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Resumo

A Doenga de Parkinson caracteriza-se pelo aparecimento de manifestagdes motoras, tais
como, bradicinésia, tremor de repouso, rigidez e instabilidade postural, no entanto, grande
parte dos doentes apresentam manifestacdes ndo motoras, entre as quais disfungédo cognitivas.
As alteragdes cognitivas incluem défice nas funcbes executivas, alteracbes da memoria,
défices de atencdo e alteracbes das capacidades visuo-espaciais. Recentemente, foi
identificado um factor de risco genético para o desenvolvimento da Doenga de Parkinson, a
presenca de mutacdes em heterozigotia no gene da glucocerebrosidase. O gene da
glucocerebrosidase € responsavel pelo aparecimento da Doenca de Gaucher, a doenca
lisossomal mais prevalente a nivel mundial. Os individuos portadores de muta¢des no gene da
glucocerebrosidase, tém, tendencialmente, uma idade de aparecimento da Doenca de
Parkinson mais precoce, bem como, uma incidéncia de défice cognitivo superior aos
individuos ndo portadores de mutacbes neste gene. Ainda ndo estdo completamente
explicados os mecanismos fisiopatologicos responsaveis pela relacdo entre as mutacfes no
gene da glucocerebrosidase e o aparecimento de Doenca de Parkinson. No entanto, varias
teorias tém sido propostas, entre as quais, agregacdo de proteinas resultante de défice dos
mecanismos de degradacdo de proteinas, alteracdo da composicdo lipidica e transmissdo de

prides.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; Doenca de Gaucher; alteragdes cognitivas; deméncia;

glucocerebrosidase.
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Abstract

Parkinson's Disease is characterized by the appearance of motor manifestations, such as,
bradykinesia, resting tremor, rigidity and postural instability, however, the majority of
patients also have non-motor manifestations, including cognitive impairment. Cognitive
impairment include deficits in executive functions, impaired memory, attention deficits and
changes in visual-spatial abilities. Recently, the presence of heterozygous mutations in the
glucocerebrosidase gene was identified as a genetic risk factor for the development of
Parkinson’s disease. The homozygous or compound heterozygous mutations on the
glucocerebrosidase gene are responsible for Gaucher disease, the most prevalent lysosomal
disease worldwide. Apart from being a risk factor for the development of Parkinson's Disease,
individuals harboring glucocerebrosidase mutations have, tendentiously, an early age at onset,
as well as, an higher incidence of cognitive impairment than the non-carriers for
glucocerebrosidase gene mutations. The pathophysiological mechanisms responsible for the
relationship between the glucocerebrosidase gene mutations and the onset of Parkinson's
disease are not fully understood, however several theories have been proposed, including
protein aggregation due to impairment of the mechanisms involved in protein degradation,

lipid deregulation and prion transmission.

Key words: Parkinson’s disease; Gaucher disease; cognitive impairment; demencia;

glucocerebrosidase.
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Lista de Abreviaturas

AMC - autofagia mediada por chaperones

ATP - adenosina trifosfato

B-CIT- B -carboxi-iodofenil tropano

COX 2 — ciclooxigenase 2

DP - Doenga de Parkinson

DG - Doenca de Gaucher

DAT - transportador da Dopamina

DNA - 4cido desoxirribonucléico

GBA - glucocerebrosidase

GTP - guanosina trifosfato

IBR — in between RING

IL-1Db - interleucina-1b

IL-2 - interleucina-2

IL-6 — interleucina-6

IL-10 - interleucina-10

LAMP 2A - lysosomes-associated membrane protein 2A
MAPKKK - mitogen-activated protein kinase kinase kinase
M-CSF - factor estimulante de colénias de macrofagos
PAS - coloracdo acido periodico-Schiff

RM - ressonancia magnética

SPECT —tomografia computorizada por emissdo de fotdo Unico
SUP - sistema ubiquitina-proteossoma

TNF-o - factor de necrose tumoral
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1. Objectivos

Este artigo tem como objectivo efectuar uma revisdo da literatura referente a Doenca de
Parkinson (DP), a sua relagdo com as mutaces no gene da glucocerebrosidase (GBA), gene
responsavel pela Doenga de Gaucher (DG), e ao aparecimento de manifestacdes cognitivas
nos doentes com DP portadores de mutacdes neste gene. Para tal, foi revista tanto para a DP
como para a DG, a histéria, a epidemiologia, a clinica, a etiologia, a fisiopatologia e o
diagndstico destas duas patologias. Foram ainda destacados varios estudos que envolveram a
pesquisa de mutacbes do gene GBA em populagdes de doentes com DP e as suas implicagdes
fenotipicas. Na tentativa de explicar a associacéo entre a presenca de mutacdes no gene GBA,
0 aparecimento de DP e o défice cognitivo observado nestes doentes, varios artigos sobre as

diferentes teorias vigentes foram analisados.

2. Métodos

Foi utilizada a base de dados da PubMed (www.pubmed.gov) para a pesquisa de artigos
sobre o tema. Foram privilegiados os estudos mais recentes, porém alguns estudos mais

antigos foram incluidos pela sua relevancia.
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3. Doenca de Parkinson

3.1. Historia

Em 1817, James Parkinson identificou em 6 doentes um sindrome desconhecido dos
nosologistas daquele tempo, a qual chamou sindrome de shaking palsy ou paralysis agitans.
Os 6 doentes descritos apresentavam tremor de repouso, diminui¢do da for¢a muscular em
determinadas fases do movimento, “passavam de um estado de passo lento para um ritmo de
corrida” e tronco em flexdo. No entanto, descricbes de individuos com estas alteracGes
motoras existiram anteriormente a de James Parkinson, ja que, Hua’s Zhong Zang Classic no
capitulo 37, na sexta dinastia (220-228 DC) apresenta a seguinte citagdo: “Anda rapido como
que correndo involuntariamente incapaz de desacelerar”. Também, Sagar em 1776 descreve:
“em Viena observei um homem de 50 anos que corria involuntariamente incapaz de manter a
direccdo como se evitasse obstaculos; para além disso, sofria de ptialismo” (Weiner, 2008;

Lees et al, 2009).

Jean Martin Charcot, o pai da neurologia, decidiu chamar a este sindrome DP, para
prestar tributo a James Parkinson por ter sido o primeiro a descrever a doenca, mas também
porque ndo estava satisfeito com os nomes shaking palsy e paralysis agitans, uma vez que

nem sempre a paralisia e o tremor estavam presente (Weiner, 2008; Lees et al, 2009).

Para além disso, Charcot contribui para a descricdo da DP, uma vez que, observou nos
doentes com DP tremor de repouso, recategorizou a diminuicdo da for¢a muscular como
bradicinésia e identificou a presenca de rigidez marcada num doente com tremor (Weiner,

2008).
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Em 1893, os doentes que apresentavam bradicinésia sem tremor foram incluidos no

diagndstico de DP (Weiner, 2008; Lees et al, 2009).

3.2. Epidemiologia

A DP ¢ a segunda doenca neurodegenerativa mais comum e afecta 1% da populacdo
mundial com idade superior a 65 anos (Pereira & Garrett, 2010). Esta incidéncia aumenta com
a idade sendo a prevaléncia em individuos com mais de 85 anos de 4% a 5% (Weintraub et al,
2008). Em Portugal, a prevaléncia da doenca, segundo um estudo do Observatorio Nacional
de Salde realizado em 2005, é de 392,4/100000 (Pereira & Garrett, 2010). A idade habitual
de inicio da doenga é na sexta década de vida. Existem, no entanto, cerca de 10% dos casos de
doentes com inicio precoce antes dos 45 anos. A doenca tem uma duracdo media, a partir do
momento do diagnostico, de 15 anos. Os homens tém um risco 1,5 superior em relagdo as

mulheres de desenvolverem DP (Lees et al, 2009).

3.3. Clinica

A DP tem diferentes formas de apresentacdo, podendo, no entanto, os sintomas serem
desvalorizados pelos doentes, conduzindo a um atraso no diagnostico. As manifestacdes
motoras caracteristicas da DP séo tremor de repouso, bradicinésia, rigidez e instabilidade
postural (Weintraub et al, 2008). Os sintomas iniciam-se de forma assimétrica, e, ha medida
que a doenca vai progredindo, evolui para o lado contralateral (Weintraub et al, 2008; Lees et

al, 2009; Hindle, 2010).
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O tremor de repouso, presente em cerca de 80% dos doentes (Ben-Shlomo & Sieradzan,
1995; Clarke, 2007; Weintraub et al, 2008), é mais comum nas extremidades distais,
normalmente no punho e no polegar, tem uma frequéncia de 4-6 Hz e pode apresentar-se por
movimentos pill-rolling do polegar com o indicador. Tremor das pernas em repouso, da

mandibula, da lingua também pode estar presente (Weintraub et al, 2008; Lees et al, 2009).

A bradicinésia surge em 80%-90% dos doentes e € a principal causa de incapacidade nos
individuos com DP. A lentificacdo dos movimentos pode manifestar-se por dificuldade a
levantar-se quando sentado, dificuldade a sair e entrar no carro, hipofonese, expressao facial
rigida e imovel, ptialismo e marcha lenta. A acinésia, incapacidade para iniciar 0S
movimentos, € a traducdo de uma bradicinésia extrema. A micrografia manifesta-se quando o
doente apresenta bradicinésia e rigidez na mao dominante (Brown et al, 2005; Weintraub et

al, 2008; Lees et al, 2009; Hindle, 2010).

Cerca de 90% dos doentes com DP apresentam rigidez, que se traduz como resisténcia
aos movimentos passivos tanto em extensdo como em flexdo em toda a amplitude do
movimento, mais facilmente detectado nas articulacbes mais distais dos membros. A rigidez
pode ser de dois tipos: em roda dentada ou em cano de chumbo. A primeira traduz-se por
resisténcia de intensidade flutuante ao longo do movimento passivo. Na segunda a rigidez é
continua ao longo do movimento passivo (Weintraub et al, 2008; Lees et al, 2009; Hindle,

2010).

A instabilidade postural é um sinal que surge em fases mais avancadas da doenca. Os
doentes apresentam uma postura encurvada e flectida a deambulacdo, marcha arrastada com
passos curtos, giro em bloco (mltiplos passos para girar) e retropulsdo E uma causa
importante de incapacidade, predispondo para quedas (Brown et al, 2005; Weintraub et al,

2008; Lees et al, 2009; Hindle, 2010).
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Os doentes com DP ndo apresentam apenas manifestacdes motoras. Cerca de 90% dos

doentes apresentam pelo menos um sintoma ndo motor e 10% dos doentes apresentam 5

sintomas ndo motores. Os sintomas ndo motores que ocorrem nos individuos com DP,

apresentadas na Tabela 1, podem agrupar-se em 5 grupos: Neuropsiquiatricas, Transtorno do

controlo de impulsos, Doencas do sono, Disfuncdo autonémica, Disfuncdo sensorial

(Weintraub et al, 2008).

Tabela 1: Sintomas ndo motores na Doenga de Parkinson. (Adaptado de

Weintraub et al, 2008).

Categoria
Neuropsiquiatricas

Transtorno do controlo de impulsos

Doencas do sono

Disfuncdo autonémica

Disfuncao sensorial

AlteragOes ndo motoras
Depresséo

Ansiedade

AlteracGes cognitivas
Deméncia

Confuséo ou Delirio
Apatia

Comportamento obsessivo
Vicio do jogo patoldgico
Hipersexualidade
Compras compulsivas
Compulséo alimentar
Insonia

Sonoléncia diurna
Sindrome das pernas inquietas
Apneia do sono

Sonhos vividos
Narcolepsia

Disfagia

Ptialismo

Alteracdo da motilidade gastrointestinal
Alteracdes miccionais
Diaforese

Hipotensdo ortostatica
Disfungéo sexual
Xerostomia

Obstipacao

Disfuncao olfactiva
Disestesias

Parestesias
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Os sintomas ndo motores que mais contribuem para uma maior incapacidade sdo a

depressdo, as alteracOes cognitivas, deméncia e a psicose (Weintraub et al, 2008).

A depressdo é a alteracdo neuropsiquiatrica mais frequente, afectando até 50% dos
doentes. As alteracbes cognitivas, caracterizadas por défices nas fungdes executivas,
alteracbes da memoria, défices de atencdo e alteracdo das capacidades visuo-espaciais,
afectam cerca de 50% dos doentes sem deméncia. O nimero de doentes que apresentam
deméncia varia com a série de individuos estudados, mas estima-se que seja de 30%, e surge,
normalmente, nas fases mais tardias da doenca. A psicose, as alucinagdes e 0s pensamentos
delirantes sdo comuns e surgem em 15% a 40% dos doentes, surgindo nas fases mais tardias
da doenca, estando associadas a doentes com idade avancada, alteragdes cognitivas, alteracoes
visuais, doencas do sono, depressdo e duracdo longa e com severidade crescente de DP. A
disfuncdo olfactiva surge em 70%-100% dos doentes e surge em fases precoces da doenca

(Aarsland et al, 2001; Weintraub et al, 2008; Lees et al, 2009).

3.4. Diagnostico clinico

O diagndstico de DP é realizado pela observacéo clinica do doente recorrendo aos
critérios estabelecidos pelo UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank, apresentados na
Tabela 2. O diagnostico é maioritariamente baseado na clinica, uma vez que, actualmente, ndo
existe nenhum marcador biolégico para a doenca e o diagndstico patologico sé pode ser
realizado em autopsia (Ben-Shlomo et al, 1995; Leung et al, 2005; Weintraub et al, 2008;
Lees et al, 2009). Hughes e colaboradores concluiram que o diagnostico de DP recorrendo aos
critérios clinicos tem uma precisdo de 90%. O diagnostico de DP é feito em trés passos

(Hughes et al, 1992)

10
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Tabela 2: Critérios clinicos da UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank.
(Adaptado de Hughes et al, 1992).

Primeiro passo:

diagndstico de sindrome

Parkinsonico

Bradicinésia e pelo menos

uma das seguintes

caracteristicas:

e Rigidez

e Tremor de repouso com
4-6Hz

e Instabilidade postural
(sem causa visual,
vestibular, cerebelar, ou
por disturbio
proprioceptivo)

Segundo passo: critérios

de exclusé@o da doenca de

Parkinson

Historia de:

e Doenca cerebrovascular

e Traumatismos
cranioencefalicos
repetidos

e Encefalite

e Crises oculogiras

e Antipsicoticos ou agentes
antidopaminérgicos

Mais de um familiar

afectado

Remisséo permanente

Sintomas unilaterais apés 3

anos

Parelesia supranuclear

Sintomas cerebelares

Envolvimento autonomico

precoce

Deméncia precoce com

alteracdes da memoria,

linguagem e praxis

Sinal de Babinski positivo

Tumor cerebral

Hidrocéfalo comunicante

Resposta negativa a L-dopa

Exposicdo ao MPTP

Terceiro passo:

identificacdo de critérios

de apoio

Para o diagndstico

definitivo de Doenca de

Parkinson sdo necessarios

3 ou mais dos seguintes

critérios:

e Inicio unilateral

¢ Resposta excelente a L-
dopa (70%-100%)

e Tremor de repouso

¢ Doenca progressiva

e Assimetria persistente
afectando mais o lado
onde se iniciou 0 quadro

e Coreia severa induzida
pela L-dopa

¢ Resposta da L-dopa por 5
anos ou mais anos

e Doenca com mais de 10
anos de evolucao

¢ Hipdsmia

¢ HalucinacGes visuais

3.5. Exames auxiliares de diagnostico

Alguns exames auxiliares de diagndstico podem ser utilizados para confirmacdo do

diagndstico de DP em caso de duvidas.

11
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A utilizacdo de testes para a avaliacdo da disfuncdo do olfacto é simples e a grande
maioria dos doentes com DP apresenta défice olfactivo, normalmente, em fases precoces da

doenga, ao contrério de outros sindromes parkinsonicos (Lees et al, 2009).

A imagiologia por tomografia computorizada por emissdo de fotdo Unico (SPECT) com
transportadores de Dopamina (DAT-SPECT) marcados com B-carboxi-iodofenil tropano (-
CIT) permite identificar alteracGes a nivel do sistema de transportador de dopamina estriatal e
pode ajudar a realizacdo do diagnostico de DP. A utilizacdo da ressondncia magnética (RM)
no diagndstico de DP permite excluir a presenca de causas secundarias de DP ou patologia

vascular subcortical (Lees et al, 2009).

Uma vez que 10% dos casos de DP sdo hereditarios a utilizacdo de testes geneticos
envolvendo a pesquisa de mutacdes nos genes associados aos casos hereditarios da doenca

podem ajudar no diagndéstico de DP (Siderowf & Stern, 2008).

3.6. Etiologia

A grande maioria dos casos de DP sdo casos esporadicos. Muitos estudos na ultima
década tentaram identificar a causa da DP, mas ndo tiveram sucesso. Hoje em dia, a DP é
encarada como uma doenca multifactorial em que multiplos factores de risco, tanto factores
genéticos, como factores ambientais, interagem contribuindo para o aumento do risco dos
individuos virem a desenvolver a doenca. A idade é o principal factor associado ao
desenvolvimento de DP esporéadica e idiopatica. A historia familiar de doenca é um factor de
risco para a doenga, o que, para além de reflectir a predisposicdo genética desta doenca, foca
também a importancia de factores de risco partilhados pela familia. A exposicdo a pesticidas,

herbicidas e insecticidas sdo factores associados a um maior risco de desenvolvimento de DP

12
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esporddica. O consumo de café e de cha estd associado a uma reducdo do risco de

desenvolvimento de DP (Lees et al, 2009; Pereira & Garrett, 2010).

Apesar de cerca de 90% dos casos de DP serem esporadicos existem 10% dos casos de
origem genética em que os individuos afectados apresentam historia familiar de doenca
(Weintraub et al, 2008; Hindle, 2010). Até ao momento foram identificados 18 loci
associados a doenca de Parkinson, 15 destes, da PARK-1 a PARK-15, identificados ap0s
estudos de Linkage e os loci PARK-16 ao PARK-18 identificados através de estudos de
genomewide association. Foi inequivocamente demonstrado que mutacbes em genes
localizados em 6 destes loci (SCNA, LRRK2, PARK2, DJ1, PINK1 e ATP13A2) séo
responsaveis pelas formas familiares da doenca. Os loci associados a transmissao autossomica
dominante sdo PARK 1/ PARK4 (SCNA) e PARK 8 (LRRK2). Os loci associados a doenca
autossomica recessiva séo PARK 2 (parkina), PARK 6 (PINK1), PARK 7 (DJ1) e PARK 9
(ATP13A2). A forma de transmissdo dos genes referentes aos loci PARK 12 e PARK 13 nédo
estd completamente esclarecida (Bekris et al, 2010). Varios estudos demonstram que os dois

genes mais frequentemente mutados na DP s&o o gene LRRK2 e o gene parkina.

O gene LRRK2, também conhecido com Dardarina, esta localizado no cromossoma 12, na
regido 12p12, tem 144kb de comprimento e é constituido por 51 exfes. A mutacdo do gene

LRRK2 € a causa mais comum da forma da DP autossomica dominante (Pirkevi et al, 2009).

Este gene codifica a cinase rica em leucina, LRRK2,de 2527 aminoacidos (Thomas &
Beal, 2007; Pirkevi et al, 2009; Bekris et al, 2010; Seol, 2010), com multiplos dominios
funcionais, nomeadamente, um dominio de repeticdo rico em leucinas, um domino Ras de
proteinas complexas (ROC), um dominio MAPKKK e um dominio WD40 (Thomas & Beal,
2007; Pirkevi et al, 2009; Bekris et al, 2010; Seol, 2010). As funcdes da dardarina ndo sao
bem conhecidas, mas sabe-se que tem funcéo de tirosina cinase-like. O dominio ROC tem a

13
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capacidade de ligar o trifosfato de guanosina (GTP), é essencial para 0 dominio MAPKKK
exercer a sua funcdo de cinase, mas ndo tem funcdo de GTPase. Acredita-se que 0S outros
dominios tém funcBes importantes na interaccdo entre proteinas (Bekris et al, 2010). A
expressao da proteina ocorre em Vvarios tecidos, incluindo o sistema nervoso central (cortex
cerebral, medula, cerebelo, medula espinhal, putamen e substantia nigra), coragéo, rim,
pulmao, figado e leucdcitos (Seol, 2010; Bekris et al, 2010). No interior da célula a proteina
encontra-se no citoplasma, na membrana externa da mitocondria, na membrana
citoplasmatica, nos lisossomas, no aparelho de Golgi, nas vesiculas sinapticas e nas vesiculas

lipidicas (Thomas & Beal, 2007; Bekris et al, 2010; Seol, 2010).

Até ao momento, foram descritas mais de 40 mutaces missense ou nonsense do gene
LRRK2, mas, destas, apenas 6 mutaces foram, comprovadamente, associadas ao
desenvolvimento da doenca (R1441C, R1441G, R1441H, Y1699C, G2019S e 12020T)
(Bekris et al, 2010). A mutacdo mais frequente é a G2019S, correspondendo a 85% das
mutacOes encontradas no gene LRRK2 em doentes com DP. A sua frequéncia varia nas
diferentes regibes geograficas, sendo a sua frequéncia mundial de 1% para 0s casos
esporadicos e 4% nos pacientes com DP hereditaria. A frequéncia mais elevada da mutacéao
G2019S foi encontrada na populacdo arabe do Norte de Africa (36% dos casos de DP
hereditaria e 39% dos casos de DP esporadica) e em Judeus Ashkenazi (28% dos casos
hereditarios de DP e 10% dos casos esporadicos de DP). A frequéncia desta mutacdo é mais
elevada na populacdo do Sul da Europa do que na populacdo do Norte da Europa. Em
Portugal, a mutacdo esta presente em 4% dos doentes com DP esporadica e 14% dos doentes

com DP hereditaria (Healy et al, 2008).

A penetrancia da mutacdo é incompleta e dependente da idade. Um consorcio de 21

centros da América do Norte e da Europa determinaram que a penetrancia da mutacédo

14
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G21019S é de 28% aos 59 anos, 51% aos 69 anos e de 74% aos 79 anos (Healy et al, 2008).
Para Hardy e colaboradores esse facto ndo enfraquece a hipdtese da patogenicidade de
G2019S, mas pode explicar a existéncia de casos aparentemente esporadicos em individuos

com esta mutacao (Hardy et al, 2006).

O gene da parkina localiza-se no cromossoma 6, na regido 626, tem um comprimento de
1,38Mb e é constituido por 12 exdes (Thomas & Beal, 2007; Pirkevi et al, 2009; Bekris et al,
2010; Nuytemans et al, 2010). As mutacdes no gene da parkina sdo a causa genética mais

comum nos casos de DP de inicio precoce (Marder et al, 2010).

Codifica uma proteina com 465 aminoacidos composta por trés dominios. Tem um
dominio N-terminal ubiquitin-like, um dominio C-terminal RING box e uma regiéo de ligacao
PDZ. O dominio RING box pode ainda dividir-se em trés dominios: um RING 1, um RING 2 e
uma regido rica em cisteina IBR (in between RING) (Thomas & Beal, 2007; Pirkevi et al,

2009; Nuytemans et al, 2010).

A parkina é uma proteina do citoplasma, no entanto, podemos encontra-la na membrana
externa da mitocondria, no reticulo citoplasmatico, nas vesiculas sinapticas e no complexo de
Golgi (Pirkevi et al, 2009; Bekris et al, 2010). A proteina tem funcdo de E3 ubiquitina-ligase
que forma um complexo com a proteina E2 via o dominio RING, permitindo a ubiquitinizacéo
de proteinas celulares para degradacdo via ubiquitina-proteossoma. Este processo €
importante para a degradacdo de proteinas disfuncionais (Thomas & Beal, 2007; Pirkevi et al,

2009; Bekris et al, 2010; Nuytemans et al, 2010).

A probabilidade de encontrar mutacdes na parkina estd inversamente associada a idade.
Assim, para individuos com idade inferiores a 30 anos a frequéncia da mutacdes encontrada

foi de 37% enquanto que para individuos com idades compreendidas entre 30 a 45 foi de
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apenas 6% (Marder et al, 2010). As muta¢des da parkina sdo responsaveis por DP com inicio
em idades precoces, entre a infancia e a quarta década (Bekris et al, 2010). Até ao momento
foram descritas 100 mutacGes para o gene da parkina, incluindo mutagdes missense, nonsense,
deleccdes, rearranjos e multiplicacGes (Pirkevi et al, 2009; Bekris et al, 2010). As mutacoes
neste gene vao alterar a localizacdo celular da proteina, a solubilidade da proteina e a sua
propensao da proteina para formar agregados (Bekris et al, 2010). Actualmente, é controverso
se os individuos heterozigdticos para a mutacdo da parkina tem um risco aumentado para 0
desenvolvimento de DP. No entanto, sdo necessarios estudos de maior escala para determinar

0 papel da heterozigotia deste gene como factor de risco para DP (Klein et al, 2007).

Recentemente, foi descrito que mutacfes em heterozigotia no gene glucocerebrosidase
(GBA) séo um factor de risco para o desenvolvimento de DP, acarretando um risco 5 vezes
superior do portador vir a desenvolver DP em relacdo a populacdo geral (Lees et al, 2009;

Mitsui et al, 2009; Sidransky et al, 2009).

3.7. Fisiopatologia

A DP caracteriza-se por perda dos neurénios dopaminérgicos e neuromelanina da
substantia nigra pars compacta e pela deplecdo de dopamina no estriato. Existem multiplos
mecanismos propostos para o desencadeamento da morte celular, no entanto ainda ndo se
conhece o0 peso de cada um destes mecanismos e a relevancia destes para o desenvolvimento

da doenca (Levy et al, 2009).

Os corpos de Lewy sdo, actualmente, o marcador neuropatolégico para o diagndstico de
DP. Sao constituidos por agregados de proteinas insoluveis, maioritariamente, a-sinucleina

(Schulz-Schaeffer, 2010). Os corpos de Lewy, estruturas esféricas, com 8-30 um, com um
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centro hialino rodeado por um anel periférico (Lees et al, 2009), localizam-se,
preferencialmente, nos locais de maior perda neuronal, ou seja, na substantia nigra e no locus
coeruleus. A classificacdo de Braak estagia a DP segundo as alteragdes patoldgicas presentes,
baseadas na localizagdo dos corpos de Lewy. O estadio 1 caracteriza-Se por corpos de Lewy
confinados ao ndcleo motor dorsal e ao bulbo olfactivo. No estadio 2 encontramos corpos de
Lewy na ponte e na medula. O estadio 3 caracteriza-se pela presenga de corpos de Lewy no
mesencéfalo. No estadio 4 encontram-se corpos de Lewy no prosencéfalo e no mesocortex.
No estadio 5 e 6 observam-se corpos de Lewy nas areas neocorticais (Hindle, 2010; Braak et

al, 2003).

A a-sinucleina é uma proteina pré-sinaptica associada as membranas, que esta presente
nas vesiculas sinapticas e nas vesiculas lipidicas. A a-sinucleina pode sofrer agregacéo, sendo
este processo fundamental para neurodegeneragdo. A a-sinucleina monomeérica é soltvel. As
formas oligoméricas, também chamadas de protofibrilhas, também sdo sollveis, e podem

coalescer originando fibrilhas insoliveis (Levy et al, 2009).

Actualmente, acredita-se que as protofibrilhas sollveis sdo as maiores responsaveis pela
neurodegeneracdo e o mecanismo de lesao mediado pela a-sinucleina esta relacionado com
lesdo sinaptica, sendo a morte celular um processo secundario (Schulz-Schaeffer, 2010). A
leséo sinaptica, causada por pequenos agregados de a-sinucleina, pode causar retracgdo das
espinhas dendriticas por interferéncia com a libertacdo de neurotransmissores (Schulz-
Schaeffer, 2010). As protofibrilhas de a-sinucleina podem formar estruturas porosas que
permeabilizam as membranas conduzindo a morte celular (Schulz-Schaeffer, 2010; Levy et al,

2009).

Os corpos de Lewy e a agregacao da a-sinucleina podem resultar da disfuncdo dos
sistemas de degradacdo de proteinas, quer através do sistema ubiquitina-proteossoma (SUP),
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quer do sistema da autofagia-lisossoma (ilustrados na Figura 1). A disfuncdo mitocondrial, o
stress oxidativo e a desregulacdo do calcio sdo outros mecanismos propostos (Levy et al,

2009).

pré-autofagossoma AUTOFAGIA Complexo de Proteina citossolica
=ie s R
citossolico

" o)

%“ d’vf‘Ublqumna
i vacuou‘G —
autofagico g
g / _ Proteossoma
LAMP-2A
Citoplasma
°
Lisossoma Plasmatica

Figura 1 - Sistemas de degradacdo de proteinas. (Adaptado de Martinez-Vicente &
Cuervo, 2007)

O SUP é um mecanismo que permite as células regular os niveis intracelulares de
proteinas, bem como degradar proteinas com conformacéo andmala, como os agregados de o-
sinucleina. O proteossoma € um grande complexo multiproteico que degrada proteinas
marcadas com ubiquitina. Uma série de enzimas chamadas de ligases E1, E2 e E3 sdo
responsaveis pela ligacdo da ubiquitina as proteinas alvo. A actividade do proteossoma
diminui coma a idade, particularmente nos neurdnios da substantia nigra pars compacta, o
que pode explicar a selectividade da vulnerabilidade destas células (Levy et al, 2009). A
identificacdo do SUP enquanto mecanismo fisiopatolégico envolvido na DP ganhou especial

importancia apds a identificacdo do gene Parkina, que codifica uma proteina que actua como
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mediador da ubiquitinizacdo da glucocerebrosidase com funcéo de E3 ubiquitina-ligase (Levy

et al, 2009).

Outro sistema de degradacdo celular é o sistema autofagia-lisossoma, que permite a
degradacdo de componentes intracelulares e que parece ter um papel importante na
neurodegeneracdo. Existem trés principais tipos de autofagia: macroautofagia, autofagia
mediada por chaperones (AMC) e microautofagia. A macroautofagia é responsavel pela
degradacdo de agregados de proteinas e organelos citoplasmaticos, como a mitocéndria. A
AMC (proteinas de choque térmico) é responsavel pela degradacdo de proteinas
citoplasmaticas, predominantemente soltveis, com uma determinada sequéncia alvo, que séo
transportadas para o interior do lisossoma através do transportador LAMP2A (lysosomes-
associated membrane protein 2A). A microautofagia € um processo de degradacdo que
consiste no sequestro directo do material a ser degradado pela membrana lisossoma (Cheung

& Ip, 2009; Levy et al, 2009).

Varios estudos demonstram que estes mecanismos sdo importantes para a regulagio da o-
sinucleina. As formas soliveis da a-sinucleina sofrem degradacdo preferencial via SUP ou
por AMC. As formas insoltveis de a-sinucleina sofrem degradacdo via macroautofagia. As
formas mutantes de a-sinucleina inibem a AMC, uma vez que, apresentam grande afinidade
na ligacdo ao receptor LAMP2A, inibem o transporte mediado pelo receptor, conduzindo a
acumulacdo de a-sinucleina mas também de outros substractos. Para além da degradacdo da
a-sinucleina, a via macroautofagica é responsavel pelo turnover da mitocondria. A disfuncéo
deste organelo é um dos mecanismos propostos para a fisiopatologia da DP (Cheung & Ip,

2009; Levy et al, 2009).

Os neuronios séo células metabolicamente muito activas e dependentes do metabolismo
aerobio. A disfuncdo mitocondrial pode levar a diminui¢do da sintese de ATP, aumento da
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producdo de substancias reactivas do oxigénio e tém um papel fundamental na regulagcdo da
apoptose (Levy et al, 2009). A primeira vez que a disfungcdo mitocondrial foi descrita estava
associada ao défice do complexo | da mitocéndria (Schapira & Gegg, 2011). A disfuncéo
mitocondrial pode resultar de mutacdo de genes nucleares responséaveis pela regulacdo da
funcdo mitocondrial. Assim, a falha na degradacdo da mitocondria pela disfungdo do
mecanismo de macroautofagia pode ser, portanto, um mecanismo patogénico na DP (Levy et

al, 2009).

O stress oxidativo é um factor inegavel na fisiopatologia da DP bem patente pela
presenca de lesdo do DNA, peroxidacdo lipidica, oxidacdo proteica, niveis reduzidos de
glutationa e aumento da deposi¢cdo de ferro no cérebro de individuos com DP, no entanto,
existe a duvida se a sua presenca é um achado tardio ou precoce da lesdo neuronal (Levy et al,
2009). A dopamina pode ter um papel importante enquanto fonte de especies reactivas do
oxigénio, o que explicaria a selectividade da degeneracéo das células da substantia nigra pars

compacta (Levy et al, 2009).

As células tém ainda um terceiro mecanismo para degradacdo de proteinas andmalas ou
com conformacdo alterada, a via do stress do reticulo endoplasmatico. Este mecanismo tem
trés fases. A primeira consiste na diminuicdo da producdo de novas proteinas que
necessitariam de adquirir uma outra conformacdo. A segunda resulta na expressdo dos genes
envolvidos na conformacdo das proteinas. Na terceira fase ha degradacdo das proteinas pelo
proteossoma apds transporte destas proteinas do reticulo endoplasmatico para o citoplasma. A
activacao prolongada do stress do reticulo endotelial conduz a activacdo de mecanismos que
promovem a morte celular. Desta forma, este mecanismo funciona como protector e agressor

no contexto de DP, dependendo do grau e duracgdo de activacdo (Levy et al, 2009).
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O ido célcio é um componente muito importante na sinalizacdo nos neurénios. Os seus
niveis citoplasmaticos sdo muito bem regulados, tendo conhecidos efeitos neurotdxicos
quando se encontra desregulado. O aumento da concentracdo do célcio activa varias vias pelas
quais ocorre morte celular como a disfuncdo mitocondrial, stress oxidativo, disfuncdo do
reticulo endotelial e desregulacdo da sinalizacdo via enzimas dependentes do célcio (Levy et

al, 2009).

A inflamagdo € um processo que contribui para a neurodegeneracao, tanto pela activagédo
das células da glia, como pela libertacdo de moléculas inflamatdrias. Ndo é, no entanto, um
mecanismo fisiopatologico exclusivo de DP estando presente em outras doencas
neurodegenerativas (Chung et al, 2010). A analise de cerebros de doentes com DP revela

microgliose e astrocitose, bem como um aumento de citocinas e COX2 (Levy et al, 2009).
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4. Doenca de Gaucher

4.1. Epidemiologia

A Doenca de Gaucher (DG) foi descrita pela primeira vez em 1882 por Philippe Gaucher
numa mulher de 34 anos com hepatoesplenomegalia, dor abdominal, hemorragia, com 31 kg a

altura da autopsia com um bago de 5 kg (Hruska et al, 2008).

A DG é a doenca lisossomal mais prevalente a nivel mundial, tem uma forma de
transmiss@o autossdémica recessiva, sendo bastante comum na populacao de judeus Ashkenazi,
na qual a incidéncia é de 1 em cada 855 individuos. Na populacdo Portuguesa ¢é de 1,4 em 100
000 recém-nascidos vivos (Sidransky, 2004; Pinto et al, 2004; Hughes, 2009). A DG resulta
de uma deficiéncia na enzima glucocerebrosidase ou, em casos raros, da deficiéncia do co-
factor da enzima, a saposina C, e caracteriza-se pela acumulacdo do seu substrato, a
glucosilceramida (Sidransky, 2004; Hughes & Pastore, 2010). A enzima cataliza a hidrdlise
da glucosilceramida em ceramida e glucose (Bras et al, 2008), mas tem também a capacidade
de metabolizar outros glucolipidos, como o glucosilesfingosina, uma forma deacilada da

glucosilceramida (Hughes & Pastore, 2010).

4.2. Fisiopatologia

Na microscopia Optica, encontramos acumulacdo de lipidos no sistema reticulo-
endotelial, visualizando-se lisossomas engorgitados com lipidos nos macréfagos (Sidransky,

2004). Esses macrofagos, chamados de células de Gaucher, tem cerca de 20-100um de
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didmetro com um ndcleo excéntrico, com um citoplasma estriado e sdo células PAS

(coloracdo acido periddico-Schiff) positivas (Sidransky, 2004; Hughes & Pastore, 2010).

Os substratos da enzima glucocerebrosidase e acumulam-se no plasma e nos tecidos dos
individuos com DG. Esta acumulacéo lipidica € responsavel pelo aparecimento das células de
Gaucher e, aparentemente, todas as células da linhagem macrocitica parecem estar envolvidas
na fisiopatologia da DG. Estes macr6fagos acumulam-se a nivel do baco, figado, medula
Ossea e 0ss0. Acredita-se que a acumulacdo de lipidos nos macréfagos leva a mudanca das
moléculas de superficie destas células e a producdo de citocinas diferentes da via de activacdo

classica (Hughes & Pastore, 2010).

Encontramos, portanto, elevados niveis de interleucina-1b, antagonista de receptor
interleucina-1, IL-6, TNF-a, M-CSF e receptor solGvel da IL-2 CD14. A osteopenia pode ser
provocada pela IL-1b, TNF-a, IL-6 e IL-10, um estado procoagulante pode surgir pela IL-1b,

TNF-a ¢ IL-6 e gamapatias e mieloma multiplo pela IL-6 e IL-10 (Hughes & Pastore, 2010).

A acumulacdo de substrato pode desencadear outros mecanismos responsaveis pelas
lesbes na DG, nomeadamente, pela via do stress do reticulo endoplasmatico e pela alteracéo

da homeostase do célcio (Hughes & Pastore, 2010).

A alteracdo da conformacdo da enzima glucocerebrosidase induz a activacdo da via do
stress do reticulo endoplasmatico, com degradacao da enzima com conformacéo anémala pelo

SUP (Hughes & Pastore, 2010).

A glucosilceramida aumenta a libertacdo de calcio, via inducdo do agonista, dos
compartimentos intracelulares através do receptor da rianodina, o que pode resultar em morte
celular, sendo este 0 mecanismo proposto para a fisiopatologia da DG neuropatica (Hughes &

Pastore, 2010).
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4.3. Clinica

Clinicamente estes doentes podem apresentar uma grande variabilidade de fenotipos
podendo ir desde morte in Utero até doentes assintomaticos (Sidransky, 2004). A doenca é
dividida em trés tipos clinicos de acordo com a sua progressdo, idade de inicio e

comprometimento neuroldgico (Sidransky, 2004).

Assim, os doentes com tipo 1 caracterizam-se por ndo apresentarem alteracGes
neuroldgicas representando cerca de 95% dos doentes com DG (Amaral et al, 2000;
Sidransky, 2004). Incidéncia deste tipo da doenca ¢é de cerca de 1/10000 (Trindade e Silva et
al, 2007). A idade de inicio dos sintomas pode variar, sendo comum o Seu aparecimento na
idade adulta. Existem, no entanto, casos que permanecem assintomaticos durante toda a vida,
sendo portanto desconhecida a incidéncia real da DG tipo 1. Estes doentes apresentam
organomegalia (hepatomegélia e esplenomegalia), anemia, trombocitopenia e envolvimento

0sseo (Sidransky, 2004).

Os doentes com o tipo 2 caracterizam-se pelo aparecimento da doenca na infancia e por
alteracdes neuroldgicas (Sidransky, 2004). E uma forma rara de apresentacdo surgindo em
cerca de 1/100000 de recém-nascidos (Trindade e Silva et al, 2007). Surge, na maioria dos
casos, nos primeiros 6 meses de vida, apresentando, estes individuos, deterioracdo
neuroldgica rapida e progressiva, envolvimento visceral extenso e severo, acabando por levar

ao Obito destes individuos nos primeiros anos de vida (Westbroek et al, 2011).

O primeiro sinal de disfuncdo do sistema nervoso central é, frequentemente, a disfuncéo
do oculomotor (estrabismo, sacadas, paralisia ou parésia bulbar). Estas alteracdes podem ser

acompanhadas por hipertonia, rigidez, opistotonus e disfagia a medida que o envolvimento
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neuroldgico vai evoluindo. A doenca pode manifestar-se ainda no meio intra-uterino por

hidrépsia fetal ndo-imune ou ictiose congénita (Westbroek et al, 2011; Sidransky, 2004).

Os doentes classificados no tipo 3 tem sintomas neuropéticos subagudo, que progridem
mais lentamente do que no tipo 2 (Sidransky, 2004; Amaral et al, 2000). A incidéncia desta
forma da DG é de 1/50000 entre suecos Norrbotten (Trindade e Silva et al, 2007). Estes
doentes tém um curso da doenca mais grave que os doentes com tipo 1, mas surge mais
tardiamente do que o tipo 2 e apresentam envolvimento visceral, alteragdes oculares com
movimentos sacadicos horizontais, podendo desenvolver mioclonias, ataxia, convulsdes,

deméncia e calcificacGes da aorta (Sidransky, 2004; Westbroek et al, 2011).

4.4. Etiologia

A DG é uma doenca autossomica recessiva que resulta, portanto, da presenca de

mutac6es em ambos os alelos do gene GBA.

4.4.1. Estrutura e funcéo do gene GBA

O gene GBA encontra-se no cromossoma 1, na regido 1g21, tem 7,6 kb de comprimento,
compreendendo 11 exdes e 10 intr6es (Hruska et al, 2008; Hughes & Pastore, 2010). A regido
onde se encontra 0 gene GBA é extremamente rica em genes, sendo possivel encontrar na
regido de 85 kb no braco longo do cromossoma 1, 7 genes funcionais e 2 pseudogenes. A 16
kb da porcdo 3’ terminal do gene GBA encontra-se um pseudogene com 5,7 kb de

comprimento com a mesma organizacao de exdes e intrdes que o gene GBA, com deleccdo de
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55bp no exdo 9 e 96% de homologia com o GBA (Sidransky, 2004; Hruska et al, 2008;

Hughes & Pastore, 2010).

O gene funcional mais préximo é o da metaxina que se localiza a jusante do GBA, sendo
transcrito convergentemente com o GBA. Também existe um pseudogene da metaxina que se

localiza entre 0 GBA e o pseudogene GBA (Sidransky, 2004; Hruska et al, 2008).

O cDNA do gene GBA tem aproximadamente 2 kb. Existem dois coddes de iniciagdo, um
no exdo 1 e outro no exdao 2, e ambos sdo traduzidos eficientemente, produzindo dois
polipeptideos diferentes. As proteinas produzidas contém um polipeptideo sinalizador de 39 e
19 residuos, respectivamente, que sdo processados durante a passagem pelo reticulo
endoplasmatico numa enzima funcional de 497 residuos (Hruska et al, 2008). A enzima €
constituida por 4 cadeias de oligassacarideos ligadas a residuos de asparagina, tendo uma
conformacéo tridimensional composta por 3 dominios ndo contiguos estabilizados por 3
pontes dissulfito (Hughes & Pastore, 2010). A glucosilacdo é essencial para o
desenvolvimento da conformacdo cataliticamente activa da enzima (Liou et al, 2006), cujo
local catalitico se encontra no dominio 3. A analise tridimensional da estrutura da proteina
ndo revelou correlacdo entre a localizacdo espacial das mutagdes e a severidade da doenca. A
funcdo dos dominios 1 e 2 é desconhecida, mas os resultados funcionais das mutacdes nesses

locais sugerem que sao importantes para a funcao da enzima (Hughes & Pastore, 2010).

A enzima glucocerebrosidase é uma hidrolase lisossémica soluvel podendo estar
associada a membrana (Alattia et al, 2007). Estudos realizados em fibroblasto revelam que
apos a sua sintese, a enzima é transportada para o interior do lisossoma onde tem uma semi-
vida de 60 horas, sendo a glucosilacdo muito importante para a sua manutencao (Liou et al,

2006). Mutacdes no gene GBA vdo comprometer a funcdo da glucocerebrosidase levando a
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uma acumulagédo de substrato que pode atingir 20 a 100 vezes os seus valores normais nos

tecidos (Hughes & Pastore, 2010).

A accdo catalitica da glucocerebrosidase tem duas etapas. A primeira consiste na
glucosilacdo do local activo pelo substrato. Na segunda etapa ocorre a desglucosilagdo com
libertacdo de uma molécula de B-glucose. A base de Lewis neste local activo é o Glu340 e o
residuo &cido-base é o0 Glu235. A ligagdo O-glicosidica do substrato € protonada pelo Glu235
e quebrada, subsequentemente, pelo Glu340. Estas reac¢des levam a libertacdo da ceramida e
a ligacdo covalente da glucose a enzima. Por fim, a glucose é libertada do residuo Glu340 por
desprotonacdo da agua pelo residuo Glu235 e quebra da ligacdo enzima-glicose pelo OH

(Liou et al, 2006).

A proteina saposina C constituida por 80 aminoacidos, associada a fosfatidilserina, actua
como cofactor da GBA. A saposina C tem ainda a funcdo de proteccdo da protedlise da
enzima GBA e interage com os lipidos permitindo uma maior acessibilidade dos headgroups a

hidrolase (Hughes & Pastore, 2010; Sun et al, 2010).

4.4.2. Mutag0es

Foram descritas até ao momento mais de 300 mutacGes do gene GBA (Velayati et al,
2010). Estas podem ser mutacdes missense, nonsense, splicing, deleccdes e insercdes de um
ou mais nucleotideos e alelos complexos resultantes da conversdo, recombinacdo e duplicacao
com o pseudogene (Hruska et al, 2008; Hughes & Pastore, 2010). Na populacdo de origem
Europeia as duas mutacGes mais frequentes sdo a N370S e a L444P, correspondendo a 2

tercos dos alelos encontrados em individuos com DG (Bekris et al, 2010).
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Na populagdo de Judeus Ashkenazi com DG a mutacdo mais encontrada foi a N370S

assim como em doentes portugueses com DG (Bekris et al, 2010).

O gendtipo que classicamente esta associado ao tipo 1 é o0 N370S em homozigotia ou em
compostos heterozig6ticos (Sidransky, 2004), no entanto, a possibilidade de fazer previsfes a

partir do genotipo encontrado sdo extremamente limitadas (Hruska et al, 2008).

A mutacdo N370S, localizada no exdao 9, resulta de uma troca da adenina pela guanina no
nucledtido 1226. Esta mutacdo provoca a substituicdo de um aminoacido de asparagina por

serina no codao 370 da glucocerebrosidase (Tsuji et al, 1988).

A transicdo de um nucleotido de timina por uma citosina no nucledtido 1448, no exao 10
do gene GBA, resulta na troca de um aminoé&cido de leucina por um de prolina no residuo 444
da proteina funcional e a esta mutacdo chama-se L444P. Esta mutacdo pode ocorrer ainda por
recombinacdo com o pseudogene GBA, uma vez que, a posicdo homologa é ocupada pela

citosina (Tsuji et al, 1987).

As mutacBes recombinantes do gene GBA resultam do elevado grau de homologia e da
proximidade ao pseudogene. A recombinacdo pode surgir por crossing over desigual entre o
gene e o pseudogene ou por eventos de conversao do gene funcional. Os locais de eventos de
recombinacdo sdo variaveis, podendo ocorrer desde o intrdo 2 até ao exdo 11. Mais ainda, 0s
mecanismos de recombinacdo podem diferir, surgindo tanto por recombinacdo reciproca

como por recombinacao ndo reciproca (Hruska et al, 2008).

Deste modo, o alelo recombinante RecNcil é frequentemente detectado pela pesquisa de
mutacOes associadas ao pseudogene como L444P e A456P. No entanto, a pesquisa de
mutacbes associadas a alelos recombinante ndo permite encontrar todos os alelos

recombinantes. Para melhor descrever o alelo recombinante devemos utilizar a combinacédo
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entre a sequenciacdo directa e a analise por Southern blot. Quando se identificam mutaces
associadas ao pseudogene, deve-se realizar a sequenciagcdo do gene inteiro, pesquisando
alteracbes exonicas e intronicas entre o0 GBA e o pseudogene GBA, a fim de definir o
comprimento da sequéncia incorporada. O Southern blot permite distinguir se o rearranjo

resulta de converséo, de duplicacdo ou de deleccdo (Hruska et al, 2008).
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5. Associacao entre a Doenca de Gaucher e a Doenca de Parkinson

A ligacdo entre a DG e o Parkinsonismo foi detectada pela observacdo clinica de
sintomas parkinsénicos em doentes com DG (Tayebi et al, 2001). O fendtipo parkinsénico
nos individuos com DG pode variar desde DP sensivel a L-dopa, até deméncia rapidamente
progressiva. A forma mais comum de parkinsonismo nos individuos com sintomas ligeiros de
DG ¢ tremor, bradicinésia, rigidez e, frequentemente, défice cognitivo com inicio em idades

precoces e refractario a L-dopa (Sidransky, 2004).

Para além disso, observou-se uma maior incidéncia de DP em familiares de individuos

afectados pela DG (Tayebi et al, 2003; Goker-Alpan et al, 2004).

Em consequéncia destas observaces, multiplos estudos almejaram identificar a
frequéncia de mutacbes no gene GBA na populacdo de doentes com DP. O estudo realizado
por Lwin e colaboradores em 2003, que consistiu na avaliacdo de amostra cerebrais de 57
individuos com DP com diagnostico clinico ou patologico e de amostras cerebrais de 44
individuos sem DP, conclui que as mutacbes do gene GBA sdo mais prevalentes nos
individuos com DP do que nos controlos (prevaléncia nos individuos com DP foi de 21%,
enquanto que nos controlos foi de 4,5%). Para além disso, observaram que os individuos

portadores de mutacdo manifestavam a doenca em idades mais precoces (Lwin et al, 2004).

Também, os estudos realizados por Gan-Or e colaboradores em 2008 e em 2009 em
populacdes de judeus Ashkenazi com DP, revelaram que os doentes portadores da mutacdo
num dos alelos do gene GBA tinham um inicio da doenca, em média, 3,5 anos mais cedo que
individuos sem mutacdes (Gan-Or et al, 2008, 2010). Mais ainda, verificou que as mutacdes
“mais severas” estavam associadas a um aparecimento da doenga 5 anos antes da idade média

de aparecimento da doenca nos individuos sem mutacdo, ao passo que as mutacdes “menos
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severas” estavam associadas a0 aparecimento da doenca 3,5 anos mais cedo que os individuos
sem mutacGes (Gan-Or et al, 2008). Identificou, também que doentes portadores de mutacGes

no gene GBA tinham um risco superior de desenvolver bradicinésia (Gan-Or et al, 2010).

Em 2009, um estudo que envolveu 12 paises, que compilou os resultados obtidos por 16
centros internacionais, com uma amostra de 5691 doentes e 4898 controlos, identificou uma
associagdo positiva entre as mutacbes no gene GBA e a DP, bem como, identificou o
aparecimento da doenca em idades mais precoces em comparacao com individuos com DP
sem mutacBes no gene GBA. Neste estudo observou-se que a analise das mutagfes em alguns
centros consistiu apenas na determinacdo das duas mais frequentes (L444P e N370S) e
noutros centros envolveu a sequenciacdo completa do gene GBA. Verificou-se que a idade de
aparecimento da doenca em individuos portadores de mutacGes no gene GBA foi 3,9 anos
mais cedo do que nos individuos sem mutacdo. A apresentacdo clinica da doenca ndo foi
muito diferente entre o grupo dos individuos portadores e ndo portadores de mutagdes, no
entanto verificou-se menor incidéncia de bradicinésia, tremor de repouso, inicio assimétrico e

rigidez (Sidransky et al, 2009).

Com este grande estudo multicéntrico foi possivel afirmar que existe uma associacao
positiva entre a presenca de mutacdes em heterozigotia do gene GBA e que nestes individuos

a idade de inicio da doenca é mais precoce.

A frequéncia das mutacdes no gene GBA foi calculada em varios estudos para diferentes
populacdes. Assim, na populacdo portuguesa de doentes com DP a frequéncia de portadores €
de 6,1% (Bras et al, 2009), na populacdo de doentes ingleses é de 4,2% (Neumann et al, 2009)

e a frequéncia de portadores € de 4,7% nos doentes gregos (Kalinderi et al, 2009).

31



Défice Cognitivo na Doenca de Parkinson: Relacdo com as Mutacdes no Gene da Glucocerebrosidase

Tese Final de Mestrado Integrado em Medicina

O estudo realizado por Clark e colaboradores em 2009, realizado em 187 individuos com
diagndstico neuropatolégico de doengas com corpos de Lewy (DP e Deméncia com corpos de
Lewy), com ou sem doenca de Alzheimer, 60 casos de individuos com doenca de Alzheimer
sem corpos de Lewy, e uma populacdo controlo de 32 individuos, em que verificaram que 0s
individuos com Deméncia com corpos de Lewy tinham uma maior frequéncia de mutagdes no
gene GBA que os controlos (Clark et al, 2009). Para além disso, foi observado em vérios
estudos uma maior frequéncia das mutacGes no gene GBA em individuos com corpos de Lewy
corticais do que em individuos com corpos de Lewy limitados ao tronco cerebral (Goker-

Alpan et al, 2006; Clark et al, 2009).

Foi assim validado uma ligacdo entre a presenca de mutacdes do gene GBA, a DP
associada a um inicio em fases mais precoces e a relagdo com o aparecimento de deméncia
gue motivou a pesquisa de uma possivel relacdo entre as mutacdes de gene GBA e o fendtipo

de défice cognitivo e deméncia em DP.

5.1. Défice cognitivo

Deste modo, Neumann e colaboradores, em 2009, estudaram 790 pacientes britanicos
com DP, foi realizada a pesquisa de 14 mutacfes no gene GBA e a avaliacdo clinica dos
doentes. A idade de inicio da doenca nos portadores da mutacdo era 6 anos mais cedo que nos
individuos sem mutacdo. Verificou-se ainda que 38% dos individuos portadores da mutacdo
apresentavam DP de inicio precoce, ou seja, que surge antes dos 50 anos e observou que nesta
série de doentes de DP, 48% dos doentes portadores de mutacdo apresentaram sintomas de
défice cognitivo ou deméncia, sendo que 40% dos doentes com défice cognitivo

apresentavam DP de inicio precoce (Neumann et al, 2009).
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Também, reforcando o aumento da prevaléncia de alteracdes cognitivas nos individuos
com mutagdes no gene GBA e com DP, Setd-Salvia e colaboradores estudaram, em 2011, uma
populacdo de 225 individuos com DP idiopatica, 17 individuos com Deméncia de corpos de
Lewy e uma populacdo de 186 controlos, tendo sido sequenciada toda a regido codificante do
gene GBA. Todos os participantes eram Europeus de raca caucasiana. As mutacdes no gene
GBA estavam presentes em 9,8% dos individuos com DP, em 11,8% dos individuos com
Deméncia de corpos de Lewy e em apenas 0,5% da populacdo de controlo. O alelo mais
frequente nos individuos com DP foi o L444P (frequéncia de 27,2%), e a segunda mutacao
mais frequente nestes individuos foi N370S (frequéncia de 22,7%). A idade de inicio da
doenca nos doentes com mutacdes no gene GBA foi mais precoce do que nos individuos sem
mutacdes no gene GBA, no entanto, esta diferenca ndo apresentou significancia estatistica.
Para a analise entre a associagdo entre as mutacdes no gene GBA e o défice cognitivo, foi
comparado o aparecimento de deméncia com a presenca ou auséncia de mutacoes,
concluindo-se que nos individuos portadores de mutac6es no gene GBA o aparecimento de
deméncia foi bastante mais frequente do que nos individuos sem mutagdes (50% vs 24%)

(Seto-Salvia et al, 2011).

No entanto, nem sempre se tem observado défice cognitivo aumentado em doentes com
DP portadores de mutacdo no gene GBA, nomeadamente, este achado ndo foi verificado em

dois estudos para a populacdo Japonesa e Francesa (Lesage et al, 2011; Mitsui et al, 2009).

5.2. Mecanismos fisiopatologicos

Apesar de ter sido validado que as mutacfes em heterozigotia do gene GBA sdo um factor

de risco para a DP o mecanismo fisiopatologico envolvido ainda ndo se encontra totalmente
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esclarecido, existindo varias teorias que tentam explicar a que nivel e de que forma, as
alteraces metabolicas resultantes do gene GBA mutado podem desencadear o aparecimento
das manifestacGes parkinsonicas (Aharon-Peretz et al, 2004; Sidransky, 2004; Bras et al,

2008; DePaolo et al, 2010).

Teorias de ganho e perda de funcdo foram propostas na tentativa de elucidar os
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na DP associada a mutacdes do gene GBA. As
teorias de ganho de funcdo sugeriam o contributo da enzima glucocerebrosidase para a
agregac¢do de a-sinucleina, enquanto que nas teorias de perda de fungdo a doenca resultaria de

funcédo deficiente da enzima glucocerebrosidase (Velayati et al, 2010).

As mutagdes com ganho de fungdo resultam da acumulagdo toxica da P-
glucocerebrosidase, que pode conduzir a insuficiéncia do sistema lisossomal por alteracdo dos
mecanismos de autofagia-lisossoma ou pela sobrecarga do SUP. Os mecanismos por perda de
funcdo propostos resultam da alteracdo da composicdo lipidica das celulas (Goldin, 2010;

Velayati et al, 2010).

A acumulacdo da glucocerebrosidase com uma conformacdo anémala no limen do
reticulo endoplasmatico conduz ao stress do reticulo que leva a activacdo do SUP para
degradacéo das proteinas. A glucocerebrosidase andmala sofre ubiquitinizacéo e é degradada.
A parkina, sendo uma E3 ubiquitina-ligase, actua como mediador da ubiquitinizacdo da
glucocerebrosidase. Nos casos em que o stress sobre o reticulo endoplasmatico persiste, ha
activacdo de sinais que levam a morte celular. A parkina actua no sentido de reduzir a
toxicidade do stress sobre o reticulo endoplasmatico nestas situacGes ligando-se a
glucocerebrosidase andmala e por conseguinte vai haver acumulacdo dos seus substratos
naturais, tais como a a-sinucleina que ird agregar e que acabara por conduzir & morte celular
(Ron et al, 2010; Velayati et al, 2010).
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A a-sinucleina é uma proteina soldvel que se liga aos lipidos das membranas plasmaéticas
e das vesiculas sindpticas. Assim, mutacdes no gene GBA com perda de funcdo que resultam
na acumulacdo de lipidos, nomeadamente, esfingolipidos, podem conduzir a alteracdo da
composi¢do das membranas, libertando a a-sinucleina, levando a sua agregacdo e formando
fibrilhas de amildide insoltvel. Neste caso, o tipo de lipidos que constituem as vesiculas séo

relevantes para o tipo de interaccéo que se estabelece (Velayati et al, 2010).

A disfuncdo do lisossoma pode provocar o desequilibrio da homeostase lipidica. Nesta
situacdo, a desregulacdo do transporte de lipidos e colesterol do lisossoma, conduzem a um
aumento do tamanho do lisossoma e a interrup¢do da protedlise, 0 que provoca um aumento
dos niveis de proteinas ndo degradadas. Para alem disso, os niveis de ceramida sao
extremamente bem regulados, por multiplas vias metabolicas (Bras et al, 2008; DePaolo et al,

2010; Goldin, 2010; Velayati et al, 2010).

Em 2009, o Dr. Stanly Prusiner colocou a hipotese de a a-sinucleina se comportar como
um prido. Os prides sdo pequenas proteinas hidrofébicas que podem mudar de conformacéo
em determinadas condi¢des. A a-sinucleina sofreria entdo alteraces na sua conformacao que
conduziriam a sua agregacdo em determinadas células. Consequentemente, deslocar-se-ia
entre as células neuronais, infectando outras moléculas de o-sinucleina noutras células.
Finalmente, a infeccdo atingiria a substantia nigra, zona extremamente rica em a-sinucleina

(Goldin, 2010).

Nesta situacdo, a célula responsavel pela lesdo é o macrofago. Acredita-se que estas
células podem funcionar de duas formas, como transportadores do prido para o sistema
nervoso, ou podem combater a infec¢do por destruicdo da proteina. Na DG, os macréfagos
sdo as células mais afectadas, acumulando vesiculas lipidicas, por incapacidade de degradacéo
das membranas glicolipidicas durante a fagocitose de glébulos vermelhos, originando
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membranas intracelulares. A o-sinucleina € uma proteina sanguinea que quando ingerida
pelos macrofagos, e entrando em contacto com as vesiculas ricas em glucosilceramida, sofrem
reorganizacdo da sua estrutura, adquirindo a forma de prido, tendo também a capacidade de
sofrer agregacdo. Se estas células libertarem o seu contetddo na vizinhanga de um neurénio,
desencadeia-se um ciclo de transformacdo de outras moléculas de a-sinucleina que vao

agregar-se culminando com o aparecimento de DP (Goldin, 2010).

Nos portadores de mutagdes no gene GBA, a lesdo por prides, seria explicada pela two hit
theory, em que, ocorreria uma mutacdo somatica no alelo ndo mutado do GBA num precursor
dos macrofagos. Desta forma, como o nimero de células com ambos os alelos mutados é
pequena, o genotipo identificado seria de heterozigotia para a mutagdo do gene GBA (Goldin,

2010).
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6. Consideracdes finais

A presenca de mutacGes no gene GBA é considerada um factor de risco para o
desenvolvimento da DP. Os mecanismos fisiopatoldgicos que explicam essa relagdo ndo estdo
completamente elucidados, mas tem vindo a ser sugerido que a glucocerebrosidase ¢ a a-
sinucleina estejam implicadas numa via comum por acumulacdo de proteinas resultante de
défice dos mecanismos de degradacdo de proteinas, alteracdo da composicdo lipidica e

transmisséo de prides.

Os estudos realizados recentemente na populacdo de doentes com DP permitiram
identificar o surgimento da doenca em idades mais precoces, mas também uma maior
frequéncia de défice cognitivo nos individuos portadores de mutacGes no gene GBA. No
entanto, a presenca de défice cognitivo ndo foi ainda validado para todas as populacGes
estudadas. Neste sentido, um maior nimero de estudos serd necessario para confirmar esta

associagao.
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