dias ao ano

( ) Néo sabe
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48. Durante a sua vida vocé usou alguma vez produtos para matar insetos ou outras pragas,

plantas, mato, mofo, etc., dentro ou ao redor de sua casa, ou no jardim, ou para tratar seu animal de

estimacgao?
()Sim
( ) Nao
( ) Nao Sabe
49. Durante quanto tempo vocé usou “venenos” fora do trabalho? anos

( ) N&o sabe

50. Durante esses anos todos, mais ou menos quantos dias por ano vocé mexeu com “venenos”
fora do trabalho?

( )1 a5dias ao ano

( )6 a 10 dias ao ano

( )11 a 30 dias ao ano

() Mais de 30 dias ao ano

( ) Nao sabe

51. Durante o periodo da sua vida que vai dos 10 aos 25 anos de idade, como eram suas
atividades fisicas?

() Eu raramente fazia atividades fisicas de qualquer intensidade

() Eu fazia um pouco de atividade fisica leve a moderada

() Eu fazia atividades fisicas leves toda semana

() Eu fazia atividades fisica moderadas toda semana

( ) Eu fazia atividades fisica intensas toda semana

52. Durante o periodo da sua vida que vai dos 26 aos 40 anos de idade, como eram suas
atividades fisicas?

() Eu raramente fazia atividades fisicas de qualquer intensidade

() Eu fazia um pouco de atividade fisica leve a moderada

() Eu fazia atividades fisicas leves toda semana

() Eu fazia atividades fisica moderadas toda semana

() Eu fazia atividades fisica intensas toda semana
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53. Durante o periodo da sua vida que vai dos 41 até o inicio da Doenca de Parkinson ou até 5
anos atras, como eram suas atividades fisicas?

() Eu raramente fazia atividades fisicas de qualquer intensidade

() Eu fazia um pouco de atividade fisica leve a moderada

() Eu fazia atividades fisicas leves toda semana

( ) Eu fazia atividades fisica moderadas toda semana

() Eu fazia atividades fisica intensas toda semana

54. Atualmente, como sdo as suas atividades fisicas?
() Eu raramente fago atividades fisicas de qualquer intensidade
() Eu fago um pouco de atividade fisica leve a moderada
() Eu faco atividades fisicas leves toda semana
() Eu fago atividades fisica moderadas toda semana

() Eu fago atividades fisica intensas toda semana

Nota:

Especificagdes sobre atividades fisicas:

Atividades fisicas leves: caminhar, limpar a casa.

Atividades fisicas moderadas: caminhar rapido, nadar devagar, aula de ginastica, dancar, etc.

Atividades fisicas intensas: correr, jogar futebol, jogar ténis, nadar rapido, etc.



