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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda desordem neurodegenerativa mais comum,
atinge 3% das pessoas com idade superior a 60 anos e se caracteriza por ser uma
condicao multissistémica, de etiologia complexa, que envolve a acdo de multiplos
genes, bem como, interacdes com o ambiente. Além das muta¢cées monogénicas ja
conhecidas que promovem alteracBes nas proteinas, variantes genéticas de risco
também contribuem para a suscetibilidade a DP, podendo inclusive atuar como
modificadores da progressdao da doenca, afetando a penetrancia, a idade de
manifestacdo e o seu curso clinico. O presente estudo, conduzido em casuistica
brasileira, teve como objetivo o rastreamento de mutacdes em toda extensédo dos
genes GBA e CHCHD2. Os pacientes foram diagnosticados por médicos especialistas
em doengas do movimento provenientes de diferentes hospitais (HUPE/RJ,
HUCFF/RJ, HUAP/RJ, INDC/RJ, SCMRJ e IINEURO/GO). As analises moleculares
de ambos os genes foram realizadas através do sequenciamento automatico, em 304
probandos com DP para o gene GBA e 122 com DP familiar para o gene CHCHD2. A
analise do gene GBA identificou 17 alteracdes exdnicas (13 missense, 3 sinbnimas e
1 nonsense) em 37 probandos. Dentre essas, foram observadas trés alteracdes
patogénicas [c.1448T>C (L444P), c.1226A>G (N370S) e ¢.1342G>C (D409H)],
comumente relatadas em pacientes com DP de diferentes grupos étnicos. Além disso,
foram observadas as variantes ¢.1049A>G, c.1251G>C e ¢.1598G>A, ainda né&o
descritas em pacientes com DP. A partir das analises in silico, seis alteracbes
missense [c.1448T>C (L444P), c.1226A>G (N370S) e ¢.1342G>C (D409H),
€.1049A>G) H311R, ¢.1251G>C (W378C) e c. 703T>C (S196P)], uma sinbnima c.149
7G>C (V460V) e uma nonsense ¢.1598G>A (W533X) foram classificadas como
patogénicas e, ao compararmos esses dados com aqueles de controles saudaveis
observamos diferencas estatisticamente significantes (P = 0,012; OR: 13,07; IC95%:
1,72 - 98,98). A andlise dos quatro exons do gene CHCHD2 revelou auséncia de
variantes patogénicas ou de risco nos 122 probandos com histéria familiar de DP,
corroborando trabalhos da literatura conduzidos em outras populagbes. O presente
trabalho foi o primeiro a rastrear a presenca de mutacbes no CHCHD2 em uma
populacao latino-americana. Nossos resultados sugerem que variantes patogénicas
neste gene sao causas raras da DP em pacientes brasileiros.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, gene GBA, gene CHCHD2, mutacdes,
populagao brasileira.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder,
affecting 3% of people over the age of 60 years and is characterized by a multisystemic
condition of complex etiology that involves the action of multiple genes, as well as
environmental interactions. In addition to monogenic mutations already known that
promote changes in proteins, genetic variants of risk also contribute to PD’s
susceptibility and may also act as modifiers of disease progression, affecting
penetrance, the age of manifestation and its clinical course.The present study,
conducted in a Brazilian case, aimed to track mutations throughout the whole
extension of the GBA and CHCHD2 genes. The patients were diagnosed by specialists
in movement disorders from different hospitals across Brazil (HUPE / RJ, HUCFF / RJ,
HUAP / RJ, INDC/RJ, SCMRJ and IINEURO / GO). Molecular analyzes of both genes
were performed through automatic sequencing in 304 probands with DP for the GBA
gene and 122 with familial PD for the CHCHD2 gene. GBA gene analysis identified 17
exonic alterations (13 missense, 3 synonyms and 1 nonsense) in 37 probands. Among
these, three pathogenic alterations were observed [c.1448T>C (L444P), c.1226A>G
(N370S) and c.1342G>C (D409H)], all commonly reported in patients with PD of
different ethnic groups. In addition, variants ¢.1049A>G, ¢.1251G>C and ¢.1598G>A
were observed, not yet described in patients with PD. From the in silico analyzes, six
missense alterations [c.1448T> C (L444P), c.1226A> G (N370S) and c¢.1342G>C
(D409H), c.1049A> G) H311R, ¢.1251G> C (W378C) and c. 703T> C (S196P)], a
synonym alteration ¢.149 7G> C (V460V) and a nonsense alteration ¢.1598G> A
(W533X) were classified as pathogenic. The comparison of this data with those of
healthy controls showed significant statistical differences (P = 0.012, OR: 13, 07, 95%
Cl: 1.72 - 98.98). Analysis of the four exons of the CHCHD2 gene revealed no
pathogenic or risk variants in the 122 index case with a family history of PD,
corroborating to literature studies carried out in other populations. The present work
constitutes the first mention of the presence of CHCHD2 mutations in a Latin American
population. Our results suggest that pathogenic variants in this gene not a common
cause of familial PD in Brazilian patients.

Keywords: Parkinson's disease, GBA gene, CHCHD2 gene, mutations, Brazilian
population.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP; OMIM 168600) foi inicialmente descrita pelo
médico inglés James Parkinson, que a caracterizou como uma “paralisia agitante”
(PARKINSON, 1817). No estudo, ele descreveu 6 pacientes que apresentavam tremor
de repouso, diminuicdo da forca muscular e tronco em flexao com alteracao da marcha
(PARKINSON, 1817). Posteriormente, Chacot, considerado por muitos como “pai da
neurologia”, sugeriu que o nome da doenga fosse modificado para doenga de
Parkinson. Além disso, acrescentou inimeras contribuicdes a descricdo do quadro
clinico da DP, sendo responséavel pela indicacdo das quatro manifestacbes motoras
cardinais da doenca: tremor, bradicinesia, rigidez e instabilidade postural (TAN et al.,
2007a; PARKINSON, 2002; OBESO et al., 2017).

A DP é considerada o segundo distlrbio neurodegenerativo mais frequente
apos a doenca de Alzheimer (NUSSBAUM E ELLIS, 2003; DE LAU E BRETELE, 2006;
ERKKINEN, KIM E GESCHWIND, 2018), apresentando uma prevaléncia mundial
estimada entre 50 a 200 casos e incidéncia variando de 5 a 35 novos casos por ano,
ambos por cem mil habitantes, variando dentro dos subgrupos determinados por etnia,
genotipo ou ambiente (SPATOLA E WIDER, 2014). A DP afeta entre 1% e 3% da
populacdo com idade superior a 60 anos e 4% com idade acima de 85 anos (DE LAU
E BRETELER, 2006; DENG, GAO E JANKOVIC, 2013). Até o ano de 2030, estima-
se que 8,7 a 9,3 milhdes de pessoas no mundo sejam afetadas por esta doenca (DE
RIJK et al., 2000; FAHN, 2003; DORSEY et al., 2007; DEPAOLO et al., 2009). Essa
condicdo acomete todos 0s grupos étnicos, de ambos 0s sexos, porém, estudos
sugerem que, na maioria das populacdes, a taxa de incidéncia nos homens é duas
vezes maior do que em mulheres. Acredita-se que esta diferenca possa estar
relacionada aos horménios femininos ou a mecanismos genéticos associados ao sexo
(VAN DEN EEDEN et al., 2003; KIEBURTZ E WUNDERLE, 2013; POEWE et al.,
2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4502293/#CR13

23

1.1 Aspectos clinicos da doenga de Parkinson (DP)

A DP é uma condicao cronica e progressiva, caracterizada patologicamente
por degeneragcdo dos neurdnios dopaminérgicos na por¢cao completa da substancia
negra (SNc) e aglomeracdo intracitoplasmatica de proteinas (alfa-sinucleina),
formando os chamados corpos de Lewy, encontrados em diferentes regides do
sistema nervoso central e periférico, 0 que resulta na caréncia de sinalizacdo da
dopamina nos ganglios basais, responsaveis pelo controle dos movimentos (BURRE,
2010; LOTIA E JANKOVIC, 2016; ZAFAR E YADDANAPUDI et al., 2018). Braak e
colaboradores (2003; 2004) publicaram dois importantes estudos, nos quais
formularam uma nova ideia referente a progressdo da DP, ao observarem que a
distribuicdo dos corpos de Lewy envolve gradualmente diversas regiées do cérebro, a
medida que a doenca progride. Esses autores propuseram um esquema de
estadiamento da doenca em seis estagios e duas fases: pré-sintomatica (1-3) e fase
sintomatica (4-6) (Figura 1). No estagio inicial (estagiol) ocorre o acometimento do
nacleo motor dorsal, do vago, zona reticular e o nucleo olfativo anterior, evidenciados
pela presenca dos primeiros corpos de Lewy. No estagio 2, as primeiras lesdes sdo
observadas na ponte, especialmente nos nucleos da rafe, na formacéo reticular e no
locus coeruleus. No estdgio 3, a degeneracdo no mesencéfalo determina o
aparecimento dos primeiros sintomas motores classicos, havendo comprometimento
da substancia negra pars compacta do mesencéfalo, onde sdo encontrados o0s
primeiros corpos de Lewy. Ja no estagio 4, os corpos de Lewy atingem o mesocortex
e a partir do estagio 5, as alteracdes neuropatoldgicas progridem, do mesocértex para
0 neocortex e finalmente no estagio 6, etapa mais avancada, as areas corticais séo
difusamente acometidas, destacando-se as pré-motoras, motoras e sensitivas
(BRAAK et al., 2003 e 2004).
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Figura 1. Representacéo das fases pré-sintomatica e sintomatica e estagios da DP

Areas pré-motoras e rea
Fase pré-sintomatica Fase sintomatica  motora priméria do
neocértex
Areas pré-frontais e dreas
de associagdo sensitivas do
neocodrtex
Mesocdrtex
Télamo

Substincia negra

Limiar Amigdala

. Nucleo caudal da rafe,
' formacg3o reticular, complexo
3 coeruleus-subcoeruleus

b b Nticleo motor

b $ dorsal do

3 : > i s nervo vago
A : £ Estagios cdo processo B

patoldgico da DP

(A) Representacado das fases pré-sintomatica e sintomatica e dos estagios da DP. (B) Diagrama
mostrando as areas do cérebro afetadas (setas brancas). As &reas sombreadas correspondem a
gravidade da patologia que também é mostrada em A. Fonte: Adaptado de BRAAK et al., 2004.

Clinicamente, a DP é definida pela presenca de manifestacdes motoras
cardinais, como tremor de repouso, bradicinesia (lentiddo ao realizar os movimentos
voluntéarios), rigidez e instabilidade postural (BOHLHALTER E KAGI, 2011;
JANKOVIC, 2008), geralmente, de forma unilateral/assimétrica. No entanto, a
disfuncdo neuronal tem inicio antes da manifestacdo motora, com o surgimento de
sintomas nao motores como hiposmia, distirbio comportamental do sono REM (do
inglés Rapid Eye Movement), fadiga, depresséo e constipacdo, que sdo observados
na fase prodrémica da doenca e evoluem com os sintomas motores (BERGANZO, et
al., 2016; POEWE et al., 2017) (Figura 2).
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Figura 2: Sintomas clinicos associados a progressao da doenca de Parkinson
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O diagnéstico da DP ocorre com o aparecimento de sintomas motores, mas é precedido por uma fase
prodrdbmica, que dura anos ou, até mesmo, décadas, caracterizada por sintomas nao motores
especificos. Os sintomas ndo motores tornam-se cada vez mais predominantes ao longo do curso da
doenca, mas podem estar presentes em grau variavel em todas as fases dessa. Fonte: Adaptado de
POEWE et al., 2017.

1.2 Etiologia da DP

A DP se caracteriza por uma patologia complexa e multifatorial, resultante da
interacdo entre fatores genéticos e ambientais, associada ao envelhecimento (DENG
et al., 2018). Entre os fatores ambientais, destacam-se a exposi¢cao a substancias
toxicas e herbicidas (HANCOCK et al.,, 2018), doencas infecciosas, esportes
profissionais que envolvem impactos na cabeca, e certas profissdes, incluindo
mineragdo e a soldagem (PEZZOLI E CEREDA, 2013; BRECKENRIDGE et al., 2016).
Em contrapartida, alguns fatores ambientais como o tabaco, assim como o consumo
de café e cha, atuam como agentes neuroprotetores, reduzindo o risco de
desenvolvimento da doenca (HERNAN et al., 2002; EVANS et al., 2006; HANCOCK
et al., 2007; QI E LI, 2014; BRECKENRIDGE et al., 2016; DORSEY et al., 2018). Além
disso, pratica de atividades fisicas também tém sido associadas a um risco diminuido
de DP (THACKER et al., 2008).
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Além dos fatores ambientais, a contribuicdo genética a DP foi descrita por
Polymeropoulos e colaboradores (1997), a partir da identificacdo da primeira mutacao
(A53T) no gene SNCA, segregando de forma autossémica dominante em familias de
pacientes com DP (POLYMEROPOULOS et al., 1997). ApGs o reconhecimento da
primeira alteracdo genética associada a DP, outras foram identificadas em 20 genes
e associadas a essa doenca. No entanto, até o0 momento, mutacées em 11 genes séo
reconhecidas como causas bem estabelecidas da DP (Tabela 1) (MARRAS et al.,
2016).

Tabela 1. Genes associados a forma monogénica da doenga de Parkinson

Modo de Idade de
Gene* Loci Proteina h - Manifestacéo Referéncia
eranca
da DP (anos)
PARK-SNCA 4021-923 Alfa-sinucleina AD 38-65 POLYMI;ROJ;S?ULO\S et
PARK-PRKN 6025.2-027 Parkin AR 6-72 KITADA et al., 1998
PARK-PINK1 1p35-p36 PINK1 AR 20-40 VALENTE et al., 2004
PARK-DJ-1 1p36 DJ-1 AR 20-40 BONIFATI, 2003
LRRK2/ PAISAN-RUIZ et
PARK-LRRK2 12q12 Dardarina AD 50-70 al., 2004
PARK-ATP13A2 1p36 ATP13A2 AR 20-40 RAMIREZ et al., 2006
PARK-PLA2G6  22q13.1  Fosfolipase A2 AR Juvenil PAISAN RO ¢! al,
PARK-FBXO7 220912-q13 F-box 7 AR Precoce DI FONZO et al., 2009
PARK-VPS35 16911.2 VPS35 AD - ZIMPRICH et al., 2011
PARK-DNAJC6 1p31.3 Desconhecida AR Juvenil EDVARZDOSSN GCl
PARK-SYNJ1 21q22.11 SYNJ1 AR Juvenil KREBS et al., 2013,

QUADRI et al., 2013

SNCA - a-Synuclein; PRKN - Parkin; PINK1 - PTEN-inducedputativekinasel; DJ-1 - oncogene DJ-1; LRRK2 - Leucine-
Rich Repeat Kinase 2; ATP13A2 — ATPase type 13A2; PLA2G6 - group VI phospholipase A2; FBXO7 - F-box
onlyprotein 7; VPS35 - vacuolar protein sorting 35; DNAJC6- Dnal heatshock protein Family; SYNJ1 — synaptojanin.
** AutossOmica dominante (AD) e autossdmica recessiva (AR).

Além desses, alteraces em outros genes, como o UCHL1 (LEROY et al.,
1998), HTRA2 (STRAUSS et al., 2005), EIF4G1 (CHARTIER-HARLIN et al., 2011),
DNAJC13 (EDVARDSON et al., 2012), TMEM230 (DENG et al.,, 2016), VPS13C
(LESAGE et al., 2016), RIC3 (SUDHAMAN et al., 2016), RAB39B (WILSON et al.,
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2014) e CHCHD2 (FUNAYAMA et al., 2015), também tém sido identificadas
associadas a DP, embora aguardem confirmac&o em outros grupos étnicos.

Recentes estudos de associacdo gendmica (da sigla inglesa GWAS) (SATAKE
et al., 2009; FUNAYAMA et al., 2015; BLAUWENDRAAT et al., 2018; NALLS et al.,
2018) identificaram variantes genéticas que conferem risco, como fatores de
susceptibilidade ou moduladores da DP, influenciando a penetrancia, a idade de
manifestacdo, o quadro clinico e a progressdao da doenca, o que reforca a
complexidade genética dessa condicdo (GASSER, 2015; DOMINGO E KLEIN et al.,
2018). Essas variantes associadas a DP podem ser classificadas em trés classes
principais: alelos raros que correspondem as formas mendelianas da DP e conferem
alto risco; aqueles que atribuem risco intermediario e alelos comuns, como aqueles
presentes nos genes SNCA, LRRK2 e GBA, associados a predisposicdo da doenca
(Figura 3) (GASSER, 2015).

Figura 3. Principais categorias nas quais se enquadram os fatores de risco genéticos
associados a DP

AD AR
A PLA2G6 ATP13A2
ALELOS RAROS
ALTO RISCO
(CAUsAL) | ~LRRK2 SNCA FBXO7 HERANGCA
Parki MENDELIANA
VPS3S
2} )
PINK1
LRRK2
MEDIO G20195
RISCO
VARIANTES GBA VARMNIE || sneps
COMUNS
COM EFEITO
INTERMEDIARIO
SNCA
MAPT
SYT11/RAB2S, BST1, CCDC62/HIPIR,
PARK16, DGKQ/GAK, ITGAS,
MCCC1/LAMP3, STK39,
ACMSD/TMEM163, HLA, STBD1,
GPNMB, FGF20, STX18
BAIXO
RISCO o
MUITO RARO INTERMEDIARIO coMum
FREQUENCIA ALELICA

Conjunto de variantes de diferentes forcas e frequéncias alélicas. O tamanho das bolhas refere-se as
frequéncias dos alelos da populacao. As cores simbolizam os modos de heranca: dominante (azul),
recessivo (amarelo), loci de risco (verde). Fonte: Adaptado de GASSER, 2015.
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1.3 Vias moleculares envolvidas na DP

Algumas proteinas codificadas por genes associados ao desenvolvimento da
DP estdo envolvidas em um conjunto de vias moleculares que exercem funcdes
importantes, tais como a dinamica lipidica e vesicular (SNCA), sistema ubiquitina-
proteossomo (Parkin, DJ-1 e UCHL1), via de sinalizagdo celular (LRRK2), estresse
oxidativo, funcionamento mitocondrial (DJ-1, PINK1, PRKN, HTRA2 e CHCHD2) e a
via lisossémica (GBA e ATP13A2). Quando uma Unica proteina sofre alteracdo, pode
ocorrer uma disfuncdo de componentes associados a essa via, levando a morte dos
neurdnios dopaminérgicos (Figura 4). Apesar do conhecimento sobre a patogénese
da DP estar progredindo, ainda ndo se sabe exatamente como 0S genes interagem
nessas vias. Assim, o estudo de novos genes e a interacao entre eles podem contribuir
para o melhor entendimento dos processos moleculares subjacentes a patogénese da
DP (FARRER, 2006; KIM E LEE, 2008; MELKI, 2015; DELAMARRE E MEISSNER,
2017).

Figura 4. Mecanismos moleculares envolvidos na doenca de Parkinson

AGREGACAO DE a-
SINUCLEINA.

GBA . SNCA - —

ATP13A2

DISFUNCAO UBIQUITINA-
DISFUNCAO PROTEOSSOMO
MITOCONDRIAL

PARKIN
UCHL1

DJ1

MITOFAGIA PINK1

** PARKIN
g
* ok HTRA2
/ CHCHD2
FOSFORILACAO

ANORMAL
LRRK2

Diagrama esquematico mostrando interacdes entre as principais vias moleculares implicadas na
patogénese da doenca de Parkinson. Fonte: Adaptado de SCHULTE E GASSER, 2011.
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O primeiro gene identificado associado a DP foi o SNCA (alfa-sinucleina)
(POLYMEROPOULOS et al.,, 1997), que codifica a alfa-sinucleina, proteina pré-
sinaptica, envolvida na modulacéo de liberacao dos neurotransmissores de dopamina,
maturacado de vesiculas pré-sinapticas e plasticidade sindptica (BENDOR et al., 2013).

O acumulo citoplasmatico de mondmeros da proteina alfa-sinucleina, acarreta
a formacéao de oligdmeros toxicos para a célula. Deste modo, 0 aumento nas proteinas
gue sdo degradadas pela via ubiquitina/proteossomo e/ou pela via lisossémica pode
contribuir para o estresse proteolitico devido ao acumulo e a agregacao de proteinas
no citosol (HASHIMOTO et al., 1999; ZHANG et al., 2000). Além disso, a ligacédo
deficiente desta proteina com as vesiculas prejudica a liberacdo de
neurotransmissores, cujo acumulo no citosol pode levar ao estresse oxidativo, o que
contribui para agregacao da alfa-sinucleina e morte dos neurdnios dopaminérgicos
(ZHANG et al., 2000). Assim, para compreender a patogénese da DP, € extremamente
importante o entendimento dos mecanismos celulares que levam a agregacao da alfa-
sinucleina, uma vez que essa proteina € o principal componente dos corpos de Lewy
(EMAMZADEH, 2016).

O sistema ubiquitina-proteossomo (UPS) € um mecanismo complexo, que
possui como alvo a degradacdo de proteinas que sdo reconhecidas, desdobradas e
proteolizadas pela maquinaria de ubiquitinacdo (WONG E CUERVO, 2010; NIXON,
2013; TANAKA E MATSUDA, 2014). O gene PRKN codifica a proteina parkin que atua
como uma ubiquitina ligase do tipo E3 e age como um regulador da degradacédo de
proteinas, direcionando-as para o proteossomo. Além disso, esta proteina esta
envolvida na manutencédo mitocondrial, podendo induzir a autofagia de mitocéndrias
nao funcionais (SCHULTE E GASSER, 2011; ARAS et al., 2015). As primeiras
mutacdes neste gene foram identificadas em familias japonesas com parkinsonismo
juvenil, representando a causa mais comum de DP de inicio precoce (SCHULTE E
GASSER, 2011).

Diversos estudos tém evidenciado a disfungcdo mitocondrial como um
elemento chave na patogénese da doenca de Parkinson (SCHAPIRA, 2007; BOSE E
BEAL, 2016; ARAS et al., 2015). Essa disfuncdo pode ser resultado de alteracdes
causadas por defeitos bioenergéticos, mutacdes genéticas no DNA nuclear ligadas a
mitocondria, mutagcbes no DNA mitocondrial, alteracbes na dinamica das
mitocondrias, tais como fissdo e fusédo, alteracbes de morfologia e alteracbes no

transporte das mitocéndrias (PERIER et al., 2010). Assim como mutacdes no gene
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SNCA levam ao comprometimento funcional da alfa-sinucleina, alteragcdes nos genes
PINK1, PARKIN, DJ-1 e CHCHD2 também foram associadas ao desenvolvimento da
DP, podendo ocasionar disfungédo mitocondrial, levando a um processo de estresse
oxidativo e a producado de espécies reativas de oxigénio, causando a morte celular
(PARKER, PARKS E SWERDLOW, 2008; PERIER et al., 2010; LARSEN, HANSS E
KRUGER, 2018).

O comprometimento lisossémico é um dos principais sistemas proteoliticos em
células humanas e esté envolvido na degradacédo da alfa-sinucleina, desempenhando
um papel central na fisiopatologia da DP. Além de ser degradada pelo proteossomo
esta proteina também é degradada pelo lisossomo. Disfuncfes nesta via podem
induzir a agregacao de proteinas no citosol, levando ao desenvolvimento da DP
(CUERVO et al., 2004; MOORS et al., 2016). Além disso, o risco de desenvolver a
doenca tem sido fortemente associado a mutagdes nos genes GBA e ATP13A2, que
codificam enzimas lisossémicas e participam da via lisossbmica de degradacdo
(MOORS et al., 2016).

Mutacdes no gene ATP13A2 podem ocasionar comprometimento funcional e
sobrecarga da via lisossdmica, tendo como consequéncia a agregacdo da proteina
alfa-sinucleina (LIU et al., 2016). Diversas variantes patogénicas no gene GBA, que
codifica a proteina glicocerebrosidase, levam a deficiéncia desta enzima e,
consequentemente, a disfuncdo lisossbmica, interferindo na degradagcdo e no
aumento dos niveis citoplasmaticos de alfa-sinucleina, formando agregados proteicos,
contribuindo, assim, para a etiologia da DP (SIDRANSKY E LOPEZ, 2012).

1.4 Genes GBA e CHCHD2
A sequir, sera dado destaque a detalhes referentes aos genes GBA e CHCHD?2,

objeto desta tese.

1.4.1 Gene GBA
O gene glicocerebrosidase humano (GBA; OMIN 606463) esta localizado em
1921, regido cromoss6mica com grande densidade génica. Ele apresenta 11 exons e
se estende por 7,6 Kb (SHAFIT-ZAGARDO et al., 1981; BARNEVELD et al., 1983).
Localizado a 16 Kb a jusante do gene GBA, encontra-se o pseudogene (GBAP)

altamente homologo ao GBA, ao qual abrange uma extenséo de 5,7 Kb e contém a
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mesma organizacao de exons e introns que o GBA, néo sendo, entretanto, funcional
(Figura 5) (HOROWITZ et al., 1989; SCHAPIRA, 2015).

Apesar destes dois genes apresentarem tamanhos diferentes, resultantes de
insercbes de sequéncias Alu nas regides intronica do gene GBA, ha 96% de
similaridade entre eles. A falta de funcionalidade do GBAP deve-se, em parte, a duas
dele¢cBes exodnicas, uma no exon 4 (4 pb) e outra no exon 9 (55 pb) (HOROWITZ et
al.,1989; ZIMRAN et al., 1990; WINFIELD et al., 1997; HRUSKA et al., 2008).

Figura 5. Comparacgao entre o gene funcional GBA e o pseudogene GBAP
de humanos

GBA humano (~7,6Kb)

ATG ATG \

\
\
1

[
I
|
|
I
1
|
1
626pb ; 329pb
|
I
I
|
|
I

l'I

GBAPhumano (~5,7Kh)

As linhas pontilhadas delimitam as sequéncias ausentes no pseudogene, com seus respectivos
tamanhos em pb. Fonte: Adaptado de WAFAEI E CHOY, 2005.

O gene GBA codifica a enzima glicocerebrosidase (GBA), uma enzima
presente na superficie da membrana interna do lisossomo, responsavel por catalisar
a hidrélise do glicocerebrosideo glucosilceramida, um glicolipidio de membrana,
convertendo-o em glicose e ceramida (DVIR et al., 2003; HRUSKA et al., 2008; GAN-
OR, et al., 2015). A enzima GBA possui, aproximadamente, 62 kDa, 497 aminoacidos
e é expressa de forma ubiqua em todos os tecidos (DINUR et al., 1986; MISTRY e
COX, 1993).

O cDNA do gene GBA tem aproximadamente 2 Kb e possui dois sitios ATG
de inicio da traducdo, sendo um localizado no exon 1 e outro no exon 2 (Figura 5),

ambos eficazmente traduzidos produzem dois polipeptidios diferentes, que sao
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removidos da proteina madura. O primeiro ATG produz uma proteina com um
peptideo sinal de 39 residuos e o segundo com 19 residuos, que sao processados
durante a passagem pelo reticulo endoplasmatico numa enzima funcional de 497
aminoacidos, a glicocerebrosidase (GBA) (HRUSKA et al, 2008). A estrutura dessa
proteina, obtida pela primeira vez em 2003 (DVIR et al., 2003), mostrou que esta
possui trés dominios ndo continuos. O dominio I, formado pelos aminoacidos 1 a 27
e 383 a 414, relacionadas ao enovelamento correto da proteina. O dominio Il, formado
pelos aminoacidos 30 a 75 e 431 a 497, consiste em duas folhas beta, semelhantes a
imunoglobulina e desempenham um papel regulatério ou estrutural. Finalmente, o
dominio Ill, formado pelos aminoacidos 76 a 381 e 416 a 430, contém o sitio catalitico
de GBA (DVIR et al., 2003).

1.4.1.1 O Gene GBA, a doenca de Gaucher e a relacdo com a doenca de Parkinson

A doenca de Gaucher (DG) é uma glicoesfingolipidose pertencente ao grupo
das doencas de armazenamento dos lisossomos, com um padrdo de heranca
autossdmico recessivo, causada por uma disfuncdo no gene GBA, que codifica a
enzima glicocerebrosidase (BRADY et al., 1966; HRUSKA et al., 2008). O acumulo da
glucosilceramida nos lisossomos leva a falhas na hidrolise de seu substrato,
resultando em uma disfuncéo celular (BEUTLER, 1996). Os efeitos desta deficiéncia
sao atribuidos ao acumulo de glicocerebrosideo, o que faz com que os macréfagos
sejam caracterizados como “células de Gaucher” (LEE, 1968; GUGGENBUHL et al.,
2008).

A DG apresenta uma incidéncia de 1:40.000 a 1:60.000 individuos na
populacdo em geral e, apesar de afetar todos 0s grupos étnicos, sua frequéncia é
maior entre os judeus Ashkenazi, sendo sua incidéncia de 1:800 nascimentos
(HRUSKA et al., 2008; GRABOWSKI, 2008; STIRNEMANN et al., 2012). Tal condicao,
caracteriza-se por um fenotipo variavel, apresentando manifestacbes
multissistémicas, que incluem principalmente o envolvimento do baco, figado, medula
0ssea, pulmdes e sistema nervoso (HRUSKA et al., 2008). Com base na idade de
manifestacdo, sintomas clinicos e, principalmente, o grau de envolvimento
neurolégico, pode-se classificar a doengca em trés tipos principais: do tipo 1,
responsavel por mais de 90% dos casos e caracterizada pela auséncia do

envolvimento neuroldgico; tipos 2 e 3, caracterizados por comprometimento
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neurolégico (GUGGENBUHL et al., 2008; GRABOWSKI, 2008; STIRNEMANN et al.,
2012).

Arelacéo entre alteracdes no gene GBA e a DP foi descoberta ao acaso, devido
ao grande do numero de individuos pertencentes a familias com doenca de Gaucher
que apresentavam DP (TAYEBIlet al., 2003; VARKONYIl et al., 2003). Essa
associacao levou pesquisadores a investigarem a presenca de mutacdes no gene
GBA nesses individuos.

Em 2004, foi realizado o primeiro estudo envolvendo o rastreamento de
mutagdes no gene GBA em pacientes com DP (LWIN et al., 2004) e os achados desse
estudo apontaram um aumento da incidéncia de mutagbes no gene GBA em
individuos com DP (21%). Além disso, verificou-se que os portadores de mutacdes
neste gene manifestavam a doenca de Parkinson mais precocemente. Dessa forma,
os achados de Lwin e colaboradores (2004) reforcam a hipétese da relacdo entre
mutacoes no gene GBA e a DP.

ApoOs esse estudo, diversos grupos de pacientes com DP foram investigados
em relacdo a mutacdes no gene GBA e se verificou uma alta incidéncia de alteracdes
nesse gene associada a DP. Assim, esses estudos reforcam a hipétese de que
mutacbes no GBA constituem fatores de risco comum e significativo para o
desenvolvimento da DP em diferentes grupos étnicos (LWIN et al., 2004; AHARON-
PERETZ et al., 2004; CLARK et al., 2007; GAN-OR et al, 2008; SIDRANSKY et al.,
2009; NEUMANN et al., 2009; LESAGE et al., 2011; MORAITOU et al., 2011; KUMAR
etal., 2013; ZHANG et al., 2013; ASSELTA et al., 2014; BANDRES-CIGA et al., 2016;
TOROK et al., 2016; HAN et al., 2016; YADAV et al., 2018).

Até o momento, foram identificadas mais de 300 mutacdes no gene GBA,
classificadas como mutacdes sem sentido, de sentido trocado, insercoes e delecbes
de um ou mais nucleotideos (SCHAPIRA, 2015; HRUSKA et al., 2008, O'REGAN et
al.,, 2017). Além de mutacdes provenientes de recombinacfes entre o gene GBA e
seu pseudogene GBAP (HRUSKA et al., 2008). As mutacdes no gene GBA podem
ser classificadas como brandas, graves, nulas e recombinantes. As brandas resultam
em uma pequena diminuicdo na atividade da enzima glicocerebrosidase (GAN-OR et
al., 2008) as graves sao consequéncia de uma enzima nao funcional e as nulas estao
relacionadas com a ndo producéo desta proteina (SIDRANSKY, 2004). As mutacdes
recombinantes resultam do alto grau de homologia e da proximidade na qual o gene

GBA e seu pseudogene se encontram. A recombinacdo pode surgir devido a eventos
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de conversdo do gene funcional ou por crossing over desigual entre 0 gene e 0
pseudogene. Os sitios de recombinacgao séo variaveis, podendo ocorrer desde o intron
2 até o exon 11 (HRUSKA et al., 2008).

Entre as mutacdes mais frequentes observadas em todos 0s grupos étnicos,
destacam-se a L444P e N370S, classificadas como grave e branda, respectivamente,
as quais representam 70% de todos os alelos GBA mutados em pacientes com DP
(SWAN e SAUNDERS-PULLMAN, 2013). Assim, variantes comuns no gene GBA séo
frequentemente identificadas, sendo esse considerado um importante fator genético
de susceptibilidade, que aumenta expressivamente o risco de desenvolvimento da DP,
com penetrancia acentuadamente incompleta ou reduzida, pois nem todos os
portadores de mutacOes nesse gene desenvolvem parkinsonismo (GOKER-ALPAN et
al., 2004; SIDRANSKY E HART 2012; ANHEIM et al., 2012; SWAN E SAUNDERS-
PULLMAN, 2013; DOMINGOS E KLEIN, 2018).

As mutacdes em GBA parecem ser mais comuns em individuos com historico
familiar de DP, em comparacdo com casos esporadicos, e estudos relatam que a
penetrancia das mutacdes em casos familiares aumenta de 7,6% em individuos com
50 anos para 29,7% em pessoas com idade igual ou superior a 80 anos (ANHEIM et
al., 2012). Dessa forma, o risco especifico por idade de 1,5% aos 50 anos e 7,7% aos
80 anos para os portadores de mutacdes heterozigotas (ALCALAY et al., 2014).

Embora os mecanismos moleculares pelos quais o GBA influencia a
patogénese da DP n&do tenham sido totalmente elucidados, evidéncias crescentes
apontam que o risco aumentado de DP em portadores de mutacfes neste gene é
devido a diminui¢do da funcéo da glicocerebrosidase (ALCALAY et al., 2015). Tem
sido sugerido, que a glicocerebrosidase mutante ou ausente pode afetar a degradacéo
lisoss6mica da alfa-sinucleina, comprometendo a capacidade do lisossomo funcionar
normalmente, resultando, assim, em maior risco de desenvolvimento da DP (Figura 7)
(SIDRANSKY E LOPEZ, 2012; ALCALAY et al., 2015). No entanto, 0s mecanismos

exatos que promovem essa interacdo permanecem obscuros.
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Figura 6. Relacéo patogénica entre o GBA e a alfa-sinucleina no desenvolvimento
da doenca de Parkinson

A Lisossomo Normal B Lisossomo com GBA mutante
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(A) Funcionamento normal da interacdo entre a alfa-sinucleina e a glicocerebrosidase levando ao
funcionamento normal do lisossomo. (B) Quando a glicocerebrosidase esta mutada, a célula é
incapaz de degradar alfa-sinucleina, levando ao comprometimento lisossémica e ao acumulo
dessa proteina, favorecendo a morte celular e o desenvolvimento de parkinsonismo. Fonte:
Adaptado de SIDRANSKY E LOPEZ, 2012.

Diferentes modelos funcionais tém sido conduzidos buscando compreender a
influéncia de mutacdes no gene GBA no desenvolvimento da doenca de Parkinson.
Utilizando cultura de células de neuroblastoma e camundongos transgénicos
expressando alfa-sinucleina, estudos mostraram que a inibicdo da glicocerebrosidase
induz o acimulo dessa proteina (MANNING-BOG et al., 2009) e a mutacdo L444P,
em heterozigose, reduz a degradacao da alfa-sinucleina ocasionando seu acumulo,
exacerbando os déficits motores e gastrointestinais em modelos de ratos
(FISHBEIN et al., 2014). Subsequentemente, dois estudos foram realizados,
utilizando modelo mutante de Drosophila, e foi observado uma reducédo nos niveis de
atividade da glicocerebrosidase, exibindo um déficit motor (DAVIS et al., 2016). De
forma semelhante, Sanchez-Martinez e colaboradores (2016) criaram um modelo
mutante em Drosophila, porém, ao invés de realizarem a delegéo total dos genes
enddgenos, geraram uma série de linhagens de Drosophilas expressando o gene GBA

humano selvagem ou o GBA mutante, carregando as mutagcdes N370S ou L444P.
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Eles observaram que Drosophilas portadoras das mutacdes N370S ou L444P
desenvolviam perda neural dopaminérgica e déficits locomotores progressivos, sendo
estes possiveis indicadores da contribuicdo dessas mutacdes para o desenvolvimento
da DP em humanos (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2016).

1.4.2 Gene CHCHD2

O gene coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing 2 (CHCHD2; OMIM
616244), localizado em 7p11.2, apresenta 4 exons (Figura 7) e codifica a proteina
CHCHD2, com 151 aminoécidos, pertencente a uma classe de proteinas mitocondriais
envolvidas na biogénese e regulacdo de enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial
(ARAS et al., 2015).

Figura 7. Representagdo esquematica da estrutura do cromossomo 7 e da
localizacdo do gene CHCHD2
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As caixas com nameros representam os exons do CHCHD2, separadas por introns. Fonte: Adaptado
de FUNAYAMA et al., 2015.

Entre as funcdes da proteina CHCHD2 destacam-se a regulacdo do
metabolismo mitocondrial, o controle do nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS,

sigla na lingua inglesa), a regulacdo da atividade da citocromo C oxidase (COX)
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(ARAS et al., 2015) Além disso, esta proteina age como um fator antiapoptotico,
mediado por mitocondrias (FUNAYAMA et al., 2015).

Em 2017, Meng e colaboradores, utilizando cultura de células e modelo animal
transgénico de Drosophila, observaram que células que possuiam baixa expressao
da proteina CHCHD2, apresentam uma diminuicdo na atividade da citocromo C
oxidase, o qual exerce uma importante funcdo durante a fosforilacdo oxidativa. A
CHCHD2, junto a proteina de membrana mitocondrial interna 1 (MICS1, sigla na
lingua inglesa), estabilizam a COX para manter o fluxo normal de elétrons durante a
fosforilacdo oxidativa (Figura 8). Quando a funcdo da citocromo C oxidase esta
comprometida, o fluxo de elétrons do complexo Ill para o complexo IV é prejudicado,
gerando um extravasamento de elétrons que resulta na producéo de espécies reativas
de oxigénio, que constituem uma das principais causas de estresse oxidativo (Figura
8) (ARAS et al., 2015, MENG et al., 2017).

Figura 8. Modelo da proteina CHCHD2 nas mitocéndrias

M Complexo respiratério lll, IV, V

@ Citocromo C

. MIC 81 - proteina de membrana mitocondrial interna

CHCHD2

(A) A CHCHD?2 junto a proteina MICS1, presente na membrana mitocondrial, estabilizam a COX para
manter o fluxo normal de elétrons durante a fosforilagdo oxidativa. (B) Auséncia de CHCHD2
desestabiliza COX na cadeia respiratéria, 0 que causa um extravasamento de elétrons e geracdo
de ROS. Fonte: adaptado de MENG et al., 2017.
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1.4.2.1 Mutagbes no gene CHCHD2 e a DP

A associacdo de mutacdes no gene CHCHD2 e a DP foi identificada por
Funayama e colaboradores (2015) em quatro familias japonesas com DP segregando
de forma autossdmica dominante. Utilizando estudos de associacdo gendmica, esses
autores identificaram duas mutagdes missense (182C>T (T61l) no exon 2) e (434G>A
(R145Q), no exon 3) e uma mutacao em sitio de splicing (300 + 5G>A) (FUNAYAMA,
et al., 2015). Subsequentemente Shi e colaboradores (2016), identificaram em
probandos chineses com DP a variante patogénica ¢.182C>T (T61l), além de cinco
variantes ja descritas (c.-11G>A, ¢c.-9T>G1, ¢.5C>T, ¢.51-127G>A, c.456+125G>A), e
consideraram a variante C.5C>T (P2L) como um fator de risco para a DP esporadica
em populacdes chinesas (SHI et al., 2016).

Mediante esses achados, outros estudos foram conduzidos para validar o
papel do gene CHCHD2 na susceptibilidade a DP em diferentes grupos étnicos, como
em pacientes chineses (FOO et al., 2015; LIU et al., 2015; LI et al., 2016; LU et al.,
2016; SHI et al.,, 2016; YANG et al.,, 2016; GAO et al., 2017; WU et al., 2016),
canadenses (ZHANG et al., 2016), italianos (GAGLIARDI et al., 2016; RUBINO et al.,
2017), espanhois (TEJERA-PARRADO et al., 2016), taiwaneses (FAN et al., 2016),
populagdes do oeste europeu (JANSEN et al., 2015), alemées (KOSCHMIDDER et
al., 2016) e norte-americanos, poloneses e irlandeses (OGAKI et al., 2015). No
entanto, a maioria dos estudos fracassou em identificar variantes patogénicas ou de
risco nas populacdes analisadas.

Recentemente, Tio e colaboradores (2017) realizaram estudos funcionais em
modelo transgénico de Drosophila e demonstraram que as variantes R145Q e T61l
sdo patogénicas e ocasionam disfuncdo proteica em diferentes niveis, gerando a
desregulacdo do metabolismo mitocondrial, que afeta a sobrevivéncia e a funcao
neuronal. Além disso, mostraram que a variante 5C>T, Pro2Leu é um fator de risco,
possivelmente associado a DP esporadica (TIO et al., 2017).

Até a realizacdo do presente estudo, inexistem analises moleculares do gene

CHCHDZ2 em pacientes com DP em populacdes latino-americanas.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da doenca de Parkinson ser um dos disturbios de movimento que mais
acomete idosos, esta também tem sido observada precocemente e pouco se sabe da
influéncia de fatores genéticos na predisposicdo a doenca.

Ainda que diversos estudos tenham relatado a associacdo de alteracdes
génicas em pacientes com DP, existem iniUmeros resultados controversos, 0 que
justifica a necessidade de novas investigacoes.

Assim, considerando a escassez de estudos no Brasil e em populacdes latino-
americanas, este trabalho visa contribuir para o preenchimento da lacuna existente no
gue tange a associacdo de mutacdes nos genes GBA e CHCHD?2 e suas possiveis
relacbes com a DP em uma amostra de pacientes da populacdo brasileira,
caracterizada por sua alta miscigenacao étnica. Além disso, o conhecimento da
influéncia desses fatores genéticos, permitird estabelecer um perfil de variacdes
proprias da nossa populagdo, de forma a contribuir para o diagnostico precoce,

reducdo da morbidade nos afetados e dos custos para saude publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo realizar o rastreamento de variantes em
toda extensdo dos genes GBA e CHCHD2, a fim de verificar a possivel relagdo com o

desenvolvimento da doenca de Parkinson.

3.2 Objetivos especificos

* |dentificar a presenca de mutagcées no gene GBA em amostras de pacientes

com DP e controles saudaveis;

* |[dentificar a presenca de mutacbes no gene CHCHD2 em amostras de

pacientes com DP familiar, compativel com heranca autossémica dominante;

* Realizar o estudo comparativo das frequéncias genotipicas e alélicas nos
genes GBA e CHCHD?2 entre os individuos com a doencga de Parkinson e individuos
controles saudaveis, gerando dados relativos a frequéncia de variantes génicas
encontradas e analisar comparativamente nossos achados com outros estudos

realizados em diferentes grupos étnicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Todos os participantes deste estudo foram provenientes de ambulatérios de
Neurologia e Disturbio do Movimento do: Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE/UERJ), Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ), Instituto
de Neurologia Deolindo Couto (INDC/UFRJ), Hospital Federal dos Servidores do
Estado (HFSE), Santa Casa de Misericérdia do Rio de Janeiro (SCMRJ), Hospital
Universitario Anténio Pedro (HUAP/UFF), Instituto Integrado de Neurociéncias de
Goiania (IINEURO/GO) e Hospital Universitario Getulio Vargas (HUGV/UFAM). Os
pacientes foram avaliados por neurologistas especialistas em distarbios de
movimento, seguindo os critérios estabelecidos pelo protocolo internacional para a DP
— “The United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank” (HUGHES et al.,
1992). Apds serem avaliados nesses centros, os pacientes com DP foram
encaminhados ao Servico de Genética Humana da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (SERVGEN/UERJ) para coleta de material bioldgico. Os individuos
participantes foram esclarecidos com relacé&o aos objetivos da pesquisa e convidados
afazer parte do estudo. A coleta do material bioldgico para a anélise molecular ocorreu
mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes e
controles (Anexos A e B). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Protocolo de pesquisa n® 032.2.2008 —
Parecer 001/2016) (Anexo C) e todas as condutas adotadas seguiram as normas
éticas do CNS/Ministério da Saude (Resolucdo 196/96), que regem as pesquisas
envolvendo seres humanos.

Para o gene GBA, foram incluidos 304 pacientes com DP, de ambos 0s sexos
(187 homens e 117 mulheres; faixa etaria: 15 a 96 anos; meédia das idades: 60,0 +
12,4 anos), ndo aparentados, com idade de manifestacdo variando de 15 a 79 anos
(52,0 £ 12,5 anos). Dentre eles, 2 apresentaram DP juvenil (manifestacéo < 20 anos),
137 DP precoce (manifestacdo < 50 anos) e 162 DP tardia (=50 anos). Em nossa
casuistica, 115 (37,83%) relatam possuir historia familiar da DP, 181 (59,54%) eram
casos isolados e 8 (2,63%) n&do apresentavam informagéo (Apéndice C).

Para o gene CHCHDZ2, foram incluidos 122 pacientes brasileiros com DP, de
ambos os sexos (81 homens e 41 mulheres; faixa etaria: 32 a 96 anos; média das

idades: 60,5 + 11,1 anos), ndo aparentados, com idade de manifestacédo variando de
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18 a 79 anos (52,1 + 12,0 anos). Dentre eles, 1 apresentou DP juvenil (< 20 anos), 53
DP precoce (< 50 anos) e 68 DP tardia (=50 anos) (Apéndice E). Os probandos foram
classificados como casos familiares por apresentarem um ou mais portadores de DP
na familia e nenhum deles apresentou mutacdes em outros genes anteriormente
analisados por nosso grupo (ABREU et al., 2016, da SILVA et al., 2017).

Além dos pacientes com DP, um grupo controle foi constituido por 100
individuos brasileiros saudaveis, residentes no Estado do Rio de Janeiro, de ambos
0s sexos, totalizando 53 homens e 47 mulheres, de faixa etéria entre 50 e 95 anos
(média de idades: 65,84 + 9,97 anos) (Apéndice F).

4.2 Coleta do material biologico

Para a analise molecular, o DNA dos pacientes foi obtido a partir de sangue
periférico ou saliva. A coleta de sangue foi realizada a partir de 5 mL de sangue
periférico, armazenados em tubos vacutainer, contendo anticoagulante EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético). A saliva foi coletada em um frasco coletor do Kit
ORAGENE™ DNA self-collection (DNAGenotek, Canada), delicadamente misturada,
e mantida a temperatura ambiente. As recomendacdes dadas aos pacientes antes da
coleta de saliva foram n&o beber, comer ou fumar nos 30 minutos anteriores ao

procedimento.

4.3 Extracdo de DNA gendmico

A extracéo e purificacdo do DNA genémico compreenderam varias etapas que
incluiram a lise celular, extragdo de proteinas do RNA e precipitagdo do DNA. Todas
as amostras de DNA foram extraidas a partir de uma aliquota de sangue periférico ou
saliva, utilizando os kits comerciais Wizard® Genomic DNA Purification (Promega,
Wisconsin, EUA) para sangue periférico e o ORAGENE™DNA para saliva, ambos
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apés a extracao, uma aliquota da
solucéo final contendo DNA de cada paciente foi encaminhada para a Universidade
do Grande Rio — UNIGRANRIO e as demais aliquotas foram estocadas em microtubos
de 1,5 mL a 4°C e -20°C no SERVGEN - UERJ.
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4.4 Ensaio molecular

O ensaio molecular foi realizado em trés instituicdes colaboradoras: Servico de
Genética Humana da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (SERVGEN), situado
no Campus do Maracand/RJ, Universidade do Grande Rio Professor José de Souza
Herdy (UNIGRANRIO), situado no Campus de Duque de Caxias/RJ e Fundagao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), situado no Campus de Manguinhos/RJ.

4.4.1 Estimativa da concentracéo e da integridade do DNA

A integridade das amostras de DNA foi avaliada com a técnica de eletroforese
em gel de agarose a 1 % (Thermo Fisher Scientific, EUA) diluida em tampé&o TBE 1X
[Tris 89 mM (GE Healthcare, EUA), acido bérico 89 mM (MERCK, Alemanha), EDTA
2 mM (GE Healthcare, EUA)]. No preparo das amostras para corrida da eletroforese,
foram adicionados 3 uL da aliquota de DNA e 1 uL de corante de corrida [azul de
bromofenol 0,25% (GE Healthcare, EUA); xileno cianol 0,25% (GE Healthcare, EUA);
glicerol 30% (ISOFAR)], 1 yL de GelRed™ previamente diluido em 500 uyL de agua
destilada (Uniscience).

Essa etapa foi realizada em cuba horizontal [MS 250V Power Supply (Major
Science)], a 70 V por 45 minutos, utilizando como tampao de corrida TBE 1X [Tris 89
mM (GE Healthcare, EUA), acido bdérico 89 mM (MERCK, Alemanha), EDTA 2 mM
(GE Healthcare, EUA)]. Apos a eletroforese, o gel foi visualizado no sistema de
fotodocumentagdo L-Pix® Ex (Loccus Biotecnologia, Brasil). A integridade e
intensidade da banda apresentada pelas amostras de DNA genbmico foram
comparadas com um padrdo de DNA de Bacteriéfago lambda (A) (Thermo Fisher
Scientific, EUA) de 100 ng/uL.

A fim de estimar a concentracdo de DNA das amostras e seu grau de pureza
foi utilizado de um espectrofotometro, modelo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, EUA) ou Denovix DS-11 (Uniscience, EUA), configurado para &cidos
nucleicos de fita dupla (modo doublestrand). O preparo das amostras foi realizado
com 1 yL da aliquota de DNA. Como branco, na calibragdo do equipamento, foi
utilizado o tampéo TE [Tris 10 mM (GE Healthcare, EUA), HCI (MERCK, Alemanha),
EDTA 1 mM (GE Healthcare, EUA); pH 7,4]. A relacao de pureza foi calculada através

da razdo 260/280, que deve atingir aproximadamente 1,8 e/ou 2,0.
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4.4.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada a fim de

amplificar a regido de interesse dos genes GBA e CHCHD?2.

4.4.2.1 Gene GBA

Para avaliar a presenca de alteragdes no gene GBA realizamos a amplificagcéo
do DNA nos 304 probandos com DP, para todos os 11 exons, através da técnica de
PCR, seguida por sequenciamento automatico.

A amplificacao dos fragmentos génicos correspondentes aos 11 exons, assim
como das regides de limite exon/intron, que incluem sitios doadores e receptores de
encadeamento, foi realizada com o emprego de 3 pares de oligonucleotideos
iniciadores (primers) (Thermo Fisher Scientific, EUA) (Tabela 2). Todas as reacdes
foram realizadas em microtubos de 0,2 mL, em fluxo laminar vertical, sob condi¢cdes
de plena assepsia, seguindo as condi¢0es e reagentes descritos na Tabela 3. A PCR
foi realizada em um termociclador Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific, EUA) e os
parametros de ciclagem (desnaturacao inicial, ciclos de desnaturacdo, pareamento e

extensdo) constam na Tabela 4.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo dos 11 exons do gene GBA

Tamanho do
Exons Oligonucleotideos fragrpento Referéncia
amplificado
(pb*)
F 5 CCTAAAGTTGTCACCCATAC 3
lao4 1.895
R 5 GCAGAGTGAGATTCTGCCTC 3
F 5 GACCTCAAATGATATACCTG 3
5a07 2.049 MITSUI et
R 5 AGTTTGGGAGCCAGTCATTT 3’ al., 2009
F5 TGTGTGCAAGGTCCAGGATCAG 3’
8aoll 1.682

R 5 ACCACCTAGAGGGGAAAGTG 3’

*pb = pares de base; F= Foward e R= Reverso.
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Tabela 3. Condigfes utilizadas na amplificacéo dos fragmentos correspondentes
aos exons 1-4, 5-7 e 8-11 do gene GBA

Exons
Reagentes

1-4 5-7 8-11
Tampao de reacao (10X) 1X 1X 1X
MgClI2 (50 mM) 2,0 mM 3,0 mM 2,0 mM
dNTP (5 mM) 300 uM 400 uM 200 uM
Oligonucleotideo F (10 uM) 0,4 uM 0,8 uM 0,4 uM
Oligonucleotideo R (10 uM) 0,4 uM 0,8 uM 0,4 uM
Platinum™ Taqg DNA Polimerase (1U/uL) 10U 20U 10U
DNA (~50 ng/uL) 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
Volume final 25 uL 25 uL 25 L

*10X tampdo de PCR, sem Mg (Tris-HCI 200 mM, pH 8,4, KCI 500 mM). Tampao de Reacdo, MgCI2,
platinum™ Taq DNA Polimerase e dNTP (Invitrogen™- Thermo Fisher Scientific, EUA); Oligonucleotideo
(Integrated DNA Technologies).

Tabela 4. Condi¢bes de ciclagem utilizadas na PCR dos segmentos do gene GBA

Etapas Exons 1-4 Exons 5-7 Exons 8-11
Desnaturacao inicial 94°C—-10m 94°C—-2m 94°C—-2m
Desnaturacao 94°C -30s 94°C-30s 94°C -30s
Pareamento 35x  55°C-1m30s 35x 59°C —1m30s 40x 61°C — 1m30s - 35x
Extensao 72°C—-2m 72°C—-2m 72°C—-2m
Extenséo Final 72°C-10m 72°C-10m 72°C—-10m

X = ndmero de ciclos; m = corresponde a minutos; s = corresponde a segundos.

4.4.2.2 Gene CHCHD2

Para analise molecular dos 4 exons do gene CHCHDZ2, bem como das regides
de limite exon/intron que incluem os sitios doadores e receptores de encadeamento,
foi realizada & amplificacdo dessas sequéncias pela técnica de PCR, utilizando 4
pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) (IDT- Integrated DNA Technologies,
EUA), descritos por Funayama e colaboradores em 2015 (Tabela 5).

Todas as reacOes de amplificacdo (Tabela 6) foram realizadas em tubos de
0,2 mL, utilizando o termociclador Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific, EUA) e os
parametros de ciclagem (desnaturacao inicial, ciclos de desnaturacédo, pareamento e

extensdo) constam na Tabela 7.



Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo dos exons do gene

CHCHD2
Tamanho do
Exons Oligonucleotideos fragr_n_ento Referéncia
amplificado
(pb*)

1 F 5 CCTCCCATCTTCCGGTCTCC 3 208
R & CCTCCCTCTGCGTCATTGC 3'

F 5 GGGCAACAAGAGCGAAGC 3

R 5 TGCTGGCCTAAGGCAGTAAC 3’ >98 Funayama
F 5 CATCTGGTGCTAGTTCCATTTTCC 3’ 201 etal, 2015

R 5 TCCGGCCCAGTTGTTAGGAG 3’

F 5 GGCCTTTTGTCGCTGCTTTC 3’ 455

R 5 CTGTCAGATCTGGGAGGATGC 3’

*pb = pares de base; F= Foward e R= Reverso.

Tabela 6. Condi¢@es utilizadas na reacdo da PCR para amplificacdo dos
fragmentos correspondentes aos exons do gene CHCHD2

Reagentes Elx (_)25
Tampao de reacéo (10X) 1X
MgCI2 (50 Mm) 1,0 mM
dNTP (5mM) 200 uM
Oligonucleotideo F (10mM) 1,0 mM
Oligonucleotideo R (10mM) 1,0 mM
Platinum™Taqg DNA Polimerase (1U/uL) 10U
DNA (~ 50 ng/uL) 1,0 L
Volume final 25 uL

*10X tampdao de PCR, sem Mg (Tris-HCI 200 mM, pH 8,4, KCI 500 mM).
Tampéo de Reagdo, MgCl2, platihum™ Tag DNA Polimerase e dNTP
(Invitrogen™-  Thermo Fisher Scientific, EUA); Oligonucleotideo
(Integrated DNA Technologies).
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Tabela 7. Condic¢des de ciclagem utilizadas na PCR dos segmentos do gene

CHCHD2
Etapas Exons 1,2,3e4
Desnaturac&o inicial 95°C-5m
Desnaturacéo 95°C—-1m
Pareamento X 60°C—-1m 30x
Extens&o 72°C-1m
Extenséo Final 72°C—-7m

X = ndmero de ciclos; m = corresponde a minutos.

4.4.3 Analise dos fragmentos amplificados e do rendimento das reacdes de PCR

Para analise dos fragmentos amplificados, os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (Thermo Fisher Scientific, EUA)
diluido em tampédo TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare, EUA), &cido bérico 89 mM
(MERCK, Alemanha), EDTA 2 mM (GE Healthcare, EUA)]. As amostras foram
preparadas com 4 pL da aliquota do produto da reacdo de PCR, 1 uL de corante de
corrida [azul de bromofenol 0,25% (GE Healthcare, EUA); xileno cianol 0,25% (GE
Healthcare, EUA); glicerol 30% (ISOFAR)] e 1 uL de GelRed™ (Uniscience, EUA)]. A
eletroforese foi realizada a 75 V por, aproximadamente, 1 hora em cuba horizontal
K33-10H (KASVI), utilizando-se como tampé&o de corrida TBE 1X [Tris 89 mM (GE
Healthcare, EUA), acido borico 89 mM (MERCK, Alemanha), EDTA 2 mM (GE
Healthcare, EUA)]. Apdés a corrida, o gel foi visualizado no sistema de
fotodocumentagdo L-Pix® Ex (Loccus Biotecnologia, Brasil). Para confirmacdo do
tamanho do fragmento amplificado foi utilizado um padrdo de peso molecular 100 Kb
DNA ladder (Invitrogen, EUA).

4.4.4. Purificagédo dos produtos da PCR

Antes de serem utilizados na reacdo de sequenciamento, os produtos da PCR
foram submetidos a uma purificacdo com a enzima ExoSAP-IT® (Thermo Fisher
Scientific, EUA), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. A purificacéo resulta
na remocdo de residuos provenientes dos reagentes empregados na reacdo de

amplificacéo.
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4.4.5. Reacao de sequenciamento

As reacdes de sequenciamento dos produtos purificados foram realizadas com
o kit Big Dye Terminator V3.1 (Thermo Fisher Scientific, EUA). A condicao final na
gual as reacdes foram conduzidas foi a mesma para as onze regioes do gene GBA
analisadas e para as quatro do gene CHCHDZ2. O preparo da amostra foi realizado
com 50 ng do DNA purificado; 3,2 pmol do oligonucleotideo senso ou antisenso para
cada exon separadamente (Tabelas 8 e 9, respectivamente); 1 yL de tampéo de
sequenciamento (5X) (Thermo Fisher Scientific, EUA), 0,5 yL do Kit (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e agua deionizada (MilliQ) para um volume final de 10 yL de reacao.
As reacGes foram realizadas em uma placa contendo 96 pocos [MicroAmp® Optical
96-Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific, EUA)] e conduzidas ao
termociclador Veriti modelo 9902 (Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo as

condicOes de ciclagem apresentadas na Tabela 10.

Tabela 8. Oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento dos 11 exons do gene

GBA

Tamanho do

Exons Senso Antisenso fragmgnto

amplificado
(pb*)
1 5’ TAGTGGATCCTCTATCCTTC 3’ 5" AAATTCCAGTGCCAGGATTC3’ 161
2 5" AAAGGCAGCTAAGCCCTGCC 3’ 5’ GCTACCAAAGGACTATGAGG 3’ 238
3 5" AGTCTCTCCTAGCAGATGTG 3’ 5’ TCCATGGTGATCACTGACAC 3’ 343
4 5" AAATGGTGTCAGTGATCACC 3’ 5" GCAGAGTGAGATTCTGCCTC 3’ 315
5 5’ GCAAGTGATAAGCAGAGTCC 3’ 5’ CAAGCAGACCTACCCTACAG 3’ 282
6 5" AATGGCTGAACCGGATGCAC 3’ 5" AAGTGGAACTAGGTTGAGGG 3’ 342
7 5’ TCAAGTGATCCACCTGCCTC 3’ 5 AGTTTGGGAGCCAGTCATTT 3’ 426
8 5 TGTGTGCAAGGTCCAGGATCAG 3’ 5" GCTTCTGTCAGTCTTTGGTG 3’ 340
9 5’ ACCCTTACCTACACTCTCTG 3’ 5’ GTGATGTAAGCCATCCGATG 3’ 249
10 5’ GGGTGACTTCTTAGATGAGG 3’ 5" AGCTGAGAGTGTGATCCTGC 3’ 263
11 5" GGAAGTGGGCTGAAGACAGC 3’ 5’ TTAGTCACAGACAGCGTGT 3’ 259

*pb = pares de base.
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Tabela 9. Oligonucleotideos utilizados para o0 sequenciamento dos 4
exons do gene CHCHD2

Exons Senso Antisenso
1 5’ CCTCCCATCTTCCGGTCTCC 3’ 5’ CCTCCCTCTGCGTCATTGC 3'
2 5" GGGCAACAAGAGCGAAGC 3’ 5 TGCTGGCCTAAGGCAGTAAC 3’
3 5’ CATCTGGTGCTAGTTCCATTTTCC 3’ 5’ TCCGGCCCAGTTGTTAGGAG 3’
4 5" GGCCTTTTGTCGCTGCTTTC 3’ 5’ CTGTCAGATCTGGGAGGATGC 3’

Tabela 10. Condi¢Oes de ciclagem utilizadas para o sequenciamento
automatico dos genes GBA e CHCHD2

Etapas Sequenciamento
Desnaturacao inicial 96°C—1m
Desnaturac&o | 96°C—-10s 1
Pareamento [ X 50°C-15s L 15x
Extenséo J 60°C —1m15 s
Desnaturagao | 96°C-10s
Pareamento - x 50°C-15s - 9X
Extenséo J 60°C —1m30s J
Desnaturagéo | 96°C-10s
Pareamento - X 50°C-15s } 5x
Extenséo J 60°C-2m

X = nimero de ciclos; s = segundos; m = minutos.

Apés a ciclagem, o excesso de reagentes ndo incorporados na reacao foi
removido através da precipitacdo dos produtos de sequenciamento. Para isso, foram
adicionados ao produto da reacdo 80 uL de isopropanol 75% e em seguida, a placa
foi centrifugada a 2300 g por 50 minutos (Thermo Fisher Scientific, EUA). O
sobrenadante foi descartado e a placa com as amostras precipitadas foi centrifugada
em posicdo invertida a 700 g por 1 minuto, sendo posteriormente levada ao
termociclador Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific, EUA) por 5 minutos a 75°C para
secagem. Em seguida, o material precipitado foi ressuspenso em 10 pL de formamida
Hi Di (Thermo Fisher Scientific, EUA) e levado ao termociclador por 5 minutos a 95°C
para desnaturagéo. A placa com as amostras foi novamente centrifugada a 700 g por
1 minuto e inserida no sequenciador ABI Prism 3130 (Life Technologies) para o

processamento das amostras.
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4.5 Andlise das sequéncias

Os eletroferogramas gerados pelo sistema de sequenciamento, foram
analisados com o programa BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 7.0.9.0 (Isis
Pharmaceuticals). As sequéncias obtidas foram alinhadas com o fragmento
correspondente a sequéncia selvagem dos genes GBA e CHCHD2, acessando o
banco de dados online, Ensembl (ENST00000368373.7 e ENST00000395422.3,
respectivamente). Os individuos que apresentaram alteracdo em suas sequéncias

tiveram o seu DNA novamente analisado, a partir de uma nova aliquota de DNA.

4.5.1 Ferramentas eletrbnicas

Com base na publicacdo “Standards and guidelines for the interpretation of
sequence variants: a joint consensus recommendation of the American College of
Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology”
(RICHARDS et al., 2015), utilizou-se os critérios para classificagdo das variantes
identificadas no presente estudo.

As ferramentas in silico comumente utilizadas para interpretacéo de variantes
missense incluem trés ferramentas (PolyPhen-2, SIFT, e MutationTaster) (RICHARDS
et al.,, 2015). Esses programas consideram alguns parametros para classificar as
mutacbes como patogénicas ou neutras, prevendo o efeito na funcéo e estrutura da
proteina. Para avaliar o impacto das variantes intrébnicas em sitios doadores e
receptores do encadeamento do RNA, utilizo-se a ferramenta eletrénica Splicing
finder.

O programa PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph?2/) prevé o efeito

do risco associado a substituicdo de aminoacidos, baseado em conservacdes
evolutivas, diferencas fisico-quimicas e caracteristicas estruturais de proteina.
Compara a propriedade do alelo selvagem em relagédo as propriedades do mutado.
Classifica essas alteracdes como patogénicas (alteracdes que afetam a estrutura e a
funcdo da proteina) ou neutras (alteracdes que ndo causam efeito perturbador na
funcdo ou na estrutura proteica) (ADZHUBEI et al., 2010).

A ferramenta SIFT (Intolerant Sorting From Tolerant - http://sift.jcvi.org/) prediz

se a substituicdo de um unico aminoacido afeta a fung&o proteica. Para tal, utiliza
homologias de sequéncias e fornece um score que prediz se a mutacdo pode ser

classificada como deletéria ou neutra. Uma substituicdo pode ser classificada como
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neutra ou deletéria de acordo com score apresentado, sendo valores menores que
0,05 reconhecidas como alteracdes deletérias e acima preditas como neutras (NG E
HENIKOFF, 2001).

O programa MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/) avalia as variantes

da sequéncia de DNA quanto ao seu potencial causador de doengas. O algoritmo
realiza diversos testes in silico para estimar o impacto da variante na fungéo e
estrutura da proteina e também avaliam a conservacéao evolucionaria. Além disso, ele
ndo esta limitado a substituicbes de aminoacidos unicos, mas também pode manipular
variantes sindnimas e intronicas (SCHWARZ et al., 2010).

A ferramenta Splicing finder (http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml) prevé os

efeitos de mutacdes nos sitios de splicing em qualquer sequéncia humana (DESMET
et al., 2009).

4.6 Andlise estatistica

Apds a andlise molecular dos genes GBA e CHCHD2, a frequéncia de
mutagOes identificadas nos pacientes com DP foi comparada com a frequéncia
identificada na amostra controle de individuos saudaveis através Qui-Quadrado (X?)
e feitas as estimativas do risco relativo através do calculo dos Odd-Ratios (ORS).
Todas as inferéncias estatisticas foram feitas ao nivel de significancia de 5%. Estas
andlises foram realizadas com o auxilio dos programas computacionais EXCEL e
SPSS.v.22.
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5 RESULTADOS
5.1 Andlise descritiva do gene GBA

A triagem de mutacdes no gene GBA foi conduzida em 304 probandos, néo
aparentados, de ambos o0s sexos, com DP esporadica ou familiar. Dentre estes
pacientes, o0 nimero de casos esporadicos (181) foi maior do que o nimero de casos
com histdria familiar da doenca (115), sendo a idade de manifestacdo média de 52,0
+ 12,5 anos (Tabela 11).

Tabela 11. Dados gerais sobre a amostra de pacientes com DP
analisada para o gene GBA

Variaveis Amostra
NUmero de casos 304
Faixa etaria (anos) 15a96
Média das idades (anos) 60,0 + 12,41
Idade de manifestagcéo (anos) 15a79
Idade de manifestacdo média (anos) 52,0 £12,57
Numero de casos com histdria familiar de DP (%) 115 (37,83)
Numero de casos com DP esporadicos (%) 181 (59,54)
NUmero de casos nao informados (%) 8 (2,63)

TOs valores representam média + desvio padréo.

A Tabela 12 mostra a comparacdo realizada entre os géneros, sendo
observado um maior nimero de homens do que o de mulheres, tanto nos casos de
DP familiar quanto entre os isolados. Em relacdo as idades média e a média de idades
de manifestacdo, apesar delas serem menores entre os homens, essas diferencas

nao foram significativas.

Tabela 12. Dados relativos ao género entre os pacientes com doenca de Parkinson

Variaveis Masculino Feminino P
NuUmero de casos (%) 187 (61,5) 117 (38,5) 0,000
Casos familiares (%) 73 (63,5) 42 (36,5) 0,040
Casos isolados (%) 109 (57,6) 72 (42,4) 0,045
Média de idades (anos) 59,4 + 12 5t 61,8+ 12,1F 0,483
Idade de manifestacdo média (anos) 51,6 + 12,91 52,8+ 13,3f 0,573

Tos valores representam média + desvio padrdo. P = < 0,05: diferencas estatisticas significantes.
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5.2 Andlise molecular do gene GBA

Realizamos a anéalise molecular dos 11 exons e de regides de limite éxon/intron
do gene GBA em 304 probandos com DP. Nesses pacientes, foram identificadas 29
alteracdes: 17 variantes exonicas, 8 variantes intronicas, 3 na regido 5 UTR e 1 na
regiao 3’ UTR. Nao foram encontradas alteragdes nos exons 1, 4, 5 e 7, assim como

nos introns 2, 7 e 10 (Figura 10).

Figura 9. Representacdo do gene GBA e as principais alteragcfes identificadas nos
pacientes com DP

€.454+47G>A €.762-18T>A €.1225-34C>A €.#102T5C

c-14A>G ©28-133T>G ¢.1389-68T>C
€.-202A>G €.1224+96C>T  ¢.455-206A>G €.589-86A>G

As caixas com nimeros no seu interior representam 0s exons e 0s espacos entre elas os introns. *Alelo
recombinante RecNil (L444P+A456P+V460V). Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.1 Alteracdes exobnicas

Dentre as dezessete variantes exonicas identificadas (Tabela 13), treze foram
de sentido trocado (missense), trés sinbnimas e uma variante sem sentido (nonsense),
além de um alelo recombinante RecNcil (L444P+A456P+V460V).
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Tabela 13. Variantes evidenciadas na analise molecular do gene GBA em pacientes
com DP, de acordo com a localizacéo, tipo de mutacéo, nimero de pacientes
mutados e frequéncia das variantes em DP

Alteragdo na sequéncia Localizacio Tipo de Nl.’lm_ero de Frequcjencia

- pacientes  davariante

dbSNP  MutagBes'  ID/DNA (Exon) mutacio | tados  em DP (%)
rs150466109 K(-)27R c.38A>G 2 Missense 5 1,6
rs1064644 S196P c.703T>C 6 Missense 1 0,3
rs78198234 H311R c.1049A>G 8 Missense 1 0,3
rs2230288 E326K c.1093G>A 8 Missense 5 1,6
rs149487315 M361lI c.1200G>A 8 Missense 1 0,3
rs75548401 T369M c.1223C>T 8 Missense 3 1,0
rs76763715 N370S c.1226A>G 9 Missense 5 1,6
rs76014919 W378C c.1251G>C 9 Missense 1 0,3
rs1064651 D409H c.1342G>C 9 Missense 1 0,3
rs149171124 E388K c.1401G>A 9 Missense 1 0,3
rs75671029 D443N c.1444G>A 10 Missense 2 0,7
rs421016 L444p €.1448T>C 10 Missense 5 1,6
rs368060 A456P c.1483G>C 10 Missense 4 1,3
rs145888253 P68P €.326G>A 3 Sindnima 2 0,7
rs143222798 G325G c.1092G>A 8 Sinbnima 2 0,7
rs1135675 V460V ¢.1497G>C 10 Sindnima 3 1,0
- W533X c.1598G>A 11 Nonsense 1 0,3

! Mutagées no gene GBA nomeadas de acordo com www.hgvs.org/mutnome, excluindo os primeiros
39 aminoéacidos da proteina GBA.

5.2.1.1 Variantes missense identificadas no gene GBA

As analises de predicdo foram conduzidas para todas as treze variantes
missense, através dos algoritmos PolyPhen-2, SIFT e MutationTaster, sendo
identificadas em seis altera¢gdes patogénicas (L444P, N370S, D409H, W378C, H311R
e S196P) e sete neutras (A456P, D443N, E388K, E326K, T369M, M361l e K(-)27R)
(Tabela 14 e Grafico 1).
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Tabela 14. Andlise de predicao das alterac6es missense por meio dos programas
Polyphen-2, Sift e MutationTaster

Alteracéo Analise de predi¢cao

Proteina ID/DNA Polyphen-2® Sift® MutationTaster©
C.ll_:fngZC Patogénica Patogénica Patogénica
01'\1235760;6 Patogénica Patogénica Patogénica
C_ngjg?;ZC Patogénica Neutra Patogénica
C_\ll\gi%ic Patogénica Patogénica Patogénica
C]%ilg]AzG Patogénica Patogénica Patogénica
c.?(l)g?:c Neutra Patogénica Patogénica
c.ﬁfgseic Neutra Neutra Patogénica
c.lDA.A;iBg\LA gl Neutra Neutra
c.1E430818(;<>A Neutra Neutra Patogénica
Q1IE()39236(;<>A Neutra Neutra Patogénica
c.1Tz3§3?c'\t/l>T i Neutra Neutra
c.1l\élgg(13|>A L Neutra Neutra

(I:<Z£>8),2A7>|z; Neutra Neutra Neutra

aA alteracéo é classificada como patogénica (Output maior que 0,5) ou neutra, com um intervalo de
confianca variando de O (pouco confiavel) a 9 (muito confiavel). PA alteragdo é classificada como
deletéria (score menor que 0,05) ou como tolerdvel (score maior que 0,05). ¢ Utiliza o classificador
Bayes, score € retirado de uma matriz de substituicdo de aminoacidos. Levando a substituicbes de
score de acordo com o grau de diferenca entre o original e o novo aminoacido, as pontuagdes podem
variar de 0,0 a 215. Em cinza, as alteracdes preditas patogénicas em todos 0s programas.
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Figura 10: Frequéncias das variantes patogénicas e neutras de acordo com 0s
programas PolyPhen-2, SIFT e MutationTaster
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No presente estudo, a mutagcéo ¢.1448T>C (L444P) (FiguralO), localizada no
exon 10, foi identificada em heterozigose em cinco pacientes com DP (PAR3265,
PAR4037, PAR4271, PAR4500/16 e PAR4583/18), sendo quatro casos familiares
(Apéndice C). As analises in silico, realizadas através dos programas PolyPhen-2,
SIFT e MutationTaster (Tabela 14), indicaram que esta alteracdo diminui a atividade
residual da proteina GBA, classificando-a como patogénica. Além disso, essa

mutacao estava ausente em controles saudaveis (Tabela 17).

Figura 11. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 10, mostrando a alteracdo c.1448T>C (L444P) no paciente PAR4583/18

Moo aivn, Monndipsafiados

A. Sequéncia selvagem do gene GBA. B. Alteracéo ¢.1448T>C (L444P) em heterozigose no exon 10
do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.
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Dentre os cinco pacientes que apresentaram a mutacéo L444P, trés (PAR3265,
PAR4037 e PAR4271) possuiam também as variantes ¢.1483G>C (A456P) e
c.1497G>C (V460V) (Figura 11). A presenca conjunta dessas alteracbes em um
individuo constitui o alelo RecNcil, resultante da recombinacdo entre o gene GBA e
seu pseudogene (GBAP) (Apéndice C).

Figura 12. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR
evidenciando o alelo RecNci no paciente PAR4271/14

A

,CCGG,—\CGC,—\GIGGC,—\CIG,{IGC,—\ICCCG,—\IGGCICICIGTIGTGGTCGTC

A. Sequéncia selvagem do gene GBA. B. AlteracBes L444P (c.1448T>C), A456P (c.1483G>C) e
V460V (c.1497G>C) — RecNcil em heterozigose no exon 10 do gene GBA. Fonte: elaborado pelo
autor.

A mutacao c.1226A>G (N370S) (Figura 12), foi observada em cinco pacientes
heterozigotos com DP (PAR4043/12, PAR4130/13, PAR4138, PAR4189/13,
PAR4574/18). Dentre esses, quatro eram do sexo feminino e um do sexo masculino,
e dois relataram possuir histéria familiar de DP (Apéndice C). Essa mutacao estava
ausente em individuos saudaveis avaliados nesse estudo e trés ferramentas de

predicdo a classificaram como patogénica (Tabela 14).
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Figura 13. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 9, mostrando a alteracédo ¢.1226A>G (N370S) no paciente PAR4574/18

A B

CCCT.—\G.—XC c T CCCT_{G_—XC c T

WMWVWIWY AV

A. Sequéncia selvagem do gene GBA. B. Alteracdo N370S (c.1226A>G) em heterozigose no exon 9
do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

Uma outra variante, ¢.1342G>C (D409H), presente no exon 10 (Figura 13), foi
observada em um paciente do sexo feminino (PAR4522/17), que manifestou a doenga
aos 44 anos de idade (Apéndice C).

A andlise realizada por trés programas de predi¢cdo apresentou divergéncia em
relacdo a classificacdo (Tabela 14), sendo que os programas Polyphen-2 e
MutationTaster a classificaram como patogénica. Além disso, essa variante estava
ausente em nossa amostra de individuos saudaveis (Tabela 17).

Figura 14. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 9, mostrando a alteragéo ¢.1342G>C (D409H) no paciente PAR4522/17

B
AT C A C C A _-\G_-\C_-\CG AT C A C C 4 A G.\C.‘.CG

4\ A

LN Vo /
- I."l \ | I\ A 1 J.l’\,' " /_ N | \ . ~
IR f A [ Vol A / i VLA
AV WA VAN VAN

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteragéo ¢.1342G>C (D409H) em heterozigose no exon 9
do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

O probando (l1.5) (Figura 14), heterozigoto para alteracéo c.1342G>C (D409H),

natural do Rio de Janeiro, manifestou tremor em repouso aos 44 anos, quando
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estabelecido o diagndstico de DP. Foi o primeiro a desenvolver a DP em sua familia
e na sua ultima avaliacao clinica em 2018, aos 52 anos foi observada a presenca de
tremor em repouso, bradicinesia, instabilidade postural, rigidez, grau acentuado de
depressdo associado a ansiedade, alteracdo de voz (hipofonia), congelamento da
marcha (freezing), alteragdes do sono e disautonomia (constipa¢ao). Nenhuma queixa
cognitiva ou alucinacdes foi relatada, além de disturbios do olfato, discinesia, distonia

e psicose.

Figura 15. Heredograma da familia do probando PAR4522/18

1 2

| (3O

85 85

52
IM 44

'BDoDnDooC

28 26 33 26

Simbolos pretos completos indicam os individuos afetados pela DP. Uma flecha evidencia a probanda.
Os nimeros abaixo dos simbolos indicam a idade atual ou a idade da morte (anos); IM = idade de
manifestacdo (anos) da DP. (+) = portador da variante ¢.1342G>C (D409H). Fonte: elaborado pelo
autor.

As variantes ¢.1251G>C (W378C) e a ¢.1049A>G (H311R), nunca descritas
anteriormente em pacientes com DP, foram classificadas como patogénicas (Tabela
14) e ndo foram identificadas nos individuos saudaveis avaliados nesse estudo
(Tabela 17).

A alteracado ¢.1251G>C (W378C) (Figura 15) foi observada em heterozigose
em um paciente (PAR2285/09) do sexo feminino, que manifestou DP aos 49 anos,
sem historia familiar da doenca (Apéndice C). Nenhuma informacao relativa a familia

ou a clinica do paciente foi obtida.
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Figura 16. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 9, mostrando a alteracéo ¢.1251G>C (W378C) no paciente PAR2285/09

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteragéo ¢.1251G>C (W378C) em heterozigose no exon
9 do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

Outra mutacdo também classificada como patogénica ¢.1049A>G (H311R)
(Figura 16), foi identificada em heterozigose em um paciente do sexo feminino

(PAR4472/15), que manifestou a doenca aos 40 anos de idade (Apéndice C).

Figura 17. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 8, mostrando a alteracdo ¢.1049A>G (H311R) no paciente PAR4472/17

TGT.—\CTTGGT.—\

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteragdo ¢.1049A>G (H311R) em heterozigose no exon 8
do gene GBA. Fonte: Elaborado pelo autor.

O probando PAR4472/15 (111.10) é natural do Rio de Janeiro, casado e possui
histéria familiar de DP que abrange 3 geracdes, consistente com heranca autossémica
dominante. Ele possui dois irméos e quatro irmas, e nenhum deles relatou sintomas
de DP. Sua tia paterna (11.1) foi diagnosticada com DP aos 66 anos e foi a 6bito aos
78 anos de idade. Segundo a familia, sua avo paterna (l.2) apresentava tremor, mas

nao foi diagnosticada com DP (Figura 17).
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Este probando foi inicialmente encaminhado para avaliagéo clinica em 2009,
aos 40 anos, devido a tremor da mao esquerda, rigidez e bradicinesia, quando foi
estabelecido o diagndéstico de DP e prescrito o uso de levodopa/benserazida, obtendo-
se uma boa resposta a medicagdo. Antes dos sintomas motores, foram relatadas
constipacao, hiposmia e depressao.

Essas alterac@es clinicas, comecaram ap0s os 42 anos, quando desenvolveu
tracos de parkinsonismo no lado direito do corpo. Nos anos seguintes, apresentou
distonia nos pés, congelamento da marcha e discinesia. Na ultima avaliacao, aos 49
anos, o exame revelou instabilidade postural leve, tremor de repouso no lado
esquerdo, bradicinesia bilateral e assimétrica e rigidez (pior a esquerda). O movimento
discinético nos membros inferiores (semelhante a coréia) foi observado sem sinais
piramidais ou cerebelares, além de alteracdes no sono. Nenhuma queixa cognitiva foi
relatada.

Foi realizado o rastreamento da mutacdo c.1049A>G (H311R), em cinco
outros membros de sua familia (111.4, 111.5, 111.6, 111.8 e Ill.9) (Figura 17), sendo esta
encontrada em heterozigose no individuo IlI1.5 (irm& da paciente). A partir dessa
descoberta, o individuo 1I1.5 foi clinicamente avaliado e seu exame neurologico revelou
ndo possuir sintomas relacionados a DP, como tremor ou bradicinesia, disfungéo

olfativa, problemas de memaria ou outro comprometimento cognitivo.

Figura 18. Heredograma da familia do probando (PAR4472/15) a partir da
segregacao da mutacdo H311R no gene GBA

10 1 123 E15 14 15 16! 17 18 12? EG?
L) 5 5 50 18 0 58 2% 3 32
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Simbolos pretos completos indicam os individuos afetados pela DP. Uma flecha evidencia a probanda.
Os nameros abaixo dos simbolos indicam a idade atual ou a idade da morte (anos); IM = idade de
manifestagcdo (anos) da DP. (+) = portadores da mutagdo H311R; (-) = individuos sem a mutacao
H311R; NT = ndo testado. Fonte: elaborado pelo autor.
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Outra variante patogénica c.703T>C (S196P) (Figura 18) foi observada em
heterozigose em um paciente (PAR4099/13) que manifestou DP aos 47 anos e néo
possui historia familiar da doenca. A analise de predicdo, através de duas
ferramentas de bioinformética, confirmou sua classificacdo e essa alteracdo néao foi
identificada em individuos saudaveis nesse estudo. Nao foi possivel obter maior

detalhamento clinico desse paciente.

Figura 19. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 6, mostrando a alteracdo ¢.703T>C (S196P) no paciente PAR4099/13

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteragéo ¢.703>C (S196P) em heterozigose no exon 6 do
gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

A variante neutra ¢.1483G>C (A456P) (Figura 19) foi observada isoladamente
em heterozigose em um paciente do sexo masculino (PAR2374/10) que manifestou a
doenca aos 40 anos e relatou possuir historia familiar de DP (Apéndice C). Essa
variante ndo foi identificada na amostra controle (Tabela 17), porém, as analises in
silico, através de dois programas (Polyphen e Sift) indicaram que essa alteracao néo

prejudica a atividade da proteina.

Figura 20. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 10, mostrando a alteracdo ¢.1483G>C (A456P) no paciente PAR2374/10

A iy 140 B
¢ 6 cTcrtlgec Te TTo GGCTCICIGTIG

M Arinanallon

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteracdo ¢.1483G>C (A456P) em heterozigose no exon
10 do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.
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Outra alteracdo identificada em nossa casuistica foi a ¢.1444G>A (D443N)
(Figura 20), observada em dois pacientes (PAR4074/13 e PAR4435/15) um do sexo
feminino e outro do sexo masculino, que manifestaram a doenca aos 58 e 54 anos,
respectivamente, e relataram n&o possuir historia familiar (Apéndice C). Nas andlises
in silico, a D443N foi classificada como neutra pelos trés programas de predicédo
(Tabela 14), indicando que esta alteracdo ndo Iimpede a atividade da
glicocerebrosidase. Além disso, ao serem analisadas as amostras controle essa

variante foi identificada em um individuo saudavel (Tabela 17)

Figura 21. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 10, mostrando a alteracao c.1444G>A (D443N) no paciente PAR4435/15.

A
100
G.—\.—\GA.—\CACCIG G.—\.—\G.—\.—\C.—\CCIG

Dol S

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteragdo c.1444G>A (D443N) em heterozigose no exon
10 do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

O probando PAR4435/15, natural do Rio de Janeiro, relatou possuir
ascendéncia turca por parte da bisavd materna, e nenhum de seus familiares (pais
e irmaos) apresenta sinais clinicos de DP. O paciente foi inicialmente encaminhado
para a avaliacao clinica aos 54 anos devido a dificuldade na marcha e bradicinesia,
guando estabelecido o diagnéstico de DP. Na dltima avaliacao clinica, aos 57 anos,
foi observada a presenca de discinesia, hipofonia e disautonomia (seborreia,
constipacao intestinal e disfuncao sexual). Nenhuma queixa cognitiva, alucinacdes e
depressao foram relatadas, além de instabilidade postural, distarbios do olfato,

alteracBGes do sono e psicose.

A alteracdo de significado incerto, ¢.1401G>A (E388K) (Figura 21), foi
encontrada em heterozigose em um paciente do sexo masculino (PAR4552/17), que
manifestou DP aos 46 anos e ndo possui histéria familiar da doenca (Apéndice C).

Essa variante ndo foi observada na amostra controle (Tabela 17) e, além disso, as
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andlises in silico indicaram que ela possui um efeito neutro (Tabela 14), ndo afetando

a atividade da proteina GBA.

Figura 22. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 9, mostrando a alteracédo ¢.1401G>A (E388K) no paciente PAR4552/17

A B

G.—\.—\CCCC.—\A_GGAG G_—\_—&CCCC.—X.—XGG.—\G

AN AW

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteracdo c.1401G>A (E388K) em heterozigose no exon 9
do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

A alteragcédo c.1093G>A (E326K) (Figura 22) foi identificada em heterozigose
em cinco pacientes do sexo masculino (PAR1648/07, PAR2266/09, PAR4082/13,
PAR4266/14, PAR4433/15). Dentre estes, quatro relatam possuir histéria familiar de
DP (Apéndice C). A analise da amostra controle permitiu identificar 1 individuo
saudavel (Tabela 17) portador desta alteracédo e as analises in silico através de duas
ferramentas (Tabela 14) indicaram que essa variante parece n&o afetar a atividade da
proteina GBA.

Figura 23. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 8, mostrando a alteracdo ¢.1093G>A (E326K) no paciente PAR4433/15

A B

T_%GGGAG_{C T-*GGG-%G-%C

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteracao ¢.1093G>A (E326K) em heterozigose no exon 8
do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.
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A variante ¢.1223C>T (T369M) (Figura 23) foi identificada em heterozigose em
trés pacientes (PAR1164/06, PAR1224/06, PAR4470/15) do sexo masculino que
relataram ndo possuir histéria familiar (Apéndice C). Entretanto, no presente estudo
nos individuos saudaveis (Tabela 17) essa alteracdo nao foi identificada e as analises
in silico, a partir das trés ferramentas de predicdo, classificaram esta variante como
neutra (Tabela 14).

Figura 24. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 8, mostrando a alteracdo ¢.1223C>T (T369M) no paciente PAR4470/15

ATCATCA!GGT.—\AGCC e
. 4 AICAGG

T A A G C C

ey whattonied

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteracao ¢.1223C>T (T369M) em heterozigose no exon 8
do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

A alteracdo c.1200G>A (M361l) (Figura 24), classificada por todos o0s
programas de predicdo como neutra (Tabela 14), foi identificada em um paciente do
sexo feminino (PAR4323/15) que manifestou DP aos 48 anos e possui historia familiar
da doenca (Apéndice C). Essa variante ndo foi observada na amostra controle de
individuos saudaveis (Tabela 17).

Figura 25. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 8, mostrando a alteragao ¢.1200G>A (M361l) no paciente PAR4323/15

A B
G 6 AT[glca e6Taca 6 6¢arTla]ca ot a

el bl e ood]

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteragéo c. c.1200G>A (M361l) em heterozigose no exon 8
do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.
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A variante ¢.38A>G [(K(-)27R)] (Figura 25), localizada no exon 2, foi
encontrada em cinco pacientes em heterozigose (PAR4162/13, PAR4241/14,
PAR4302/14, PAR4422/15, PAR4463/15). Dentre esses, quatro eram do sexo
masculino e um do sexo feminino e nenhum relatou possuir historia familiar
(Apéndice C). Além disso, foi avaliado o grupo controle e observado que trés
individuos possuiam essa variante (Tabela 17) e as analises in silico a classificaram

como nao patogénica (Tabela 14).

Figura 26. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 2, mostrando a alteracao c.38A>G (K(-)27R) do paciente PAR4422/15

A B
GTCCC.—&GCC ¢ T c ¢c cale|le c c

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteracdo ¢.38A>G [K(-)27R] em heterozigose no exon 2
do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

5.2.1.2 Variantes sinGnimas identificadas no gene GBA

Foram identificadas trés variantes sinbnimas [c.1497G>C (V460V),
€.1479C>T (G493G) e ¢.326G>A (P68P)] e, ao serem analisadas pelo programa
MutationTaster, foi verificado que a variante ¢.1497G>C (V460V) foi classificada como
patogénica e as ¢.1479C>T (G493G) e ¢.326G>A (P68P) como neutras, sendo estas
observadas na amostra controle (Tabela 17).

A alteragdo silenciosa V460V foi identificada no exon 10 em trés pacientes
(PAR3265, PAR4037, PAR e PAR4271) como parte do alelo recombinante RecNcil
(L444P, A456Pe V460V), que leva a uma proteina com atividade residual quase nula
(Figura 11; ver item 5.1.4.1), ndo sendo encontrada isoladamente nas amostras deste
estudo.

A alteracdo c.1092G>A (G325G) (Figura 26), localizada no exon 8, foi
identificada em heterozigose em dois pacientes (PAR1359 e PAR4368), do sexo
masculino sem histéria familiar da doenca (Apéndice C).
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Figura 27. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 8, mostrando a alteracédo ¢.1092G>A (G325G) no paciente PAR4368/15

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteracao ¢.1092G>A (G325G) em heterozigose no exon 8
do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

A alteracao c.326G>A (P68P) (Figura 27), localizada no exon 3, foi observada
em dois pacientes do sexo masculino (PAR4261/14 e PAR4425/15). Destes, um
(PAR4425/15) relatou possuir histéria familiar de DP (Apéndice C).

Figura 28. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 3, mostrando a alteracao ¢.326G>A (P68P) no paciente PAR4425/15

A B

ACCCCCCH.—&CCTT
. :\CCCCCC.—\CCTT

AN AAN A AAAAAANAAAN

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteracdo P68P (c.326G>A) em heterozigose no exon 3 do
gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

5.2.1.3 Variante nonsense identificada no gene GBA

Apos a analise, utilizando a ferramenta MutationTaster, a variante c.1598G>A
(W533X) foi classificada como patogénica. Em nossa casuistica, ela foi identificada
em um paciente do sexo masculino (PAR4042/12), que manifestou DP aos 47 anos

e relatou ndo possuir histéria familiar da doenca (Apéndice C).
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O probando é natural de Manaus, o que dificultou a obtengéo de informagdes

mais detalhadas que permitissem a elaboracdo do heredograma.

Figura 29. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do
exon 3, mostrando a alteragdo ¢.1598G>A (W533X) no paciente PAR4042/12

A B

T.—\CCTGTGCGTCGC T.—\CCIGTGCGTCGC

maeifrennfien A ansanfon

A. Sequéncia selvagem do gene GBA. B. Alteragéo c.1598G>A (W533X) em heterozigose no exon
11 do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.

5.2.2 Alteragdes identificadas na regido intronica e 5 UTR e 3’ UTR

Foram identificadas 8 alteracOes intronicas, evidenciadas na Tabela 15, e,
dentre essas, a mais incidente foi a c.454+47G>A (rs3115534), encontrada em 169
probandos, seguida da ¢.454+47G>A (rs2075569), ¢.455-206A>G (rs7416991) ¢.589-
86A>G (rs2974923) e rs2070679 (c.28-133T>G). As demais foram identificadas em
frequéncia inferior a 5%. O programa Splicing Finder foi utilizado para avaliar se essas
alteracdes intrdnicas podem alterar os sitios doadores e receptores do encadeamento

do RNA, e foi demonstrado que estas ndo sédo patogénicas.

Tabela 15. Principais variantes encontradas nos introns do gene GBA, de
acordo com a localizagdo, niumero de pacientes com DP e frequéncia da
variante em DP

Ndmero Frequéncia da

dbSNP ID/DNA Localizagao f:le variante em DP
pacientes (%)

com DP

rs3115534 €.1225-34C>A 8 169 55,6
rs2075569 C.454+47G>A 4 114 37,5
rs7416991 €.455-206A>G 5 51 16,7
rs2974923 ¢.589-86A>G 6 40 13,1
rs2070679 €.28-133T>G 1 16 5,2
1s2974924 €.1389-68T>C 9 11 3,6
rs976829552 €.1224+96C>T 3 2 0,6
rs140335079 C.762-18T>A 6 2 0,6
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Os eletroferogramas abaixo (Figura 30 e 31) representam todas as variantes

intrénicas identificadas no grupo de pacientes com DP (Apéndice D).

Figura 30. Eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento do produto da
PCR das variantes ¢.28-133T>G (rs2070679), ¢.1224+96C>T (rs976829552),
rs2075569 (c.454+47G>A) e rs7416991 (c.455-206A>G)

A B
A G G T T C T G T \ G G P G
l./“r
p |
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’ Y N Y

C D
T T T € C G C T T T T C C G C T
E F G
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A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alterac¢éo ¢.28-133T>G (rs2070679) em heterozigose no
intron 1 do gene GBA. C. Sequéncia Selvagem do gene GBA. D. Alteracdo c.1224+96C>T
(rs976829552) em heterozigose no intron 3 do gene GBA. E. Sequéncia Selvagem do gene GBA. F.
Alteracdo c.454+47G>A (rs2075569) em homozigose no intron 4 do gene GBA. G. Alteragdo
€.454+47G>A (rs2075569) em heterozigose no intron 4 do gene GBA. H. Sequéncia Selvagem do
gene GBA. I. Alteracé@o 455-206A>G (rs7416991) em heterozigose intron 5 do gene GBA. J. Alteracéo
455-206A>G (rs7416991) em homozigose no intron 5 do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 31. Eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento do produto da PCR
das alteracdes rs2974923 (c.589-86A>G), rs140335079 (c.762-18T>A), rs3115534
(c.1225-34C>A) e rs2974924 (c.1389-68T>C)

A B ¢
GGGTGGGG GGGIGGGG GGGTGGGG

Moy Mg

D

E

AT cAT T cAff]e At cat 1 c[]rte

A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteracdo rs2974923 (c.589-86A>G) em heterozigose no
intron 6 do gene GBA. C. Alteracdo rs2974923 (¢c.589-86A>G) em homozigose no intron 6 do gene
GBA. D. Sequéncia Selvagem do gene GBA. E. Alteracéo rs140335079 (c.762-18T>A) em heterozigose
intron 6 do gene GBA. F. Alteragdo ¢.1225-34C>A (rs3115534). G. Alteracdo ¢.1225-34C>A em
homozigose nointron 8 do gene GBA. H. Sequéncia Selvagem do gene GBA. |. Alterac&o c.1389-68T>C
(rs2974924) homozigose no intron 9 do gene GBA. Fonte: elaborado pelo autor.
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Além das alteragfes intronicas, foram identificadas também quatro variantes
nas regides 5 UTR e 3’ UTR (Tabela 16), representadas pelos eletroferogramas
(Figura 31).

Tabela 16. Variantes identificadas nas regides 5’ UTR e 3’ UTR do gene GBA

Frequéncia da variante

dbSNP ID/DNA Localizagdo em DP — N (%)
rs188978150 C.-202A>G 5'UTR 1(0,3)
rs1141801 c.-2G>A 5'UTR 1(0,3)
rs1064640 c.-14A>G 5'UTR 1(0,3)
rs368275143 c.*102T>C 3'UTR 2 (0,3)

Figura 32. Eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento do produto da PCR
para a variantes c.-202A>G (rs188978150), c.-2G>A (rs1141801) e c.*102T>C

(rs368275143).
A B
TG T G T G C C T G T G G T T G C C
T G A G GG G A TG T G A G G G AT G

et N AT A IAY

AIGAT:”CC ICIAI G A C C C
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A. Sequéncia Selvagem do gene GBA. B. Alteracdo c.-202A>G (rs188978150) na regido
5’°UTR do gene GBA. C. Sequéncia Selvagem do gene GBA. D. Alteracdo c.-2G>A
(rs1141801) em heterozigose no intron 1 do gene GBA. E. Sequéncia Selvagem do gene
GBA. F. Alteracdo c.-14A>G(rs1064640) em heterozigose na regido 5’UTR do gene GBA.
G. Sequéncia Selvagem do gene GBA. H. Alteracdo c.*102T>C (rs368275143) em
heterozigose no regido 3’UTR do gene GBA. Fonte: Elaborada pelo autor Fonte: elaborado
pelo autor.

5.2.3 Pacientes com mutagfes no gene GBA

A frequéncia de mutagdes no gene GBA em pacientes com historia familiar foi
menor (29,7%) do que em pacientes de casos isolados (70,3%). Assim como a média

de idades e a idade de manifestacao (Tabela 17).

Tabela 17. Dados sobre a amostra estudada de pacientes com DP portadores de
mutacdes GBA e ndo portadores

Presenca de Auséncia de mutacfes
Variaveis mutacdes no GBA no GBA P
(N=37) (N =267)
Casos familiares (%) 11 (29,7) 101 (33,3) 0.300
Casos isolados (%) 26 (70,3) 159 (64,7) ’
Média de idades (anos) 55,3 + 10,97 62,2 +12,67 0,396
Idade de manifestacdo média (anos) 48,2 +10.77 54,5+ 13,27 0,365

TOs valores representam média + desvio padrdo; P = < 0,05: diferencgas estatisticas significantes.

Os probandos que apresentavam mutacdes patogénicas em GBA,
apresentaram idade de manifestagcdo precoce e tremor em repouso, em sua maioria,
como sintoma inicial, seguido de bradicinesia, instabilidade postural e resposta a
levodopa. Além disso, sete pacientes apresentavam disautonomia e/ou depressao
(Tabela 18).
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Tabela 18. Dados clinicos de pacientes com DP portadores de mutacdes patogénicas no GBA

Manifestacdo clinica ~ PAR4500/16 PAR4583/18 PAR3265/11 PAR4037/12 PAR4271/14 PARA043/12 PARA130/13 PAR4138/13 PARA189/13 PARA574/18 PARA522/17 PAR44T2/15 PAR2285/09 PARA099/13 PARA042/12

RecNCil RecNCil RecNCil

Mutacdo L444p L444P  (L444P+Ad5 (L444P+A45 (L444P+A456  N370S N370S N370S N370S N370S D409H H311R W378C S196P W533X
6P+V460V) 6P+V460V)  P+V460V)
Género F F M M M F F F F M F F M M M
ldade de manifestagdo 55 63 42 29 43 23 40 40 49 48 44 40 49 a7 47
Historia Familiar F - + - : - + + ; ) . +
Sintoma Inicial Tremor Tremor  Bradicinesia ~ Tremor Tremor Tremor  Bradicinesia ~ Tremor Tremor Tremor Tremor Tremor
Bradicinesia + + + + c + + + + + + +
Rigidez + + + + - + + + + + : N
Tremor em repouso + + + + + + + + + + + +
Instabilidade postural + + - + + + + + + . + +
FlutuagGes Motoras + + + + + + + +
Declinio Cognitivo
Alucinagbes - + . + + +
Depressdo + - + - + + + + +
Disautonomia + + + + + + +
Distdrbios do olfato - + - +
Discinesia - - + - + + + = +
Hipofonia (alteragdo da woz) + - - R + + + + +
Resposta a Levodopa + + + + + + + + + + +

+: presenca do sintoma,; -: auséncia do sintoma; Em branco: n&o informado.
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5.2.4 Andlise da amostra controle para o gene GBA

Para fins comparativos, as mutacdes exoénicas identificadas no grupo de
pacientes foram rastreadas em uma amostra controle, composta por 100 individuos
saudaveis, na faixa etaria de 50 a 95 anos (média de idades: 65,8 anos + 9,94)
(Apéndice E). A andlise desses 100 individuos revelou a presenca de cinco alteragfes
(K(-)27R, P68P, G325G, E326K e D443N) exdnicas no gene GBA (Tabela 17).

Tabela 17. Principais variantes encontradas nos exons analisados do gene GBA na
amostra controle, de acordo com a localizacédo, tipo de mutagédo, nimero de
alteracOes e frequéncia das variantes em controles

Alteragao na sequéncia o . Nimero de Frequt_enma
Localizacao Tipo de da variante
Sas! (Exon) mutacio controles com em controles
dbSNP Mutagbées’ ID/DNA alteracées

(%)
rs150466109 K(-)27R c.38A>G 2 Missense 3 3,0
rs145888253 Pe8P c.326G>A 3 Silenciosa 1 1,0
rs143222798 G325G  ¢.1092G>A 8 Silenciosa 1 1,0
rs2230288 E326K c.1093G>A 8 Missense 1 1,0
Rs75671029 D443N c.1444G>A 8 Missense 1 1,0

5.3 Anélise descritiva do gene CHCHD2

Em relagéo ao gene CHCHD2, analisamos 122 probandos com DP, todos com
histéria familiar da doenca. Destes, 41 sdo do sexo feminino e 81 do sexo masculino
(faixa etaria: 32-96 anos; média de idades: 60,5 £ 11,1 anos; idade de manifestacao
média: 52,1 + 12,0 anos) (Tabela 18).

Tabela 18. Dados gerais sobre a amostra de pacientes com DP
analisada para o gene CHCHD2

Variaveis Amostra
NuUmero de casos 122
Faixa etaria (anos) 32a96
Média das idades (anos) 60,5+ 11,1t
Idade de manifestacéo (anos) 18a79
Idade de manifestacdo meédia (anos) 52,1+ 12,07

TOs valores representam média + desvio padréo
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5.3.1. Andlise molecular do gene CHCHD?2

A andlise dos quatro exons do gene CHCHD2, nao revelou a presenca de
variantes patogénicas ou de risco nos 122 probandos brasileiros pertencentes a
familias com historia familiar de doenca de Parkinson, compativel com heranca
autossémica dominante (Figura 32) (Apéndice F).

Nossos achados relativos ao gene CHCHD2, deram origem ao manuscrito
intitulado “CHCHD2 mutational screening in Brazilian patients with familial Parkinson's
disease”, publicado no periddico Neurobiology of Aging, 2019,74, 236e7 (Apéndice B).

Figura 32: Eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento do gene CHCHD2
em 122 probandos com DP

90 100 110
G C A C C T C C C G C A T G G C C C C T C C G G C C A G G T G A G A C C
180 150 200 210
G C c G G G C C C c T C A G A T G A G A G C T G C A C C c A G G C C A G

160 170 180
4 £ C A G G G T G A C A T CcC A A G C T

ArAAAAA AN LA AN A PNAVAVAYAVAVAYAN

(A) Sequéncia de DNA do exon 1, demonstrando um paciente com sequéncia normal. (B) Sequéncia de DNA do
exon 2, demonstrando um paciente com sequéncia normal. (C) Sequéncia de DNA do exon 3, demonstrando um
paciente com sequéncia normal. (D)Sequéncia de DNA do exon 4, demonstrando um paciente com sequéncia
normal.
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6 DISCUSSAO

O estudo de mutacdes em toda extensdo do gene GBA conduzido em 304
probandos com doenca de Parkinson, levou a identificagdo de 17 alteracdes exdnicas
(Tabela 13) em 37 pacientes, o que corresponde a 12,1% do total de variantes
exbnicas identificadas no presente estudo. Vale ressaltar que, dentre estas, foram
observadas trés alteracfes patogénicas [c.1448T>C (L444P), c.1226A>G (N370S) e
€.1342G>C (D409H)] comumente relatadas em pacientes com DP de diferentes
grupos étnicos (AHARON-PERETZ et al., 2004; GAN-OR et al., 2008; MATA et al.,
2008; KALINDERI et al., 2009; KUMAR et al., 2013; VELEZ-PARDO et al., 2019).
Adicionalmente, neste mesmo gene, foi identificado trés variantes patogénicas,
c.1049A>G (H311R), ¢.1251G>C (W378C) e ¢.1598G>A (W533X), ainda néao
descritas em pacientes com DP.

Além disso, foram rastreadas mutacdes no gene CHCHDZ2, previamente
associado a DP em um estudo conduzido em quatro familias japonesas, portadoras
da doenca, com caracteristicas de segregacéo autossomica dominante (FUNAYAMA
et al., 2015). No entanto, ndo foram identificadas variantes de risco ou patogénicas
em CHCHD2 nos 122 probandos pertencentes a familias brasileiras com historico
familiar da doenca. Pode-se inferir que alteracdes nesse gene sao causas raras da

DP ou restritas a populacdes especificas.

6.1 Gene GBA

Diversos estudos tém relatado uma frequéncia elevada de variantes no GBA
em pacientes com a doenca de Parkinson, o que reforgca o papel deste gene como um
importante fator de risco para o desenvolvimento dessa doenca em diferentes
populacdes (AHARON-PERETZ et al., 2004; SIDRANSKY et al., 2009; LESAGE et al.,
2010; NALLS et al., 2013, ZHANG et al., 2018; VELEZ-PARDO et al., 2019).

Neste estudo, foram comparados os resultados das dezessete alteracdes
exOnicas identificadas, ndo sendo observadas diferencas estatisticas significativas
entre pacientes com DP e controles (P = 0,062). Porém, oito dessas alteracdes
(L444P, N370S, D409H, H311R, W378C, S196P, V460V e WA533X) foram
classificadas como patogénicas pelas ferramentas de predicao utilizadas no presente
estudo (Polyphen, Sift e Mutation Taster), sendo trés dessas (L444P, N370S e D409H)
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comumente relatadas em pacientes com DP de diferentes grupos étnicos. As analises
estatisticas mostraram uma associacao significativa (P =0,046; OR: 8,12; IC95%: 1,04
— 63,33) quando as mutacdes L444P, N370S e D409H foram avaliadas em conjunto,
indo ao encontro dos relatados na literatura (AHARON-PERETZ et al., 2004; GAN-OR
et al., 2008; MATA et al., 2008; KALINDERI et al., 2009; KUMAR et al., 2013; VELEZ-
PARDO et al., 2019). Além disso, considerando as variantes ¢.1049A>G (H311R),
€.1251G>C (W378C), c.703T>C (S196P), c.1497G>C (V460V) e c.1598G>A
(W355X), aqui classificadas como patogénicas, essa associagdo se mantém
estatisticamente significativa (P = 0,012; OR: 13,07; IC95%: 1,72 - 98,98), indicando
gue essas alteracfes aumentam o risco de desenvolvimento de DP.

Até o momento, levando em consideracao diferentes grupos étnicos, diversas
mutacdes patogénicas (L444P, N370S, IVS2+1G>A, D409H, R120W, entre outras),
em heterozigose, foram identificadas no gene GBA e a distribuicdo de suas
frequéncias varia de 0% (ZHANG et al., 2013) a 31,3% (AHARON-PERETZ et al.,
2004), sendo a maior incidéncia observada em pacientes com DP de origem
Ashkenazi, como mostrado na Figura 34.

Diversos estudos realizaram o sequenciamento completo do gene GBA em
pacientes com DP e controles saudaveis a fim de estabelecer a frequéncia de
alteracdes no GBA e constituir o papel delas na susceptibilidade a doenca em
diferentes grupos étnicos (LWIN et al., 2004; EBLAN et al., 2006; BRAS et al., 2007;
ZIEGLER et al., 2007; KALINDERI et al., 2009; NEUMANN et al., 2009; SETO-SALVIA
et al., 2011; CHOI et al., 2012; DURAN et al., 2013; PULKES et al., 2014; HAN et al.,
2016; CROSIERS et al., 2016; JESUS et al., 2016; BERGE-SEIDL et al., 2017;
VELEZ-PARDO et al., 2019). Apesar da frequéncia e heterogeneidade na distribuicdo
dessas variantes oscilar consideravelmente entre diferentes populagbes, estudos
indicam que estes achados n&o séo exclusivos de uma populagéo. Por meio desses
estudos, um total de 7.380 pacientes com DP foram analisados para o gene GBA e,
aproximadamente, 123 diferentes variantes foram identificadas, dentre as quais, a
L444P foi relatada em 95% dos trabalhos analisados, incluindo o presente estudo.
Esses trabalhos estdo sumarizados na Tabela 21, e apds sua analise, foi comprovado
gue algumas variantes sdo comuns a diferentes etnias (LWIN et al., 2004; EBLAN et
al., 2006; BRAS et al., 2007; CLARK et al., 2007; HAN et al., 2016), no entanto, outras,
como por exemplo a Q497R, é especifica de populacdes asiaticas (ZIEGLER et al.,
2007; YU et al., 2014; JESUS et al., 2016; BERGE-SEIDL et al., 2017).
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Figura 34. Frequéncia de variantes no gene GBA identificadas em pacientes com DP de diferentes grupos étnicos

Canadéa 3,8 - 5,7%
Sato et al., 2005
Noreau et al., 2011
Han et al., 2016

EUA 2,9 - 21%
Lwin et al., 2004
Clark et al., 2007
Mata et al., 2008

Nichols et al., 2009

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 21. Sintese dos estudos que realizaram o rastreamento total do gene GBA em pacientes com DP em diferentes

grupos étnicos

Probandos
Grupo étnico Probandos com Variantes reportadas Referéncia
com DP mutacdes
(%)
Americanos 57 12 (21) N370S, L444P, K198T, R329C, T369M e E326K LWIN et al., 2004
Venezuelanos 33 4(12,1) L444P, N370S e RecNcil EBLAN et al., 2006
Portugueses 230 19 (8,2) K(-)27R, R2L, E326K, T369M, N370S, E388K, N396T, D409H e L444P BRAS et al., 2007
Americanos CLARK et al
(Judeus 278 38 (13,7) 84insGG, P175P, E326K, T369M, N370S, D409H, R496H, L444P e RecNcil 2007 v
Ashkenazi)
Taiwaneses 92 5 (5,4) L174P, E326K, T369M, D409H, L444P, V460M e Q497R ZIEGI;S(I??et el
Gregos 172 11 (6,4) H255Q, L268L, S271G, E326K, R329H, DAO9H, L445P, V460L e T482K KA"'NZDO%F;' etal,
Japoneses 534 50 (9,4) R120W, R131C, N188S, G193W, F213I, R329C, L444P, R496C, RecNcil, A456P, V460V, MITSUI et al.,
p ’ R120W, N188R, V191G, S196P e F213I 2009
Britanicos 790 33 (4,2) K7E, R131C, G193E, R257Q, N370S, D380A, D409H, L444P, D443N, V458L, R463C, ¢.1263- NEUMANN et al.,
' 1317 del55, RecA456P e RecNcil 2009
K(-)27R, K79M, G80R, G113C, G113A, 1119L, R120W, S125N, R131C, D140H, S173SfsX50, LESAGE et al
Franceses 1391 76 (6,7) A190A, G202R, P246L, Y304C, Y313Y, T323I, E326K, R329C, S364N, T369M, N370S, G377S, 2010a o
E388K, D409H, L444P, P452L, R463C, R463H, A446A, RecNcil e RecA456P
Norte- 194 13 (6,7) K(-)27R, R131C, E326K, T369M, N370S, D443N, L444P e RecNcil LESAGE etal,
africanos 2011b
Espanhéis 225 22 (9,8) M123T, L144V, G202R, 1260T, T369M, N370S, W393R, DA09H, L444P, S488T e RecNil SET(a)I'SZAOlel'A &
Coreanos 277 9(3,2) N188S, P201H, R257Q, S271G e L444P CHOl et al., 2012
Britanicos 185 48 (25,9) E326K, N370S, L444P, RecNcil e R463C AR Bl

2013



Tailandeses
Japoneses
Chineses
Canadenses
Belgas
Espanhdis
Escandinavos

Peruanos?e
colombianos®

Brasileiros

480

147

184

225

266

532

486

602

304

14 (12,8)

27 (18,8)

16 (8,6)

25 (11,1)

27 (10,1)

43 (8,0)

39 (8,0)

95 (15,8)

37 (12,1)

80

Continuacao

IVS2+1G > A, L444P, N386K, P428S e V398fsX404 PULK;)? 4et al.,
I(-20)V, G64V, R120W, W393X, DA09H, L444P, 1489V e RecNcil Ll etal., 2014
R163Q, F2131, L264I, L314V, E326K, F347L, S364S, V375L, L444P, A456P, Q497R, RecNcile /oo oo

5-bp deletion (c.334_338delCAGAA)

5'UTR-A/G, S(-35)N, S13L, R120W, E326K, T369M, N370S, L444P, RecNclil

(LA44P+A456P+V460V) e RecTL(del55+D409H+RecNcil) R e, Z00E

G(-1)R, D140H, Q256SfsX9, L324P, E326K, T369M, N379S, L444P, HA90R e RecNil CROS'ZEOFS etal,
116-8C>T, W312R, E326K, T369M, N370S, L444P e V457D JESUS et al., 2016

R463C, VA57A. G377D, N370S, T369M, W357R, E326K e IVS3+1G>A BERGE-SEIDL et

al., 2017
R86X, R159W, R170C, G234W, K237E, N409S, L483P, L483P + RecG or p.L483P+ Recéb
(p.L483P, Recl (p.L483P, p.A495P, p.V499V) +92G>A), RecD, E, ou AZRecTL (p.L483P, VELEZ-PARDO et
p.A495P, p.V499V, +92G>A), D66H, R250K, R316H, M400I, E427K, D482N, 1528V, R534H, al., 2019

K(-)27R, E326K e T369M

K(-)27R, S196P, ¢.1049A>G (H311R), c.1093G>A (E326K), c. M361l, T369M, N370S, W378C,

D409H, E388K, D443N, L444P, A456P, P68P, G325G, V460V e W533X Presente estudo
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6.1.1 Estudos do gene GBA em pacientes com DP na populacéo brasileira

Embora alguns estudos do gene GBA tenham sido conduzidos em pacientes
com DP em populagdes latino-americanas, esses S80 escass0os e em sua maioria
avaliaram apenas mutac¢des pontuais como causa da doenca nessas populacdes
(EBLAN et al., 2006; SPITZ et al., 2008; SOCAL et al., 2009; dos SANTOS et al., 2010;
de CARVALHO GUIMARAES et al., 2012; ABREU et al., 2016; AMARAL et al., 2019;
VELEZ-PARDO et al., 2019) (Figura 34).

Na populagéo brasileira, altamente miscigenada (GIOLO et al.,, 2012), as
informacgdes referentes a associacdo de mutacdes no gene GBA e DP séo limitadas,
sendo restritas a seis estudos prévios (SPITZ et al.,, 2008; SOCAL et al., 2009;
AMARAL et al., 2019), trés dos quais foram conduzidos por nosso grupo de pesquisa
(DOS SANTOS et al., 2010; GUIMARAES et al., 2012; ABREU et al., 2016). Ao
compararmos as frequéncias de mutacdes patogénicas (L444P, N370S e D409H)
descritas anteriormente em populacdes brasileiras com as do presente trabalho
(3,6%), observa-se uma frequéncia semelhante (3,5% e 3,7%) a identificada por dos
Santos e colaboradores (2010) e de Carvalho Guimaraes e colaboradores (2012),
respectivamente. Ao analisarmos as mutacdes N370S, L444P e D409H em conjunto,
foi observada uma diferenca estatisticamente significante ao compara-los aos
controles saudaveis (P = 0,046; OR = 8,12; IC 95% 1,04 — 63,33), corroborando os
achados da literatura (SPITZ et al., 2008; SOCAL et al., 2009; DOS SANTOS et al.,
2010; GUIMARAES et al., 2012; ABREU et al., 2016; AMARAL et al., 2019).

6.1.2 Alteracdes missense identificadas no gene GBA

Nesta casuistica, foram identificadas 6 alteracdes missense classificadas como
patogénicas [(c.1448T>C (L444P), c.1226A>G (N370S), c¢.1342G>C (D409H),
c.1251G>C (W378C), ¢.1049A>G (H311R) e c.703T>C (S190P)] e estas foram
observadas em 14 dos pacientes com DP (4,6%) e ndo em controles saudaveis. Esses
resultados mostram uma frequéncia significativamente maior de mutacdes no gene
GBA em pacientes com DP, quando comparados aos controles (P = 0,025; OR =
10,24; IC 95% 1,33 — 78,61), indicando que essas variantes sao fatores de
susceptibilidade genética para o desenvolvimento de doenca de Parkinson na

populacéo brasileira.
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Diferentes meta-analises (MAO et al., 2013; CHEN et al., 2014; ZHAO et al.,
2016; HUANG et al., 2018; ZHANG et al., 2018) demonstraram que variantes do GBA,
como ¢.1448T>C (L444P) e c.1226A>G (N370S), sao fatores de risco para a DP e
estas representam, aproximadamente, 50% de todas as alterac¢des identificadas neste
gene em pacientes ndo judeus (SIDRANSKY et al., 2009). No presente estudo, estas
mutacdes foram observadas com maior frequéncia em probandos em relacdo aos
controles. A mutacdo L444P foi identificada em 5 pacientes heterozigotos, o que
representa uma frequéncia de 1,6%, similar a observada em popula¢bes brasileiras
(SOCAL et al., 2009; dos SANTOS et al., 2010), japoneses (MITSUI et al., 2009),
russos (EMELYNANOV et al, 2012), canadenses (HAN et al., 2016) e colombianos e
peruanos (VELEZ-PARDO et al., 2019). Essa alteracao, identificada em diferentes
grupos étnicos, apresenta uma frequéncia que varia de 0,5% entre sérvios (KUMAR
et al., 2013) a 31,3% em judeus Ashkenazi (GAN-OR et al., 2008) (Tabela 22).
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Tabela 22: Sintese dos estudos que avaliaram a presenca da mutacao L444P no
gene GBA em pacientes com DP e controles saudaveis

Probandos Controles
Grupo étnico Probandos co‘m a Frequeéncia Controles co.m a Referéncia
com DP variante %) variante
L444P L444P
Noruegueses 308 3 0,9 473 1 TOFT et al., 2006
Italianos 387 8 2,0 482 1 DE MARCO et al., 2007
Cingapurianos 323 8 2,4 347 0 TAN et al., 2007
Portugueses 227 3 1,3 430 0 BRAS et al., 2007
Brasileiros 63 2 3,1 267 0 SPITZ et al., 2007
Taiwaneses 91 1 1,1 92 0 ZIEGLER et al., 2007
Taiwaneses 505 13 2,5 337 2 WU et al., 2007
Norte-americanos 711 10 1,4 553 1 MATA et al., 2008
Chineses 180 4 2,2 91 1 GUTT et al., 2008
Norte-americanos 441 9 2,0 359 0 NICHOLS et al., 2008
Judeus Ashkenazi 418 2 31,3 4134 4 GAN-OR et al., 2008
Britanicos 779 11 1,4 257 0 NEUMANN et al., 2009
Japoneses 526 8 1,5 544 0 MITSUI et al., 2009
Gregos 170 2 1,1 132 0 KALINDERI et al., 2009
Brasileiros (RS) 62 1 1,6 - - SOCAL et al., 2009
Brasileiros 108 2 1,8 155 0 dos SANTOS et al., 2010
Chineses 596 20 3,3 410 1 MAO et al., 2010
Chineses 940 27 2,9 779 1 HUANG et al., 2011
Gregos 199 6 3,0 205 1 MORAITOU et al., 2011
Espanhois 219 6 2,7 186 0 SETO-SALVIA et al., 2011
Chineses 391 11 2,8 413 0 SUN et al., 2011
Franceses 192 2 1,0 177 0 LESAGE et al., 2011
Europeus 1372 18 1,3 391 0 LESAGE et al ., 2012
Russos 324 6 1,8 239 2 EMELYNANOV et al, 2012
Brasileiros 231 6 2,5 186 0 GUIMARAES et al., 2012
Coreanos 275 2 0,7 291 0 CHOl et al., 2012
Sénios 358 2 0,5 347 1 KUMAR et al., 2012
Chineses 189 6 3,2 443 0 ZHANG et al., 2012
Portugueses 200 7 3,5 297 1 BRAS et al., 2012
Europeus 148 3 2,0 1959 3 NALLS et al., 2013
Britanicos 183 2 1,1 283 0 DURAN et al., 2013
Italianos 2303 47 2,0 1108 3 ASSELTA et al., 2014
Tailandeses 465 15 3,2 394 1 PULKES et al., 2014
Japoneses 135 12 8,8 100 0 Ll et al., 2014
Canadenses 221 4 1,8 110 0 HAN et al., 2015
Suecos 1554 35 2,3 1964 3 RAN et al., 2016
Belgas 263 3 1,1 535 1 CROSSIER et al., 2016
Hungaros 121 3 2,5 122 0 TOROK et al., 2016
Espanhois 519 13 2,5 536 6 JESUS et al., 2016
Colombianos e Peruanos 602 10 1,6 319 0 Velez-Pardo et al., 2019
Brasileiros 304 5 1,6 100 0 Presente estudo

- Nao possuem informagéo.
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Dentre os cinco pacientes identificados com a mutacdo L444P, trés deles
também sado portadores das variantes A456P e V460V, correspondentes a sequéncia
do pseudogene, indicando a presenca do alelo recombinante RecNcil (HRUSKA et al.,
2008). Inumeros estudos em pacientes com DP de diferentes populacdes tém
identificado a presenca do alelo recombinante RecNcil (EBLAN et al., 2005; EBLAN
et al., 2006; CLARK et al., 2007; MITSUI et al., 2009; SETO-SALVIA et al., 2011;
KUMAR et al., 2012; DURAN et al., 2013; YU et al., 2014; HAN et al., 2015; MATA et
al., 2018). Nesta casuistica, a frequéncia deste alelo foi de 0,9%, semelhante aquelas
observadas em populacdes brasileiras (0,9%; dos SANTOS et al., 2010), peruanas
(0,8%; VELEZ-PARDO et al., 2019), taiwanesas e japonesas (0,7%; HUANG et al.,
2011; Ll et al., 2014).

A variante patogénica c.1226A>G (N370S) também foi identificada em cinco
pacientes com DP correspondendo a frequéncia de 1,6%, igual aquela observada no
estudo brasileiro realizado em pacientes do sul do Brasil (SOCAL et al., 2009) e
semelhante a identificada em portugueses (BRAS et al., 2009) e colombianos (VELEZ-
PARDO et al., 2019). Em estudos conduzidos nas popula¢des judaicas, a ocorréncia
dessa variante foi muito maior (31,5%), 0 que corrobora a interferéncia de fatores
intrinsecos a esta populagdo, como o endocruzamento (AHARON-PERETZ et al.,
2004; GAN-OR et al., 2008) (Tabela 23).
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Tabela 23: Sintese dos estudos que avaliaram a presenca do alelo N370S no gene
GBA em pacientes com DP e controles saudaveis

Probandos Controles
Grupo étnico Probandos com a Frequéncia Controles com a Referéncia
com DP variante (%) variante
N370S N370S
Judeus Azkenazi 73 23 31,5 1451 92 AHARON-PERETZ et al., 2004
Norte-americanos 143 15 10,4 88 4 CLARK et al., 2005
Portugueses 225 5 2,2 427 3 BRAS et al., 2007
ltalianos 392 3 0,8 483 0 de MARCO et al., 2007
Norte-americanos 444 6 1,4 356 3 NICHOLS et al., 2008
Judeus Azkenazi 420 52 12,3 3805 235 GAN-OR et al., 2008
Europeus 782 8 1,0 256 1 NEUMANN et al., 2009
Japoneses 534 0 0,0 544 0 MITSUI et al., 2009
Gregos 172 0 0,0 132 0 Kalinderi et al., 2009
Brasileiros 62 1 1,6 SOCAL et al., 2009
Brasileiros 108 1 0,9 155 0 dos SANTOS et al., 2010
Chineses 322 6 1,8 298 2 HU et al., 2010
Africanos 394 1 0,3 369 3 NISHIOKA et al., 2010
Gregos 199 6 3,0 202 4 MORAITOU et al., 2011
Espanhois 220 4 1,8 186 0 SETO-SALVIA et al., 2011
Franceses 1346 42 3,1 389 2 LESAGE et al., 2011a
Norte-africanos 192 2 1,0 177 0 LESAGE et al., 2011b
Russos 327 2 0,6 240 0 EMELYANOV et al., 2012
Brasileiros 234 3 1,3 186 0 de CARVALHO GUIMARAES et al., 2012
Coreano 277 0 0,0 291 0 CHOl et al., 2012
Sénios 351 8 2,3 348 0 KUMAR et al., 2012
Chineses 208 0 0,0 298 0 WANG et al., 2012
Mexicanos 128 0 0,0 252 0 GONZALEZ-DEL-RINCON et al., 2013
Britanicos 180 4 2,2 282 1 DURAN et al., 2013
Europeus 151 0 0,0 1962 0 NALLS et al., 2013
Tailandeses 480 0 0,0 395 0 PULKES et al., 2014
Japoneses 147 0 0,0 100 0 Ll et al., 2014
Chineses 184 0 0,0 130 0 YU et al., 2014
Canadenses 223 2 0,9 110 0 HAN et al., 2015
Suecos 1566 10 0,6 1920 2 RAN et al., 2016
Espanhois 527 5) 0,9 542 0 JESUS et al., 2016
Hungaros 124 0 0,0 122 0 TOROK et al., 2016
Americanos 1.424 16 1,3 62 0 MATA et al., 2016
Africanos 104 1 1,0 40 0 BARKHUIZEN et al., 2017
Americanos 105 1 1,0 282 1 BARBER et al., 2017
Colombianos e Peruanos 602 5 0,8 319 0 VELEZ-PARDO et al., 2019
Brasileiros 304 5 1,6 100 0 Presente estudo

- N&o possui informacgéo.

A frequéncia de ambas as mutac¢des (L444P e N370S) (3,6%) observada nesta
casuistica de DP é comparavel com os achados de Socal e colaboradores (2009) em
amostra de pacientes brasileiros do Sul do Brasil (3,5%) e a de um grande estudo
colaborativo, compreendendo 5691 individuos com DP (780 judeus Ashkenazi e 4911
n&o-Ashkenazi) em trés continentes (América, Europa e Asia) que identificaram essas
mutagdes em 3% dos pacientes (SIDRANSKY et al., 2009). Outros estudos em
diferentes grupos étnicos mostram, excetuando os Ashkenazi, que as frequéncias

dessas mutacdes se apresentam bem diversificadas: 2,9% em norte-americanos
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(MATA et al., 2016), 4,4% e 5,7% em canadenses (NOREAU et al., 2011; SATO et al.,
2005), 4,5% em italianos (ASSELTA et al., 2014) e 4,2% em ingleses (NEUMANN et
al., 2009).

Deve-se mencionar que as mutagdes L444P e N370S, descritas nesse estudo,
foram somadas as identificadas anteriormente por nosso grupo (dos SANTOS et al.,
2010; de CARVALHO GUIMARAES et al., 2012; ABREU et al., 2016) e deram origem
ao manuscrito intitulado “Clinical profiles associated with LRRK2 and GBA mutations

in Brazilians with Parkinson's disease” (Apéndice A).

Inimeros estudos conduzidos em diferentes populacbes com doenca de
Parkinson, apresentam frequéncias da mutacéo c.1342G>C (D409H) que variam de
0% (LESAGE et al., 2011a; HAN et al., 2016; CROSIERS et al., 2016; JESUS et al.,
2016) a 17,6% (KUMAR et al., 2012). No presente estudo, esta variante foi identificada
em heterozigose apenas em um probando (0,3%) mas ndo em controles saudaveis,
semelhante aos dados da literatura [(0,4%) BRAS et al., 2007; (0,5%) GUTTI et al.,
2008; (0,5%) GAN-OR et al., 2008; (0,5%) KALINDERI et al., 2009; (0,2%) HUANG et
al., 2011)], porém, diferente dos observados em sérvios (17,6%; KUMAR et al., 2012),
gregos (3,5%; MORAITOU et al.,, 2011) e japoneses (2,8; LI et al., 2014). Em
contraste, estudos conduzidos em populacfes francesas (LESAGE et al., 20112),
canadenses (HAN et al., 2016), belgas (CROSIERS et al., 2016) e espanholas
(JESUS et al., 2016) n&o identificaram essa variante em pacientes com a DP. Em uma
recente meta-analise, Zhang e colaboradores (2018) mostrou que a variante
(c.1342G>C) D409H aumenta o risco de desenvolvimento desta doenca em diferentes

populagdes, principalmente em europeus (ZHANG et al., 2018).

As alteracdes ¢.1251G>A (W378C) e c.1049A>G (H311R), nunca antes
associadas a DP, foram descritas em um estudo realizado nas regides norte e
nordeste do Brasil, através do rastreamento de mutacdes no gene GBA em 48
pacientes brasileiros, ndo relacionados, com a doenca de Gaucher. Nesse estudo, 0s
autores identificaram a variante 1251G>A (W378C) em homozigose em seis pacientes
com a DG do tipo 1 (12,5%) (SIEBERT et al., 2012). Diferentemente de Siebert e
colaboradores (2012) no presente estudo, essa alteracdo foi identificada em

homozigose em um paciente portador da doenca de Parkinson (0,3%).



87

Até o momento, inexistem relatos na literatura sobre a presenca dessa
alteracédo associada a DP e estudos de expressdo demonstram que o residuo W378
localiza-se proximo ao dominio Ill, onde encontra-se o sitio catalitico da
glucocerebrosidase (SMITH et al., 2017). Além disso, as analises in silico indicaram,
através de trés programas de predicéo (Tabelal4), que essa alteracao apresenta um
efeito deletério, gerando modificacdes na funcéo e estrutura da proteina, que pode ser
explicado pela auséncia do triptofano, que € altamente conservado entre as espécies
e indica um grau de relevéancia funcional e estrutural (SIEBERT et al., 2012). Com
base nesses achados, por mais que essa alteracdo ainda ndo tenha sido associada a

DP, sua elegibilidade como possivel fator de risco a doenca se intensifica.

A mutacdo missense ¢.1049A>G (H311lR) foi descrita por Stone e
colaboradores em 1999 e associada, quando em homozigose, as formas perinatais e
letais da doenca de Gaucher (STONE et al., 1999; 2000). Os autores relataram que
um casal de Cabo Verde, com relacdo consanguinea, possuia a alteracdo H311R.
Esse casal gerou um feto natimorto com 31 semanas e um nativivo de 30 semanas,
gue faleceu logo apoés o parto. Ambos foram identificados com a alteracdo H311R em
homozigose e foram diagnosticados com doenca de Gaucher (STONE et al., 1999;
2000). Em 2017, essa mesma alteracao foi descrita em uma menina venezuelana com
a doenca de Gaucher de 4 anos de idade (GOMEZ et al.,2017) e, no Brasil,
identificaram um paciente com a DG, apresentando a variante c.1049A>G associada
a mutacdo N370S (SIEBERT et al., 2012). Estudos tém sugerido que essa variante
apresenta um efeito negativo sobre a estabilidade e a atividade catalitica da
glicocerebrosidase (DVIR et al., 2003; BRUMSHTEIN et al., 2006; SMITH et al.,2017),
explicando a manifestacdo de doenca de Gaucher do tipo 2 (STONE et al., 1999;
GOMEZ et al., 2017) e, possivelmente, da DP, visto que foi observada em um paciente
nesta casuistica.

Até o momento, inexistem dados na literatura sobre a presenca dessa
mutacédo (c.1049A>G) associada a DP. Entretanto, neste estudo, dos seis individuos
analisados na familia (l11.4, 111.5, 111.6, 111.8, 111.9 e 111.10) (Figura 17), somente dois do
sexo feminino apresentaram esta variante e apenas uma delas desenvolveu a DP,
reforcando o conceito de penetrancia reduzida e variavel para mutacdes no gene GBA
(ANHEIM et al., 2012).
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A variacdo genética pode ser mascarada pela penetrancia, podendo ocorrer
pela influéncia do ambiente ou de outros fatores genéticos (TRINH et al., 2014). Assim,
estudos tém sugerido que modificadores genéticos podem modular a penetrancia e/ou
expressividade da doengca (DOMINGOS E KLEIN, 2018).

As andlises in silico atraves das trés ferramentas antes mencionadas indicaram
gue esta alteracéo altera a atividade da proteina, classificando-a como patogénica,
semelhante ao observado na L444P, embora o efeito fenotipico dessa alteracao sofra
a influéncia de outros fatores (genéticos e ambientais) que modulam seu efeito. Além
disso, estudos de expressao mostram que o residuo H311 localiza-se préximo ao
dominio Il da proteina, sugerindo que essa mutacdo pode apresentar um efeito
negativo sobre a atividade catalitica da glicocerebrosidase, dessa forma, o que pode
explicar a manifestacédo da DP (DVIR et al., 2003; LIOU et al., 2006; SMITH et al.,
2017). Assim, a soma das evidéncias sinaliza que a variante proteica H311R pode
representar um fator de risco ao desenvolvimento da DP, com penetrancia reduzida,
embora, as andlises funcionais sejam importantes para comprovar se esta alteracao

esta realmente associada ao desenvolvimento da DP.

A variante rara c¢.703T>C (S196P), classificada como patogénica, foi
previamente descrita na literatura associada & doenca de Gaucher (HODANOVA et
al., 1999) e estudos subsequentes identificaram essa alteragéo em pacientes com DP
(MITSUI et al.,, 2009; MATA et al.,, 2016; PARNETTI et al., 2017). Mitsui e
colaboradores (2009) rastreando mutacdes no gene GBA em 534 pacientes japoneses
com DP, identificaram essa variante como parte de um alelo complexo (R120W-
N188R-V191G-S196P-F2131) em um paciente (0,2%) com DP. De forma semelhante,
em norte-americanos, Parnetti e colaboradores (2017) também observaram esta
variante em probandos com DP, porém fazendo parte do alelo complexo (S196P-
A456P). Em contrapartida, essa alteragao foi identificada isoladamente em pacientes
norte-americanos, de maneira similar aos nossos achados. Neste estudo, 0,3% dos
pacientes possuiam essa alteracdo, frequéncia semelhante aquela identificada em
pacientes norte-americanos (0,1%) (MATA et al., 2016; ADLER et al., 2017).

Além das variantes patogénicas missense relatadas acima, outras 7 (A456P,
D443N, E388K, E326K, T369M, M361l e c.38A>G [K(-)27R)] foram identificadas e

classificadas como neutras através dos programas de predicdo. Dentre elas, a

alteragcédo c.1483G>C (A456P) foi observada isoladamente em um paciente (0,3%),
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mas ndo em controles saudaveis. As analises in silico apontaram que essa alteracédo
ndo afeta a atividade da proteina GBA e aparenta ndo ter valor patogénico
isoladamente. Porém, associada a outras mutacdes em alelo recombinante, como o
RecNcil, passa a influenciar no desenvolvimento da DP, sendo considerada um fator
de risco para o desenvolvimento da mesma (CROSSIER et al., 2016; VELEZ-PARDO
et al., 2019).

Em 2009, Neumann e colaboradores analisaram toda sequéncia do gene GBA,
em 194 pacientes com DP de uma populacdo norte-africana e 177 controles,
detectando a variante ¢.1444G>A (D443N) em uma frequéncia igual a 0,1%, mas néo
em controles. Da mesma forma, essa variante foi identificada em europeus (0,03%,
ASSELTA et al.,, 2014), norte-americanos (0,07%, MATA et al., 2016) e latino-
americanos (0,2%, VELEZ-PARDO et al., 2018). Em contrapartida, alguns estudos
identificaram essa alteracdo em controles saudaveis, mas ndo em pacientes com DP
(LESAGE et al., 2011; NALLS et al., 2013). Neste estudo, a variante c.1444G>A
(D443N) foi identificada em dois pacientes com DP (frequéncia = 0,7%) e em um
controle saudavel (1%) e as analises in silico indicaram que esta alteracdo nado
prejudica a atividade da proteina GBA. Esses dados sao apoiados por uma recente
meta-andlise, incluindo 50 estudos em diferentes grupos étnicos, e apontaram que
essa variante parece nao representar um fator de risco para o desenvolvimento da DP
(ZHANG et al., 2018).

Neste estudo, a alteracdo de significado incerto ¢.1401G>A (E388K) foi
identificada em uma frequéncia igual a 0,3%, semelhante a observada em populacées
com descendéncia europeia (0,2%; BENITEZ et al., 2016) e inglesa (0,5%; DURAN et
al., 2016). Ao realizarem o rastreamento completo do gene GBA, Lesage e
colaboradores (2011) encontraram uma frequéncia reduzida (0,07%) da mutacao
E388K em pacientes com DP. Por outro lado, Bras e colaboradores (2009)
identificaram essa variante em 2 controles (0,5%), e ndo em pacientes com DP, da
mesma forma como observado em colombianos (VELEZ-PARDO et al., 2019). Ao
realizarem uma meta-analise, Zhang e colaboradores (2018), mostraram que esta
alteracdo nao apresenta risco para o desenvolvimento da DP, tendo em vista que
varios trabalhos haviam reportado a inexisténcia dessa alteracdo em diferentes
populagées europeias (NEUMANN et al., 2009; KALINDERI et al., 2009; JESUS et al.,
2016), asidticas (ZIEGLER et al., 2007; LI et al., 2014) e norte-americanas (HAN et
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al., 2015). Além disso, essa alteracdo tem sido classificada como rara e o significado
clinico associado a DP permanece desconhecido (ASSELTA et al., 2014; VELEZ-
PARDO et al., 2019).

Diferentes estudos consideram as variantes ¢.1093G>A (E326K) e
€.1223C>T (T369M) como polimorfismos neutros (MATA et al., 2016; VELEZ-PARDO
et al., 2019). Porém, evidéncias crescentes mostram que a variante ¢.1093G>A
(E326K) tem sido considerada um fator de risco para a DP, visto que estudos
relacionando a expresséo da glucocerebrosidase sugerem uma reducéo da atividade
enzimatica (MALINI et al., 2014). Além disso, tem-se observado um fenétipo agravado
com declinio cognitivo em pacientes com DP, quando associado as mutagdes
severas, como L444P (HOROWITZ et al., 2011; DURAN et al., 2013; MATA et al.,
2015) e também uma progressdo mais rapida da disfuncdo cognitiva e dos sintomas
motores (DAVIS et al., 2016).

A frequéncia desse polimorfismo no presente estudo (1,6%) foi semelhante
aquelas identificadas em uma populacao brasileira (SPITZ et al., 2008) e conforme a
Tabela 24, verifica-se uma frequéncia variada entre os pacientes com DP portadores
dessa alteragéo e controles saudaveis em diferentes populagdes.

Berge-Seidl e colaboradores (2017) em um estudo caso-controle em uma
populagdo escandinava, confirmaram que a c.1093G>A (E326K) em heterozigose,
aumenta o risco de desenvolvimento da DP, e esses achados podem ser evidenciados
por meio de recentes meta-analises, mostrando que essa variante elevou o risco de
desenvolvimento de DP em diferentes populacdes (HUANG et al., 2018; ZHANG et
al., 2018). Além disso, a analise de subgrupos étnicos apresentou uma prevaléncia
acentuada dessa variante em populacfes europeias e asiaticas em contraste com as
demais populacdes analisadas (africanos, hispanicos, asiaticos orientais e uma

populacdo miscigenada) (ZHANG et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4982543/#bib31
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4982543/#bib31
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Tabela 24: Sintese dos estudos que avaliaram a presenca do polimorfismo E326K
no gene GBA em pacientes com DP e controles saudaveis

Probandos Controles
s Probandos com a Frequéncia coma Frequéncia N
Grupo étnico com DP variante q(%) Controles variante q(%) Referéncia
E326K E326K
Portugueses 228 2 0,9 427 3 0,7 BRAS et al., 2007
Brasileiros 64 1 15 267 0 0 SPITZ et al., 2007
Taiwaneses 422 28 6,2 348 11 3,1 ZIEGLER et al., 2007
Europeus 790 0 0 257 0 0 NEUMANN et al., 2009
Gregos 171 1 0,8 131 1 0,7 KALINDERI et al., 2009
Espanhdis 225 0 0 186 0 0 SETO-SALVIA et al., 2011
Europeus 1342 43 3,2 383 8 2,0 LESAGE et al., 2011
Coreanos 277 0 0 100 0 0 CHOl et al., 2012
Britanicos 185 0 0 283 0 0 DURAN et al., 2013
Canadenses 1450 90 2,2 1872 65 3,5 RAN et al., 2016
Belgas 254 12 4.7 521 15 2,9 CROSIERS et al., 2016
Espanhois 516 16 3,1 529 13 0,4 JESUS et al., 2016
CZT’;”mag;Zzoes 602 8 11 319 1 0,3  VELEZPARDO et al., 2019
Brasileiros 304 5 1,6 100 1 1,0 Presente estudo

No presente estudo, o polimorfismo ¢.1223C>T (T369M) foi identificado em
trés pacientes com DP. Esta alteragdo € conhecida por gerar uma pequena reducao
na atividade enzimatica da GBA e estudos sugerem que esta pode aumentar 0 risco
de desenvolvimento da DP, porém, com um efeito reduzido, semelhante aos das
variantes genéticas comuns identificadas em estudos de associacdo ampla do
genoma (MALLETT et al., 2016; EMELYANOV et al., 2018). Entretanto, diferentes
estudos relatam que pacientes com DP e controles saudaveis apresentam frequéncias
semelhantes dessa alteracdo em diferentes etnias (BRAS et al., 2006, CLARK et al.,
2007; NICHOLS et al., 2009; LESAGE et al., 2011b; HAN et al., 2016; JESUS et al.,
2016; BARKHUIZEN et al., 2017; SENKEVICH et al., 2018). Sendo a frequéncia
observada em nosso estudo (1%) idéntica a de pacientes europeus e ndo em controles
saudaveis, corroborando dados da literatura (SETO-SALVIA et al., 2011; LESAGE et
al., 2011b).

A variante ¢.1200G>A (M361l) foi primeiramente descrita em um paciente
italiano com doenca de Gaucher (FILOCAMO et al., 2002). Um estudo conduzido por
Velez-Pardo e colaboradores (2019) analisou toda sequéncia do gene GBA em 602
pacientes com a doenca de Parkinson (131 colombianos e 471 peruanos) e 319
controles (164 colombianos e 155 peruanos) da populacédo latino-americana e

detectaram essa variante de significado incerto em um controle peruano. Em
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contrapartida, essa variante foi identificada em heterozigose em nossa casuistica com
uma frequéncia igual a 0,3% em probandos com DP, e ndo em controles. As analises
in silico indicaram que esta alteracdo ndo prejudica a atividade da proteina,
classificando-a como neutra. Com base nesses achados, sugerimos que esta
alteragcéo parece nao representar um fator de risco para o desenvolvimento da DP em
nossa casuistica. Porém, outros estudos devem ser realizados a fim de testar a real
associacao desta variante com a DP.

O polimorfismo ¢.38A>G [K(-)27R] foi descrito por Rosemberg e colaboradores
(2006) em um estudo realizado em 40 pacientes brasileiros com a doenca de Gaucher.
Porém, em nossa casuistica, foi identificado em cinco pacientes com DP e em trés
individuos saudaveis, concordando com estudos em populacfes latino-americanas
(VELEZ-PARDO et al., 2019) e norte-americanas (MATA et al.,, 2017). Estudos
mostram que essa alteracao ocorre no peptideo sinal composto por 39 residuos o qual
€ removido da proteina madura durante o processamento pés-traducional. Assim, por
alterar um aminoéacido no peptideo sinal, acredita-se que o transporte citoplasmatico
da proteina glucocerebrosidase seja afetado (ROZENBERG et al., 2006). No entanto,
as analises in silico classificam esta variante como neutra, indicando que ela
aparentemente ndo afeta a estrutura do peptideo sinal.

As analises do gene GBA, conduzidas por Nishioka e colaboradores (2010) em
33 probandos de DP familiar e 372 controles da populacéo tunisiana, identificaram a
variante ¢.38A>G em 14 pacientes (3,54%) e 16 controles (4,3%). Em contraste,
Alcalay e colaboradores (2016) realizaram o rastreamento de mutacdes em toda a
extensdo do gene GBA em 517 probandos e 252 controles da populagéo norte-
americana e identificaram uma frequéncia reduzida (0,4%) dessa variante em
pacientes com DP. Da mesma forma como aquela observada (0,09%) em uma triagem
em larga escala do gene GBA em pacientes de uma coorte europeia (LESAGE et al.,
2011a). Subsequentemente, esse mesmo grupo de pesquisadores, analisando 194
individuos com DP e 177 controles da populacdo norte africana, encontrou uma
frequéncia de 1,03%, semelhante aquela observada em pacientes de nosso estudo
(1,6%).

Com base nesses achados, devido a alta frequéncia identificada tanto em
pacientes com a DP e controles saudaveis, sugere-se que essa variante seja um
provavel polimorfismo neutro, corroborando estudos de Nishioka e colaboradores
(2010).
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6.1.3 Alteragdes sindnimas identificadas no gene GBA

Foram identificadas trés variantes sindnimas [c.326G>A (P68P); c.1092G>A
(G325G) e ¢.1497C>T (V460V)] em uma frequéncia igual a 1,6%, 0,7% e 1,0%, em
pacientes com DP, respectivamente. Dentre essas, as variantes ¢.326G>A (P68P) e
€.1092G>A (G325G) foram relatadas no banco de dados de Polimorfismo de
Nucleotideo Unico (dbSNP), porém ndo apresentaram relacdo com a DP. Em
contrapartida, a ¢.1497C>T (V460V) que faz parte do alelo recombinante RecNcil
(EYAL et al., 1990; TAYEBI et al., 2003; HAN et al., 2015; VELEZ-PARDO et al., 2019)
néo foi identificada isoladamente neste estudo.

As andlises in silico utilizando a ferramenta MutationTaster, classificaram as
variantes ¢.326G>A (P68P) e ¢.1092G>A (G325G) como neutra e a c.1497C>T
(V460V) como patogénica. Apesar das variantes sinGnimas serem reconhecidas como
silenciosas, evidéncias sugerem que estas podem induzir erros no processo de
splicing, impactando o fenétipo da doenca (SAUNA E KIMCHI-SARFATY, 2011).

6.1.4 Alteracao sem sentido (nonsense) identificada no gene GBA

A variante c. 1598G>A (W533X), localizada no exon 11, nunca descrita na
literatura, nem mesmo na versédo mais atualizada do dbSNP (NCBI dbSNP Build 2018)
(Janeiro de 2019), foi observada apenas em um paciente (0,3%) e ausente no grupo
de individuos saudaveis. A andlise in silico, utilizando a ferramenta MutationTaster,
sugere que esta variante altera a atividade da proteina, gerando um cédon de parada,
levando a formacédo de uma proteina nao funcional.

O probando, identificado portador dessa variante, € natural de Manaus (e
manifestou a doenca precocemente, aos 47 anos, ndo apresentando historico familiar
da DP. Apos inimeros contatos com o médico, ndo foi possivel reunir informacdes
clinicas do paciente. Ressalta-se que enviamos ao National Center for Biotechnology
Information (NCBI), uma solicitagdo para registar essa variante como sendo

identificada em um probando da populacgéo brasileira.
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6.1.5 Alteragdes identificadas nos introns e na regidao promotora 5’ UTR e 3’UTR

Noés identificamos oito alteragcfes intronicas, dentre essas, trés (rs2075569;
rs2974923, rs140335079) ja haviam sido descritas na literatura e identificadas em
pacientes com DP, porém, estudos ndo observaram nenhuma associacao
patogénica entre essas alteracdes e a DP (MITSUI et al., 2010; YADAV et al., 2017).
Cinco dessas alteracdes (rs976829552; rs3115534; rs7416991; rs2070679 e
rs2974924) foram descritas no banco de dados de Polimorfismo de Nucleotideo
Unico (dbSNP), porém, ainda n&o foram relacionadas a nenhum tipo de doenca.

Dentre as quatro variantes identificadas na regido promotora 5’ UTR e 3’ UTR
(rs2070679; rs188978150, rs1141801 e rs368275143), a variante rs188978150 (c.-
202A>G), descrita pela primeira vez em um estudo realizado em 51 pacientes
espanhois com a doenca de Gaucher (ALFONSO et al., 2001) que identificaram uma
paciente com DG tipo 1, portando tal variante em conjunto com as mutagdes N370S
e IVS4-2A>G. Subsequentemente, o0 mesmo grupo, sugeriu que a c.-202A>G
poderia atuar na regulacao do gene, diminuindo a sua expressao génica (ALFONSO
et al., 2011). Em nossa casuistica, observamos uma frequéncia igual a 0.3% em
pacientes com DP e ndo observamos essa variante no grupo de individuos
saudaveis. Até o momento, essa variante nunca foi descrita como associada a DP.
A andlise in silico, através do programa Splicing Finder, revelou que essa variante
parece ndo afetar o reconhecimento dos sitios de encadeamento, porém, de acordo
com o Human Gene Mutation Database, variantes como esta devem ser sempre

vistas com cautela pelo fato de estarem em uma regido regulatéria (HGMD, 2017).

6.1.6. A influéncia de muta¢gdes no gene GBA no fenétipo da Doenca de Parkinson

Dentre os quinze probandos identificados com as mutacfes patogénicas
(L444P, N370S, D409H, H311R, W378C, S196P, V460V e W533X) no gene GBA,
treze manifestaram a doencga antes dos 50 anos de idade (Tabela 17).

Segundo Bonifati (2014), os pacientes com mutacdes patogénicas no gene
GBA tendem a manifestar os sintomas iniciais de DP precocemente, antes dos 50
anos. De fato, varios estudos conduzidos em pacientes com esta doenga mostraram
gue a idade de inicio dos sintomas mostra-se mais precocemente em portadores de

mutacdes quando comparados aos nao portadores. Assim, nossos dados corroboram
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os estudos anteriores em pacientes com a DP (CLARK et al., 2007; WU et al., 2007;
NICHOLS et al., 2009; SIDRANSKY E LOPEZ, 2012; RAN et al., 2016; MALEK et al.,
2018).

Neste estudo a frequéncia de mutacdes em pacientes com histéria familiar foi
menor (29,7%) do que em pacientes de casos isolados (70,3%) (Tabela 18), ndo
sendo essa diferenca estatisticamente significante (P = 0,300) indo ao encontro das
observactes de NEUMANN et al., 2009; SCHAPIRA, 2015 e MULLIN et al., 2018.

Em relacdo a clinica, verifica-se que os probandos com muta¢des patogénicas
no gene GBA apresentam tremor, e em sua maioria, este foi 0 sintoma inicial,
corroborando as observacdes de outros pacientes portadores de mutacdes no gene
GBA (WU et al., 2007; ZIEGLER et al., 2007; GOKER-ALPAN et al., 2008; MATA et
al., 2008; NEUMANN et al., 2009). Apesar de alguns estudos relatarem nesses
pacientes uma maior incidéncia de declinio cognitivo (GOKER-ALPAN et al., 2008;
NEUMANN et al., 2009; SIDRANSKY et al.,, 2009; ALCALAY et al., 2012; SETO-
SALVIA et al., 2012; WINDER-RHODES et al., 2013), em nossa casuistica, nenhum
dos portadores, disponivel para comparacéo, apresentou esse sintoma (Tabela 18).
Além disso, sete pacientes apresentavam disautonomia, tal como os observados por
Brockmann e colaboradores (2011) em pacientes alemas com DP, sugerindo que
agueles com mutacdes no GBA sao mais propensos a desenvolver disfuncao

autonémica em relacdo aos nao mutados.

6.3 Gene CHCHD2

Dentre as recentes descobertas relativas a causas genéticas associadas a
DP, destaca-se o relato de mutacdes no gene CHCHD2, segregando de forma
autossdmica dominante em familias japonesas (FUNAYAMA et al., 2015). No estudo
desses pesquisadores, foram identificadas trés variantes génicas [c.182C>T (T61l),
€.434G>A (R145Q) e 300+5G>A] associadas a DP. A partir desses achados, estudos
do gene CHCHDZ2 foram realizados em pacientes com DP de diferentes populagdes a
fim de identificar a presenca de variantes patogénicas ou de risco. Assim, nove
variantes foram identificadas de acordo com a literatura (FUNAYAMA et al., 2015;
FOO et al., 2015; JANSEN et al., 2015; LI et al., 2016; KOSCHMIDDER et al., 2016;
SHI et al., 2016; YANG et al., 2016).
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Shi e colaboradores (2016), através de uma andlise do gene CHCHD2,
conduzida em probandos da populacdo chinesa, identificaram a variante patogénica
€.182C>T (T61l) em trés pacientes com DP, além de cinco variantes ja descritas (c.-
11G>A, ¢.-9T>G1, c¢.5C>T, ¢.51-127G>A, c.456+125G>A). Porém, a mutacdo
€.182C>T (T61l), foi a unica confirmada como provavel causa da DP. A variante
c.5C>T (P2L) foi considerada pelos autores como um fator de risco para DP
esporadica em populagdes chinesas por apresentar uma frequéncia maior entre 0s
pacientes com DP esporadica em comparacédo ao grupo controle (P = 0,03) (SHI et
al.,, 2016). Esse achado foi confrmado por uma meta-analise, realizada em uma
populacao asiatica (P =0,0002) (LI et al., 2016).

A fim de verificar o efeito patogénico das mutacdes encontradas, um estudo
funcional em modelo transgénico de Drosophila foi desenvolvido e confirmou como
patogénicas as variantes ¢.182C>T (T61l) e ¢.434G>A (R145Q) (TIO et al., 2017).
Além disso, a variante ¢.5C>T (P2L), localizada no exon 1, foi considerada com um
possivel fator de risco para a DP esporadica (TIO et al., 2017).

Estudos realizados em populacbes caucasianas com DP identificaram
variantes de significado incerto que poderiam estar associadas a DP. Jansen e
colaboradores (2015), na populacdo europeia, descobriram trés variantes no exon 2
[c.94G>A (A32T), c.101C>T(P34L) e ¢.238A>G (I80V)] em quatro pacientes com DP.
Em contrapartida, em alemaes identificaram uma variante nonsense no exon 3
€.376C>T (Q126X) em um paciente com DP esporadica (KOSCHMIDDER et al.,
2016). Nesses estudos, nenhuma variante considerada patogénica foi identificada,
além disso, a frequéncia dessas variantes foi inferior a 1%.

Os resultados aqui apresentados representam as primeiras descobertas
relativas ao gene CHCHD2 em pacientes com DP familiar de origem latino-americana,
cuja etnia é representada por uma complexa miscigenagdo, sendo nossos achados
consistentes com resultados de estudos anteriores, em diferentes grupos étnicos, que
também falharam na deteccdo de mutagcdes CHCHD2 em pacientes com DP (LIU et
al., 2015; OGAKI et al., 2015; FAN et al., 2016; GAGLIARDI et al., 2016; LU et al.,
2016; TEJERA-PARRADO et al., 2016; RUBINO et al., 2016; WU et al., 2016; ZHANG
et al., 2016; GAO et al., 2017).

Podemos concluir que a auséncia de variantes patogénicas ou de risco no
gene CHCHD2 em nossas amostras revela que as mutagcdes CHCHD2 podem néo

ser uma causa comum de DP familiar no Brasil.
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Considerando a escassez de estudos, bem como, o fato das variantes
identificadas em CHCHD2 parecem se restringir a populacdes especificas, torna-se
evidente a necessidade de maiores investigacdes sobre a contribuicédo etiologica de
mutacdes no gene CHCHD2 em pacientes com DP a nivel mundial e, principalmente,

em popula¢des de intensa miscigenagao étnica como as latino-americanas.
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7 CONCLUSAO

e A andlise do gene GBA, conduzida em 304 probandos brasileiros com DP,
identificou a presenca de dezessete variantes exonicas, sendo 13 missense,

3 sinbnimas e 1 nonsense em 37 pacientes (12,1%).

e A partir das andlises in silico, foram classificadas como patogénicas seis
alteracbes missense (L444P, N370S, D409H, H311R, W378C, S196P), uma
sinénima (V460V) e uma nonsense (W533X).

e Foram identificadas no gene GBA trés variantes c.1049A>G (H311R) e
€.1251G>C (W378C) e ¢.1598G>A (W533X), nunca descritas anteriormente

em pacientes com DP.

e Ao compararmos os resultados de portadores de mutacdes patogénicas no
gene GBA (L444P, N370S, D409H, H311R, W378C, S196P, V460V e W533X)
e controles brasileiros saudaveis observamos que as diferencas sao
estatisticamente significativas (P = 0,012; OR: 13,07; IC95%: 1,72 - 98-98).

e A partir da analise molecular do gene CHCHD2 em 122 probandos com DP
familiar, compativel com heranca autossdmica dominante (AD), néo
evidenciamos variantes génicas. A auséncia dessas variantes em nossas
amostras revela que mutacdes no CHCHD2 podem ndo ser uma causa comum
de DP familiar no Brasil, sugerindo que séo causas raras da DP em pacientes

brasileiros e possivelmente especificas de populagfes asiaticas.
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ANEXO A - Termo de consentimento para pacientes com DP

-9'?#% Universidade do Estado do Rio de Janeiro
i =R Departamento de Genética
& 1,,* Servigo de Genética Humana

J":ul'n

TERMO DE CONSENTIMENTO
Titulo do Projeto: Relagdo entre mlltiplas variantes genéticas e a Doenca de Parkinson
em casuistica brasileira
Instituicdo: Universidade do Estade do Rio de Janeiro

Pesquisador responsavel: Marcia Mattos Goncalves Pimentel

NOME DO PACIENTE: DN:
REGISTRO: PROCEDENCIA:

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “Relacdo entre miltiplas
variantes genétin_:as e a Doenca de Parkinson em casuistica brasileira®, realizado pelo
Servico de Genética Humana da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. & pesquisa
tem como objetivos: investigar mutactes nestes genes em pacientes com doenca de
Parkinson e determinar se estas alteracdes sdo causa da doenca. '

Os resultados dessa pesquisa poderdo abrir novas perspectivas para a
identificacio de causas genéticas, recentemente identificadas, associadas com esta
patologia. Os individuos selecionados para participarem deste DFDJE‘tD séio pacientes de
ambos o5 sexos com doenca de Parkinson de causa desconhecida.

Todas as condutas adotadas nesta pesquisa sequirdo as normas de bioética
descritas na resolucio 198/38 do Conselho Nacional de Sadde. Este estudo genético tera
uma duracdo de quatroanos. A participacdo do paciente neste projeto & voluntaria g, a
qualquer momento, ele poderd recusar-se a participar ou retirar o seu consentimenta, sem
que haja penalizagdo ou prejuizo ao cuidado do paciente.

D= exames para pesquisar defeitos nos genes acima citados serdo gratuitos e
serdo realizados a partir deuma dnica amostra de 5 mL de sangue coletada com material
descartavel. Embora esta coleta ndo apresente riscos ao paciente, eventualmente,
poderdo ocorrer desconfortos elou hematomas. Asseguramos, entretanto, que todos os
procedimentos s erdo acompanhados por uma equipe de Bidlogos tecnicamente treinada
para garantir que estas eventualidades sejam minimas oundo ocorram. O DMA extraido
do sangue sera armazenado no Servico de Genética Humana da UERJ sob a
responsabilidade dos pesquisadores envaolvidos, cabendo ao paciente o direito de retird-lo
do banco de DMA, a qualquer momento, se assim o desejar. Cada amostra de material
biolagico sera identificada por nimeros especificos e podera ser utilizada para
|nuest|games futuras, desde que! mediante o consentimento dos doadores (ou de seus
responsaveis) efou da aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo.

As condigbes de sigilo quanto 4s informacdes coletadas e aos resultados das
analises, assim como, aidentidade dos pacientes serdo preservadas. Os resultados dos
testes realizados somente serdo revelados ao paciente que autorizou a realizacio dos
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ANEXO A - Termo de consentimento para pacientes com DP (continuagéo)

exames e também serdo utilizados com fins cientificos, podendavir a ser divulgados em
revistas cientificas, respeitando a privacidade e o anonimato dos participantes.

Ao paciente S:E".-rél fornecidotodo e qualguer esclarecimento que sefizer necessario
antes, durante eapos arealizacaoda pesquisa, quevisa beneficiar os pacientes e suas
familias através dos diagnosticos encontrados.

Eu, ,
identidade n® ,declaroqueli ecompreendio que me foi explicado
e, destaforma, autorizo voluntafiamente minha participacio no estudo.

Rio deJaneiro, de de

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador

Endereco e telefone para contactar o coordenador do projeto:

Rua Sdo Francisco Xavier, 524 — Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha - sala 501F -
Maracand - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20660-013

Tel: (021) 2334.0039 - Fax (021) 2334.0308

Email: pimentel@uerj.br

Hordrio de atendimento: %:00 — 17:00 horas

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsavel,
comunigue o fato & Comissio de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado doRiode
Janeiro: Rua 3o Francisco Xavier, 524, sala 3018, bloco E, 3° andar, - Maracand - Rio
deJaneiro, Rd.

E-mail: eticai@uerj.br - Telefone: (021) 2334-2180



ANEXO B - Termo de consentimento para controles
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TERMO DE CONSENTIMENTO DA AMOSTRA CONTROLE

Titulo do Projetn: Relagdo entre miltiplas varantes genéticas & a Doenga de Parkinson
em casuistica brasileira

Inat'rtuk_:-ﬁn: Universidade do Estado do Rio de Janeimo

Pesquisador responsavel: Marcia Mattos Gongahves Pimentel

NOME DO PARTICIPANTE: DM:
REGISTRO: PROCEDENCIA:

Vocé ests sendo convidado s participar como voluntario do projeto de pesquisa “Relagdo
entre miltiplas varantes genéticas & a Doenca de Parkinson em casuistica brasileirs”,
reslizado pelo Servipo de Genética Humana ds Universidade do Estado do Rio de
Janeiro. A pesquisa tem como objetivos: investiger mutagdes nestes genes em pacientes
com doengs de Parkinson & determinar se estas siteracies sdo causa da doenca.

0= resultados dessa pesquisa poderdo sbrir novas perspectivas para &
identificacso de causas genéticas, recentemente identficadas, associadas com ests
patologise sua participacdo como voluntéro serviré para que pOSSEMOS COMPATET &
incidéncia das slteracoes génicasencontredss nospecientescom s do grupo de pessoas
normais, sem a doengs de Parkinson. Os individuos selecionados para participarem deste
projeto =80 brasikeiros de ambos o5 sexos sem parkinsonismo ou histora familiar da
doenga de Parkinson.

Todas as condutas adotadas nests pesquiss seguirdo as normas de bioatics
descritas na resolugso 196/96 do Conselho Macional de Ssdde. Este estudo genéfico ters
uma duragiode quato anos. A participegdo dos contoles neste projeto & voluntaris e, a
qualquer momento, ele |:|:-::|Ef5 recusar-se 8 participar ou retirar o seu consenfimanto, sam
que haja penalizagdo ou prejuizo.

Os exames para pesquisar defeitos nos genes acima citados serdo gratuitos &
sergo realizados a partirde uma dnica amostra de 5 mlL de sangue coletada com material
descartavel. Embors esta colets ndo apresente riscos ao paciente, eventualmants,
poderdoocomerdesconforios efou hematomas. Asseguramos, entretanto, que todos os
procedimentos aerszusﬂnrnpsnhad:rs|:|:n'umseqmpe-::lEEIl:-I:-g:rstE-:nm-an'rentE treinads
|:|5r5gsrsntrqueEsts*seuentualu:ladﬁ:EJEmmlnlmE:»:-unEu:- ocomam. O DNA extraido
do sangue serd ammazensdo no Servigo de Genetica Humana -::Is UERJ) =ob =
responsabilidade dos pesquisadores envolvidos, cabendo ao participante o direijo de
retira-lo do bancode DMA, a qualquer momento, se assim o desejar. Cada amostra de
material biologico sera identficada pornumeros especificos & podera ser utilizada pars
investigagoes futuras, desde que madiante o consentimento dos doadores (ou de seus
responsaveis) e/ou de aprovacdo do Comité de Etice em Pesquiss da Instituicdo.
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ANEXO B - Termo de consentimento para controles (continuacao)

As condigbes de sigilo quanto as informacdes coletadas e sos resultados das
snalises, assimcomao, & identidade dos participantes sardo preservadas. Os resultados
dos testes poderdovira serdivulgados em revistas cientificas, respeitando a privacidade

& o anonimato dos paricipantes.

Ao paricipante sers fomecido todo e qualguer esclareciments que se fizer
necessano antes, durante & apds a realizacdo da pesquiss, que viss beneficiaros
pacientes com doenga de Parkinson & suss familias strevés dos disgnosticos
encontrados.

Eu, .
identidade n® , dedam quelie compreendi o que me foi explicado
&, dests forma, sutorzo voluntariamente minha participgg-ﬁ:n no esbudo.

Rio de Janeiro, de de

Aszinatura do pacients

Aszinatura do pesquisador

Endereco e telefone para contactar o coordenador do projeto:

Rua S&o0 Francisco Xavier, 524 — Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha - sals 501F -
Maracans - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20550013

Tel (021) 23340039 - Fax [(021) 2334.0309

Email: pirmentel@uen.br

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

Caso vooe tenha dificuldsde em entrar em contato com o pesquisador responsavel,
comuniqueo fato & Comiss8o de Etics em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro: Rua S&o Francisco Xavier, 524, sala 3018, bloco E, 3° andar, - Maracans - Rio
de Janeiro, RJ.

E-migil: etica@uer.br - Telefone: (021) 2334-2130
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ANEXO C - Parecer do Comité de Etica em pesquisa da UERJ com a aprovac&o do
projeto

Universidade do Estado do Rio de Janeiro/Sr2
Comisséo de Etica em Pesquisa — COEP

Z .
% UERJ & Rua Séo Francisco Xavier, 524, bloco E, 3°. andar, sala 3018 - Maracand
S CEP 20550-900 — Rio de Janeiro, RJ - email: etica@uer].br - Telefone: (21) 2334-2180

PARECER DE APROVACAO

Documento n°. 001/2016
Protocolo de pesquisa n° 032.2.2008

Adendo ao Projeto de Pesquisa: “Relagdes entre multiplas variantes genética e a Doencade
Parkison em casuistica brasileira”

Pesquisador Responsivel: Profa. Marcia Mattos Gongalves Pimentel

Instituicio Responsivel: IBRAG/UERJ

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

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, fatores genéticos, disfungao mitocondrial, sistema
ubiquitina-proteossomo.

O adendo foi apresentado, explicitando, de forma satisfatoria, a alteragdopretendida: as novas
variantes genéticas identificadas que deverdo ser incorporadas aos presentes estudos, dando
continuidade a linha de pesquisa e estendendo os objetivos iniciais da projeto. As
investigagdes dos genes deste adendo serdo estudas em amostras previamente extraidas dos
pacientes e armazenadas em banco de dados, sob a guarda da pesquisadora. O TCLE foi
adequadamente alterado.

A COEP aprovou oadendo apresentadona reunido de 18 de maio de 2016.

Rio de Janeiro, 24 de maio de 2016.

#1 =
ko7t Qb—,\k

Prof? Dr@ Rosa M, E, Morei
+ Lo MOrer:
Coordenadora da Comiasg%gocsig
Etica em Pesquisa/UER)
Matricula 34509-0
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Parkinson's disease
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Phenotype

LRRK2

GBA

Background: Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by remarkable phenotypic
variability. Accumulated evidence points that the manifestation of PD clinical signs might be differentially
modified by genetic factors, as mutations in LRRK2 and GBA genes. In this sense, the clarification of the gen-
otype-phenotype correlations in PD has important implications in predicting prognosis and can contribute to the
development of specific therapeutic approaches.

Methods: Here, we conducted the first comparative analysis of motor and non-motor features in 17 LRRK2 and
22 GBA mutation carriers and 93 non-carriers unrelated PD patients from Brazil, a highly admixed population.
Results: Significant differences were found between the three groups. LRRK2 PD patients presented more oc-
currence of familiar history. Resting tremor was observed in a lower frequency in GBA mutation carries. In
contrast, gait freezing and dysautonomia was present in lower frequencies in LRRK2 carriers. Besides that,
LRRK2 and GBA mutation carriers showed a higher incidence of depressive symptoms and a younger age at
onset, when compared to non-carriers.

Conclusion: Our results suggest that specific mutations in GBA and LRRK2 influence the clinical signs of the
disease, with significant implications for handling of specific patient groups.

1. Introduction

onset, rate of progression, severity of motor and non-motor symptoms,
including development of neuropsychiatric symptoms and cognitive

Parkinson's disease (PD) is a complex neurodegenerative condition impairment [1,2]. Although it is believed that the basis underlying the
whose clinical presentation shows a remarkable heterogeneity of age at phenotypic variability observed in PD arises from complex interactions
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between genetic and environmental risk factors, this subject is still
poorly understood [3-5].

Among the several genes related to PD, causative mutations in
leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2) and glucocerebrosidase (GBA) stand
out as important PD causes worldwide [6.7], with frequencies differing
according to different genetic backgrounds. Seven pathogenic muta-
tions in the LRRK2 are recognized causes of autosomal dominant PD [8]
and LRRK2 G2019S, the most known mutation, is found in both familial
and sporadic PD cases across many ethnic groups. Heterozygous mu-
tations in the GBA gene are also significant risk factors for PD [9,10],
and the two most common mutations, L444P and N370S, account for
70% of all GBA mutant alleles in PD patients [11]. When inherited in
homozygous or complex heterozygous state, GBA mutations are known
to cause Gaucher disease (GD), a lysosomal storage disorder [12]. GBA
mutations are categorized as mild and severe, accordingly with their
different effects in GD [12,13]. Severe and null mutations are those
usually associated with neuropathic (Type II or III) disease and mild
mutations are those only associated with non-neuropathic (Type I)
disease [12,13]. Besides that, mild mutations, such as N370S, produce a
slightly diminished glucocerebrosidase activity; severe mutations, like
L444P, result in a severely dysfunctional enzyme; and null mutations,
such as IVS2+ 1G > A, cause no enzyme production by affecting a
splice site [13,14].

Although straight comparisons of the clinical presentation of PD
between groups of patients with specific genotypes are scarce
[6,15,16], clinical features observed in patients with LRRK2 or GBA
mutations in comparison to non-carriers reveal diverse clinical course
and phenotypes [17,18] (for review see [19]). This indicates that the
manifestation of PD clinical signs might be differentially modified by
LRRK2 or GBA mutations [16], giving support to the existence of dif-
ferent genetic subtypes of the disease [6,20]. In this sense, the clar-
ification of the genotype-phenotype correlations in PD has important
implications in predicting prognosis and can contribute to the devel-
opment of specific therapeutic approaches [19].

Although our experience from previous screenings conducted in
Brazil points that LRRK2 G2019S and GBA L444P and N370S mutations
are the most common genetic causes associated to PD [21-25], no
clinical correlation regarding LRRK2 and GBA mutations and idiopathic
PD (IPD) has been reported in populations with a high degree of mis-
cegenation such as ours. In this study, we conducted a comparative
analysis of the clinical phenotypes of PD associated to specific LRRK2
(LRRK2-PD) and GBA (GBA-PD) mutations, and also in idiopathic PD
probands (IPD) in a cohort of Brazilian patients.

2. Subjects and methods

We have evaluated motor and non-motor features in 131 unrelated
Brazilian PD patients, consisting of: 16 individuals with the LRRK2
G2019S mutation, 21 carrying mutation in GBA gene (12 L444P, 1
1IVS2 + 1G > A and 8 N370S carriers), one with both LRRK2 and GBA
mutations (G2019S + L444P) and 93 mutation non-carriers (Table 1).
In all 131 probands, exons 9 and 10 of GBA gene were screened for
N370S and L444P variants, whereas exon 41 of LRRK2 gene was ac-
cessed for G2019S mutation by using bidirectional Sanger sequencing.
Some of these cases (10 LRRK2 G2019S, 1 LRRK2 G2019S and GBA
L444P, 9 GBA L444P, 5 GBA N370S and 1 GBA IVS2 + 1G > A carriers)
had already been reported by us and molecular analyses of LRRK2 and
GBA genes were conducted as previously described [21-26]. The
screening of mutations in SNCA (A30P, E46K, H50Q, G51D and A53T)
and VPS35 (D620N and R524W), conducted by TaqMan® allelic dis-
crimination assays, excluded the presence of these variants in all PD
patients.

All patients were examined by neurologists specialized on move-
ment disorders and fulfilled the inclusion criteria established for the
clinical diagnosis of PD, according to the UK Parkinson's Disease Society
Brain Bank [27]. The presence of motor and nonmotor symptoms were
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observed during the anamneses and registered through a structured
questionnaire. No clinical tools to evaluate and monitored the disease
evolution, such as UPDRS, were used. Only non-Jewish ancestry PD
patients with early and late onset ages were included. The research
protocol was approved by the Institutional Ethics Committee of the
State University of Rio de Janeiro. Written informed consent was ob-
tained from all participants.

For the compilation of clinical and demographic data from the PD
patients, we elaborated a survey form, contemplating the presence or
absence of motor and non-motor symptoms and response to levodopa
treatment, as well as, first symptom, age at onset and family history.
Information of GBA and LRRK2 mutation carriers and non-carriers were
compared and the p-value is shown in Table 1. Differences among GBA-
PD, LRRK2-PD and IPD groups concerning continuous variables (age at
onset) were tested using one-way analysis of variance (one-way
ANOVA), followed by Tukey's HSD post hoc test (Supplementary Table
S1). Chi-square test was conducted for categorical variables (Supple-
mentary Table S2). Odds ratio (OR) and corresponding 95% confidence
interval (95% CI) were also calculated. Statistical significant difference
was considered at p < 0.05. In order to decrease the chance of false
negative results, we decided for not applying the adjustments for
multiple testing since our sample size is limited by the number of pa-
tients with of GBA and LRRK2 mutations. SPSS 16.0 software (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) was used for data analysis.

3. Results

Analysis of variance demonstrated that the age at onset (AAO) dif-
fered among the three groups (p = 0.004; Table 1 and Supplementary
Table S1). The Tukey's post hoc analysis between the mean of the AAO
in both mutation carrier groups and non-carriers (47.82 + 11.30 years
in GBA-PD vs. 55.02 * 12.36years in IPD, p = 0.03; and
46.76 *= 9.14 in LRRK2-PD vs. 55.02 + 12.36 years in IPD, p = 0.03;
Supplementary Table S1). Besides, statistically difference was also
identified for age at onset among GBA severe or null and mild effect
mutations and IPD (p = 0.04; Supplementary Table S1). The post test
analysis showed that the source of significance was between GBA severe
effect mutation and IPD (46.36 = 9.03 vs. 55.02 * 12.36 years,
p = 0.04; Supplementary Table S1), and not between GBA mild muta-
tions and IPD (50.38 = 14.82 vs. 55.02 + 12.36 years, p = 0.56;
Supplementary Table S1).

According to clinical assessments, the first motor symptom most
frequently reported was resting tremor in all three groups (59.09% in
GBA-PD, 52.94% in LRRK2-PD and 73.33% in IPD; Table 1), but no
statistically significant difference was identified among them (p = 0.15;
Table 1 and Supplementary Table S2). Regarding gender distribution,
we did not observed any significant difference in mutation carriers
when compared with IPD group (p = 0.24; Table 1 and Supplementary
Table S2). In addition, LRRK2 mutation carriers were more likely to
report a family history of PD than GBA mutation carriers and non-
carriers taken together (OR = 4.76, 95% CI 1.65-13.72; p = 0.002;
Supplementary Table S2).

Comparison of clinical features revealed significant differences
among the three groups concerning resting tremor, depressive symp-
toms, gait freezing and dysautonomia. On the other hand, no statisti-
cally significant differences were identified regarding rigidity, postural
instability, hallucinations, voice alteration, dyskinesia, motor fluctua-
tion, sleep and olfactory disturbances. Besides, the majority of the
mutation carriers and non-carriers reported a favorable response to
levodopa treatment with frequencies of 100% and 91%, respectively,
and no significant differences were detected among them (p = 0.17;
Table 1 and Supplementary Table S2).

In both LRRK2-PD and IPD groups taken together, higher fre-
quencies occurred concerning resting tremor, differing significantly
from GBA mutation carriers group (OR = 3.71, 95% CI 1.19-11.63;
p = 0.02; Supplementary Table S2). Conversely, when comparing the
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Table 1
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Clinical features of PD patients according to the presence or absence of mutations in GBA or LRRK2 genes.

Characteristics GBA-PD LRRK2-PD IPD p-Value®
Sample size 22 (12 L444P, 1 IVS2 +1G > A, 8 N370S) 17 93 -
AAO (range) 47.82 * 11.30 (23-67) 46.76 *+ 9.14 (29-60) 55.02 = 12.36 (29-87) 0.004¢
Disease duration (range) 12.09 + 6.02 (2-25) 12.71 * 6.59 (4-17) 11.1 + 6.7 (0-28) -
Male/female 11/11 7/10 57/36 0.24
Familiar/sporadic case 7/15 9/8 15/78 0.003"
First symptom
Tremor (%) 13/22 (59.09) 9/17 (52.94) 66/90 (73.33) 0.15"
Bradykinesia (%) 4/22 (18.18) 2/17 (11.76) 1/90 (1.11)
Rigidity (%) 2/22 (9.09) 1/17 (5.88) 4/90 (4.44)
Rigidity + tremor (%) 0/22 (0.0) 0/17 (0.0) 4/90 (4.44)
Rigidity + bradykinesia (%) 2/22 (9.09) 2/17 (11.76) 1/90 (1.11)
Tremor + bradykinesia (%) 0/22 (0.0) 2/17 (11.76) 1/90 (1.11)
Rigidity + tremor + bradykinesia (%) 0/22 (0.0) 0/17 (0.0) 1/90 (1.11)
Other(s) (%) 1/22 (4.55) 1/17 (5.88) 12/90 (13.33)
Presenting symptoms
Bradykinesia (%) 22/22 (100.0) 17/17 (100.0) 93/93 (100.0)
Rigidity (%) 20/22 (90.91) 16/17 (94.12) 90/93 (96.77) 0.47
Resting tremor (%) 16/22 (72.73) 14/17 (82.35) 85/92 (92.39) 0.03°
Postural instability (%) 17/21 (80.95) 10/17 (58.82) 54/92 (58.70) 0.16
Cognitive decline (%)* 8/21 (38.1) 5/16 (31.25) 13/82 (15.85) 0.055'
Hallucinations (%) 11/22 (50.0) 3/17 (17.65) 39/90 (43.33) 0.09
Depressive symptoms (%) 18/22 (81.82) 13/17 (76.47) 51/90 (56.67) 0.04°
Voice alteration (hypophonia) (%) 17/21 (80.95) 13/17 (76.47) 52/63 (82.54) 0.85
Gait freezing (%) 13/18 (72.22) 8/17 (47.06) 48/62 (77.42) 0.0498°
Dyskinesia (%) 12/22 (54.55) 12/17 (70.59) 50/83 (60.24) 0.59
Motor fluctuation (%)" 17/22 (77.27) 15/17 (88.24) 51/59 (82.98) 0.54
Sleep disturbances (%)’ 18/21 (85.71) 13/17 (76.47) 76/82 (92.68) 0.13
Dysautonomia (%)’ 20/22 (90.91) 9/16 (56.25) 76/78 (97.44) 0.000002°
Olfactory disturbances (%)" 8/14 (57.14) 11/13 (84.62) 21/39 (53.85) 0.14
Dopamine treatment response (%) 22/22 (100.0) 16/16 (100.0) 83/91 (91.21) 0.17

AAO: Age at onset in years as mean *+ standard deviation.

# Chi-square and ANOVA tests. The difference is significant at the 0.05 level. p-value is referent to the test with all groups.

Y For tremor vs. all other initial symptoms.

“p < 0.05.

dp < 0.01.

©p < 0.001.

f Borderline significance value.

& Cognitive decline was referred as forgetfulness complaints.

" Motor fluctuation consisted of wearing off, delayed on and off phenomenon.

! Sleep disturbances were eval lasi ia, frag
restless legs syndrome.

d sleep, REM sleep disorder, vivid dreams, nightmares, sleep apnea-hypopnea syndrome, excessive daytime sleepiness, and

J Dysautonomia included sialorrhea, seborrhea, sweating, dysphagia, constipation, urinary incontinence, sexual dysfunction, lipothymy, and syncope.

¥ Olfactory disturbances were referred as presence of hyposmia or anosmia.

presence of gait freezing and dysautonomia, these indexes tended to be
more frequent in both GBA-PD and IPD groups taken together than in
LRRK2 mutation carriers (respectively, OR = 3.61, 95% CI 1.22-10.66;
p=0.02; and OR =18.67, 95% CI 4.58-76.13; p < 0.0001;
Supplementary Table S2). Depressive symptoms was present in higher
proportion in GBA and LRRK2 mutation carriers than in IPD group
(OR = 2.96, 95% Cl 1.23-7.16; p = 0.013; Supplementary Table S2).
Although cognitive decline seems to be more frequent in both LRRK2
and GBA mutation carrier groups than IPD patients, we observed a
borderline p-value (p = 0.055; Table 1 and Supplementary Table S2).

4. Discussion

As shown (Table 1), differences among the three groups of PD pa-
tients did not reach significance when referring to gender, levodopa
treatment response and the presence of rigidity, postural instability,
hallucinations, voice alteration, dyskinesia, motor fluctuation, sleep
and olfactory disturbances. Our findings are consistent with those from
other studies conducted in large PD cohorts from Europe, China, North
and South America [6,11,28]. However, we found significant differ-
ences between GBA-PD, LRRK2-PD and IPD groups in age at onset,
familiar history, and the presence of resting tremor, depressive symp-
toms, gait freezing and dysautonomia.

We observed that the first clinical signs of PD were more likely to
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occur at an earlier age in GBA mutation carriers than in IPD patients,
particularly if the mutation shows a severe effect on glucocerebrosidase
activity. Our findings were similar to those observed by Gan-Or et al.
[29] in 1000 patients of Ashkenazi-Jewish descent with PD. Also, in a
meta-analysis, pooling AAO data of mild and severe GBA mutation
carriers from > 11,000 patients with PD from worldwide populations,
including from North, Central, and South America, Western and Eastern
Europe, Asia, North Africa, and Ashkenazi Jews, Gan-Or et al. [12]
demonstrated that mild and severe heterozygous GBA mutations dif-
ferentially affect the AAO of PD. Besides, comparison of our observation
in GBA-PD group to studies in other populations reinforces that GBA
mutations are related to an earlier age of disease manifestation
[2,10,17,18,30].

Likewise to GBA-PD, we observed that LRRK2 G2019S carriers also
tended to develop the first PD symptoms in an earlier age than IPD
patients. There is discordance in literature when referring to this fea-
ture. According to Gan-Or et al. [29], post hoc analysis, performed after
one-way ANOVA of an Israeli Ashkenazi PD cohort, revealed a sig-
nificant younger age at disease onset in the group of 56 LRRK2 G2019S
carriers compared to 283 non-carriers. However, this trend was not
detected in 97 Ashkenazi Jews carrying LRRK2 G2019S in comparison
to 391 idiopathic PD patients from USA and Israel [31] and also in 25
LRRK2 G2019S carriers (including 9 Canadians, 6 Brazilians, 3 Ger-
mans and 7 from USA), compared to 84 non-carriers [28].
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We verified that GBA mutation carriers presented a phenotype
characterized by a lower frequency of tremor at rest in relation to
LRRK2-PD and IPD patients. Although our observations corroborate the
results of a multi-center study developed with subjects with PD from
North and South America, Asia, Israel and Europe [18], they contrast
with findings from other studies [11,17,29,32], in which significant
differences in resting tremor frequencies between GBA mutation and
IPD groups were not identified in Ashkenazi Jewish, European, Thai
and Serbian PD patient cohorts.

In addition, LRRK2 G2019S carriers exhibited a phenotype char-
acterized by reduced frequency of gait freezing and dysautonomia than
GBA-PD and IPD patients. Conversely, gait dysfunction was more fre-
quently found in 25 LRRK2 G2019S carriers than among 84 IPD pa-
tients in a survey conducted in individuals from Canadian, American,
Brazilian and German origin [28]. Among 100 PD patients of Ashkenazi
Jewish origin (50 LRRK2 G2019S carriers and 50 non-carriers) G2019S
mutation is apparently associated with increased gait variability [33].

In our cohort, GBA and LRRK2 mutation carriers showed a sig-
nificantly higher incidence of depressive symptoms than IPD patients.
Such trait was found in 82% of PD cases with LRRK2 G2019S mutation,
in 76% of GBA mutation carriers and in 57% of non-carriers (Table 1).
The survey conducted in a cohort of PD individuals from Algeria [34],
including 23 patients with LRRK2 G2019S mutation and 48 non-car-
riers, identified significantly more behavioral abnormalities, mainly
depression and hallucinations, in G2019S carriers than in non-carriers.
Depression was also detected with a greater prevalence in a cohort of 31
Ashkenazi Jews carrying GBA mutations when compared to 55 patients
with idiopathic PD [35]. Besides, a study conducted in 20 PD patients,
heterozygous for GBA L444P (14) or N370S (6), and in 20 non-carriers
from Germany identified a higher score for neuropsychiatric dis-
turbances in GBA group, including depression, anxiety disorder, apathy
and indifference [36].

Although literature data support an association between the pre-
sence of GBA mutations and the development of severe cognitive
changes in PD patients, and a lower risk for cognitive impairment in
LRRK2 mutation carriers than IPD, we found no statistical differences
between carriers and non-carriers concerning this feature [18,36-38].
However, differences in cognitive decline frequencies among the groups
presented borderline statistical significance. This might have occurred
due to the small number of GBA and LRRK2 mutation carriers. Sample
size for this analysis might not have been enough to demonstrate this
correlation.

Although this genotype-phenotype comparative analysis revealed
significant differences, results obtained should be interpreted with
caution due to some limitations of our study that merit consideration.
One such limitation was the small number of LRRK2 and GBA mutation
carriers in our sample, with a direct impact on p-values, which led us
not to apply adjustments for multiple comparisons. Furthermore, no
clinical tools to assess and monitor the disease evolution were used.
Even though the aim of this research was to compare the presence and
absence of clinical features, this precluded the assessment of variations
caused by the mutations in the course of the disease. Finally, con-
cerning the two case groups (LRRK2-PD and GBA-PD), it is important to
highlight that there is a difference between the strength of the two
genetic factors. LRRK2 G2019S is a pathogenic dominant mutation re-
sponsible for disease development in most carriers [8], whereas GBA
mutations are not considered disease-causing by themselves. Although
GBA mutations represent important risk factors for PD (mean odds
ratio: 5-6) [39], there are additional modulating factors in carriers of
GBA mutations not examined in our study. Despite this, the frequency
observed of mutations in GBA gene among Brazilian PD patients points
the important role of this gene in the Parkinson's disease etiology in our
population [22-24].

To our knowledge, this is the first comparative analysis of motor
and non-motor features in LRRK2 and GBA mutation carriers and non-
carriers conducted in a cohort from Brazil, a country with a highly

163

122

Journal of the Neurological Sciences 381 (2017) 160-164

miscegenated population. Similarly to other studies, our results suggest
that mutations in GBA and LRRK2 influence the clinical signs of the
Parkinson's disease, with significant implications for handling of spe-
cific patient groups. PD phenotypes similarities among patients with
comparable genotypes can benefit the classification of clinical profiles
according to genetic features. Despite the small sample reported in this
study, we hope that the establishment of clinical PD subtypes differ-
ently modified by GBA and LRRK2 mutations aids the development of
specific therapeutic approaches.
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Supplementary Table S1. Statistical analysis results collection of age at onset

for PD groups

One-way ANOVA Mean + SD F p-value 2
GBA-PD (n =22) 47.82 +11.30
LRRK2-PD (n = 17) 46.76 £9.14 5.80 0.004
IPD (n = 93) 55.02 £ 12.36

Tukey’s HSD test p-value 2
GBA-PD vs. LRRK2-PD 0.96
GBA-PD vs. IPD 0.03
LRRK2-PD vs. IPD 0.03

One-way ANOVA - GBA Mean + SD F p-value @
Severe mutations (n = 14) 46.36 = 9.03
Mild mutation (n = 8) 50.38 £ 14.82 3.38 0.04
IPD (n =93) 55.02 £ 12.36

Tukey’s HSD test —- GBA p-value 2
Severe mutations vs. Mild mutation 0.74
Severe mutations vs. IPD 0.04
Mild mutation vs. IPD 0.56

IPD: idiopathic Parkinson’s disease; LRRK2-PD: LRRK2 G2019S mutation
carriers; GBA-PD: GBA mutation carriers; Mean + SD: mean * standard deviation.

a: The difference is significant at the 0.05 level.
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Supplementary Table S2. Statistical analysis results collection of family

history, gender distribution, first and presenting symptoms for PD groups.

Chi-square Chi-square value p-value?

Family history

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=93) 11.86 0.003
GBA-PD vs. IPD 2.83 0.09
LRRK2-PD vs. GBA-PD+IPD 9.42 0.002
Gender distribution

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=93) 2.87 0.24
First symptom P

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=90) 3.76 0.15
Rigidity

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=93) 1.49 0.47
Resting tremor

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=92) 6.94 0.031
LRRK2-PD vs. IPD 1.74 0.19
GBA-PD vs. LRRK2-PD+IPD 5.59 0.02
Postural instability

GBA-PD (n=21), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=92) 3.71 0.16
Cognitive decline

GBA-PD (n=21), LRRK2-PD (n=16), IPD (n=82) 5.80 0.055
Hallucinations

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=90) 4.77 0.09
Depressive symptoms

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=90) 6.24 0.04
GBA-PD vs. LRRK2-PD 0.17 0.68
GBA-PD+LRRK2-PD vs. IPD 6.12 0.013
Voice alteration (hypophonia)

GBA-PD (n=21), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=63) 0.32 0.85

Continues
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Supplementary Table S2. Statistical analysis results collection of family
history, gender distribution, first and presenting symptoms for PD groups

(continuation).

Chi-square Chi-square value p-value?

Gait freezing

GBA-PD (n=18), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=62) 6.00 0.0498
GBA-PD vs. IPD 0.21 0.65
LRRK2-PD vs. GBA-PD+IPD 5.82 0.02
Dyskinesia

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=83) 1.05 0.59
Motor fluctuation

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=59) 1.24 0.54
Sleep disturbances

GBA-PD (n=21), LRRK2-PD (n=17), IPD (n=82) 4.15 0.13
Dysautonomia

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=16), IPD (n=78) 26.24 < 0.0001
GBA-PD vs. IPD 1.90 0.17
LRRK2-PD vs. GBA-PD+IPD 25.39 < 0.0001
Olfactory disturbances

GBA-PD (n=14), LRRK2-PD (n=13), IPD (n=39) 3.96 0.14
Dopamine treatment response

GBA-PD (n=22), LRRK2-PD (n=16), IPD (n=91) 3.56 0.17

IPD: idiopathic Parkinson’s disease; LRRK2-PD: LRRK2 G2019S mutation carriers;
GBA-PD: GBA mutation carriers. 2: The difference is significant at the 0.05 level. ®: For
Tremor vs. all other symptoms.
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Robust evidence on the involvement of genetic factors in the etiology of Parkinson's disease (PD) expands
our knowledge about monogenic causes that contribute for this important neurodegenerative disorder.
Mutations in the CHCHD2 gene have been linked to autosomal dominant forms of PD, although there is
still lack of evidence for CHCHD2 variants leading to the disease in mixed populations as those from
South America. To assess the contribution of CHCHD2 as a causal factor for familial PD in Brazil, one of the

I[f:’r' :.’g;gﬁ,s disease most heterogeneous populations in the world, we conducted the first molecular analysis of the CHCHD2
CHCItIDZ ; gene in a cohort of 122 index cases from Brazilian families with autosomal dominant forms of PD.
ADPD Genomic DNA was isolated from peripheral blood and the 4 exons of the CHCHD2 gene, and their intron-
Familial PD exon boundaries were analyzed by bidirectional Sanger sequencing. No pathogenic or risk variants were
Brazilian found, suggesting that genetic variants of CHCHD2 are not a common cause of familial PD in Brazilian

patients.
© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Despite the obscure etiology of Parkinson’s disease (PD, MIM
168600), the accumulated evidence supports an extensive genetic
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contribution for this complex disorder, and novel PD-related genes
have provided further insights into the pathophysiology of the
disease (Deng et al., 2018). The coiled-coil-helix-coiled-coil-helix
domain-containing 2 gene (CHCHD?2), located at 7q11.2, encodes a
small mitochondrial protein involved in the biogenesis and regu-
lation of the electron transport chain (Aras et al., 2015). The asso-
ciation between CHCHD2 gene and PD was first observed in
Japanese families (Funayama et al., 2015). Two missense mutations
(182C>T, Thr61lle, and 434G>A, Argl45GIn) and one splice-site
mutation (300+5G>A) were found segregating with the disease
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in 4 Japanese genealogies with autosomal dominant forms of PD
(ADPD). Important in vivo evidence of the pathological effects
related to CHCHD2 mutations came from functional analysis of
CHCHD? using the transgenic Drosophila model (Tio et al., 2017).
The researchers demonstrated that the variants Arg145GIn and
Thr61lle are pathogenic and cause protein dysfunction at different
levels, promoting the deregulation of mitochondrial metabolism,
which affects the survival and neuronal function. Also, was
observed that Drosophila expressing mutant CHCHD2 proteins
displayed characteristics as seen in patients with PD such as loco-
motor dysfunction.

Through subsequent studies, pathogenic or risk variants in the
CHCHD2 gene were also identified in a few patients with PD,
although several analyses have failed to find mutations in the
CHCHD2 gene in probands from different populations
(Supplementary Table 4). Nonetheless, there is no report focusing
on the association between CHCHD2 variants and PD in Latin
America populations. Here, we performed the molecular analysis of
the CHCHD2 gene in a cohort of Brazilian probands with ADPD,
aimed to investigate the contribution of the CHCHD2 mutations for
PD in Brazil.

2. Methods

The screening for mutations in CHCHD2 was accomplished in
122 unrelated Brazilian patients (41 women and 81 men; mean age
60.5 + 11.1 years; mean age at onset 52.1 + 12.0 years) with familial
PD compatible with autosomal dominant inheritance pattern. PD
was diagnosed according to clinical criteria of the United Kingdom
Parkinson’s Disease Society Brain Bank. Mutations in genes SNCA,
LRRK2, VPS35, and GBA were previously excluded in these patients.
The four exons and exon-intron boundaries of the CHCHD2 gene
were amplified through polymerase chain reaction, and purified
amplicons were sequenced by the bidirectional Sanger method
(Supplementary Tables 1, 2 and 3). The Institutional Ethics Com-
mittee approved the research, and informed consent was obtained
from each participant.

3. Results

We did not find pathogenic or risk variants in the CHCHD2 gene
in 122 probands from Brazilian families with ADPD (Supplementary
Fig. 1).

4. Discussion

The association of CHCHD2 mutations/risk variants with PD,
initially reported by Funayama et al (2015), was replicated in some
data sets, but not in others (Supplementary Table 4), and in part,
these controversial results may be due to ethnic differences.
Overall, CHCHD2 mutations appear to be rare and restricted to some
genealogies, predominantly from Asian origin (Supplementary
Table 4).

In the present survey, we analyzed the incidence of mutations in
the CHCHD2 gene in a representative cohort of probands with fa-
milial PD from Brazil, and pathogenic or risk variants were not
found. To the best of our knowledge, our data represent the first
findings in a South American population, whose ethnicity is rep-
resented by a complex miscegenation, and they are consistent with
results from previous studies that also failed to detect CHCHD2
mutations in patients with PD from other origins.

In conclusion, the absence of pathogenic or risk variants in the
CHCHD?2 gene in our cohort reveals that CHCHD2 mutations might
not be a common cause of familial PD in Brazil, as also observed by
us in relation to the VPS35 gene (Abreu et al,, 2016). Although the
majority of the genetic component for PD still remains to be
discovered, PD-susceptibility genes provide new insights into the
etiology of the disease and should be further explored (Deng et al.,
2018).
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Complete methods:

DNA sequencing
To evaluate the presence of variants in the CHCHD2 gene, we amplified the DNA of the 122

probands for all four exons and intron-exon boundaries using the polymerase chain reaction (PCR)
technique using 4 pairs of oligonucleotides (IDT-Integrated DNA Technologies), described by
Funayama et al., 2015 (Table 1), followed by Sanger sequencing. Genomic DNA was isolated from
peripheral blood using standard procedures. The Table 2 shows the conditions used in the PCR and the
Table 3, the denaturation, annealing and extension temperatures, for amplification of the fragments
corresponding to the 4 exons of the CHCHD2 gene. The PCR products were subjected to purification
using the enzyme ExoSAP-IT (Thermo Scientific Inc. US), following the protocol described by the
manufacturer. To verify the presence of mutations, bidirectional sequencing using the Big Dye
Terminator v3.1 Kit (Life Technologies Inc. US) was conducted on an ABI 3130 Genetic Analyzer
automatic sequencer (Applied Biosystems Inc. US) and the sequences were analyzed by the software
BioEdit Sequence Alignment Editor version v7.2.6.1 (Isis Pharmaceuticals) and the sequences obtained
were aligned with the fragment corresponding to the wild sequence of the CHCHD2 gene (Transcript:

ENST00000395422.3), accessing the online database ensemble.

Table 1. Sequences of primers used in the CHCHD2 mutational screening

Exon Oligonucleotides Amplicon (bp) Reference

. F 5> CCTCCCATCTTCCGGTCTCC 3’ 208
R 5’ CCTCCCTCTGCGTCATTGC 3'
F 5> GGGCAACAAGAGCGAAGC 3’
2 5’ TGCTGGCCTAAGGCAGTAAC 3’ 598 Funayama et al.,
F 5 CATCTGGTGCTAGTTCCATTTTCC 2015
R 5’ TCCGGCCCAGTTGTTAGGAG 3’ 401
F 5 GGCCTTTTGTCGCTGCTTTC 3’
R 5’ CTGTCAGATCTGGGAGGATGC 3’

F=Foward 5’ 3’ and R=Reverse 3’25’

455




Table 2. Conditions used in the PCR to amplify the fragments corresponding to exons
of the CHCHD?2 gene

R Exons
eagents 1 > 3 2

Reaction Buffer (10X) 1X 1X 1X 1X
MgClI2 (50 mM) 1mM 1mM 1mM 1mM
dNTP (5mM) 200uM 200 M 200 pM 200 uM
Oligonucleotide F (10mM) 1mM 1mM 1mM 1mM
Oligonucleotide R (10mM) 1mM 1mM 1mM 1mM
Platinum™Taq DNA Polimerase (1U/uL) 1U 1U 1U 1U
ADN (50 ng/uL) 1ul 1ul 1ul 1ul
Final Volume 25ul 25ul 25ul. 25ul

*10X Buffer, Mg free (Tris-HCI 200 mM, pH 8,4, KCI 500 mM).

Table 3. Cycling conditions used in the PCR for the
mutational screening of the CHCHD2 gene

Phases Exons 1 to 4
Initial denaturation 95°C — 5 minutes
Denaturation 95°C — 1minute
Annealing X 60°C — 1 minute 30X
Extension 72°C — 1 minute
Final extension 72°C — 7 minutes

X = number of cycles

130
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Figure 1. Sequence electropherograms of the CHCHD2 gene. (A) DNA sequence of exon 1,
demonstrating a patient with normal sequence. (B) DNA sequence of exon 2, demonstrating a patient
with normal sequence. (C) DNA sequence of exon 3, demonstrating a patient with normal sequence.
(D) DNA sequence of exon 4, demonstrating a patient with normal sequence.
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Table 4. Molecular screenings of mutations in the CHCHD?2 gene in patients with Parkinson’s disease

Number of
Ethnic PD Controls probands Pathogenic or risk Reference
background probands with variants found
mutations
€.182C>T (Thr61lle)
Japanese 3;27'0‘8[')3%[) 559 4 €.434G>A (Argl45GIn) Funayama et al., 2015
300+5G>A
. 23 ADPD
Chinese 76SPD 99 5 ¢.5C>T Pro2Leu Foo et al., 2015
c.94G>A (Ala32Thr)
European 1243 PD 472 4 €.101C>T(Pro34Leu) Jansen et al., 2015
€.238A>G (lle80Val)
Chinese 1058 1095 6 ¢.5C>T (Pro2Leu) Lietal., 2016
ADPD/SPD ' v
Chinese 92 ADPD 0 0 * Liu etal., 2015
+US
Caucasian 1627 PD * .
Irish and orobands 1432 0 Ogaki et al., 2015
Polish
86 ADPD
Taiwanese 51 ARPD 710 0 * Fanetal., 2016
586 SPD
Calabria 165 ADPD 200 0 * Gagliardi et al., 2016
6ADPD Koschmidder et al.,
German 324SPD 181 1 €.376C>T (GIn126X) 2016
. 110 ADPD *

Han Chinese 135 SPD 220 0 Luetal., 2016
Southern 536 PD 518 0 - Tejera-Parrado et al.,
Spanish probands 2016

. 119 ADPD * i
Italian and SPD 0 0 Rubino et al., 2017
. 19 ADPD .
Chinese 364 SPD 500 3 €.182C>T(Thr61lle) Shietal., 2016
Chinese 90 ADPD 90 0 * Wu et al., 2016

72 SPD
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30 ADPD ¢.5C>T (Pro2Leu)
Han Chinese 554 SPD 594 6 €.53G>A(Argl18GIn) Yang et al., 2016
€.434G>A (Arg145GIn)
Canadian 155 ADPD 0 0 * Zhang et al., 2016
. 171 TE *
Han Chinese 133 ADPD 221 0 Gao et al., 2017
Brazilian 122 ADPD 0 0 * Present study

ADPD = Autosomal dominant Parkinson's disease; SPD = Sporadic Parkinson's disease; ARPD = Autosomal
Recessive Parkinson's disease; *= these studies did not observe mutations.
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APENDICE C - Caracteristicas dos pacientes analisados: idade, idade de manifestacéo, caso familiar ou isolado e sexo e
resultados da analise molecular dos exons do gene GBA em pacientes com DP

Ne@ Registro Idade IM Sexo F/ 1 Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon1l
1 PAR1148/06 48 42 M F N N N N N N N N N N N
2 PAR1164/06 64 57 M E N N N N N N N T369M N N N
3  PAR1174/06 55 54 F F N N N N N N N N N N N
4  PAR1224/06 65 55 M E N N N N N N N T369M N N N
5 PAR1320/06 54 51 F E N N N N N N N N N N N
6 PAR1359/06 59 53 M E N N N N N N N G325G N N N
7 PAR1457/07 80 50 M F N N N N N N N N N N N
8 PAR1648/07 61 56 M F N N N N N N N E326K N N N
9 PAR1667/07 38 35 M F N N N N N N N N N N N
10 PAR2046/09 96 33 M F N N N N N N N N N N N
11 PAR2069/09 63 57 M F N N N N N N N N N N N
12 PAR2098/09 58 49 F F N N N N N N N N N N N
13 PAR119/09 58 45 M F N N N N N N N N N N N
14 PAR2120/09 57 53 M F N N N N N N N N N N N
15 PAR2126/09 80 73 F F N N N N N N N N N N N
16 PAR2128/09 81 79 M F N N N N N N N N N N N
17 PAR2266/09 43 42 M E N N N N N N N E326K N N N
18 PAR2271/06 68 62 F F N N N N N N N N N N N
19 PAR278/06 67 66 F E N N N N N N N N N N N
20 PAR2285/09 61 49 F E N N N N N N N N W378C N N
21 PAR2374/10 52 40 M F N N N N N N N N N A456P N
22  PAR2376/10 40 37 M F N N N N N N N N N N N
23 PAR2384/10 46 38 F F N N N N N N N N N N N
24 PAR2385/10 55 45 M F N N N N N N N N N N N
25 PAR2388/10 55 48 F F N N N N N N N N N N N
26 PAR2396/10 69 46 M F N N N N N N N * N N N
27 PAR2405/10 69 67 M F N N N N N N N N N N N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/ Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11
28 PAR2446/10 70 57 F F N N N N N N N N N N N
29 PAR2744/10 49 47 M F N N N N N N N N N N N
30 PAR2747/10 87 76 F F N N N N N N N N N N N
31 PAR2893/10 76 73 F F N N N N N N N N N N N
32 PAR3003/10 62 61 M F N N N N N N N N N N N
33 PAR3008/10 66 59 M F N N N N N N N N N N N
34 PAR3011/10 72 58 F F N N N N N N N N N N N
35 PAR3012/10 76 68 F F N N N N N N N * N N N
36 PAR3014/10 50 42 M F N N N N N N N N N N N
37 PAR3015/10 47 40 M F N N N N N N N N N N N
38 PAR3016/10 68 65 M F N N N N N N N N N N N
39 PAR3174/10 57 47 M F N N N N N N N N N N N
40 PAR177/11 51 49 M F N N N N N N N N N N N
41 PAR3182/11 55 41 M F N N N N N N N N N N N
42 PAR3204/11 65 54 M F N N N N N N N N N N N
43 PAR3216/11 41 37 F F N N N N N N N N N N N
44 PAR3265/11 46 43 F F N N N N N N N N N RecNcil N
45 PAR3285/11 66 65 F F N N N N N N N N N N N
46 PAR3290/11 60 45 F F N N N N N N N * N N N
47 PAR3293/11 66 65 M F N N N N N N N N N N N
48 PAR3300/11 53 43 M F N N N N N N N N N N N
49 PAR3303/11 54 40 M F N N N N N N N N N N N
50 PAR3304/11 59 47 F F N N N N N N N N N N N
51 PAR3306/11 69 65 M F N N N N N N N N N N N
52 PAR3326/11 66 59 M F N N N N N N N N N N N
53 PAR3327/11 45 44 M F N N N N N N N N N N N
54 PAR3422/11 57 52 M F N N N N N N N N N N N
55 PAR3835/12 93 61 M E N N N N N N N N N N N
56 PAR4035/12 68 58 M F N N N N N N N N N N N
57 PAR4037/12 32 29 M E N N N N N N N N N RecNcil N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/1 Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11
58 PAR4038/12 70 68 M E N N N N N N N N N N N
59 PAR4039/12 69 67 F E N N N N N N N N N N N
60 PAR4040/12 78 74 M E N N N N N N N N N N N
61 PAR4041/12 50 46 F E N N N N N N N N N N N
62 PAR4042/12 49 47 M E N N N N N N N N N N W533Y
63 PAR4043/12 32 23 F E N N N N N N N N N370S N N
64 PAR4045/12 59 55 F E N N N N N N N N N N N
65 PAR4046/12 59 57 F E N N N N N N N N N N N
66 PAR4047/12 76 76 F ok N N N N N N N N N N N
67 PAR4048/12 63 60 M E N N N N N N N N N N N
68 PAR4049/12 52 51 M E N N N N N N N N N N N
69 PAR4050/12 54 52 M F N N N N N N N N N N N
70 PAR4061/13 56 46 M F N N N N N N N N N N N
71 PAR4064/13 51 51 F F N N N N N N N * N N N
72 PAR4065/13 67 66 M F N N N N N N N N N N N
73 PAR4067/13 67 62 M E N N N N N N N N N N N
74 PAR4068/13 52 43 F E N N N N N N N N N N N
75 PAR4069/13 58 57 F F N N N N N N N N N N N
76 PAR4070/13 65 59 M E N N N N N N N N N N N
77 PAR4073/13 62 60 F F N N N N N N N N N N N
78 PAR4074/13 61 58 F E N N N N N N N N N D443N N
79 PAR4076/13 52 50 M F N N N N N N N N N N N
80 PAR4077/13 43 40 M E N N N N N N N N N N N
81 PAR4080/13 59 55 M E N N N N N N N N N N N
82 PAR4082/13 69 45 M F N N N N N N N E326K N N N
83 PAR4088/13 35 31 F E N N N N N N N N N N N
84 PAR4091/13 56 54 F E N N N N N N N N N N N
85 PAR4097/13 72 64 M E N N N N N N N N N N N
86 PAR4098/13 58 52 F E N N N N N N N N N N N
87 PAR4099/13 54 47 M E N N N N N S235P N N N N N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/1 Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11
88 PAR4100/13 52 30 F E N N N N N N N N N N N
89 PAR4125/13 54 43 M E N N N N N N N N N N N
90 PAR4126/13 66 57 M F N N N N N N N N N N N
91 PAR4127/13 66 47 M E N N N N N N N N N N N
92 PAR4129/13 53 53 M F N N N N N N N N N N N
93 PAR4130/13 58 40 F F N N N N N N N N N370S N N
94 PAR4134/13 62 57 M E * * N N N N N N N N N
95 PAR4135/13 64 45 F E N N N N N N N N N N N
96 PAR4136/13 37 * M E N N N N N N N N N N N
97 PAR4137/13 75 51 F E N N N N N N N N N N N
98 PAR4138/13 57 54 F E N N N N N N N N N370S N N
99 PAR4139/13 56 51 F E N N N N N N N N N N N
100 PAR4140/13 62 57 M F N N N N N N N N N N N
101 PAR4141/13 50 45 M F N N N N N N N N N N N
102 PAR4142/13 53 47 F E N N N N N N N N N N N
103 PAR4143/13 73 68 M F * * N N N N N N N N N
104 PAR4144/13 42 41 M E N N N N N N N N N N N
105 PAR4145/13 69 68 M E N N N N N N N N N N N
106 PAR4152/13 74 70 M E N N N N N N N N N N N
107 PAR4153/13 77 67 F E * * N N N N N N N N N
108 PAR4160/13 64 55 M F N N N N N N N N N N N
109 PAR4161/13 54 42 M E N N N N N N N N N N N
110 PAR4162/13 60 55 M E N K(-)27R N N N N N N N N N
111 PAR4163/13 50 44 M F N N N N N N N N N N N
112 PAR4164/13 49 40 M E N N N N N N N N N N N
113 PAR4165/13 72 70 F F N N N N N N N N N N N
114 PAR4166/13 54 45 F E N N N N N N N N N N N
115 PAR4167/13 71 58 M E N N N N N N N N N N N
116 PAR4168/13 42 25 M E N N N N N N N N N N N
117 PAR4175/13 66 64 F E N N N N N N N N N N N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/ Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11

118 PAR4176/13 72 60 M N N N N N N N N N N N
119 PAR4177/13 82 70 N

120 PAR4178/13 68 59 N

121 PAR4179/13 54 36 N

122 PAR4180/13 57 48 N

123 PAR4189/13 55 49 N370S

124 PAR4190/14 55 50 N

125 PAR4191/14 53 47
126 PAR4206/14 32 31
127 PAR4207/14 25 21
128 PAR4208/14 56 50
129 PAR4216/14 48 37
130 PAR4222/14 75 60
131 PAR4223/14 84 72
132 PAR4224/14 51 49
133 PAR4234/14 64 60
134 PAR4235/14 51 45
135 PAR4236/14 77 69
136 PAR4237/14 63 60
137 PAR238/14 50 43
138 PAR4239/14 56 48
139 PAR4240/14 78 70

2 2 2222222222222222222

L1771 ML mmmmmnmmm K nn L
m T T T mmMmMmmMmMMMM™TM™T T T MM™=T" MM™T|"M™=T" MM MM M|~
2 2 222222222222222222222222222
2 2 222222222222222222222222222
2 2 222222222222222222222222222
2 2 222222222222222222222222222
2 22 22222222222222222222222222
2 2 222222222222222222222222222
2 2 222222222222222222222222222
2 2 222222222222222222222222222
2 2 222222222222222222222222222

2 2 222222222222222222222

140 PAR241/14 67 58 K(-)27R
141 PAR4242/14 59 43 N
142 PAR4243/14 43 39 N
143 PAR4247/14 61 57 N
144 PAR4248/14 57 47 N
145 AR 4249/14 60 30 N
146 PAR4249A/14 52 35 N
147 PAR 4250/14 68 62 N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/1 Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11
148 PAR4251/14 76 72 F E N N N N N N N N N N N
149 PAR4252/14 53 40 M E N N N N N N N N N N N
150 PAR4253/14 72 62 F E N N N N N N N N N N N
151 PAR4254/14 45 32 M E N N N N N N N N N N N
152 PAR4261/14 60 57 M E N N P68P N N N N N N N N
153 PAR4262/14 74 71 M F N N N N N N N N N N N
154 PAR4264/14 86 80 F E N N N N N N N N N N N
155 PAR4265/14 68 62 F F N N N N N N N N N N N
156 PAR4266/14 47 46 M F N N N N N N N E326K N N N
157 PAR4267/14 77 73 M E N N N N N N N N N N N
158 PAR4268/14 76 60 M E N N N N N N N N N N N
159 PAR4269/14 49 46 M E N N N N N N N N N N N
160 PAR4270/14 46 39 M E N N N N N N N N N N N
161 PAR4271/14 54 43 M E N N N N N N N N N RecNcil N
162 PAR4272/14 61 58 F E N N N N N N N N N N N
163 PAR4273/14 51 26 M E N N N N N N N N N N N
164 PAR4274/14 63 59 M F N N N N N N N N N N N
165 PAR4275/14 73 70 M E N N N N N N N N N N N
166 PAR4284/14 50 46 F F N N N N N N N N N N N
167 PAR4285/14 76 68 M E N N N N N N N N N N N
168 PAR4286/14 70 56 F E N N N N N N N N N N N
169 PAR4287/14 84 53 M E N N N N N N N N N N N
170 PAR4288/14 60 50 M E N N N N N N N N N N N
171 PAR4289/14 44 32 M E N N N N N N N N N N N
172 PAR4290/14 53 48 F F N N N N N N N N N N N
173 PAR4291/14 58 38 M F N N N N N N N N N N N
174 PAR4292/14 43 42 M E N N N N N N N N N N N
175 PAR4293/14 90 87 M E N N N N N N N N N N N
176 PAR4294/14 60 50 M F N N N N N N N N N N N
177 PAR4295/14 82 72 M E N N N N N N N N N N N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/1 Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11
178 PAR4302/14 78 70 F E N K(-)27R N N N N N N N N N
179 PAR4303/14 76 74 F E N N N N N N N N N N N
180 PAR4304/14 56 52 F F N N N N N N N N N N N
181 PAR4323/15 50 48 F F N N N N N N N M361lI N N N
182 PAR4324/15 77 62 M F N N N N N N N N N N N
183 PAR4328/15 80 63 M F N N N N N N N N N N N
184 PAR4332/15 60 56 F F N N N N N N N N N N N
185 PAR4333/15 44 38 M E N N N N N N N N N N N
186 PAR4334/15 51 45 M E N N N N N N N N N N N
187 PAR4343/15 71 60 M F N N N N N N N N N N N
188 PAR4344/15 76 72 M E N N N N N N N N N N N
189 PAR4346/15 73 60 F F N N N N N N N N N N N
190 PAR4347/15 72 68 M E N N N N N N N N N N N
191 PAR4348/15 50 46 M E N N N N N N N N N N N
192 PAR4349/15 66 64 M E N N N N N N N N N N N
193 PAR4354/15 67 61 F E N N N N N N N N N N N
194 PAR4362/15 48 46 F E N N N N N N N N N N N
195 PAR4365/15 48 35 F F N N N N N N N N N N N
196 PAR4366/15 65 64 F E N N N N N N N N N N N
197 PAR4367/15 42 36 F E N N N N N N N N N N N
198 PAR4368/15 78 70 M E N N N N N N N G325G N N N
199 PAR4369/15 74 72 M E N N N N N N N N N N N
200 PAR4372/15 74 69 M E N N N N N N N N N N N
201 PAR4373/15 65 63 M F N N N N N N N N N N N
202 PAR4374/15 53 40 M E N N N N N N N N N N N
203 PAR4375/15 47 40 M E N N N N N N N N N N N
204 PAR4376/15 74 57 M ok N N N N N N N N N N N
205 PAR4377/15 63 49 M F N N N N N N N N N N N
206 PAR4378/15 71 46 F F N N N N N N N N N N N
207 PAR4385/15 52 41 M E N N N N N N N N N N N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/1 Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11
208 PAR4386/15 61 18 F F N N N N N N N N N N N
209 PAR4387/15 39 38 M F N N N N N N N N N N N
210 PAR4391/15 63 59 F E N N N N N N N N N N N
211 PAR4397/15 56 44 F E N N N N N N N N N N N
212 PAR4403/15 57 47 M E N N N N N N N N N N N
213 PAR4404/15 38 29 M E N N N N N N N N N N N
214 PAR4406/15 54 43 M F N N N N N N N N N N N
215 PAR4412/15 67 60 F E N N N N N N N N N N N
216 PAR4413/15 53 49 F E N N N N N N N N N N N
217 PAR4415/15 47 40 F E N N N N N N N N N N N
218 PAR4416/15 52 43 M E N N N N N N N N N N N
219 PAR4417/15 65 62 F F N N N N N N N N N N N
220 PAR4418/15 70 69 F F N N N N N N N N N N N
221 PAR4419/15 65 60 M E N N N N N N N N N N N
222 PAR4420/15 49 46 M E N N N N N N N N N N N
223 PAR4421/15 78 63 F E N N N N N N N N N N N
224 PAR4422/15 37 35 M E N K(-)27R N N N N N N N N N
225 PAR4424/15 80 65 F ok N N N N N N N N N N N
226 PAR4425/15 69 55 M F N N P68P N N N N N N N N
227 PAR4426/15 81 72 F E N N N N N N N N N N N
228 PAR4432/15 81 77 F E N N N N N N N N N N N
229 PAR4433/15 40 23 M F N N N N N N N E326K N N N
230 PAR4434/15 60 58 M E N N N N N N N N N N N
231 PAR4435/15 57 54 M E N N N N N N N N N D443N N
232 PAR4436/15 49 47 M E N N N N N N N N N N N
233 PAR4437/15 70 65 F E N N N N N N N N N N N
234 PAR4438/15 73 55 M E N N N N N N N N N N N
235 PAR4439/15 59 40 F E N N N N N N N N N N N
236 PAR4440/15 69 63 M E N N N N N N N N N N N
237 PAR4447/15 70 64 M F N N N N N N N N N N N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/1 Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11
238 PAR4448/15 51 38 M F N N N N N N N N N N N
239 PAR4449/15 65 52 M E N N N N N N N N N N N
240 PAR4451/15 50 48 F E N N N N N N N N N N N
241 PAR4452/15 71 61 F E N N N N N N N N N N N
242 PAR4453/15 59 49 M E N N N N N N N N N N N
243 PAR4454/15 70 51 M F N N N N N N N N N N N
244 PAR4455/15 59 38 F E N N N N N N N N N N N
245 PAR4456/15 57 50 M E N N N N N N N N N N N
246 PAR4457/15 68 48 M F N N N N N N N N N N N
247 PAR4459/15 44 33 M E N N N N N N N N N N N
248 PAR4460/15 50 42 M F N N N N N N N N N N N
249 PAR4461/15 58 54 M E N N N N N N N N N N N
250 PAR4462/15 39 36 F E N N N N N N N N N N N
251 PAR4463/15 50 45 M E N K(-)27R N N N N N N N N N
252 PAR4470/15 54 42 M E N N N N N N N T369M N N N
253 PAR4471/15 50 47 M E N N N N N N N N N N N
254 PAR4472/15 46 40 F F N N N N N N N H311R N N N
255 PAR4473/15 48 39 F E N N N N N N N N N N N
256 PAR4475/16 48 31 M F N N N N N N N N N N N
257 PAR4476/16 60 57 M E N N N N N N N N N N N
258 PAR4477/16 62 59 F E N N N N N N N N N N N
259 PAR4485/16 15 15 M *x N N N N N N N N N N N
260 PAR4486/16 46 45 F ok N N N N N N N N N N N
261 PAR4490/16 65 57 F E N N N N N N N N N N N
262 PAR4491/16 68 63 M E N N N N N N N N N N N
263 PAR4492/16 79 77 M E N N N N N N N N N N N
264 PAR4493/16 59 54 M E N N N N N N N N N N N
265 PAR4494/16 53 50 F E N N N N N N N N N N N
266 PAR4495/16 87 84 F E N N N N N N N N N N N
267 PAR4500/16 64 55 F F N N N N N N N N N L444p N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/1 Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11
268 PAR4501/16 66 63 F E N N N N N N N N N N N
269 PAR4502/16 51 49 M E N N N N N N N N N N N
270 PAR4508/16 50 47 M F N N N N N N N N N N N
271 PAR4509/16 41 35 F F N N N N N N N N N N N
272 PAR4515/16 51 43 F F N N N N N N N N N N N
273 PAR4522/16 52 44 F E N N N N N N N N D40SH N N
274 PAR4523/16 54 42 F E N N N N N N N N N N N
275 PAR4528/17 *x ok M ok N N N N N N N N N N N
276 PAR4529/17 52 50 F E N N N N N N N N N N N
277 PAR4530/17 70 56 M E N N N N N N N N N N N
278 PAR4541/17 49 43 M E N N N N N N N N N N N
279 PAR4547/17 46 45 M E N N N N N N N N N N N
280 PAR4548/17 ok ok M ok N N N N N N N N N N N
281 PAR4549/17 70 52 F E N N N N N N N * N N N
282 PAR4550/17 84 82 F E N N N N N N N N N N N
283 PAR4551/17 59 52 M E N N N N N N N N N N N
284 PAR4552/17 48 46 M E N N N N N N N N E388K N N
285 PAR4554/17 71 61 M E N N N N N N N N N N N
286 PAR4555/17 57 49 M E N N N N N N N N N N N
287 PAR4556/17 67 66 M *x N N N N N N N N N N N
288 PAR4557/17 70 64 F E N N N N N N N N N N N
289 PAR4560/17 57 51 M F N N N N N N N N N N N
290 PAR4562/18 75 70 M E N N N N N N N N N N N
291 PAR4563/18 76 72 M E N N N N N N N N N N N
292 PAR4564/18 64 62 M E N N N N N N N N N N N
293 PAR4568/18 56 43 F E N N N N N N N N N N N
294 PAR4569/18 47 45 M E N N N N N N N * N N N
295 PAR4570/18 55 51 M E N N N N N N N N N N N
296 PAR4571/18 62 36 F E N N N N N N N N N N N
297 PAR4572/18 68 65 M E N N N N N N N N N N N
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Ne Registro Idade IM Sexo F/1 Exon1l Exon?2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon9 Exon10 Exon11
298 PAR4573/18 66 48 M E N N N N N N N N N N N
299 PAR4574/18 49 48 M E N N N N N N N N N370S N N
300 PAR4575/18 63 54 M E N N N N N N N N N N N
301 PAR4580/18 41 38 M E N N N N N N N N N N N
302 PAR4582/18 41 37 F F N N N N N N N N N N N
303 PAR4583/18 67 63 F E N N N N N N N N N L444pP N
304 PAR4586/18 61 54 F E N N N N N N N N N N N

N = Normal; * = Nao foi possivel analisar; **=N&o possui informacéo.



APENDICE D - Resultados da anélise molecular dos introns do gene GBA em pacientes com DP
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Regido R
N° Registro romotora 5'UTR Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
1 PAR1148/06 N N N N N N N
€.1225-
34/c.1225-
2 PAR1164/06 N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
€.1225-
C.454+47G>A ¢.589-86A>G 34/c.1225-
3 PAR1174/06 N (rs2075569) N (rs2974923) 34C>A N N
(rs3115534)
€.1225-
34/c.1225-
4 PAR1224/06 N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
5 PAR1320/06 N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
C.454+47G>A C.1225-34C>A
e PRRILERICS o (rs2075569) N o (rs3115534) X i
7 PAR1457/07 N N N N N N N
€.1225-
C.454+47G>A 34/c.1225-
8 PAR1648/07 N (rs2075569) N N 34CSA N N
(rs3115534)
9 PAR1667/07 N N N N N N N
c.1225-
34/c.1225-
10 PAR2046/09 N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
11 PAR2069/09 N N N N N N N
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. Regido
N° Registro Reglaol Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
promotora 5'UTR JUTR
12 PAR2098/09 N N N N N N N N N
C.454+47G>A
13 PAR2119/09 N N N /c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A 3:/2212225
14 PAR2120/09 N N N /c.454+47G> N N 3 4C> A N N
A(rs2075569) (rs3115534)
€.455-206/c.455-
15 PAR2126/09 N N N N 206A>C N N N N
(rs7416991)
C.454+47G>A
16 PAR2128/09 N N N /c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
c.1225-
C.454+47G>A €.589-86A>G 34/c.1225-
17 PAR2266/09 N N N (rs2075569) N (rs2974923) 34C>A N N
(rs3115534)
c.589- c.1225-
C.454+47G>A
18 PAR2271/09 N N N Ic.454+47G> N BOA=Cle 589 341225 N N
AT (rs2974923) (rs3115534)
19 PAR2278/09 N N N N N N c(g?’zlslggg;A N N
20 PAR2285/09 N N N N N N C(iszszlslggg;A N N
C.454+47G>A €.1389-
21 PAR2374/10 N N N /c.454+47G> N N N 68T>C N
A(rs2075569) (rs2974924)
€.1389-
22 PAR2376/10 N N N N N N N 68T>C N
(rs2974924)
C.454+47G>A €.1389-
23 PAR2384/10 N N N /c.454+47G> N N N 68T>C N
rs rs.
A(rs2075569) (rs2974924)
€.1389-
24 PAR2385/10 N N N N N N N 68T>C N

(rs2974924)
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. Regido
N° Registro Reglaol Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
promotora 5'UTR JUTR
c.1389-
25 PAR2388/10 N N N N N N N 68T>C N
(rs2974924)
¢.1389-
26 PAR2396/10 N N N C(fs%’;‘gé%‘;f N N N 68T>C N
(rs2974924)
€.1224+96C>T
27 PAR2405/10 N N /c.1224+96C>T N N N N N N
(rs976829552)
C.454+47G>A 3:/012122525
28 PAR2446/10 N N N /c.454+47G> N N ; N N
A(rs2075569) i
(rs3115534)
29 PAR2744/10 N N N N N N N N N
30 PAR2747/10 N N N N N N N N N
€.1224+96C>T 32/&22‘35
31 PAR2893/10 N N /c.1224 +96C>T N N N ' N N
(rs976829552) 34C>A
(rs3115534)
C.ABA+ATG>A 32,52122525
32 PAR3003/10 N N N /c.454+47G> N N ; N N
A(rs2075569) SHE
(rs3115534)
33 PAR3008/10 N N N N N N N N N
34 PAR3011/10 N N N N N N N N N
C.454+47G>A 32/012122‘35
35 PAR3012/10 N N N /c.454+47G> N N ; N N
A(rs2075569) 34C>A
(rs3115534)
C.454+47G>A e
36 PAR3014/10 N N N /c.454+47G> N N ; N N
A(rs2075569) e
(rs3115534)
37 PAR3015/10 N N N N N N N N N
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. Regido
N° Registro romsfogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
€.1225-
C.454+47G>A 34/c.1225-
38 PAR3016/10 N N N (rs2075569) N N 3ACSA N N
(rs3115534)
C.454+47G>A 3§/§i22525
39 PAR3174/10 N N N /c.454+47G> N N 34C>A N N
rs
A(rs2075569) 3115534
C.454+47G>A T
40 PAR3177/11 N N N [c.454+47G> N N 34C>A N N
A(rs2075569) (rs3115534)
41 PAR3182/11 N N N N N N N N N
42 PAR3204/11 N N N N N N N N N
C.454+47G>A
43 PAR3216/11 N N N (rs2075569) N N N N N
44 PAR3265/11 N N N N N N N N N
45 PAR3285/11 N N N N N N N N N
C.454+47G>A 32/&212225
46 PAR3290/11 N N N /c.454+47G> N N 34.C>A N N
rs
A(rs2075569) 3115534
a7 PAR3293/11 N N N N N N N N N
€.1389-
48 PAR3300/11 N N N C(':‘S‘Z‘(‘;gg;f N N N 68T>C N
(rs2974924)
(rslcl'fl(;glA) . C.454+47G>A
49 PAR3303/11 14ASG ’ N N [c.454+47G> N N N N N
(rs1064640) A(rs2075569)
50 PAR3304/11 N N N N N N N N N
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. Regido
N° Registro Reglaol Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
promotora 5'UTR 3'UTR
51 PAR3306/11 N N N N N N N N N
€.1389-
52 PAR3326/11 N N N CASGHATGEA N N N 68T>C N
(rs2075569) (rs2974924)
C.A54+47G>A 3 :,’Cl 2122525
53 PAR3327/11 N N N [c.454+47G> N N 34C>A N N
A(rs2075569) (rs3115534)
C.454+47G>A 32,'01 2122525
54 PAR3422/11 N N N [c.454+47G> N N 34C>A N N
A(rs2075569) (rs3115534)
C.454+47G>A 3 X,‘i 2122‘25
55 PAR3835/12 N N N [c.454+47G> N N 34b>A N N
56 PAR4035/12 N N N N N N N N N
C.454+47G>A
57 PAR4037/12 N N N [c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
c.1225-
C.454+47G>A 34/c.1225-
58 PAR4038/12 N N N (rs2075569) N o 34C>A N N
(rs3115534)
C.454+47G>A
59 PAR4039/12 N N N [c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
C.762- c.1225-
C.454+47G>A
60 PAR4040IL2 N N N foaserates STy eta . sacon N X
A(rs2075569) (rs140335079) (rs3115534)
€.1225-
61  PAR4041/12 N N N N N N 343(2'(%35_ N N
(rs3115534)
C.454+47G>A 32,'01 2122525
62 PAR4042/12 N N N [c.454+47G> N N 34C>A N N
A(rs2075569)

(rs3115534)



151

. Regido
N° Registro Reglao' Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
promotora 5'UTR 3'UTR
63 PAR4043/12 N N N N N N N N N
€.1225-
64 PAR4045/12 N N N N N N 343{%35' N N
(rs3115534)
65 PARA4046/12 N N N N N N N N N
66 PAR4047/12 N N N N N N N N N
C.A54+47G>A 32/012122525
67 PAR4048/12 N N N /c.454+47G> N N 24Con N N
A(rs2075569) (1S3115534)
c.1225-
C.454+47G>A
68  PAR4049/12 N N N Ic.454+47G> N (2233;1%%@;6 343’2'&35' N N
A(rs20755609) (1s3115634)
C.454+47G>A
69 PAR4050/12 N N N Ic.454+47G> N N N N N
A(rs20755609)
c.1225-
70 PAR4061/13 N N N N C'(fssfﬁgg'gf)c N 345&35' N N
(rs3115534)
C.454+47G>A
71 PAR4064/13 N N N Ic.A54+47G> C'(‘r‘ffﬁgggf)c N N N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A e
72 PAR4065/13 N N N [c.454+47G> N N 24Can N N
A(rs20755609) (1s3115634)
73 PAR4067/13 N N N N N (rcs.gggz-gez/;’;e N N N
c.1225-
74 PAR4068/13 N N N N N N 3442@3?" N N

(rs3115534)
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. Regido
Ne Registro rom';fogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
c.1225-
34/c.1225-
75 PAR4069/13 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
€.455-206A>C
76 PAR4070/13 N N N N (rs7416991) N N N N
C.454+47G>A
77 PAR4073/13 N N N /c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
78 PAR4074/13 N N N N N N N N N
c.1225-
34/c.1225-
79 PAR4076/13 N N N N N N 3ACSA N N
rs.
3115534
c.1225-
¢.589-86A>G 34/c.1225-
80 PAR4077/13 N N N N N (rs2974923) 3ACSA N N
(rs3115534)
€.455-206A>C
81 PAR4080/13 N N N N (rs7416991) N N N N
€.1225-
C.454+47G>A
82  PAR4082/13 N N N Ic.454+47G> N ¢.589-86A>G Sl e N N
A(rs2075569) (rs2974923) 34C>A
(rs3115534)
C.A54+47G>A e
83 PAR4088/13 N N N /c.454+47G> N N 3 4C> A N N
A(rs2075569) (rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
84 PAR4091/13 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
€.1225-
34/c.1225-
85 PAR4097/13 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
86 PAR4098/13 N N N N N N 3ACSA N N

(rs3115534)
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NO

Registro

Regido
promotora 5'UTR

Intron 1

Intron 3

Intron 4

Intron 5

Intron 6

Intron 8

Intron 9

Regido
promotora
3'UTR

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

PAR4099/13

PAR4100/13

PAR4125/13

PAR4126/13

PAR4127/13

PAR4129/13

PAR4130/13

PAR4134/13

PAR4135/13

PAR4136/13

PAR4137/13

PAR4138/13

C.454+47G>A
(rs2075569)

C.454+47G>A
/c.454+47G>
A(rs2075569)

.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)

N

c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)

N

N

c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
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. Regido
Ne Registro romsfogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
€.455-206A>C
99 PAR4139/13 N N N N (rs7416991) N N N N
100 PAR4140/13 N N N N N N N N N
101 PAR4141/13 N N N N N N N N N
102 PAR4142/13 N N N N N N N N N
€.589-86A>G
103 PAR4143/13 N N N N N (rs2974923) N N N
€.1225-
34/c.1225-
104 PAR4144/13 N N N N N N 34CSA N N
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
105 PAR4145/13 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
106 PAR4152/13 N N N N N N N N N
€.589-86A>G
107 PAR4153/13 N N N N N (rs2974923) N N N
€.455-206A>C
108 PAR4160/13 N N N N (rs7416991) N N N N
€.455-206A>C
109 PAR4161/13 N N N N (rs7416991) N N N N
C.454+47G>A
110 PAR4162/13 N N N (rs2075569) N N N N N
€.455-206A>C €.589-86A>G
111 PAR4163/13 N N N N (rs7416991) (rs2974923) N N N
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. Regido
N° Registro romsfogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
€.1225-
C.454+47G>A 34/c.1225-
112 PAR4164/13 N N N (rs2075569) N N 34CSA N N
(rs3115534)
C.454+47G>A
113 PAR4165/13 N N N /c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A
114 PAR4166/13 N N N [c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A
115 PAR4167/13 N N N (rs2075569) N N N N N
c.1225-
C.454+47G>A
116 PAR4168/13 N N N /c.454+47G> N EESITAE SHEZ25 N N
A(rs2075569) (rs2974923) 34C>A
(rs3115534)
C.454+47G>A
117 PAR4175/13 N N N /c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
118 PAR4176/13 N N N N N N N N N
€.1389-
119 PAR4177/13 N N N N N N N 68T>C N
(rs2974924)
€.1225-
C.454+47G>A 34/c.1225-
120 PAR4178/13 N N N (rs2075569) N N 3ACSA N N
(rs3115534)
€.1389-
C.454+47G>A €.589-86A>G
121 PAR4179/13 N N N N N 68T>C N
(rs2075569) (rs2974923) (rs2974924)
122 PAR4180/13 N N N N N N N N N
123 PAR4189/13 N N N N N N N N N
c.1225-
34/c.1225-
124 PAR4190/14 N N N N N N 3ACSA N N

(rs3115534)
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. Regido
Ne Registro rom';fogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 promotora
P 3UTR
c.1225-
C.454+47G>A 34/c.1225-
125 PAR4191/14 N N N (rs2075569) N N 3ACSA N
(rs3115534)
126 PAR4206/14 N N N N N N N N
C.454+47G>A
127 PAR4207/14 N N N Ic.454+47G> N C.589-86A>G  C.1225-34C>A N
A(rs2075569) (rs2974923) (rs3115534)
C.454+47G>A
128 PAR4208/14 N N N /c.454+47G> N N N N
A(rs2075569)
129 PAR4216/14 N N N N N N N N
130 PAR4222/14 N N N N N N N N
C.454+47G>A 32/&22‘35
131 PAR4223/14 N N N /c.454+47G> N N 3 4C> A N
A(rs2075569) (rs3115534)
132 PAR4224/14 N N N N N N N N
c.1225-
€.589-86A>G 34/c.1225-
133 PAR4234/14 N N N N N (rs2974923) 3ACSA N
(rs3115534)
C.454+47G>A
134 PAR4235/14 N N N /c.454+47G> N N N N
A(rs2075569)
€.589-86A>G
135 PAR4236/14 N N N N N (r52974923) N N
€.1225-
34/c.1225-
136 PAR4237/14 N N N N N N 3ACSA N
(rs3115534)
137 PAR4238/14 N N N N N N N N
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. Regido
N° Registro Reglaol Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 promotora
promotora 5'UTR JUTR
138 PAR4239/14 N N N N N N N N
C.454+47G>A
139 PAR4240/14 N N N /c.454+47G> N N C(?SZ?’Zflggg:)A N
A(rs2075569)
C.454+47G>A
140 PAR4241/14 N N N [c.454+47G> N N N N
A(rs2075569)
141 PAR4242/14 N N N N N N N N
C.454+47G>A
142 PAR4243/14 N N N [c.454+47G> N N N N
A(rs2075569)
€.1225-
143 PAR4247/14 N N N N N (2333;1%622;6 343{%5;5_ N
(rs3115534)
€.1225-
144 PAR4248/14 N N N N N N 34?{Zé§i5_ N
(rs3115534)
€.1225-
C.454+47G>A 34/c.1225-
145 PAR4249/14 N N N (rs2075569) N N 3ACSA N
(rs3115534)
C.454+47G>A
146 PAR4249A/14 N N N (rs2075569) N N N N
147 PAR4250/14 N N N N c(?3575 4528350 N N N
C.454+47G>A 32/012122‘35
148 PAR4251/14 N N N [c.454+47G> N N 34C>A N
A(rs2075569) (rs3115534)
C.454+47G>A €.1225-34C>A
149 PAR4252/14 N N N (rs2075569) N N (rs3115534) N
150  PAR4253/14 N N N CASGHATGEA N N N N

(rs2075569)
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. Regido
Ne Registro Reglaol Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
promotora 5'UTR JUTR
C.454+47G>A
151 PAR4254/14 N N N /c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
152 PAR4261/14 N N N N N N N N N
C.454+47G>A
153 PAR4262/14 N N N /c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
€.1225-
€.455-206A>C 34/c.1225-
154 PAR4264/14 N N N N (rs7416991) N 34CSA N N
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
155 PAR4265/14 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
156 PAR4266/14 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
157 PAR4267/14 N N N N N N N N N
c.1225-
€.455-206A>C 34/c.1225-
158 PAR4268/14 N N N N (rs7416991) N 34CSA N N
(rs3115534)
c.1225-
€.455-206A>C 34/c.1225-
159 PAR4269/14 N N N N (rs7416991) N 3ACSA N N
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
160 PAR4270/14 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
c.1225-
¢.589-86A>G 34/c.1225-
161 PAR4271/14 N N N N N (r52974923) 3ACSA N N
(rs3115534)
162 PARA4272/14 N N N N ¢.455-206A>C N N N N

(rs7416991)
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NO

Registro

Regido
promotora 5'UTR

Intron 1

Intron 3

Intron 4

Intron 5

Intron 6

Intron 8

Intron 9

Regido
promotora
3'UTR

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

PAR4273/14

PAR4274/14

PAR4275/14

PAR4284/14

PAR4285/14

PAR4286/14

PAR4287/14

PAR4288/14

PAR4289/14

PAR4290/14

PAR4291/14

PAR4292/14

€.455-206A>C
(rs7416991)

€.455-206A>C
(rs7416991)

€.455-206A>C
(rs7416991)

€.455-206A>C
(rs7416991)

€.589-86A>G
(rs2974923)

¢.589-86A>G
(rs2974923)

c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
€.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
€.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
€.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
€.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
34C>A
(rs3115534)

N
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. Regido
Ne Registro rom';fogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
€.1225-
€.455-206A>C €.589-86A>G 34/c.1225-
175 PAR4293/14 N N N N (rs7416991) (rs2974923) 34C>A N N
(rs3115534)
C.454+47G>A
176 PAR4294/14 N N N (rs2075569) N N N N N
177 PAR4295/14 N N N N N N N N N
€.455-206A>C €.589-86A>G
178 PAR4302/14 N N N N (rs7416991) (r52974923) N N N
179 PAR4303/14 N N N N N N N N N
180 PAR4304/14 N N N N N N N N N
181 PAR4323/15 N N N N N N N N N
c.1225-
34/c.1225-
182 PAR4324/15 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
€.1225-34C>A
183 PAR4328/15 N N N N N N (rs3115534) N N
184 PAR4332/15 N N N N N N N N N
185 PAR4333/15 N N N N N N N N N
186 PAR4334/15 N N N N N N N N N
€.455-206A>C
187 PAR4343/15 N N N N (rs7416991) N N N N
188 PAR4344/15 N N N N N N N N N




161

. Regido
Ne Registro rom';fogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
189 PAR4346/15 N N N N N N N N N
€.455-206A>C
190 PAR4347/15 N N N N (rs7416991) N N N N
€.1225-
34/c.1225-
191 PAR4348/15 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
€.1225-34C>A
192 PAR4349/15 N N N N N N (rs3115534) N N
c.1225-
34/c.1225-
193 PAR4354/15 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
€.455-206A>C
194 PAR4362/15 N N N N (rs7416991) N N N N
c.1225-
€.589-86A>G 34/c.1225-
195 PAR4365/15 N N N N N (rs2974923) 3ACSA N N
(rs3115534)
196 PAR4366/15 N N N N N N N N N
€.1225-34C>A
197 PAR4367/15 N N N N N N (rs3115534) N N
c.1225-
34/c.1225-
198 PAR4368/15 N N N N N N 34CSA N N
(rs3115534)
€.455-206A>C
199 PAR4369/15 N N N N (rs7416991) N N N N
200 PAR4372/15 N N N N N N N N N
201 PAR4373/15 N N N N N N N N N
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. Regido
N° Registro romsfogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
€.455-206A>C €.1225-34C>A
202 PAR4374/15 N N N N (rs7416991) N (rs3115534) N N
c.1225-
€.28-133T>G €.455-206A>C 34/c.1225-
203 PARA43TS/15 N (rs2070679) N N (rs7416991) N 34C>A N N
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
204 PAR4376/15 N N N N N N 34CoA N N
(rs3115534)
€.28-133T>G
205 PAR4377/15 N (rs2070679) N N N N N N N
€.455-206A>C €.1225-34C>A
206 PAR4378/15 N N N N (rs7416991) N (rs3115534) N N
€.28-133T>G C.454+47G>A €.1225-34C>A
207 PARA4385/15 N (rs2070679) N (rs2075569) N N (rs3115534) N N
€.28-133T>G C.454+47G>A €.1225-34C>A
A s B (rs2070679) N (rs2075569) 0 B (rs3115534) X B
€.28-133T>G €.1225-34C>A
209 PAR4387/15 N (rs2070679) N N N N (rs3115534) N N
210 PAR4391/15 N N N N N N N N N
€.28-133T>G
211 PAR4397/15 N (rs2070679) N N N N N N N
€.28-133T>G C.454+47G>A €.1225-34C>A
el PRARETED N (rs2070679) N (rs2075569) N N (rs3115534) N N
213 PAR4404/15 N N N N N N N N N
214 PAR4406/15 N N N N N N N N N
€.28-133T>G C.454+47G>A ¢.589-86A>G €.1225-34C>A
215 PAR4412/15 N (rs2070679) N (rs2075569) N (rs2974923) (rs3115534) N N
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. Regido
N° Registro romsfogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3'UTR
€.28-133T>G C.454+47G>A €.1225-34C>A
2o el i (rs2070679) N (rs2075569) N i (rs3115534) i i
c.1225-
€.28-133T>G 34/c.1225-
217  PAR4415/15 N 125070679) N N N N hol2d N N
(rs3115534)
€.28-133T>G Cc.454+47G>A C.1225-34C>A
2Ly PRRGELEIS N (rs2070679) a (rs2075569) i N (rs3115534) ) N
C.455-206A>C
219 PAR4417/15 N N N N (o7416090) N N N N
C.A54+47G>A
220  PAR4418/15 N N N Ic.A54+47G> N (;2332322;6 CgﬁgfigggSA N N
A(rs2075569)
221 PAR4419/15 N N N N N N N N N
C.A54+47G>A €.1225-34C>A
222 PAR4420/15 N N N e N N oy N N
CA54+47G>A  C.455-206A5C ¢.589-86A>G €.1225-34C>A
223 PARA4421/15 N N N (rs2075569)  (rs7416991) (rs2974923) (rs3115534) N N
€.28-133T>G CA54+47G>A  C.455-206ASC C.589-86A>G
IS s s s
224 PrRaszals b (rs2070679) B (rs2075569)  (rs7416991) (rs2974923) X X b
€.28-133T>G C.455-206A>C ¢.589-86A>G €.1225-34C>A
IS s s IS
225 PARA4424/15 N (rs2070679) N N (rs7416991) (rs2974923) (rs3115534) N N
C.455-206A>C
226  PAR4425/15 N N N N s N N N N
C.A54+47G>A
227 PAR4426/15 N N N Ic.A54+47G> Ca§$2iggg;f (égggzgzg;e N N N
A(rs2075569)
€.1225-34C>A
208  PAR4432/15 N N N N N N et ieeen N N
229  PAR4433/15 N N N C.454+47G>A N N €.1225-34C>A N N

(rs2075569)

(rs3115534)
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. Regido
N° Registro romsfogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3'UTR
€.1225-34C>A
230  PAR4434/15 N N N N N N (153115534) N N
C.454+47G>A  C.455-206A>C
231  PAR4435/15 N N N (152075560)  (1S7416001) N N N N
C.454+47G>A
232 PAR4436/15 N N N Ic.454+47G> N € B e N N N
A(rs20755609) (D)
c.1225-
€.455-206A>C 34/c.1225-
233 PAR4437/15 N N N N (157416001) N B4Con N N
(rs3115534)
C.454+47G>A
234  PAR4438/15 N N N Ic.A54+47G> N C'g‘a?fgme C'122151'34C:A N N
A(rs2075569) (rs2974923) (rs3115534)
235  PAR4439/15 N N N N N N N N N
€.1225-
C.454+47G>A
236 PAR4440/15 N N N /C.454+47G> N skl 84/c.1225- N N
A(rs2075569) (rs2974923) 34C>A
(rs3115534)
€.455-206A>C
237  PAR4447/15 N N N N (157416001) N N N N
¢.455-206A>C
238  PAR4448/15 N N N N (157416001) N N N N
239 PAR4449/15 N N N N N N N N N
€.1225-
C.454+47G>A
240  PAR4451/15 N N N Ic.A54+47G> N CeBE S S Zer N N
A(2075560) (rs2974923) 34C>A
(rs3115534)
241  PAR4452/15 N N N N N N N N N
242  PAR4453/15 N N N N BB ORI N N N N

(rs7416991)
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. Regido
Ne Registro rom';?ogrlzi‘%'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
€.589-86A>G €.1225-34C>A
243 PAR4454/15 N N N N N (162074923) ((S3115534) N N
C.454+47G>A
C.455-206A>C C.589-86A>G €.1225-34C>A
B N N A /ﬁ'rigé;‘éég; (rs7416991) (rs2974923) (rs3115534) A N
c.1225-
C.454+47G>A
€.455-206A>C C.589-86A>G 34/c.1225-
245 PARA4456/15 N N N f('r‘;sz‘(‘);‘éég; (rs7416991) (rs2974923) 34C>A N N
(rs3115534)
€.1225-34C>A
246 PAR4457/15 N N N N N N eEEe N N
C.454+47G>A C.589-86A>G €.1225-34C>A
247 PARA4459/15 N N N (rs2075569) N (rs2974923) (rs3115534) N N
c.1225-
C.454+47G>A
€.455-206A>C €.589-86A>G 34/c.1225-
219 PARAEIAR A A ) X:('ri%;ggg (rs7416991) (rs2974923) 34C>A A A
(rs3115534)
c.1225-
€.455-206A>C 34/c.1225-
249  PAR4461/15 N N N N (157416001) N BaCon N N
(rs3115534)
€.455-206A>C €.1225-34C>A
250  PAR4462/15 N N N N (o) N s N N
c.1225-
C.454+47G>A
251  PAR4463/15 N N N Ic.454+47G> N C.589-86A>G 34/c.1225- N N
Al12075560) (rs2974923) 34C>A
(rs3115534)
€.1225-
€.28-133T>G 34/c.1225-
252 PAR4470/15 N (152070679) N N N N 24Con N N
(rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
253  PAR4471/15 N N N N N N BaCan N N
(rs3115534)
254  PAR4472/15 N N N N BTl S N N N N

(rs7416991)
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. Regido
Ne Registro rom';fogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
€.1225-
C.454+47G>A
€.455-206A>C ¢.589-86A>G 34/c.1225-
255 PAR44T3/1S N N N ﬁ%igé;gég; (rs7416991) (rs2974923) 34C>A N N
(rs3115534)
C.454+47G>A
256 PAR4475/16 N N N [c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A
257 PAR4476/16 N N N [c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A
258 PAR4477/16 N N N /c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
c.454+47G>A
259 PAR4485/16 N N N (rs2075569) N N N N N
c.1225-
C.454+47G>A 34/c.1225-
260 PAR4486/16 N N N (rs2075569) N N 34CoA N N
(rs3115534)
€.1225-
€.28-133T>G €.455-206A>C 34/c.1225-
261 PARA4490/16 N (rs2070679) N N (rs7416991) N 34C>A N N
(rs3115534)
c.1225-
C.454+47G>A
262  PAR4491/16 N C('égﬁof%? N [c.454+47G> N N 34:42'(%35' N N
A(rs2075569) (rs3115534)
c.1225-
34/c.1225-
263 PAR4492/16 N N N N N N 3ACSA N N
(rs3115534)
€.1225-34C>A
264 PAR4493/16 N N N N N N (rs3115534) N N
€.1225-34C>A
265 PAR4494/16 N N N N N N (rs3115534) N N
c.1225-
34/c.1225-
266 PAR4495/16 N N N N N N 34CoA N N

(rs3115534)
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. Regido
Ne Registro Reglaol Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
promotora 5'UTR 3'UTR
€.1225-
267 PAR4500/16 N N N N N N 343/2'&35_ N N
(rs3115534)
C.454+47G>A 32,'5 izzzs
268 PAR4501/16 N N N /c.454+47G> N N 34.C>A N N
A(rs2075569) (rs3115534)
€.1225-
269  PAR4502/16 N N N N N N 343/%35' N N
(rs3115534)
c.1225-
€.455-206A>C 34/c.1225- c*102T>C
270 PAR4508/16 N N N N (rs7416991) N 34C>A N (rs368275143)
(rs3115534)
C.454+47G>A
271 PAR4509/16 N N N Ic.454+47G> N N 0(3.523215134512,24>)A N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A
272 PAR4515/16 N N N Ic.454+47G> N N C(g;flggggA N N
A(rs2075569)
273 PAR4522/16 N N N N N N Cégﬁgggﬁ N N
274  PAR4523/16 N N N N N N C(ifnglg;‘g;’* N N
€.1389-
275 PAR4528/17 N N N N N N C(%SZ??:LS 1?51(3::)'6‘ 68T>C N
(rs2974924)
C.454+47G>A
276 PAR4529/17 N N N Ic.A54+47G> C'(‘r‘fziggg;)c N C(isszlﬁ;‘g;“ N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A €.1225-34C>A
277 PAR4530/17 N N N (rs2075569) N N (rs3115534) N N
278 PAR4541/17 N N N N N N C(%stflggg;A N N
279 PAR4547/17 N N N N N N €:1225-34C>A N N

(rs3115534)
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. Regido
N° Registro Reglaol Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
promotora 5'UTR JUTR

C.454+47G>A €.1225-34C>A

280 PAR4548/17 N N N (rs2075569) N N (rs3115534) N N

281 PAR4549/17 N N N N C(f5575 ﬁggg‘f)c N N N N
C.454+47G>A

282 PAR4550/17 N N N /c.454+47G> N N C(isz?’zflggg:)A N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A

283 PAR4551/17 N N N /c.454+47G> N N 0(33232151§£51§4>)A N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A €.1225-34C>A

284 PAR4552/17 N N N (rs2075569) N N (rs3115534) N N
C.454+47G>A

285 PAR4554/17 N N N /c.454+47G> N N 0(33232151§£51§4>)A N N
A(rs2075569)

286 PAR4555/17 N N N N N N N N N
C.454+47G>A €.1225-34C>A

287 PAR4556/17 N N N (rs2075569) N N (rs3115534) N N

c.1225-
288 PAR4557/17 N N N N C'(fssfﬁgg'gf)c N 34:42'(%35' N N
(rs3115534)
c.1225-
289 PAR4560/17 N N N N N N 34?{Zé§i5' N N
(rs3115534)

C.454+47G>A

290 PAR4562/18 N N N /c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A

291 PAR4563/18 N N N /c.454+47G> N N c(%3232151§451§4>)A N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A

292 PAR4564/18 N N N /c.454+47G> N N C(%:BzflggggA N N
A(rs2075569)

293 PAR4568/18 N N N N N N €.1225-34C>A N N

(rs3115534)
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. Regido
N° Registro romsfogrlsg'UTR Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 8 Intron 9 promotora
P 3UTR
C.454+47G>A
294 PAR4569/18 N N N [c.454+47G> N N N N N
A(rs2075569)
C.454+47G>A
295 PAR4570/18 N N N (rs2075569) N N N N N
296 PAR4571/18 N N N N N N N N N
C.454+47G>A €.589-86A>G €.1225-34C>A
297 PARA4572/18 N N N (rs20755609) N (rs2974923) (rs3115534) N N
C.454+47G>A
208 PARA4573/18 N N N Ic.454+47G> N N €.1225-34C>A N N
A(rs2075569) (EEilieses)
€.1225-34C>A
299 PAR4574/18 N N N N N N (rs3115534) N N
Cc.454+47G>A
300 PAR4575/18 N N N [c.454+47G> N N BAZESEA A N N
A(rs2075569) (silieses)
€.1225-
34/c.1225-
301 PAR4580/18 N N N N N N 34CSA N N
(rs3115534)
€.1225-
34/c.1225-
302 PAR4582/18 N N N N N N 34CSA N N
(rs3115534)
€.1225-34C>A
303 PAR4583/18 N N N N N N (rs3115534) N N
€.1225-34C>A c*102T>C
304 PAR4586/18 N N N N N N (rs3115534) N (rs368275143)

N = Normal.
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APENDICE E - Resultados da anélise molecular dos quatro introns e exons do gene
CHCHD2 em pacientes com DP

N° Registro IM Intron1 Exon1 Intron2 Exon?2 Intron3 Exon3 Intron4 Exon4
1 1144/06 65 N N N N N N N N
2 1148/06 42 N N N N N N N N
3 1158/06 60 N N N N N N N N
4 1174/06 54 N N N N N N N N
5 1203/06 73 N N N N N N N N
6 1270/06 60 N N N N N N N N
7 1292/06 54 N N N N N N N N
8 1315/06 58 N N N N N N N N
9  1445/07 66 N N N N N N N N
10 1457/07 50 N N N N N N N N
11 1635/07 60 N N N N N N N N
12 1666/07 78 N N N N N N N N
13 1667/07 35 N N N N N N N N
14 1702/08 54 N N N N N N N N
15 2037/08 58 N N N N N N N N
16 2039/08 60 N N N N N N N N
17 2046/09 33 N N N N N N N N
18 2056/09 39 N N N N N N N N
19 2066/09 78 N N N N N N N N
20 2069/09 57 N N N N N N N N
21 2098/09 49 N N N N N N N N
22 2119/09 45 N N N N N N N N
23 2120/09 53 N N N N N N N N
24 2126/09 73 N N N N N N N N
25 2128/09 79 N N N N N N N N
26 2268/09 43 N N N N N N N N
27 2271/09 62 N N N N N N N N
28 2286/09 76 N N N N N N N N
29 2358/09 49 N N N N N N N N
30 2374/10 40 N N N N N N N N
31 2376/10 37 N N N N N N N N
32 2384/10 38 N N N N N N N N
33 2385/10 45 N N N N N N N N
34 2388/10 48 N N N N N N N N
35 2396/10 46 N N N N N N N N
36 2405/10 67 N N N N N N N N
37 2446/10 57 N N N N N N N N
38 2744/10 47 N N N N N N N N
39 2747/10 76 N N N N N N N N
40 2893/10 73 N N N N N N N N
41 3003/10 61 N N N N N N N N
42 3008/10 59 N N N N N N N N
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N°  Registro M Exonl Exon2 Exon3 Exon4 Exonl Exon2 Exon3 Exon4
43 3011/10 58 N N N N N N N N
44 3012/10 68 N N N N N N N N
45 3014/10 42 N N N N N N N N
46 3015/10 40 N N N N N N N N
47 3016/10 65 N N N N N N N N
48 3174/11 47 N N N N N N N N
49 3177/11 49 N N N N N N N N
50 3182/11 41 N N N N N N N N
51 3204/11 54 N N N N N N N N
52 3216/11 37 N N N N N N N N
53 3285/11 65 N N N N N N N N
54 3288/11 64 N N N N N N N N
55 3290/11 45 N N N N N N N N
56 3293/11 65 N N N N N N N N
57 3300/11 43 N N N N N N N N
58 3301/11 50 N N N N N N N N
59 3303/11 40 N N N N N N N N
60 3304/11 47 N N N N N N N N
61 3306/11 65 N N N N N N N N
62 3326/11 59 N N N N N N N N
63 3327/11 44 N N N N N N N N
64 3422/11 52 N N N N N N N N
65 3835/12 43 N N N N N N N N
66 4035/12 58 N N N N N N N N
67 4050/12 52 N N N N N N N N
68 4051/12 25 N N N N N N N N
69 4061/13 46 N N N N N N N N
70 4064/13 51 N N N N N N N N
71 4066/13 55 N N N N N N N N
72 4069/13 57 N N N N N N N N
73 4076/13 50 N N N N N N N N
74 4079/13 60 N N N N N N N N
75 4082/13 45 N N N N N N N N
76 4117/13 47 N N N N N N N N
77 4129/13 53 N N N N N N N N
78 4130/13 40 N N N N N N N N
79 4140/13 57 N N N N N N N N
80 4141/13 45 N N N N N N N N
81 4143/13 68 N N N N N N N N
82 4190/14 50 N N N N N N N N
83 4206/14 31 N N N N N N N N
84 4216/14 37 N N N N N N N N
85 4234/14 60 N N N N N N N N
86 4248/14 47 N N N N N N N N
87 4249/14 30 N N N N N N N N
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N°  Registro M Exonl Exon2 Exon3 Exon4 Exonl Exon2 Exon3 Exon4
88 4249A/14 35 N N N N N N N N
89 4262/14 71 N N N N N N N N
90 4263/14 53 N N N N N N N N
91 4265/14 62 N N N N N N N N
92 4266/14 46 N N N N N N N N
93 4274/14 59 N N N N N N N N
94 4284/14 46 N N N N N N N N
95 4290/14 48 N N N N N N N N
96 4291/14 38 N N N N N N N N
97 4294/14 50 N N N N N N N N
98 4304/14 52 N N N N N N N N
99 4323/15 48 N N N N N N N N
100 4324/15 62 N N N N N N N N
101 4328/15 63 N N N N N N N N
102 4332/15 56 N N N N N N N N
103 4343/15 60 N N N N N N N N
104 4346/15 60 N N N N N N N N
105 4365/15 35 N N N N N N N N
106 4373/15 63 N N N N N N N N
107 4377/15 49 N N N N N N N N
108 4378/15 46 N N N N N N N N
109 4386/15 18 N N N N N N N N
110 4387/15 38 N N N N N N N N
111 4406/15 43 N N N N N N N N
112 4417/15 62 N N N N N N N N
113 4418/15 69 N N N N N N N N
114 4425/15 55 N N N N N N N N
115 4433/15 23 N N N N N N N N
116 4447/15 64 N N N N N N N N
117 4448/15 38 N N N N N N N N
118 4454/15 51 N N N N N N N N
119 4472/15 40 N N N N N N N N
120 4508/16 47 N N N N N N N N
121 4509/16 35 N N N N N N N N
122 4515/16 43 N N N N N N N N

N= Normal



APENDICE F - Resultados da analise molecular dos exons do gene GBA em

pacientes saudaveis (amostra controle)

N° Registo Idade (anos) Sexo Exon 2 Exon 3 Exon 8
1 COPAR1486/07 61 F N N N
2 COPAR1492/07 75 F N N N
3 COPAR1531/07 74 F N N N
4 COPAR1534/07 73 F N N N
5 COPAR1538/07 67 F N N N
6 COPAR1590/07 73 F N N N
7 COPAR1692/07 65 F N N N
8 COPAR1694/07 73 M N N N
9 COPAR1786/07 71 F N N N
10 COPAR1790/07 64 F N N N
11 COPAR2050/09 58 M N N N
12 COPAR2052/09 54 M N N N
13 COPAR2053/09 60 M N N N
14 COPAR2054/09 50 M N N N
15 COPAR2055/09 53 M N N N
16 COPAR2062/09 53 M N N N
17 COPAR2070/09 55 M N N N
18 COPAR2071/09 59 M N N N
19 COPAR2073/09 55 M N N N
20 COPAR2074/09 63 M N N N
21 COPAR2076/09 56 M N N N
22 COPAR2078/09 51 M N N N
23 COPAR2105/09 65 M N N N
24 COPAR2106/09 70 M N N N
25 COPAR2109/10 63 M N N N
26 COPAR2110/09 65 M N N N
27 COPAR2111/09 69 M N N N
28 COPAR2132/09 72 M N N N
29 COPAR2146/09 72 M N N N
30 COPAR2147/09 67 M N N N
31 COPAR2148/09 72 M N N N
32 COPAR2159/09 52 F N N N
33 COPAR2168/09 71 F N N N
34 COPAR2169/09 74 F N N N
35 COPAR2170/09 72 M N N N
36 COPAR2171/09 60 M N N D443N
37 COPAR2174/09 66 M N N N
38 COPAR2175/09 68 F N N N
39 COPAR2177/09 66 F N N N
40 COPAR2182/09 82 F N N N
41 COPAR2184/09 52 M N N N
42 COPAR2185/09 51 M N N N
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N° Registo Idade (anos) Sexo Exon 2 Exon 3 Exon 8
43 COPAR2187/09 57 M N N N
44 COPAR2193/09 54 M N N N
45 COPAR2194/09 85 M N N N
46 COPAR2195/09 53 F N N N
47 COPAR2196/09 52 M N N N
48 COPAR2200/09 64 F N N N
49 COPAR2201/09 95 F N N N
50 COPAR2202/09 60 M N P68P N
51 COPAR2203/09 73 F N N N
52 COPAR2204/09 63 F N N N
53 COPAR2205/09 72 M N N N
54 COPAR2209/09 66 F N N N
55 COPAR2210/09 56 F N N N
56 COPAR2211/09 68 M N N N
57 COPAR2213/09 66 F N N N
58 COPAR2222/09 70 F N N N
59 COPAR2224/09 50 M N N N
60 COPAR2227/09 75 F N N N
61 COPAR2234/09 58 M N N N
62 COPAR2236/09 59 M N N N
63 COPAR2237/09 53 M N N N
64 COPAR2240/09 56 M N N N
65 COPAR2245/09 79 M N N N
66 COPAR2297/09 74 F K()27R N N
67 COPAR2325/09 85 M N N N
68 COPAR2337/09 51 M N N N
69 COPAR2415/10 60 M K(-)27R N N
70 COPAR2419/10 71 F N N N
71 COPAR2424/10 71 F N N N
72 COPAR2427/10 71 M N N N
73 COPAR2428/10 75 F N N N
74 COPAR2433/10 78 M N N N
75 COPAR2441/10 55 F N N N
76 COPAR2443/10 74 F N N N
77 COPAR2444/10 68 F N N N
78 COPAR2448/10 55 M N N N
79 COPAR2450/10 51 F N N N
80 COPAR2452/10 52 M N N E326K
81 COPAR2475/10 79 M N N N
82 COPAR2493/10 56 F N N G325G
83 COPAR2506/10 70 M K(-)27R N N
84 COPAR2513/10 75 F N N N
85 COPAR2514/10 79 M N N N
86 COPAR2515/10 74 M N N N
87 COPAR2516/10 66 M N N N
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N° Registo Idade (anos) Sexo Exon 2 Exon 3 Exon 8
88 COPAR2517/10 56 F N N N
89 COPAR2522/10 92 F N N N
90 COPAR2524/10 69 F N N N
91 COPAR2613/10 64 F N N N
92 COPAR2615/10 82 F N N N
93 COPAR2663/10 58 M N N N
94 COPAR2867/10 86 F N N N
95 COPAR2870/10 67 F N N N
96 COPAR2873/10 69 F N N N
97 COPAR2879/10 67 F N N N
98 COPAR2952/10 68 F N N N
99 COPAR2974/10 70 F N N N
100 COPAR2997/10 64 M N N N

N = Normal.
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