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RESUMO

Introducdo: O parkinsonismo atipico (PA) consiste nas seguintes doencas: paralisia
supranuclear progressiva (PSP), atrofia de mdultiplos sistemas (AMS), degeneracédo
corticobasal (DCB) e deméncia de corpos de Lewy (DCL). Alguns genes foram implicados
como potencialmente envolvidos na fisiopatologia das formas de PA. Ja se sabe que
pacientes com doenca de Gaucher (DG) que apresentam variantes patogénicas em ambos 0s
alelos do gene GBAL e seus familiares apresentaram sinais de parkinsonismo com mais
frequéncia do que o esperado. Além disso, outros genes relacionados a doengas lisossdmicas
distintas da DG parecem estar relacionados ao parkinsonismo. O conhecimento dos fatores
genéticos e dos mecanismos moleculares envolvidos no PA permitiu ampliar o
conhecimento dessas doencas. Sendo o PA uma doenca rara e complexa, a utilizagdo de
ferramentas de biologia de sistemas poderd contribuir para a compreensdo das bases
moleculares desta doenga.

Objetivos: Identificar e analisar aspectos genéticos e metabolicos do parkinsonismo atipico,
visando a compreensao dos mecanismos subjacentes a essa condicao.

Meétodos: Capitulo 1: Foi conduzida uma busca sistematica na base de dados DisGeNET.
As ferramentas STRING 11.0 e Cytoscape 3.8.2 foram utilizadas para analise da rede de
interacdo proteina-proteina (PPI). Capitulo 2: Foram incluidos 23 pacientes que atendiam
aos critérios diagndsticos atuais para PAs. Todos os exons dos genes lisossomais GBAL,
SMPD1, LIPA, NPC1, NPC2 e PSAP foram sequenciados por sequenciamento de nova
geracéo.

Resultados: Capitulo 1: A busca sistematica no banco de dados DisGeNET identificou 485
genes envolvidos com PA. Sobrepondo esses genes, conseguimos detectar um total de 31
genes hub-bottleneck para os 4 tipos de PA. Além disso, nossas analises de enriquecimento
funcional demonstraram o envolvimento desses genes hub-bottleneck em trés vias Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) principais, as quais estdo relacionadas a
doenca de Parkinson, de Alzheimer e do metabolismo do colesterol. Capitulo 2: Seis
pacientes com PA apresentaram variantes heterozigoticas localizadas nos genes-alvo. Essas
variantes também foram encontradas em 7 controles (pacientes com suspeita de doenca
lisossdmica de depdsito). Variantes no GBAL foram encontradas em 2 pacientes e em 2

controles, sendo elas: p.Glu365Lys no paciente com AMS e em dois controles e



p.Arg534Cys no paciente com PSP; variantes no NPC1 foram encontradas em 3 pacientes:
p.Asn222Ser no paciente com PSP e paciente com AMS, e p.Pro434Ser no paciente com
PSP e em 3 controles. A variante NPC2 p.Val30Met foi encontrada em um paciente com
AMS; e a variante SMPD1 p.Gly492Ser foi encontrada em um paciente com DCL.

Concluséo: Nossas investigaces levaram a conclusdo de que as seis variantes nos genes
ligados a doencas lisossdmicas apresentam uma possivel associacdo com o PA. A aplicacdo
de uma abordagem de biologia de sistemas revelou a identificacdo de 31 genes hub-
bottleneck, notavelmente interconectados, sugerindo seu importante papel na patogénese do
PA. Esses achados proporcionam uma compreensdo dos mecanismos moleculares
subjacentes a doencga, destacando a complexa rede de interaces genéticas envolvidas. Esses
31 genes identificados como centrais e altamente interligados podem desempenhar um

papel-chave na progressdo e no desenvolvimento do PA.



ABSTRACT

Introduction: Atypical parkinsonism (AP) consists of the following diseases: progressive
supranuclear palsy (PSP), multiple system atrophy (MSA), corticobasal degeneration (CBD)
and Lewy body dementia (LBD). Some genes have been implicated as potentially involved
in the pathophysiology of forms of AP. Itis already known that patients with Gaucher disease
(GD) who present pathogenic variants in both alleles of the GBAL1 gene and their relatives
show signs of parkinsonism more frequently than expected. Furthermore, other genes related
to lysosomal diseases separate from GD appear to be related to parkinsonism. Knowledge of
the genetic factors and molecular mechanisms involved in AP has allowed us to expand our
knowledge of these diseases. As AP is a rare and complex disease, the use of biological
systems tools may contribute to understanding the molecular basis of this disease.

Aim: identify and analyze genetic and metabolic aspects of atypical parkinsonism,
improving understanding of the mechanisms underlying this condition.

Methods: Chapter 1: A systematic search of the DisGeNET database. The STRING 11.0
and Cytoscape 3.8.2 tools were used to analyze the protein-protein interaction (PPI) network.
Chapter 2: 23 patients who met current diagnostic criteria for PAs were included. All exons
of the lysosomal genes GBAL, SMPD1, LIPA, NPC1, NPC2 and PSAP were sequenced by
next generation sequencing.

Results: Chapter 1: A systematic search of the DisGeNET database deals with 485 genes
involved in PA. Overlapping these genes, we were able to detect a total of 31 hub-bottleneck
genes for the 4 types of AP. Furthermore, our functional enrichment analyzes implicate the
involvement of these hub-bottleneck genes in three major Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) pathways, which are related to Parkinson's disease, Alzheimer's disease,
and cholesterol metabolism. Chapter 2: Six patients with PA had heterozygous variants
located in target genes. These variants were also found in 7 controls (patients with suspected
lysosomal storage disease). Variants in GBAL were found in 2 patients and 2 controls,
namely: p.Glu365Lys in the patient with AMS and two controls and p.Arg534Cys in the
patient with PSP; variants in NPC1 were found in 3 patients: p.Asn222Ser in the PSP patient
and AMS patient, and p.Pro434Ser in the PSP patient and 3 controls. The NPC2 p.Val30Met
variant was found in a patient with AMS; and the SMPD1 p.Gly492Ser variant was found in
a patient with DLB.
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Conclusion: Our investigations led to the conclusion that the six variants in genes related to
lysosomal diseases have a possible association with AP. Application of a systems biology
approach revealed the identification of 31 remarkably interconnected hub-bottleneck genes,
showing their important role in the pathogenesis of AP. These findings provide insight into
the molecular mechanisms underlying the disease, highlighting the complex network of
genetic interactions involved. These 31 genes identified as central and highly interconnected

may play a key role in the progression and development of AP.
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APRESENTACAO E ESTRUTURACAO DA TESE

Parkinsonismo atipico (PA) refere-se a um conjunto de doencas que se apresentam
com manifestacfes clinicas de uma sindrome parkinsoniana associada a outros sinais e
sintomas distintivos da doenca de Parkinson (DP). Além dos sinais cardinais da DP, tais
como tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural, encontramos outras
manifestagdes neuroldgicas associadas(Deutschlénder et al., 2018).

O grupo de PA é constituido pelas seguintes doencas: paralisia supranuclear
progressiva (PSP), atrofia de multiplos sistemas (AMS), degeneracao corticobasal (DCB) e
deméncia por corpusculos de Lewy (DCL)(Giagkou; Stamelou, 2018). Atualmente, ndo
existe um tratamento especifico para PSP, AMS, DCB e DCL. A farmacoterapia é baseada
em medicamentos para amenizar alguns dos sintomas. Um diagnostico acurado das formas
de PA ¢é complicado, e isso se da principalmente devido a variabilidade fenotipica,
sobreposicdo de sintomas entre os PAs e a falta de testes doenca-especificos por meio de
biomarcadores(Hirschbichler et al., 2017). Apesar de ndo se conhecer a etiologia dos PAs,
estudos vém sugerindo que ha uma contribui¢do de vias lisossdmicas no mecanismo dessas
doencas(Asselta et al., 2014; Lwin et al., 2004; Sidransky et al., 2010).

O conhecimento de fatores genéticos e de mecanismos moleculares envolvidos no
PA tem possibilitado ampliar o entendimento dessas doencas. Sendo o PA uma doenca rara
e complexa, o uso de ferramentas de biologia de sistemas podera contribuir na caracterizacdo
de genes hub-bottleneck (genes que possuem maiores interacdes em uma via), juntamente
com a identificagdo de suas vias metabolicas para maior entendimento das bases desta
doenca.

Diante das questOes expostas, a presente tese de doutorado organiza-se em 2
capitulos, que visam avaliar as variantes e 0s genes relacionados ao Parkinsonismo atipico.

A primeira parte da tese é composta pela introducdo e pelos objetivos da tese. O
Capitulo 1 é referente ao artigo “ldentification of metabolic pathways and key genes
associated with Atypical Parkinsonism using a systems biology approach”, publicado na
revista Metabolic Brain Disease (Springer Nature). Nele buscou-se caracterizar 0s genes
hub-bottleneck para cada tipo de PA, as vias bioldgicas, bem como as associa¢des genéticas,
0 que poderia contribuir para a compreensao das bases moleculares do PA utilizando uma

abordagem de biologia de sistemas.
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O Capitulo 2 corresponde ao artigo “Lysosomal disease variants in Brazilian
patients with atypical parkinsonism syndromes and the relationship of lysosomal disease
variants” em fase de elaboracdo e fechamento. Este estudo foi contemplado com o apoio
financeiro do CNPq Edital Universal CNPg, Chamada MCTI/CNPQ No 28/2018.

A parte final traz a discussdo, as conclusdes e as perspectivas, relacionando 0s
resultados encontrados a cada um dos objetivos da tese.

Por fim, na secdo de anexos, estdo disponiveis todos os materiais referentes a
aprovacao etica e ao aceite dos artigos que compdem a tese. Estdo disponiveis, tambem, os
demais artigos cientificos publicados pela autora durante o periodo do doutorado, bem como

outras producdes relevantes.
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1. INTRODUGAO

1.1Doencas Neurodegenerativas

Os distarbios neurodegenerativos podem ser amplamente classificados por suas
apresentacdes clinicas, sendo os disturbios do movimento extrapiramidais e piramidais e 0s
distdrbios cognitivos ou comportamentais 0os mais comuns. Geralmente os pacientes irdo
apresentar disturbios mistos e, alguns poucos, podem apresentar disturbios definidos como
puros. Apesar das doencas neurodegenerativas serem tipicamente definidas por acimulos de
proteinas especificas e vulnerabilidade anatémica, as mesmas podem compartilhar processos
fundamentais associados a disfuncdo neuronal progressiva e morte, como estresse
proteotdxico e suas anormalidades concomitantes na ubiquitina, funcdo lisossomal, estresse
oxidativo, inducdo de morte celular programada celular programada e neuroinflamacéo. O
diagndstico padrdo-ouro atual é a avaliacdo neuropatoldgica na autdpsia(Dugger; Dickson,
2017; Gibb; Lees, 1988; Schmidt et al., 2001).

As doengas neurodegenerativas mais comuns sdo amiloidoses, tauopatias e
sinucleinopatias (Figura 1). Conformac6es anormais de proteinas nesses disturbios e sua
distribuicdo celular e neuroanatdbmica constituem as principais caracteristicas

histopatoldgicas da doenca (Sengupta; Kayed, 2022).

PSP
FTLD
&}Q PiD

S

° D

< PDD . 'PD >+ CBD
42 " AD,DLB - _

Amyloid-

Figure 1 - p-amiloide, Tau, and a-Synucleina. Patologias proteicas sobrepostas de af3, tau e a-Syn em diversas
doencas neurodegenerativas. PSP: Paralisia supranuclear progressiva CBD: degeneracdo corticobasal. DLB:
deméncia com corpos de Lewy. FTLD: Degeneracdo lobar frontotemporal. AD: doenga de Alzheimer. PDD:
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Doenga de Parkinson desenvolve deméncia, PiD: doenca de Pick Adaptado de Urmi Sengupta, Rakez
Kayed,(2022).

As tauopatias sdo constituidas por um grupo de doencas neurodegenerativas,
incluindo a doenca de Alzheimer (DA), paralisia supranuclear progressiva (PSP), doenca de
Pick (PiD) e degeneracdo corticobasal (DCB). Sédo distarbios heterogéneos caracterizados
pela deposicdo da proteina tau, que é associada a microtubulos e encontrada em ax6nios no
cérebro. A distingdo entre tauopatias primarias e secundarias foi cunhada para diferenciar
doencas caracterizadas por agregados de tau como as principais leses de doencas nas quais
o distarbio de tau é combinado com outro distdrbio (Lebouvier; Pasquier; Buée, 2017). Seu
principal papel é a estabilizacdo dos microtibulos e, portanto, o transporte axonal. Seis
isoformas da tau, geradas pelo splicing alternativo de um unico gene (MAPT), localizado no
cromossomo 17, sdo encontradas no cérebro humano(Arendt; Stieler; Holzer, 2016;
Lebouvier; Pasquier; Buée, 2017).

Estas sdo ainda diferenciadas por fenotipos neuropatolédgicos distintos com base no
envolvimento de diferentes estruturas cerebrais, regides, tipos de células e agregacéo de
distintas isoformas de tau (3R, 4R ou uma mistura de isoformas 3R/4R). Existem as
tauopatias primarias que incluem astrogliopatia, tau relacionada ao envelhecimento
(ARTAG), doenga de gréos argirofilicos (DGA), DCB, tauopatia primaria relacionada a
idade (PART) e a PSP, entre outras (Kovacs, 2017; Lebouvier; Pasquier; Buée, 2017). As
tauopatias secundarias incluem uma serie de disturbios ou condi¢es com diversas causas,
como a DA e a encefalopatia traumatica cronica (Arendt; Stieler; Holzer, 2016). A DA é a
mais prevalente das tauopatias e é considerada uma tauopatia secundaria pois as mutacoes
que causam a DA nos genes da presenilina (PSEN1 e PSEN2) e no gene da proteina
precursora da amildide (APP) sdo caracterizadas por alteracfes iniciais ou primarias no
metabolismo da amil6ide(Hardy et al., 1998; Zhang et al., 2022).

Ja as sinucleinopatias referem-se a um grupo de distarbios caracterizados por
agregados de a-sinucleina anormalmente dobrados no sistema nervoso periférico e central.
As diferencas na localizag@o celular e no padrdo de deposicdo de a-sinucleina levam a
entidades clinicamente distintas de sinucleinopatias: insuficiéncia autondmica pura, atrofia
de multiplos sistemas (AMS), deméncia com corpos de Lewy (DCL) e doenca de Parkinson
(DP)(Coon; Singer, 2020; Fellner et al., 2021; Spillantini; Goedert, [s. d). A falha

autondmica nas sinucleinopatias esta relacionada a disfuncéo e neurodegeneracao associada
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a agregacdo anormal de a-sinucleina, com evidéncias acumuladas de disseminagéo célula a
célula de a-sinucleina. Os depositos a-sinucleina tambem estdo presentes em outras doencas,
como a DA e no distarbio comportamental do sono REM(Brés et al., 2020; Sengupta; Kayed,
2022).

A DP foi descrita em 1817 por James Parkinson. E uma doenca neurodegenerativa
progressiva complexa. Patologicamente, a DP ¢ definida pela perda de neurbnios
dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta, localizada no mesencéfalo e associada
a corpos de Lewy, que sdo inclusdes citoplasmaticas, que incluem agregados insoluveis de
a-sinucleina (Tysnes; Storstein, 2017). A prevaléncia da DP aumenta com a idade e afeta
1% da populagdo acima de 60 anos(VVon Campenhausen et al., 2005). Varios estudos relatam
dados sobre a epidemiologia da DP, no entanto, as diferengas metodoldgicas entre os estudos
dificultam a comparagéo direta das estimativas de prevaléncia. E geralmente aceito que a
prevaléncia da doenca varia de 1-2 por 1.000 em populacdes ndo selecionadas (de Lau;
Breteler, 2006; Von Campenhausen et al., 2005).

A DP ¢ caracterizada por patologia mais disseminada em outras regides do cérebro e
envolve neurbnios ndo dopaminérgicos. O diagnostico clinico da DP é baseado
principalmente em caracteristicas motoras, como tremor de repouso assimétrico lentamente
progressivo, rigidez e bradicinesia. Embora caracteristicas ndo motoras, que incluem
anosmia, constipacao, depressdo e disturbio do comportamento do sono REM, possam se
desenvolver anos antes do desenvolvimento motor (Dickson, 2012; Kalia; Lang, 2015).

A causa da DP é desconhecida na maioria dos casos identificados. Nos ultimos anos,
foram identificados fatores de risco genéticos. Parentes de primeiro grau de pacientes
afetados tém um risco 2 a 3 vezes maior de desenvolver a doenca em comparagdo com
individuos da populacdo em geral ou controles (Savica et al., 2016). Causas monogénicas de
DP foram identificadas, mas eram consideradas muito raras, até que as mutacdes da quinase
repetida rica em leucina 2 (LRRK2) foram identificadas (Gilks et al. 2005; Higashi et al.
2007), que causam até 40% dos casos em casos selecionadas em populacgdes (Lesage; Brice,
2012). Geralmente acredita-se que causas genéticas conhecidas podem ser relevantes em
mais de 5% da populacdo total de DP e que causas monogeneticas sdo raras, mas alguns
sugerem que causas monogénicas podem estar envolvidas em até 5 a 10% da populagédo de
DP (Lill, 2016).
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Variantes em heterozigose no GBAL, variantes do gene da a-sinucleina e variantes
no gene tau sdo exemplos de fatores de risco genéticos para DP (Kalia; Lang, 2015; Rana et
al., 2013). O gene GBAL codifica a enzima lisossémica glucocerebrosidase, que mantém a
homeostase dos glicoesfingolipidios. Aproximadamente 5 a 15% dos pacientes com DP tém
variantes no gene GBA1, tornando-o o fator de risco genético mais importante para a DP
(Riboldi; Di Fonzo, 2019; Schapira, 2015).

Tabagismo, &lcool e niveis de urato sdo exemplos de fatores ambientais que podem
influenciar o risco, além de fatores genéticos reconhecidos e desconhecidos (Kalia; Lang,
2015). No entanto, alguns dados também sugerem que a influéncia de fatores ambientais

pode ser menos significativa (Bellou et al., 2016).

1.2Parkinsonismo

O parkinsonismo é uma sindrome clinica caracterizada por bradicinesia, rigidez,
tremor de repouso e instabilidade postural. A DP idiopética é a causa mais comum desta
sindrome, embora existam vérias outras etiologias importantes que devem ser consideradas.
Estes incluem os distdrbios parkinsonianos atipicos, AMS, DCL, DCB e PSP, bem como
causas secundarias de parkinsonismo (Levin et al., 2016). Estas diversas entidades
patologicas podem ser distinguidas com base nas principais caracteristicas clinicas, o que é
fundamental para fins de diagnoéstico, tratamento e prognostico.

A bradicinesia € o sintoma clinico mais importante e, na verdade, essencial para o
diagndstico do parkinsonismo. Bradicinesia acarreta a funcdo anormal dos circuitos
neuronais dos ganglios corticobasais, levando a disfungdo motora, manifestada como
movimentos lentos e de pequena amplitude. O reconhecimento clinico da bradicinesia requer
a identificacdo de condicdes que podem afetar o controle dos membros (por exemplo,
balanco reduzido do brago, caligrafia fina, falta de destreza), fala, degluticdo, marcha,
expressdo facial ou postura. Além disso, o parkinsonismo geralmente inclui rigidez
extrapiramidal, tremor de repouso e instabilidade postural, que também sdo considerados
caracteristicas de disfuncdo dos ganglios da base (Ling et al., 2012; Williams; Litvan, 2013).

Existem inUmeras causas para essa sindrome, que podem ser classificadas em (1)
primarias, decorrentes de processo neurodegenerativo idiopatico, e em (2) secundarias,
provocadas por disturbios conhecidos como: acidente vascular cerebral, neoplasias, traumas

cranioencefalicos, efeitos tardios de infeccBes no sistema nervoso, efeito colateral de
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medicamentos, entre outros (Shin et al., 2012; Watanabe et al., 2013). Dentre as primarias,
a mais frequente sindrome parkinsoniana € a DP. Contudo, em aproximadamente 15 a 20%
dos pacientes de causa priméaria apresentam um parkinsonismo chamado de atipico (Mark,
2001; Mcfarland, 2016).

1.3Parkinsonismo atipico

Parkinsonismo atipico (PA) refere-se a um conjunto de sindromes que se apresentam
com manifestacbes clinicas de uma sindrome parkinsoniana associada a outros sinais e
sintomas distintivos da DP. PA também é conhecido como o grupo de doengas Parkinson-
plus, além dos sinais cardinais da DP, tais como tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade
postural, encontramos outras manifestacdes neuroldgicas associadas. Assim como a DP, os
quadros de PA tendem a acometer individuos depois dos 50 anos de idade, tém curso
progressivo e, na fase inicial, as manifestacdes clinicas sdo muitas vezes indistinguiveis
(Deutschlander et al., 2018).

O maior desafio em distinguir as sindromes parkinsonianas atipicas da DP é a
consideravel sobreposicdo de sintomas e algumas caracteristicas entre elas, particularmente
no inicio do curso da doenga. Para complicar ainda mais, muitos distarbios
neurodegenerativos primarios tém caracteristicas que se assemelham a DP.

N&o ha nenhum exame laboratorial na préatica clinica que possa prever o risco ou
distinguir com seguranca a DP das sindromes parkinsonianas atipicas (El-Agnaf et al.,
2003). A a-sinucleina esta presente nos fluidos periféricos, mas a sua concentracdo no
sangue e fortemente influenciada pelos globulos vermelhos, que sdo a fonte de 99% da
proteina (Shi et al., 2010). Embora a 0s exames de imagem possam ser Uteis, o diagnostico
permanece baseado principalmente na avaliacéo clinica.

O grupo de PA é constituido pelas seguintes sindromes: AMS, DCL, DCB e PSP. Do
ponto de vista patoldgico, a AMS, a DCL, assim como a DP sdo conhecidas como
sinucleinopatias pelo fato de estarem associadas ao acumulo de a-sinucleina intracelular. As
demais formas sao classificadas como taupatias, pois se relacionam a disfun¢éo da proteina

tau intracelular (Giagkou; Stamelou, 2018).
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1.3.1 Atrofia de multiplos sistemas

A AMS é caracterizada como um disturbio neurodegenerativo progressivo de inicio
na fase adulta que afeta o sistema nigroestriatal, cerebelo, ponte, tronco cerebral e nicleos
da medula espinhal que estéo envolvidos na funcao autonémica. A doenca se manifesta como
insuficiéncia autondmica, parkinsonismo e ataxia, podendo ser combinado. A AMS é
clinicamente classificada com base no fendtipo motor de apresentacdo nos subtipos:
parkinsoniano (AMS-P) e cerebelar (AMS-C) (Jellinger; Wenning, 2016; Stefanova et al.,
2009; Wenning K et al., 2004).

Esta doenca é considerada rara com incidéncia média anual de 1,6 casos por 100.000
pessoas apos os 40 anos de idade e 3 casos por 100.000 pessoas com idade > 50
anos(Wenning K et al., 2004). A incidéncia relatada, e a prevaléncia, sdo pelo menos dez
vezes menores do que as relatadas para DP. As estimativas de incidéncia e prevaléncia para
AMS variam entre estudos de diferentes regides, embora ndo haja um padrdo consistente de
variacdo regional, e ambos os sexos sdo igualmente afetados(Jellinger, 2018). A idade
mediana de inicio dos sintomas é na sexta década de vida (Wenning et al., 2013), o inicio
mais precoce na quarta década de vida (AMS de inicio jovem) e inicio mais tardio na sétima
ou oitava décadas de vida (AMS de inicio tardio). Esse padréo de idade ao diagnostico foram
observados em casos confirmados por autopsia (Wenning et al., 1997).

Neuropatologicamente, a AMS ¢ definida pela perda regional de células nervosas e
pela presenca de abundantes inclusdes filamentosas de a-sinucleina em oligodendrdcitos:
inclusdes citoplasmaticas gliais ou inclusfes de Papp-Lantos (Grazia Spillantini et al., 1998;
Papp; Kahn; Lantos, 1989). Um nimero menor de inclusdes de a-sinucleina também esta
presente nas células nervosas (Fujiwara et al., 2002).

A causa da AMS é desconhecida, no entanto, tal como acontece com outras doengas
neurodegenerativas, parece que pode haver uma interacdo complexa de mecanismos
genéticos e ambientais(Jellinger, 2018). Sendo principalmente uma doenca esporadica, com
historia familiar de parkinsonismo ou ataxia, sdo definidas como condi¢fes néo suportadas
pelos critérios diagndsticos (Gilman et al., 2008). Os critérios diagndsticos para AMS
envolvem quatro niveis de certeza diagnostica: AMS neuropatologicamente estabelecida,
AMS clinicamente estabelecida, AMS clinicamente provavel e possivel AMS prodrémica
(Wenning et al., 2022).
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Diferentemente da DP, ha evidéncias limitadas de um fundo genético da AMS.
Embora existam relatos de casos com agregacdo familiar confirmada post mortem (Fujioka
et al., 2014). A triagem genética para variantes em genes associados a condigdes
neurodegenerativas relacionadas, incluindo SNCA (codificagdo de a-sinucleina), geralmente
produz resultados inconsistentes(Al-Chalabi et al., 2009; Bougea, 2023). Estudos de
associacdo gendmica ampla em pacientes de ascendéncia europeia revelaram varios loci de
genes potencialmente relevantes, incluindo MAPT(Gu et al., 2018).

Uma variante de perda de fungdo no gene COQ2, que codifica a coenzima Q10,
enzima sintetizadora de (COQ10) foi relatado em casos familiares de japoneses, essa
associacdo foi relatada sendo particularmente forte para AMS-C(The Multiple-System
Atrophy Research Collaboration 2013; Ogaki et al. 2014).

GBAL produz a enzima beta-glicocerebrosidase, que cliva o glicocerebrosideo do
glicolipideo glicosilceramida. Variantes patogénicas no GBA1l levam a agregacdo de
glicocerebrosideo em vérios tecidos e a Doenca de Gaucher (Vieira and Schapira 2022).
Variantes no GBA1 também sdo fatores genéticos comuns para DP e DCL. A frequéncia de
variantes ligadas ao GBAL no AMS foi de 1,75% nos grupos japoneses, europeus e norte-
americanos (Mitsui et al. 2015.) Entre 17 casos de AMS confirmados por autopsia, variantes
no GBAL1 — N370S, T369 M e R496 — foram detectadas em 4 pacientes com AMS (Sklerov
et al., 2017). Isto pode indicar multiplos envolvimentos de danos lisossomais mediados por
GBAL em diferentes formas de Parkinsonismo. Portanto, apesar de algumas descobertas
preliminares, ainda sdo escassas evidéncias sobre 0 GBA1 estar associado a AMS (Bougea,
2023).

Biomarcadores sensiveis e especificos sdo necessarios para melhorar o diagnostico
precoce e a precisao diagndstica em AMS. Avancos promissores estdo em andamento em
neuroimagem, incluindo computacdo automatizada e baseada em machine learning, analise
de dados de diferentes contrastes de ressonancia magnética ou de imagens metabdlicas ou
microgliais com PET (Jucaite et al., 2022; Poewe et al., 2022).

Poucos ensaios clinicos controlados estdo disponiveis para orientar as decisfes de
tratamento para estes pacientes, e a maioria das intervengdes é baseada em estudos nédo
controlados, revis@es retrospectivas de prontuarios, relatos de casos, estudos realizados em

outras doencas ou opinido de especialistas (Poewe et al., 2022).
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1.3.2 Deméncia com corpos de Lewy

Inicialmente os corpos de Lewy foram identificados nos neurdnios pelo neurologista
alemé&o Dr. Friedrich Lewy em 1912, durante suas investigacdes sobre a neuropatologia da
DP. Somente na década de 1990 é que a composicao principal dos corpos de Lewy, a proteina
a-sinucleina, foi completamente compreendida(Sanford, 2018; Spillantini et al., 1997).

Sobre a fungdo exata da a-sinucleina, ndo € completamente compreendida, mas ha
indicios de que esta desempenha um papel na remodelacdo da membrana celular nos
terminais neuronais. Quando ha acumulo de agregados mal dobrados e superexpressos de a-
sinucleina nos neurdnios ou ao redor das células gliais, ocorre a formagdo dos corpos de
Lewy(Varkey et al., 2010; Westphal; Chandra, 2013).

A neuropatologia da DCL esta centralizada na agregacdo de oligdmeros proteicos
superexpressos de a-sinucleina, os quais formam estruturas conhecidas como corpos de
Lewy. Na DCL, esses corpos de Lewy depositam-se principalmente no citoplasma dos
neurdnios, em contraste com a AMS, onde os corpos de Lewy se depositam tanto no
citoplasma das células gliais quanto dos neurdnios. A formacdo e acimulo desses corpos de
Lewy levam a danos e fragmentacdo mitocondriais, desencadeando, em Ultima analise, a
cascata de apoptose e morte celular. Esse processo patolégico contribui para os sintomas
caracteristicos e o declinio cognitivo observados na DCL(Sanford, 2018).

A DCL se caracteriza por um declinio cognitivo progressivo, acompanhado por
alucinagdes visuais recorrentes, flutuagdes no estado cognitivo, sinais extrapiramidais
parkinsonianos e uma sensibilidade aumentada ao uso de neurolépticos. No exame
neuropatologico, observa-se a presenca de corpos de Lewy em regides corticais e
subcorticais do cérebro. Essa combinacdo de sintomas e achados patolégicos distintivos
contribui para o diagnostico diferencial da DCL em relacdo a outras formas de
deméncia(Sanford, 2018; Yousaf et al., 2019).

A DCL impacta aproximadamente 1,4 milhGes de americanos, consolidando-se como
a segunda deméncia neurodegenerativa mais prevalente, logo apos a DA. A idade é o
principal fator de risco para o desenvolvimento da DCL, sendo que a maioria dos casos se
manifesta clinicamente entre os 70 e 85 anos. Homens apresentam um risco maior de
desenvolver DCL em comparagio as mulheres (Savica et al., 2017). E importante notar que
até 80% dos pacientes com DP, eventualmente desenvolvem deméncia, complicando a

distin¢do entre a DCL e o DP com deméncia (Emre et al., 2007).
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E amplamente reconhecido que a DCL é frequentemente subdiagnosticada. Existe
uma significativa discrepancia entre o nimero de casos diagnosticados clinicamente e
aqueles identificados por meio de neuropatologia durante autopsias pos-mortem. Na
verdade, estima-se que mais de 50% dos casos de DCL jamais recebam o diagndstico clinico
adequado. Esse subdiagndéstico pode ser atribuido, em parte, a complexidade dos sintomas e
a sobreposicdo com outras formas de deméncia, dificultando o reconhecimento preciso
durante a avaliacdo clinica em vida (Palmquvist et al., 2009).

Sobre genes relacionados com DCL, até o momento, apenas trés genes foram
firmemente estabelecidos como envolvidos na DCL, sdo eles APOE, GBA1 e SNCA. A
variantes no gene SNCA podem modular o risco ou causar diferentes fenotipos de DCL.
Além disso, os fatores de risco ja estabelecidos para a DCL também sdo conhecidos por
aumentarem o risco de desenvolvimento da DA (APOE) ou da DG (GBA1). Vale ressaltar
que a DA e a DP ndo compartilnam fatores de risco genéticos comuns entre elas (Moskvina
etal., 2013).

Variantes em heterozigose do gene GBAL representam um dos fatores de risco
genéticos mais comuns para a doenca de DP e DCL. Essas variantes sdo identificadas em 3
a 20% dos pacientes em diferentes populacdes(Guerreiro et al., 2018; Lesage et al., 2011).
Quando presentes em homozigose ou heterozigose composta, as variantes do GBA1 tém a
capacidade de causar a DG, como ja relatado anteriormente. Essa associacdo genética
destaca a complexidade das interacfes genéticas subjacentes as doengas neurodegenerativas,
incluindo a relacdo entre as variantes do GBAL e a predisposicdo para a DP e a DCL
(Blauwendraat et al., 2020).

A hipotese de que a perda da atividade da enzima lisossomal glucocerebrosidase
(GCase) codificada pelo gene GBAL, leva a uma capacidade reduzida de degradar a a-
sinucleina, codificada por SNCA. J& foram identificadas variantes do gene GBA1 que néo
estdo associadas a DG, mas que, no entanto, conferem um risco aumentado para o
desenvolvimento da DP e DCL. A hipdtese subjacente € que, embora essas variantes
provogquem uma atividade reduzida da enzima GCase, essa atividade ndo é tdo drasticamente
reduzida a ponto de causar a DG (Blauwendraat et al., 2020). Essa observacéo sugere a
complexidade dos mecanismos genéticos e enzimaticos subjacentes as doencas

neurodegenerativas. Algumas variantes no GBAL ja foram descritas em algumas populacdes.
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As variantes mais comuns incluem E326K, T369M, N370S e L444P, cujas frequéncias
variam de acordo com a etnia (Blauwendraat et al. 2018; Leija-Salazar et al. 2019).

Jé se sabe que a DCL ¢ frequentemente subdiagnosticada. Os pacientes precisam ser
examinados em média por 3 a 4 médicos, antes de um diagnostico preciso ser realizado. Para
diagnostico da DCL se utilizam critérios especificos como as caracteristicas clinicas tipicas
que incluem deméncia progressiva, cogni¢cdo flutuante, alucinacGes visuais vividas e
sindrome parkinsoniana (Mckeith et al., 2017).

Atualmente, ndo existem tratamentos modificadores da doenca disponiveis para a
DCL, e ndo ha evidéncias de alto nivel que respaldem qualquer forma de tratamento. A
maioria dos ensaios clinicos para o tratamento farmacologico dos sintomas da DCL inclui
um numero muito pequeno de participantes. O foco predominante esta no alivio dos
sintomas, 0 que se apresenta como um desafio na DCL, pois, a0 mesmo tempo que alguns
medicamentos podem melhorar um sintoma, podem agravar outros. Geralmente, é
necessario utilizar varios medicamentos para tratar diferentes sintomas, e o risco de efeitos
colaterais e interagdes medicamentosas é consideravel (Hershey; Coleman-Jackson, 2019;
Stinton et al., 2015).

1.3.3 Degeneracéo corticobasal

DCB refere-se a uma condicdo neuropatoldgica que envolve uma doenca
neurodegenerativa identificada pela prevaléncia da deposicéo patoldgica de proteina tau em
diversos tipos de células e regides anatdmicas (Constantinides et al., 2019; Kovacs, 2015).
J& a Sindrome Corticobasal (SCB) é o termo utilizado para descrever uma das sindromes
clinicas caracteristicas associadas a patologia do DCB (Boeve; Lang; Litvan, 2003; Doran
et al., 2003; Lang, 2005). A apresentacao clinica é determinada pela distribuicdo da perda
neuronal e pelas patologias de tau(Saranza et al., 2019). Portanto, uma variedade extensa de
sintomas clinicos esta ligada a patologia do DCB e, de maneira semelhante, a SCB esta
associada a outras neuropatologias (Ling et al. 2010).

A DCB é considerada relativamente rara, no entanto, hd uma caréncia de estudos
epidemioldgicos precisos com confirmacao patologica, dada a consideravel heterogeneidade
clinico-patoldgica e a auséncia de critérios estabelecidos. Estima-se que o DCB seja

aproximadamente dez vezes mais raro do que a PSP (Constantinides et al., 2019; Mahapatra
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et al., 2004). Sua incidéncia € calculada em torno de 0,6-0,9 casos por 100.000 pessoas por
ano, representando 4-6% dos casos de parkinsonismo.

Apesar de um estudo projetar uma prevaléncia de 4,9-7,3 por 100.000 habitantes
com base em dados de incidéncia e sobrevivéncia média, uma coorte de 120.000 pacientes
néo relatou nenhum caso de DCB (Constantinides et al., 2019; Lo, 2022; Mahapatra et al.,
2004). A idade média de inicio da doenca é aproximadamente 64 anos (Melissa J. Armstrong,
2013). Pode haver uma leve predominancia feminina (Rinne et al., 1994; Schneider et al.,
1997) e a sobrevida média é estimada em 6,5 anos (Melissa J. Armstrong, 2013).

O DCB é caracterizado por um inicio assimétrico de movimentos lentos dos
membros, acompanhado de rigidez, distonia, tremor e movimentos oculares desordenados,
resultando em uma incapacidade grave. Contudo, devido a sua complexidade clinica e a
sobreposicdo com outras sindromes parkinsonianas, o DCB frequentemente €
subdiagnosticado (Litvan et al., 1997).

Os critérios patoldgicos para DCB foram estabelecidos por Dickson et al. em 2002
(Dickson et al., 2002). Essa condicao € identificada por lesdes patoldgicas em neur6nios e
células gliais, contendo proteina tau associada a microtibulos anormalmente
hiperfosforilados. Acredita-se que a disfuncdo de tau seja o fator determinante na patogénese
do DCB. Ja se associou que as variantes em MAPT associadas a disfuncdo da proteina tau
sdo suficientes para causar neurodegeneracdo e deméncia (Goedert, 2016). Por essa razao, o
DCB é classificado como uma tauopatia, compartilhando essa caracteristica com a PSP,
degeneracéo frontotemporal (DFT) e DA (Constantinides et al., 2019; Saranza et al., 2019).

A patologia tau neuronal no DCB é identificada pela presenca de imunorreatividade
citoplasmatica granular difusa em neurdnios e pequenos corpos citoplasmaticos esfericos,
conhecidos como corpos corticobasais, sobretudo na substancia negra (Arima, 2006)(Fig 1).
Neurobnios acromaticos foram inicialmente considerados patognomonicos por Rebeiz et al.,
especialmente quando localizados na substancia cinzenta cortical ou, menos frequentemente,
nos ganglios da base (Rebeiz; Kolodny; Richardson, 1968). Contudo, tornou-se evidente que
a presenca de tau em astrécitos desempenha um papel mais significativo na distingdo entre
a PSP e a DCB. Nesse contexto, as placas astrociticas (Figuara 2 E e F) séo indicativas da
DCB, enquanto a PSP é caracterizada por astrdcitos tufados. Vale ressaltar que, mesmo com
exames anatomopatoldgicos, a diferenciacdo segura entre PSP e DCB ainda € desafiadora,

com uma especificidade de 90% (Dickson et al., 2002).
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Figura 2 - Achados imuno-histoquimicos do DCB. (A, B) Patologia da tau neuronal, caracterizada por
imunorreatividade citoplasmatica neuronal difusa e fios no cortex (A) e presenga de corpos corticobasais na
substancia negra (B; indicado por setas). (C, D) Estruturas semelhantes a fios e perfis intracitoplasmaticos
semelhantes a espirais ou coma em oligodendroglia chamados corpos enrolados (indicados por setas) na
substancia branca. (E, F) Placa astrocitica Tau positiva (E) detectavel pela coloragdo com prata Gallyas (F) na
substancia cinzenta. (G, H) Patologia tau neuronal e glial em areas corticais e subcorticais em CBD avangado.
Adaptado de Gerard M. Saranza, Jennifer L. Whitwell et al. 2019.

Predominantemente reconhecido como uma doenca esporadica, embora tenham sido
relatados casos familiares associados a uma variante na proteina tau (MAPT - N296N)
(Spillantini et al.,, 2001). Nesses casos familiares, observaram-se caracteristicas
neuropatoldgicas do DCB, mas o fenotipo clinico era de deméncia de inicio precoce, com
destaque para sintomas comportamentais. Além disso, foram descritas estas variantes
G389R, N410H e P301S no gene MAPT em casos de SCB esporédica (Bugiani et al., 1999;
Kouri et al., 2014; Rossi et al., 2008).
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Em uma analise dos polimorfismos da tau em 57 pacientes com DCB confirmados
patologicamente, revelou uma maior frequéncia dos haplotipos HQ e H1/H1 nesta coorte,
semelhante ao observado em pacientes com PSP. Nenhuma variante patogénica no gene
MAPT foi evidenciada em nenhum dos pacientes (Houlden et al., 2001). Um extenso estudo
de associa¢do genémica identificou uma significativa sobreposi¢do genética entre DCB e
PSP na regiado MAPT H1, bem como polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em ou
préximos de MOBP, CXCR4, EGFR e GLDC (Yokoyama et al., 2017).

No que tange aspectos de tratamento, ainda nao ha tratamento modificador da doenca
aprovado para o DCB. No entanto, muitos dos sintomas da SCB podem ser tratados. O
parkinsonismo associado a SCB pode ser abordado com levodopa, embora a resposta seja
frequentemente fraca e apenas transitria (Kompoliti et al., 1998). Para a distonia na SCB, a
toxina botulinica tem se mostrado eficaz, proporcionando uma melhoria temporaria na
funcionalidade do membro afetado (Cordivari et al., 2001).

Embora haja poucos estudos indicando a eficacia, a fisioterapia é considerada
importante na SCB, visando melhorar a funcionalidade diaria, prevenir contraturas e aliviar
arigidez (Steffen et al., 2014).

1.3.4 Paralisia Supranuclear Progressiva

A PSP é uma doenca neurodegenerativa progressiva, geralmente esporadica e com
inicio na idade adulta, antes considerada simplesmente como uma causa comum de PA, é
agora reconhecida como um espectro de sindromes motoras e comportamentais associadas
a uma neuropatologia tau especifica de quatro repeticdes (4R) vistas na autopsia (Boxer et
al., 2017; Williams; Litvan, 2013).

A sua manifestacdo classica, conhecida como sindrome de Richardson (PSP-RS), é
caracterizada por instabilidade postural inicial, resultando em quedas frequentes, juntamente
com sinais oculomotores distintivos. Estes ultimos afetam principalmente os movimentos
oculares verticais, apresentando lentiddo nos movimentos sacadicos que, ao longo do tempo,
podem evoluir para uma paralisia do olhar supranuclear. Além disso, a doenca pode
apresentar rigidez muscular, dificuldade na degluticdo, fala arrastada e alteracbes na
personalidade (Boxer et al., 2017; Giagkou; Hoglinger; Stamelou, 2019).

Estas manifestacbes sdo acompanhadas de parkinsonismo, alteracfes

comportamentais, e paralisia pseudobulbar. Anteriormente reconhecida como uma doenca
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rara com manifestacGes caracteristicas, atualmente a PSP possui uma variedade de fenotipos
diferentes que muitas vezes se sobrepdem com caracteristicas de outras doencas
neurodegenerativas (Respondek; Hoglinger, 2016).

O fendtipo classico da PSP, denominado PSP-RS, como citado anteriormente, é
identificado por um parkinsonismo simétrico de rapida evolucdo, que ndo responde a
Levodopa, apresentando rigidez axial. Quedas, geralmente ocorrendo no primeiro ano da
doenca, e a paralisia do olhar supranuclear séo caracteristicas distintivas. Por outro lado, um
fenotipo mais leve conhecido como PSP-Parkinsonismo (PSP-P), é observado em alguns
pacientes. Este fenotipo se caracteriza por parkinsonismo assimétrico, por vezes associado
ao tremor de repouso tipico, que responde parcialmente a Levodopa (Fabbrini; Fabbrini;
Suppa, 2019; Williams; Lees, 2009).

A PSP possui uma prevaléncia média de 5,3 casos por 100.000 pessoas, conforme
relatado por estudos como Bower et al. (1997), Schrag et al. (1999) e Nath et al. (2001)
(Bower et al., 1997; Nath et al., 2001; Schrag; Ben-Shlomo; Quinn, 1999). A idade média
de inicio da doenca é aproximadamente aos 63 anos, com uma sobrevida média de cerca de
9 anos a partir do inicio dos sintomas (Burn; Lees, 2002; Golbe; Ohman-Strickland, 2007;
Rajput; Rajput, 2001; Williams; Litvan, 2013). Esse aumento pode ser atribuido a diferencas
metodoldgicas entre os estudos e, também pode refletir uma maior conscientizacdo sobre a
PSP-RS. A taxa de incidéncia da PSP-RS foi inicialmente relatada como sendo de
1,1/100.000 pessoas-ano (Bower et al., 1997; Giagkou; Hoglinger; Stamelou, 2019).

Do ponto de vista patologico, o cérebro de pacientes com PSP exibe atrofia em
diversas regides, incluindo o mesencéfalo, tegmento pontino, nucleo subtalamico e cortex
frontal. Além disso, ocorre despigmentacdo da substancia negra, especialmente em sua parte
ventromedial. O exame microscopico do cérebro revela caracteristicas como perda neuronal,
gliose (proliferacdo de células gliais em resposta a danos) e acumulo de proteina tau em
estruturas subcorticais, com destaque para o nucleo subtalamico, ganglios da base e tronco
cerebral (Dickson, 2004; Fabbrini; Fabbrini; Suppa, 2019). Nos exames histopatologicos da
PSP, observam-se agregados intracelulares de tau somatodendriticos, que podem ser
evidenciados por técnicas de coloracdo por imuno-histoquimica utilizando anticorpos
especificos contra a proteina tau fosforilada(Dickson, 1999). A presenca desses agregados
de tau é uma caracteristica distintiva na analise microscopica, contribuindo para o

entendimento da base neuropatolégica da PSP (Figura 3)(Hdglinger et al., 2010).
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Figura 3 - Caracteristicas histopatolégicas da PSP. O exame imuno-histoquimico do estriado de paciente
falecido com PSP utilizando um anticorpo (AD2) criado contra a proteina tau humana fosforilada nos
residuos de serina 396 e 404, demonstra agregados citosolicos em oligodendrécitos (corpos enrolados),
(A), em astrdcitos (tufos astrociticos) , (B), em processos neuronais (fios de neuropilos), (C) e em
neurdnios (pré-emaranhados), (D) e emaranhados neurofibrilares, (E). Barra de escala 14 50 mm.
Adaptado de Giinter U. Hoglinger, Maria Stamelou et al, 2010.

Para o diagnostico de PSP, sdo utilizados os atuais critérios do Instituto Nacional de
Disturbios Neurologicos e Derrame (NINDS) e da Sociedade de Paralisia Supranuclear
Progressiva (SPSP), que se baseiam na confirmagdo clinica, da tendéncia a quedas e
deficiéncias oculomotoras. S&o, portanto, muito sensiveis a sindrome de Richardson, mas
menos adequados para detectar os outros cursos clinicos que a PSP segue (Hoglinger et al.,
2017).

PSP é predominantemente esporadica, para a grande maioria dos casos. No entanto,
em situacOes raras, a PSP pode apresentar um componente familiar ou estar associada a
variantes no gene MAPT, o qual tem a capacidade de desencadear a patologia da PSP e seus
fenotipos associados (Respondek; Hoglinger, 2016). E importante notar que as variantes no
gene MAPT ndo estdo restritas a patologia da PSP, pois também podem estar relacionadas a
outras tauopatias (Forrest et al., 2018).

Mesmo nos casos esporadicos, a genética desempenha um papel, influenciando tanto
o risco de um individuo desenvolver a PSP quanto a probabilidade de manifestar um fen6tipo
especifico da doenca. A contribuicdo do gene MAPT para o desenvolvimento da PSP é
evidente mesmo em casos sem uma historia familiar conhecida da doenca. Ja se conhece que
primeiro fator de risco genético identificado foi um haplotipo que abrangia uma regido
contendo o gene MAPT (Baker et al., 1999). Estudos de genome-wide association studies
(GWASS) confirmaram a importancia do haplétipo H1 no risco de desenvolvimento de PSP

e identificaram varios SNPs independentes que também estdo localizados no gene MAPT
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(Hoglinger et al. 2011).

Outros estudos avaliaram o gene LKKR2, em um estudo pacientes com
parkinsonismo responsivo a levodopa em uma familia do oeste de Nebraska, onde foi
identificada uma variante em LRRK2, onde exibiram uma variedade de caracteristicas
patoldgicas no cérebro (Zimprich et al., 2004). Dentro dessa familia, os membros afetados
apresentaram diferentes formas de patologia, incluindo DP com corpos de Lewy, doenca
difusa com corpos de Lewy, degeneracao nigral sem caracteristicas histopatoldgicas distintas
ou patologia semelhante a PSP. Aqueles com patologia semelhante a PSP mostraram
sintomas como paralisia supranuclear, perda neuronal na substancia negra e presenca de
patologias tau, como emaranhados neurofibrilares globosos, astrécitos tufados e corpos
enrolados oligodendrogliais, sem a presenca de corpos de Lewy. Em outro estudo na analise
de variantes em LRRK2 na DP familiar ou esporadica de Creta, dois irmdos com
parkinsonismo foram identificados com uma mutacdo R1441H em LRRK2. Os irméos
apresentaram posteriormente instabilidade postural, paralisia supranuclear do olhar,
deméncia e outros sintomas/sinais tipicos da PSP(Spanaki et al. 2006).

Ao contrério desses estudos, outros ndo conseguiram identificar tais variantes em
pacientes com PSP. No entanto, é importante observar que esses estudos examinaram apenas
um namero limitado de casos de PSP para variantes no gene LRRK2(Hernandez et al., 2005;
Madzar; Schulte; Gasser, 2009).

Nos ultimos anos, as variantes do gene GBAL tém sido clinicamente associadas a DP
e a DCL(Asselta et al., 2014; Blauwendraat et al., 2018; Clark et al., 2009; Goker-Alpan et
al., 2006). Curiosamente, também foram relatados varios casos unicos com manifestagdes
de DA classica (Clark et al., 2009) e alguns casos de PSP (Lim et al., 2023; Picillo et al.,
2017a; Pilotto et al., 2016).

Atualmente, ndo héa tratamento que modifique a progressao da PSP. Os tratamentos
disponiveis ttm como objetivo aliviar sintomas e auxiliar nas atividades diérias dos
pacientes. Geralmente, a abordagem farmacoldgica da PSP néo se baseia em ensaios clinicos
controlados, mas sim na experiéncia clinica e em séries de casos ndo controlados. Os
medicamentos utilizados muitas vezes sdo aqueles que mostraram beneficios em outras
doencas neurodegenerativas, especialmente na DP. O foco esta em proporcionar alivio
sintomético e melhorar a qualidade de vida dos pacientes, dado o desafio de encontrar

intervencgdes que impactem diretamente na progressao da PSP (Giagkou; Stamelou, 2018;
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Hoglinger et al., 2010; Koros; Stamelou, 2016).

Dada a auséncia de tratamentos, é fundamental incorporar cuidados de suporte na
vida diaria dos pacientes. Isso inclui a implementacdo de fisioterapia, programas para
prevencdo de quedas, terapia ocupacional e treinamento de degluticdo. A medida que a
doenca progride, a dependéncia se torna mais pronunciada, tornando crucial a priorizagédo da
seguranca e conforto tanto dos pacientes, quanto dos cuidadores em estagios posteriores

(Giagkou; Hoglinger; Stamelou, 2019).

1.3.5 Fatores de risco para Doengas Neurodegenerativas

Em 2019, aproximadamente 50 milhdes de pessoas em todo 0 mundo foram afetadas
por doencgas neurodegenerativas, muitas das quais resultam em deméncia. Este nimero é
projetado para aumentar significativamente, atingindo 152 milhdes até 2060 (Alzheimer’s
Disease International 2019).A prevaléncia global de doencas neurodegenerativas associadas
a deméncia, conforme calculado pela meta-andlise europeia de deméncia a partir de estudos
europeus, € de 1,6% para homens e 1% para mulheres na faixa etaria dos 65-69 anos,
aumentando para 11% e 12,6%, respectivamente, na faixa etéaria de 85-89 anos (Liu et al.
2014).

O envelhecimento é o fator de risco mais significativo para o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas, sendo que a maioria desses disturbios geralmente se manifesta
em idosos (Hou et al., 2019; Johnson, 2015). Foi comprovado que a incidéncia anual da DA
aumenta de forma exponencial a medida que a idade avanca(Rocca et al., 2011; Schrijvers
etal., 2012).

Dado que as doencas neurodegenerativas sdao comuns na populacdo idosa, e
individuos que ndo tem nenhum dano s&o raros, especialmente em individuos muito idosos,
surge a possibilidade de que o envelhecimento cerebral esteja intrinsecamente relacionado a
neurodegeneracdo, formando um continuum (Small et al. 2011; Wyss-Coray 2016). A
progressdao das doencas neurodegenerativas € influenciada por fatores genéticos e
ambientais, o que se considera como manifestagdes de um envelhecimento acelerado(\Wyss-
Coray, 2016).
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Estudos moleculares revelaram a presenca de depdsitos anormais de proteinas
agregadas, como tau hiperfosforilada (p-tau), p-amildide (AP) e a-sinucleina, nos tecidos
cerebrais de individuos mais velhos. No entanto, ainda ndo esté claro se os niveis desses
depdsitos estdo diretamente ligados ao grau de comprometimento cognitivo(Elobeid et al.,
2016). Alguns estudos indicaram que o risco para doenga neurodegenerativa pode estar
associado a defeitos precoces no desenvolvimento, sugerindo que as alteracdes estruturais
no cérebro podem ocorrer muito antes do comprometimento cognitivo se manifestar. Essa
complexa interacao entre envelhecimento, fatores genéticos, ambientais e eventos precoces
no desenvolvimento destaca a natureza multifacetada e dindmica das doencas

neurodegenerativas (Dean et al., 2014).

1.3.6 Lisossomos e neurodegeneragéo

O lisossomo é uma organela crucial presente nas células eucariéticas. Inicialmente
reconhecido por sua funcdo na degradacéo intracelular, desempenha papéis abrangentes na
manutencdo da homeostase e da viabilidade celular(Settembre et al. 2013). O papel critico
dos lisossomos na via da autofagia os coloca na encruzilhada de vérios processos
intracelulares, incluindo a regulacao da proteotoxicidade e da inflamacéo (Finkbeiner, 2020).

A neuroinflamacdo desempenha um papel significativo na neurodegeneracéo,
embora haja debate sobre se ela representa uma causa, uma consequéncia ou ambos.
Microglia, astrocitos e outros tipos de células ndo neuronais no cérebro estéo envolvidos em
diversos processos fisioldgicos essenciais, como suporte neurotrofico, protecdo contra
patdgenos, remocéo de detritos celulares, suporte fisico e metabdlico e transporte de cargas
atraves da barreira hematoencefalica (Obermeier; Verma; Ransohoff, 2016; Verkhratsky,
2020).

Muitos genes lisossomais associados a doengas neurodegenerativas séo conhecidos
por serem cruciais para 0 adequado funcionamento de tipos de células ndo neuronais. Por
exemplo, em Doengas lisossdmicas de deposito (DLDs) como a doenca de Niemann-Pick
tipo C (NPC) e DG, foram relatados fendtipos relevantes para problemas em astrécitos e
microglia (Aflaki et al., 2020; Colombo et al., 2021; Pressey et al., 2012). Em um modelo

murino de NPC, cérebros de camundongos com delecdo do gene NPC1 exibiram uma gliose
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reativa pronunciada e precoce, enquanto a microglia nesses camundongos apresentou
aumento na fagocitose e renovacao prejudicada da mielina (Colombo et al., 2021; Pressey
et al., 2012). No caso da DG, astrdcitos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas
(iPSC) de pacientes com variantes no gene GBAL demonstraram aumento da proliferacéo,
hipertrofia grave do citoesqueleto e comprometimento na depuragéo de a-sinucleina liberada
neuralmente (Aflaki et al., 2020).

1.3.7 Lisossomos

A descoberta pioneira de De Duve na década de 1950, que lhe rendeu o Prémio
Nobel, estabeleceu os lisossomos como organelas centrais nas celulas, desempenhando
papéis essenciais na degradacdo e metabolismo (de Duve, 2005). Os lisossomos séo
organelas dinamicas, heterogéneas e limitadas por uma Unica membrana, variando em
posicionamento, morfologia, tamanho, conteldo enzimatico e substratos. Suas membranas
contém centenas de proteinas, entre integrais e periféricas, incluindo diversos
transportadores e canais i6nicos (Bagshaw; Mahuran; Callahan, 2005; Chapel et al., 2013).

Os lisossomos recebem e digerem materiais gerados por endocitose de pequenas
moléculas e proteinas da superficie celular, fagocitose de particulas grandes, como cadaveres
de células apoptoéticas e bactérias patogénicas, ou autofagia de contetudo citoplasmatico,
incluindo mitocondrias danificadas, reticulo endoplasmatico e lisossomos (Bright; Davis;
Luzio, 2016; Chapel et al., 2013; Maejima et al., 2013).

Os produtos resultantes da digestdo sdo exportados e reutilizados como blocos de
construcdo para manter a homeostase celular. Como resultado, os lisossomos sdo hd muito
considerados como centros de reciclagem dentro das células. A disfuncao lisossémica esta
associada a uma ampla variedade de distdrbios humanos, incluindo DLDs e condigdes
neurodegenerativas(Bagshaw; Mahuran; Callahan, 2005; Cox; Cachon-Gonzalez, 2012;
Yang; Wang, 2021).

Estes desempenham papéis essenciais em diversos processos celulares, indo alem de
sua funcdo como centros de reciclagem. Atuam como centros de sinalizagdo criticos para a
deteccdo de energia, transducdo de sinal e regulacdo da autofagia (Perera; Zoncu, 2016).

Além disso, estabelecem interagfes com outras organelas intracelulares, como mitocéndrias
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e reticulo endoplasmatico, contribuindo para uma regulacdo homeostatica (Bonifacino;
Neefjes, 2017; Hipolito; Ospina-Escobar; Botelho, 2018; Perera; Di Malta; Ballabio, 2019).

1.3.8 Doengas Lisossdmicas de deposito

As DLDs séo erros inatos do metabolismo que afetam a fungéo dos lisossomos. Se
caracterizam pelo acimulo gradual de material ndo digerido nos lisossomos, resultando em
disfuncéo celular em diversos 6rgdos, como cérebro, musculos, 0ssos, pele, coragdo e bago,
entre outros. A maioria das DLDs é originada por variantes em genes que levam a reducéo
da atividade enzimética de uma hidrolase lisossémica especifica, ocasionando um bloqueio
em uma via catabolica especifica e 0 acumulo de um tipo particular de material de
armazenamento (Platt et al., 2018).

A disfuncéo lisossomica esté relacionada com a causa dos disturbios metabdlicos
chamada DLDs (Platt et al., 2018). Atualmente, existem mais de 50 disturbios de DLDs e
sua prevaléncia combinada é estimada em 1 em 5.000 nascidos vivos. Contudo, as DLDs
também podem surgir de modificacGes em proteinas acessorias, como cofatores envolvidos
no trafego de enzimas lisossdmicas do reticulo endoplasmatico para os lisossomos. Além
disso, proteinas transmembranas lisossémicas desempenham um papel crucial no transporte
e reciclagem de metabdlitos e ions, assim como na manutencdo de um ambiente lumen
lisossdmico ideal (Marques e Saftig, 2019). Por fim, variantes genéticas que impactam a
biogénese, trafego ou maturacdo de organelas relacionadas aos lisossomos também foram
associadas a essas doencgas(Huizing et al., 2008).

Estes distdrbios resultam de variantes em uma ampla variedade de genes, que
codificam tanto proteinas lisossdmicas, quanto diversas proteinas nao lisossdmicas
envolvidas na funcdo lisossomica (Tabela 1). Em casos de deficiéncias enzimaéticas
especificas, observa-se o acumulo de um tipo especifico de material no lisossomo,
configurando o que é denominado como armazenamento primario. A classificagdo dos DLDs
é estabelecida com base na natureza desse armazenamento primario, sendo denominados
como esfingolipidoses, mucopolissacaridoses, glicoproteinoses, entre outros (Platt; Boland,;
van der Spoel, 2012). Adicionalmente, outras substancias, predominantemente fosfolipidios,

glicoesfingolipidios e colesterol, que ndo estdo diretamente relacionados ao defeito primario,
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apresentam acumulo em varios distdrbios lisossdbmicos, configurando o que é denominado

como armazenamento secundario(Platt et al. 2018; Martina et al. 2020).
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Tabela 1 — Causas das doengas de armazenamento lisossémico, as organelas afetadas e os principais locais de patologia.

Mecanismo de

armazenamento

lisossomal

Exemplos de doengas

Aspartylglucosaminuria

Defeito da proteina lisossémica (gene)

Substrato(s) armazenado(s)

Principais sistemas de 6rgéos

periféricos afetados

Deficiéncias de enzimas

lisossdmicas

Defeito no transporte de

Donga de Fabry
Doenga de Gaucher tipos 1, 2, e 3
Gangliosidose GM1
Doenga de Krabbe

Mucopolissacaridoses
Deficiéncia multipla de sulfatase

Doenga de Pompe

Mucolipidose tipo II

aspartilglucosaminidase (glicosilasparaginase, AGA)

a-Galactosidase (GLA)
B-Glucocerebrosidase (GBA)
B-Galactosidase (GLB1)
Galactocerebrosidase (GALC)
Enzimas envolovidas no ctabolismo de mucopolissacarideos
SUMF1 (enzima geradora de formilglicina necessaria para
ativar sulfatases)

a-Glucosidase (GAA)

Aspartil glucosamina (N-
acetilglucosaminil-asparagina)
(Lyso-)Globotriaosylceramide

Glucosilceramida, glucosilesfingosina
GM 1-gangliosideo, oligossacarideos
Galactosilceramida
Mucopolissacarideos

Multiplos, incluindo
glicosaminoglicanos sulfatados

Glicogénio

Ossos, tecido conjuntivo

Rim, coragao
Baco/figado, medula 6ssea
Ossos, coracao
Coragao

Cartilagem, ossos, coragdo, pulmdes
Bago/figado, ossos, pele

Musculo esquelético

enzimas lisossémicas

Defeitos em proteinas

Mucolipidose tipo IIIA

N-acetil glucosamina fosforil transferase o/ (GNPTAB)
N-acetil glucosamina fosforil transferase o/ (GNPTAB)

Carboidratos, lipidios, proteinas

Carboidratos, lipidios, proteinas

Esqueleto, coragdo

Esqueleto, coragdo

lisossémicas ndo

enzimaticas sollveis

Doenga de Niemann-Pick tipo C2

NPC2 (proteina soliivel de ligagdo ao colesterol)

Colesterol e esfingolipidios

Figado
Defeitos nas proteinas Cistinose Cistinosina (transportador de cisteina, CTNS) Cistina Rim, olhos
da membrana Mucolipidose IV Mucolipina-1 (MCOLN1) Mucopolissacarideos e lipidios Olhos
lisossomal Doenga de Niemann-Pick tipo C1 NPC1 (proteina de membrana envolvida no transporte lipidico) Colesterol e esfingolipidios Figado
Adaptado de Platt et al, 2012.
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1.3.9 Distarbios de armazenamento lisossémico e lipidios

A maioria dos DLDs resulta em alguns fen6tipos neurodegenerativos, causando a
acumulo gradual de diversos materiais em diferentes regides. As proteinas lisossémicas séo
normalmente encontradas em varios tipos celulares, mas os neurdnios sdo particularmente
afetados por esses distirbios de DLDs. Isso se deve a natureza dos neur6nios, que ndo se
dividem, incapazes, portanto, de diluir os materiais acumulados ou de serem substituidos
apos a perda. Além disso, 0s neurbnios processam quantidades significativas de
gangliosideos, um grupo variado de lipidios essenciais has membranas neuronais e sinapses,
e que se acumulam em praticamente todos os distarbios lisossdmicos (Sandhoff; van Echten,
1994; Walkley, 2004).

Quando se aborda o cérebro, destaca-se que os glicoesfingolipidios comp&em a maior
parte dos lipidios presentes no mesmo. Em sua maioria, assumem a forma de
glicosilceramida. O processo catabodlico desses lipidios ocorre no lisossomo por meio de um
subgrupo de hidrolases lisossémicas. A deficiéncia dessas enzimas resulta em uma categoria
especifica de distdrbios lisossdbmicos conhecidos como esfingolipidoses, 0s quais exercem
um impacto direto na funcao neuronal (Sandhoff & Kolter, 2003).

Um exemplo de disturbio é a doenga de Niemann-Pick tipos A e B, originada por
uma clivagem hidrolitica defeituosa da esfingomielina no lisossomo (Brady et al., 1966;
Kolodny, 2000). Essa condicdo é caracterizada pelo acumulo de colesterol,
glicocerebrosideo, lactosilceramida e gangliosideos. Em situacGes de estresse lisossdmico, a
enzima de clivagem da esfingomielina transloca-se da membrana lisossomica para a
membrana plasmatica, onde reorganiza os microdominios da balsa lipidica, resultando em
alteracOes nas vias de sinalizagdo celular(Schuchman, 2010).

Devido as suas elevadas demandas metabolicas os neurdnios sdo particularmente
suscetiveis a irregularidades nas vias de sinalizacdo que sustentam o metabolismo celular.
Isso resulta em maior vulnerabilidade ao estresse celular, excitotoxicidade e morte celular
(Macauley et al. 2008).

1.3.10 Genes de doencas lisossdmicas nos casos de Parkinsonismo

Alguns genes tém sido relacionados por estarem potencialmente envolvidos na

fisiopatologia das formas de PA. A observacdo clinica de que pacientes com a DG e seus
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familiares possuiam sinais de parkinsonismo mais frequentemente do que o esperado levou
a associacao de variantes genéticas a DP (Lill 2016) ePA (Mitsui et al., 2015). A DG é uma
doenca lisossomica autossémica recessiva causada por uma deficiéncia na enzima
glicocerebrosidase. Essa deficiéncia ocorre devido a variantes em ambos os alelos no gene
GBAL. Em heterozigose, variantes neste gene parecem ser um importante fator de risco para
a DP, chegando a ter um odds ratio de 5.43 (IC 95% 3.89 - 7.57) em um estudo internacional
(Sidransky et al., 2009). Um estudo do nosso grupo encontrou resultados similares na
populagdo brasileira, com um odds ratio de 5 para DP, e uma frequéncia de variantes no
GBAL de 3% nos casos (Socal et al., 2009). O grupo de pesquisa observou também que, na
nossa populagdo, o0s pacientes com Machado-Joseph apresentando sintomas de
parkinsonismo possuiam uma maior frequéncia de variantes no GBA1 (33%) do que aqueles
néo apresentavam sintomas de parkinsonismo (0%; P = 0.03) (Siebert et al., 2012).

Entretanto, portadores de variantes no GBAL parecem ter também um risco maior
para o PA(Nalls et al., 2013; Pilotto et al., 2016; Sklerov et al., 2017). Variantes no gene
GBAL ja foram encontradas em casos de AMS, PSP, DCB e DCL (Asselta et al., 2014;
Goker-Alpan et al., 2006; Nalls et al., 2013; Sklerov et al., 2017). Um estudo multicéntrico
mostrou que individuos com DCL tinham maior risco de ter uma variante no GBAL, com um
odds ratio de 8,28 (IC 95% 4,78-11,88), quando comparado aos controles (Nalls et al., 2013).
Em um estudo de 2017, casos de AMS com confirmacao por autopsia apresentaram variantes
no GBAL com uma frequéncia de 23,5% (Sklerov et al., 2017) . Estes estudos sugerem que
hd& uma importancia de vias lisossomais na etiologia do PA. Inclusive, uma etiologia
possivelmente similar, visto que essas mutacfes no GBA1 ocorrem tanto em AMS, PSP,
DLB e DCL.

Outros genes causadores de doencas lisossomicas parecem ter uma relagdo com
parkinsonismo. O gene PSAP codifica o cofator saposina C, uma proteina ativadora da
glicocerebrosidase (Ho and O’Brien 1971).Individuos com variantes patogénicas nesse gene
ja foram descritos na DG e na DP (Christomanou et al., 1989; Kang et al., 2018; Ouled Amar
Bencheikh et al., 2018; Tylki-Szymanska et al., 2011; Vaccaro et al., 2010). Variantes em
homozigose nos genes SMPD1, NPC1 e NPC2 causam a doenca lisossémica de Niemann-
Pick dos tipos A, B e C. Interessantemente, ja foram descritos casos de Niemann-Pick na
literatura com sintomas de parkinsonismo em que encontraram variantes em heterozigose

nesses genes (Benussi et al., 2019; Josephs; Matsumoto; Lindor, 2004; Kluenemann et al.,
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2013). Além disso, Robak et al. (2017) descreve um enriquecimento de variantes nos genes
GBAL, SMPD1, LIPA, NPC1, NPC2 e PSAP (todos relacionados as doencas lisossdmicas)
nos casos DP(Robak et al., 2017). A tabela 2 resume os trabalhos em que buscaram variantes

em genes de doencas lisossémicas.

Tabela 2 - Parkinsonismo atipico e genes de doencas lisossémicas.

N de variantes/N

N de variantes/N

Estudos PA Gene total de
) total de controles
pacientes
Nalls et al.,2013
. DCL GBAl 54/667 (8,1%) 19/1943 (0,9%)
(estudo multicéntrico)
AMS GBAl 1/118 (0,8%)
DCL GBAl 4/29 (13,8%)
Asselta et al., 2014 7/1111(0,6%)
PSP GBAl 2/100 (2%)
DCB GBAl 0/34
Mitsui et al., 2015 AMS GBAl 17/969 (1,7%) 17/1509 (1,1%)
DCL GBAl 28/59 (47,4%)
Clark et al., 2015 6/33 (18,2%)
DCL SMPD1 12/59 (20,3%)
Sklerov et al., 2017 AMS GBAl 4/17 (23,5%)

AMS: Atrofia de multiplos sistemas; DCB: Degeneracéo corticobasal; DCL: Deméncia com corpos de Lewy;
PSP: paralisia supranuclear progressiva. Tabela elaborada pela autora.

1.3.11 Gene GBA1

O gene GBAL esta situado no cromossomo 1 (1g21) ¢ dividido em 11 éxons e

compreende 7,6 kb de DNA genémico. Ele codifica a glicocerebrosidase (GCase), uma

enzima lisossomal envolvida no metabolismo da glicosilceramida. O GBA1 possui um

pseudogene, conhecido como GBAP, que apresenta 96% de homologia de sequéncia,

representa 5,7 kb do genoma e esta localizado a 16 kb do gene funcional (Horowitz et al.,

1989; Winfield et al., 1997). As variantes desse gene estdo relacionadas a DG, uma condigdo

sisttmica com diferentes graus de envolvimento do sistema nervoso central.
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Surpreendentemente, ha alguns anos, observou-se que variantes no mesmo gene estavam
associadas a um aumento na incidéncia da DP, tanto em pacientes com DG quanto em
portadores assintomaticos (Lwin et al., 2004; MJ; JM; E, 2005; Sidransky, 2006).

Desde as primeiras observacdes sobre a relacdo entre GBA e DP, essa associag¢do tem
sido extensivamente explorada. Diferentes hipdteses foram formuladas para explicar o papel
causador dessa mutacdo na DP (Gegg; Schapira, 2018). A GCase faz parte da via
endolisossomal, que parece desempenhar um papel crucial na patogénese da DP. De fato,
muitas formas familiares monogénicas diferentes de DP sdo causadas por genes envolvidos
nessa via (Klein; Mazzulli, 2018). Além disso, a GCase mutada ndo consegue se dobrar
adequadamente, podendo acumular-se em diferentes compartimentos celulares dos
neurdnios dopaminérgicos, desencadeando uma resposta ao estresse celular que pode ser
prejudicial as células, sendo assim, a atividade comprometida da GCase parece causar 0

acumulo de alfa-sinucleina (Blandini et al., 2019).

1.3.12 Gene LIPA

O gene LIPA esta localizado no cromossomo humano 10g23.2-23.3 e é composto
por 10 exons distribuidos por cerca de 38 kb (Li; Zhang, 2019). Este gene codifica a enzima
lipase &cida lisossomal (LAL). Em humanos, representa a Unica enzima conhecida com
atividade em pH acido no lisossomo. Essa enzima desempenha um papel crucial na hidrélise
de ésteres de colesterol e triglicerideos. A importancia fundamental do LAL na fisiologia e
nas doencas é evidenciada pelos fendtipos observados em camundongos e humanos com
deficiéncia de LAL (Zhang 2018).

Variantes bialélicas no gene LIPA resultam em deficiéncia LAL que esta associada a
diversos fendtipos de doenca de armazenamento de éster de colesterol. Resulta em disturbios
geneticos raros, caracterizados pelo acumulo significativo de ésteres de colesterol e
triglicerideos em hepatdcitos e macréfagos, em varios 6rgaos, levando subsequentemente a
danos nos tecidos(Zhang; Porto, 2013). A forma mais grave e de risco imediato para a vida
dessa doenca ocorre em bebés, conhecida como doenca de Wolman(Abramov; Schorr;
Wolman, 1956).
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1.3.13 Gene NPC1 e NPC2

O gene NPC1 ocupa a regido do locus 18g11-g12 e estende-se por 57 kb de DNA
gendmico, sendo composto por 25 éxons. Este gene é responsavel pela codificagdo de uma
glicoproteina transmembrana composta por 1278 aminoéacidos, distribuidos em 13 dominios.
Essa glicoproteina esta na membrana dos lisossomos e endossomos tardios (Carstea et al.
1997).

Esta proteina transporta lipoproteinas de baixa densidade para compartimentos
endossomais/lisossomicos tardios, onde s&o hidrolisadas e liberadas como colesterol livre.
Defeitos neste gene causam a doenga de Niemann-Pick tipo C, um disturbio
neurodegenerativo autossomico recessivo raro caracterizado pelo acumulo excessivo de
colesterol e glicoesfingolipidios em compartimentos endossomais/lisossdmicos tardios
(Vanier, 2010).

O gene NPC2 (inicialmente conhecido como HE1), localizado no cromossomo
14qg24.3, abrange 13,5 Kb e contém 5 exons (Naureckiene et al., 2000). Ele codifica uma
proteina soltvel de 151 amino&cidos presente no lGmen dos lisossomos. E uma proteina
soltvel, que se liga ao colesterol e é capaz de reverter parcialmente o acimulo de lipidios
celular (Naureckiene et al., 2000).

As proteinas NPC1 e NPC2 desempenham papéis conjuntos e sequenciais na
mediacdo da liberacdo de colesterol ndo esterificado do compartimento endo/lisossomal. O
mecanismo preciso pelo qual essas proteinas operam ndo é totalmente compreendido, mas
com base em dados recentes, foi proposta a hipétese de um modelo de transferéncia de
colesterol hidrofébico (Li et al., 2016).

1.3.14 Gene SMPD1

O gene SMPD1 é composto por seis exons e ocupa uma regido de 5 kb no
cromossomo 11p15.4-p15.1 (Schuchman; Wasserstein, 2015). Este gene codifica a proteina
esfingomielinase acida (ASM) humana que possui 631 aminoéacidos, incluindo um dominio
saposina, um ligante rico em prolina, um dominio catalitico de metalofosfatase e um dominio
C-terminal. A presenca de seis potenciais locais de glicosilagéo tipo N, oito dissulfetos e
dois ions de zinco na ASM desempenha papéis cruciais no processo de dobramento e na
estabilidade da proteina (Zhou et al. 2016).
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Ela consegue manter a homeostase adequada dos esfingolipidios e participa na
renovacdo da membrana, a ASM interage com outras hidrolases lipidicas nos lisossomos
(Schuchman and Wasserstein 2015).Durante periodos de estresse, a ASM se desloca
rapidamente dos lisossomas para a membrana plasmatica, onde hidrolisa a esfingomielina
em ceramida. Esse processo resulta na reorganizacdo dos microdominios lipidicos da
membrana, estimulando assim a sinalizacéo subsequente (Falcone et al. 2004).

Variantes patogénicas neste gene causam as doencas de Niemann-Pick Tipos A e B,
que sdo distarbios de armazenamento lisossomal autossdmico recessivo, causados pela
atividade deficiente da enzima esfingomielinase &cida (da Veiga Pereira et al., 1991). ASM
hidrolisa a esfingomielina em ceramida e fosfocolina em endossomos e lisossomos tardios.
A deficiéncia de ASM resulta no acimulo de esfingomielina nos lisossomos e anormalidades

lipidicas nas membranas celulares (Schuchman; Wasserstein, 2015).

1.3.15 Gene PSAP

A prosaposina € lisossomal composta por 527 aminoacidos, codificada pelo gene
PSAP localizado no cromossomo 10g22.1, que sofre clivagem po6s-traducéo para produzir
quatro proteinas chamadas saposinas (Sap) A, B, C e D. Vale ressaltar que as saposinas A —
D desempenham um papel no processo de ativagao de vérias hidrolases lisossdmicas, embora
ndo estejam diretamente envolvidas na hidrolise dos glicoesfingolipideos. Portanto,
variantes nas saposinas causam deficiéncias de hidrolases lisossomicas e, consequentemente,
DLD (Tamargo et al. 2012).

Variantes no gene PSAP que causam deficiéncia de Sap-C sdo conhecidas estar
subjacente ao DG atipico (MIM 610539) e pode assemelhar-se ao DG1 ou ao DG3 (Chérin
et al., 2010). Sap-C atua como um ativador da enzima GCase necessaria para a degradagdo
da glicosilceramida. A deficiéncia de Sap-A devido a variantes de PSAP causa a doenca de
Krabbe atipica e a producdo inadequada de Sap-B leva a leucodistrofia metacromatica
(Tamargo et al. 2012; Cesani et al. 2016; Calderwood et al. 2020).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar e analisar aspectos genéticos e metabdlicos do parkinsonismo atipico,

visando a compreenséo aprofundada dos mecanismos subjacentes a essa condicéo.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar os genes hub-bottleneck de cada tipo de PA.

2. Analisar as vias metabolicas relacionadas aos genes hub-bottleneck para o
entendimento das bases da doenca.

3. Determinar a frequéncia de alteracdes de sequéncia nos genes GBAL, SMPD1, LIPA,
NPC1, NPC2 e PSAP nos pacientes com PA.

4. Descrever o fenotipo de pacientes com parkinsonismo atipico portadores de variantes

nos genes de doencas lisossdmicas analisados.
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3. JUSTIFICATIVA

O estudo do parkinsonismo atipico tem sido um desafio constante, dada a
complexidade das manifestacdes clinicas e a heterogeneidade das causas subjacentes.
Recentemente, surge um novo horizonte promissor na pesquisa diagnostica, concentrando-
se nos genes associados a doencgas lisossomicas. Essa abordagem inovadora oferece uma
perspectiva Unica para a compreensao e avaliacdo do parkinsonismo atipico.

Nosso grupo de pesquisa possui uma trajetoria consolidada no estudo de doencas
raras, especialmente os erros inatos do metabolismo, no ambito do servico de genética
médica do HCPA. Temos desempenhado um papel ativo em diversos projetos relacionados
a doencas lisossdmicas, destacando-se nossa atuacao significativa na pesquisa sobre a DG.
Um dos projetos especificos que temos desenvolvido concentra-se na intersecédo entre a DG
e parkinsonismo. J& é conhecida a associa¢do entre variantes no gene GBA1 e a manifestacao
da DP. Nossa pesquisa visa aprofundar essa compreensdo, explorando as implicagdes
genéticas e moleculares dessa conexao.

As doencas lisossdmicas tém sido historicamente estudadas em um contexto isolado.
No entanto, a evidéncia emergente sugere uma interconexdo entre essas condices e
distarbios neurodegenerativos, incluindo o parkinsonismo. Ao abordar esta lacuna de
conhecimento, buscamos destacar a relevancia de analisar genes associados a doencas
lisossdbmicas como uma ferramenta para pacientes com PA.

A identificacdo precoce de variantes associadas a doengas lisossdbmicas em pacientes
com parkinsonismo atipico pode abrir caminho para intervencoes terapéuticas especificas,
contribuindo para uma abordagem mais eficaz e personalizada, sabendo que essas sindromes
ainda ndo tem um tratamento especifico, apenas para o alivio de sintomas.

Assim, este estudo se justifica pela necessidade de expandir nosso entendimento
sobre as inter-relacfes entre doengas lisossdmicas e parkinsonismo atipico, mas também visa
melhorar a precisdo do diagndstico clinico. Ao unir essas duas areas, podemos avancar em
direcio a uma compreensdo das bases moleculares do PA, promovendo avangos
significativos no manejo clinico e na qualidade de vida dos pacientes.

Em suma, a andlise dos genes associados a doencgas lisossémicas representa uma

abordagem inovadora e promissora para o estudo do PA. Ao tracar conexdes entre esses
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disturbios aparentemente separados, podemos direcionar a forma de diagndstico, abrindo

novos caminhos para a medicina personalizada e a melhoria dos cuidados ao paciente.
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4. RESULTADOS

Artigos cientificos/manuscritos
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4.1 Capitulo 1
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Abstract

Atypical parkinsonism (AP) is a group of complex neurodegenerative disorders with marked clinical and pathophysiologi-
cal heterogenecity. The use of systems biology tools may contribute to the characterization of hub-bottleneck genes, and
the identification of its biological pathways to broaden the understanding of the bases of these disorders. A systematic
search was performed on the DisGeNET database, which integrates data from expert curated repositories, GWAS cata-
logues, animal models and the scientific literature. The tools STRING 11.0 and Cytoscape 3.8.2 were used for analysis of
protein-protein interaction (PPI) network. The PPI network topography analyses were performed using the CytoHubba 0.1
plugin for Cytoscape. The hub and bottleneck genes were inserted into 4 different sets on the InteractiveVenn. Additional
functional enrichment analyses were performed to identify Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways
and gene ontology for a deseribed set of genes. The systematic search in the DisGeNET database identified 485 genes
involved with Atypical Parkinsonism. Superimposing these genes. we detected a total of 31 hub-bottleneck genes. More-
over, our functional enrichment analyses demonstrated the involvement of these hub-bottleneck genes in 3 major KEGG
pathways. We identified 31 highly interconnected hub-bottleneck genes through a systems biology approach, which may
play a key role in the pathogenesis of atypical parkinsonism. The functional enrichment analyses showed that these genes
are involved in several biological processes and pathways, such as the glial cell development, glial cell activation and
cognition, pathways were related to Alzheimer disease and Parkinson disease. As a hypothesis, we highlight as possible
key genes for AP the MAPT (microtubule associated protein tau), APOE (apolipoprotein E), SNCA (synuclein alpha) and
APP (amyloid beta precursor protein) genes.
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Introduction

Atypical parkinsonism (AP) refers to a heterogeneous group
of neurodegenerative disorders clinically characterized by
the presence of parkinsonism plus “atypical” features for
Parkinson disease (PD), such as early cognitive impair-
ment, autonomic dysfunction, early falls, ataxia, apraxia,
dystonia, myoclonus, amyotrophy. gaze palsy, cortical sen-
sory loss, alien limb phenomenon or failure to respond to
dopaminergic treatment (Deutschlinder et al. 2018). They
can be classified into four major syndromes according to the
clinical presentation: progressive supranuclear palsy (PSP),
multiple system atrophy (MSA), corticobasal degeneration
(CBD), also called corticobasal syndrome, and Lewy body
dementia (Giagkou and Stamelou 2018). However, some
patients may manifest overlapping symptoms. Currently,
there is no specific treatment for AP,

Due to the clinicopathologic similarities and the lack of
consistent results among subtypes, AP raises issues from
a pathological perspective (Scholz and Bras 2015). PSP
patients show atrophy of the midbrain, pontine and subtha-
lamic tegmentum and substantia nigra depigmentation as
the main pathological findings. This syndrome along with
CBD is classified as a tauopathy, which refers to neurode-
generative disorders with prominent tau pathology in neu-
ronal or glial cells due to the deposition of neurofibrillary
tangles in the brain, composed of tau protein hyperphos-
phorylated which impairs ability to interaction with micro-
tubules, leading to cell disfunction (Rosler et al. 2019). The
PSP hallmark is the accumulation of insoluble 4R (four car-
boxy-terminal repeat domains) tau protein deposits in the
cortical and subcortical areas of the brain. There is already
evidence of ongoing neuronal degeneration, demonstrated
by increased levels of cerebrospinal fluid levels of neuro-
filament light chain concentrations in PSP patients (Holm-
berg et al. 1998). The neuronal tau pathology n the CBD
mainly affects the forebrain, while in PSP it mamly affects
the hindbrain structure (Fabbrini et al. 2019). The patho-
logical features for CBD includes astrocytic plaques, tau-
positive striatal and cortical neurons and glial lesions, both
in white and gray substances (Dickson et al. 2002; Stamelou
etal. 2021).

In addition to PD, MSA and Lewy body dementia are
characterized as synucleinopathies due to the accumula-
tion of intracellular o-synuelein. The neuropathological
hallmark of MSA is aberrant a-synuclein deposition in glia
and neurons forming glial and neuronal cytoplasmic ineclu-
sions that cause cell dysfunction and death (Jellinger 2018).
The neurodegeneration of MSA is related to a set of factors
such as ectopic u-synuelein accumulation in the oligoden-
drocytes, proteasomal and mitochondrial dysfunction (Jell-
inger and Wenning 2016), dysregulation of myelin lipids,
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genetic polymorphism, neuroinflammation (Stefanova et
al. 2007; Fellner and Stefanova 2013; Don et al. 2014;
Chen et al. 2015), proteolytic disturbance, autophagy and
others (Brown et al. 2005; Ubli et al. 2009). Lewy body
dementia has its pathophysiology related to the aggrega-
tion of a-synuclein oligomers in Lewy bodies, in which its
deposit mainly occur in the cytoplasm of neurons. This is
the opposite of MSA, where Lewy bodies accumulate in the
cytoplasm of glial cells and neurons. Lewy body buildup
damages cells and results in cell death (Stefanis 2012; San-
ford 2018).

To diagnose each type of AP, specific criteria are used,
such as in Lewy body dementia, typical clinical features
melude progressive dementia, fluctuating cognition, vivid
visual hallucinations, and parkinsonian syndrome (McKeith
et al. 2017). The diagnostic criteria for MSA involve four
levels of diagnostic certainty: neuropathologically estab-
lished MSA, clinically established MSA, clinically probable
MSA, and possible prodromal MSA (Wenning et al. 2022).
For CBD we have current consensus criteria that describe
different clinical phenotypes that may be associated with
CBD pathology. Imaging techniques can be used to demon-
strate asymmetric parietal atrophy and hypometabolism, as
well as presynaptic and postsynaptic nigrostriatal degenera-
tion (Melissa J. Armstrong 2013). For the diagnosis of PSP,
the current National Institute of Neurological Disorders and
Stroke (NINDS) and Society for Progressive Supranuclear
Palsy (SPSP) criteria for the diagnosis of PSP are used,
which are based on clinical confirmation of the tendency
to falls and oculomotor impairments. They are, therefore,
very sensitive for Richardson’s syndrome, but less suitable
for detecting the other clinical courses that PSP follows
(Héglinger et al. 2017).

Recently, knowledge of the genetics of these patients has
enabled new ideas regarding the diagnosis and treatment
(Sidransky et al. 2009; Mitsui et al. 2015; Lill 2016; Chia
et al. 2021). Understanding genetic factors and molecular
mechanisms involved in AP has allowed it to broaden the
understanding of these diseases, predicting disease risk,
onset, and progression (Diez-Fairen et al. 2021).

The systems biology uses a wide range of quantitative
experimental and computational data to elucidate gene,
proteins and epigenetic components and their interconnec-
tions within cells, tissues, organs and organismal level func-
tions (Tavassoly et al. 2018). As AP is a rare and complex
syndrome, the use of systems biology tools may contribute
to the characterization of hub-bottleneck genes (genes that
have greater interactions in a pathway and key connectors
in protein networks), along with the identification of their
metabolic pathways for a better understanding of the basis
of those disease (Miryala et al. 2018). Systems biology
approaches can aid in understanding complex biological
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systems, providing an exceptional platform to integrate
diverse types of data with molecular and pathway informa-
tion, leading to the development of predictive models for
complex diseases such as AP. This study is an exploratory
study that sought to use bioinformatics tools. The aim of
this study was to characterize the hub-bottleneck genes for
each type of AP, biological pathways, as well as the genetic
associations, which could contribute to the understanding of
the molecular basis of AP using a systems biology approach.

Methods

Search for genes related to types of atypical
parkinsonism

DisGeNET is an open access web platform for the explora-
tion and analysis of genetic traits of several known human
diseases, as well as their phenotypic manifestations. The
platform contains data from the largest publicly available
repositories cataloging genomic wide association studies
(GWAS), animal models. and scientific literature (Pifiero et
al. 2017a).

A systematic search for genes associated with each type
of AP was performed on the DisGeNET database v.7.0
(Pifiero et al. 2017a) the following query terms: “multiple
system atrophy™ (C0393571), “corticobasal degeneration”™
(C0393570), “progressive supranuclear palsy” (C0038868)
and “Lewy body disease” (C0752347). Lewy body demen-
tia was not available as a query search. Consequently, the
term Lewy body disease (LBD) was used. Lewy body dis-
ease is a feature of several conditions, including Parkinson
disease, Lewy body dementia and Parkinson disease demen-
tia (PDD) (Mckeith et al. 2017). Critical clinical compo-
nents of LBD are also found in Alzheimer Disease (DA).
Although diagnostic criteria for these neurodegenerative
diseases have been well established and recently revised for
LBD. accurate clinical diagnosis is often difficult because
LBD. PD. PDD. and AD share common epidemiological.
clinical, and pathological features (Foguem and Manckoun-
dia 2018). The search was performed in April 2023. Genes
identifiers were mapped to HUGO Gene Nomenclature
Committee (HGNC) (Povey et al. 2001).

Protein-protein interaction (PPI) network

The list of genes for the four types of AP (MSA, LBD.
PSP and CBD) was obtained from the DisGeNET v.7.0
database. A protein-protem interaction (PPI) network was
constructed for each AP type using the Retrieval of Interact-
ing Genes/Proteins tool v.11.5 (STRING., hitps://string-db.
org/) (Szklarczyk et al. 2019). The objective of the STRING

database is to collect, score and integrate all publicly avail-
able sources of protemn-protein interaction information and
computational predictions by achieving a comprehensive
global network. including direct and indirect interactions.
An interaction score> 0.4 and P<0.05 were considered as
statistically significant. The data obtained from this analysis
was imported into Cytoscape 3.8.2 for the network analysis
and visualization (Shannon et al. 2003).

Network topological analyses

Hub genes and bottleneck genes of these networks were
defined wsing the CytoHubba 0.1 plugin for Cytoscape, and
the top 10% of each disease with the highest degree value
were classified as hubs and the top 10% of each disease with
the highest betweenness value were classified as bottlenecks
(Pang et al. 2016; Heberle et al. 2015). The hub-bottlencck
genes interaction was performed using the InteractiVenn
tool.

Functional enrichment analyses

Functional enrichment analyses were performed to iden-
tify gene ontology (GO) terms and Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG) pathways. Theses analy-
ses were conducted using the list of hub-bottleneck genes
obtained in the previous deseribed analyses. The GO analy-
ses established the biological processes (BP), cell compo-
nents (CC). and molecular functions (MF) mnvolved with
the hub-bottleneck (Harris et al. 2006). In this regard, the
ClueGOPlugin v.2.5.7 plugin in association with the Clue-
pedia plugin (both from Cytoscape) were used aiming to
identify the GO terms (Bindea et al. 2009).

Pathways annotation from the KEGG (Minoru Kanehisa
and Susumu Goto 2000) were used to investigate biological
pathways. P-values were adjusted for multiple comparisons
using the False Discovery Rate (FDR) method, and KEGG
terms with FDR <0.05 and two or more related genes were
considered significantly enriched for the set of interest.
KEGG pathways annotations were obtained using the path-
DIP v4.0.21.3 database (Rahmati et al. 2017).

In addition, the lists of hub-bottlenecks genes for each
disease were inserted, as well as the combined hub-bottle-
neck genes for each AP type. Only pathways with p<0.05
were shown. Bonferroni test was used in advanced statistics
options.

Statistical analyses
Cytoscape v3.8.2 (Shannon et al. 2003) software was used

to demonstrate the PPI network for the different types of
AP-related genes and to analyze the network topology. The
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Table 1 PPI network analysis performed for all genes classified as
hub-bottlenecks

Type of AP Genes

Progressive supranuclear CASP3, TNEMAPT APEEGFR APOE,

palsy BDNESODI,PTEN,LRRE? and GFAP

Multiple system atrophy SNCA

Corticobasal syndrome APOE and MAPT

Lewy body dementia APPSNCA,CASP3, TNFINS,MAPT,
BDNF.APOE IL6, HSP90A41 NGF.G
FAPVEGFA HSPA4, LRRK2,PARK7
and DLG4

statistical test used for the enrichment analyses was based
on the hypergeometrie test, adjusted for multiple hypotheses
using the Benjamini-Hochberg FDR test. Interactions with
a q-value <0.05 are highly enriched. The Plotly chart studio
(https://chart-studio.plotly.com) was used to construct the
graphics.

Results
Network analyses: protein-protein interaction

The systematic search in the DisGeNET database identi-
fied 19 genes involved with MSA, 35 with CBD, 255 with
LBD and 176 with PSP (Supplementary Table S1). The PPI
network generated in the STRING database contained 16
nodes and 33 edges for MSA, 22 nodes and 70 edges for
CBD, 224 nodes and 2137 edges for LBD, and 151 nodes
and 1021 edges for PSP.

Fig.1 Venn diagram with the hub A

and bottleneck gene. A- progres- W e
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Identification of hub-bottleneck genes

We identified 11 hub-bottleneck genes for PSP, 1 for
MSA and 2 for CBD. while 17 hub-bottleneck genes were
deseribed for LBD (Table 1) (Fig. 1). Moreover, the com-
plete set of hub-bottleneck genes for each disease are shown
in Figs. 2. 3, 4 and 5.

Cluster analysis of LBD and PSP

Cluster analysis of LBD using all genes was performed
using the MCODE plugin as previously described in the
Methods section, resulting in the identification of 5 individ-
ual clusters (Table 2). The same analysis was performed for
PSP, which allowed the identification of 6 clusters (Table 3).
The cluster analysis was not possible with AMS and CBD,
as they formed a cluster with less than 3 genes.

Functional enrichment analysis

In the LBD functional enrichment analysis, 58 KEGG path-
ways were found as involved with the 17 hub-bottleneck
genes. Six genes (APOE, APP. CASP3, MAPT. SNCA and
TNF) were involved in the Alzheimer disease pathway and 7
genes (CASP3, BDNF, INS, MAPT, NGF, TNF and VEGEA)
were involved with the MAPK signaling pathway. In the
MSA functional enrichment analyses, two KEGG pathways
were point out to the only one hub-bottleneck gene (SNC4).
These pathways were related to Alzheimer disease and Par-
kinson disease. Functional enrichment analyses for the PSP
identified 47 pathways, among them 5 genes were involved
in the MAPK signaling pathway (CASP3, EGRF, MAPT,
BDNF and INF), while 3 genes were annotated for the
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Fig.2 Network referring to pro-
gressive supranuclear palsy hub,
bottleneck and hub-bottleneck
genes. Hub-bottleneck in green.
Hub genes 1n purple and bottle-
neck genes in yellow

Fig. 3 Network referring to
multiple system atrophy hub,
bottleneck hub-bottleneck genes.
Hub-bottleneck in green. Hub
genes in purple and bottleneck
genes in yellow

PI3K-Akt pathway signaling (EGFR, BDNF and PTEN). In
addition, 5 genes were involved with the Alzheimer disease
pathway (APOE, APP, MAPT, TNF and APP) and 2 genes
were involved with Parkinson disease pathway (CASP3 and
LRRK?). We identified 3 enriched KEGG pathways for the
CBD disease. but only two pathways were involved with

the hub-bottleneck gene (MAPT). The enriched pathways
for this gene were Alzheimer disease and MAPK signaling
pathway. The APOE (apolipoprotein E) gene was present in
the Cholesterol metabolism pathway and Alzheimer disease
pathway (Fig. 6).
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Fig.4 Network referring to
corticobasal degeneration hub,
bottleneck hub-bottleneck genes.
Hub-bottleneck in green. Hub
genes in purple and bottleneck
genes in yellow

A

Fig.5 Network referring to Lewy
body dementia hub, bottleneck
hub-bottleneck genes. Hub-
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bottleneck in green. Hub genes A = -

in purple and bottleneck genes in
yellow

We also evaluated each group of hub-bottleneck genes
related to AP diseases. The GO analyses demonstrated an
enrichment of 33 CC, 15 MF and 453 BP related to the PSP.
while 45 CC, 30 MF and 560 BP were linked to the LBD.
The MSA resulted in 24 CC, 14 MF and 15 BP being associ-
ated to its unique hub-bottleneck gene and only one MF was
detected as enriched in CBD.

Discussion

AP is a set of neurodegenerative diseases with complex
clinical and pathological characteristics, such as LBD,
MSA, PSP and CBD (Scholz and Bras 2015). In recent
years, a great advance has been possible in the comprehen-
sion of the genetic etiology of these neurological diseases.
though it is still not been fully elucidated. In the present
study, we identified 31 hub-bottleneck genes involved in

@ Springer

the four types of AP using a systems biology approach.
These genes are interconnected and participate in pathways
related to PD, Alzheimer disease, cholesterol metabolism
(APOE). MAPK signaling and PI3K-Akt pathways. Hub-
bottleneck genes are crucial proteins involved in a specific
protein interaction network, once they tend to act in combi-
nation to control or regulate certain cellular and molecular
processes within the cells (Pang et al. 2016). It is already
known that APOE 4 variant is a well-established genetic
risk factor for Alzheimer disease (AD) (Serrano-Pozo et
al. 2021). In this context, the APOE gene was found as a
hub-bottleneck gene linked to both cholesterol metabolism
and AD pathways. There are clinical and neuropathological
similarities between dementia with Lewy bodies, PD and
AD. The fact that these three diseases overlap in clinical
and neuropathological characteristics suggests that they
may also share an etiology (Bras et al. 2014). Studies evalu-
ating genetic risk factor for CBD and PSP with APOE are
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Table 2 Cluster analysis of Lewy body dementia

Cluster Score  Nodes Edges Genes

1 11,529 18 98  VCAMI, GFAP, BCL2LI,
PTGS2, ACE, DCX, CSF2,
PECAMI, MMP9, VEGFA,
SPP1, CALRI, NOS3,
EDNI, SOD2, NGF, TNF,
NOS2

SI00B, PARK2, CLU,
IGFI, NOSI, APOE,
HSP44, A2M, BDNF, TAR-
DBP BACEI, AGER, GRN,
BECNI, BCHE, ATG7,
IGFIR, AQP4, CAMK24,
DLG4, SPI, SERPINAI
MAP2, FOX0I, FUS,
LRRK2, SODI, CSFIR,
GAL, REMI, SLC142, ILG,
LGALS3, CTSB, TSC2,
CO01172, AIFI

COMT, CHI3LI, GBA,
ACHE, INS, NEFL, CST3,
FYN, APP, SNCAIP. DEH,
UBB, CTSD, PSENI,
MAPT, CASP3, DRD2,
HSP904AI, PARKT,
PSEN2, ENO2, NTRK2,
NTRKI, CHMP2B, MAG,
SNCA, UBC, TGFB?2,
HTRA2, SLC643, IGF2,
RPS274, PRNP SLCITAT,
DNMTI, TF

SQSTMI, DRDI,
CHCHD?, SLC6A4,
BCL2, GRMS5, TMEM?230,
CHRNA4, NR4A2, TH,
DNAJCI3, LAMP2, MAOB,
PINKI, EIF4GI, MAPIA,
INSR, TOMM40, SLC642

FANCD2, BIRCS, BRCA2

2 10,611 37 191

3 10,171 36 178

4 4.667 19 42

Table 3 Cluster analysis of progressive supranuclear palsy

Cluster  Score Nodes Edges Genes

1 13478 24 155  APOE, SODI, CRE CST3,
APP IL6, SNCA, PRNE
EIF24K3, BDNF, PARK?,
GGT2, CASP3, HSP44,
NEFL, PSENI, IRSI, MAPT,
CDKS, FUS, NGF, ACE,
IGF1, GFAP

TNF, TARDBP. CSF2, RUNX2,
VEGFA, PTPRC, PTEN,
EGFR, CXCR4, CLU, SPPI,
MTOR, LRRK?2, TGFBI,
GRN, C901172, IL2, IFNG
CTNNBLI, SF3B1, SRSF2,
TRA2B

PSEN2, TREM2, PICALM
DCTNI, SETX, ATXN?
NFE2L2, BRCAI SPI

2 10235 18 87

still controversial (Zhao et al. 2018; Sabir et al. 2019). A
higher frequency of APOE, €2 allele. but not &4 allele, in
PSP was found in a Japanese cohort (Sawa et al. 1997) and
a genome-wide association study performed on a cohort of
CBD found no association of APOE with CBD (Kouri et al.
2015). Cholesterol is a very important component of the cell
membrane and plays a fundamental role in vital processes.
The cerebral cholesterol is in great quantity among the total
cholesterol of the human body and its regulation needs to
be orchestrated for the maintenance of brain functions (Dai
et al. 2021). Disturbances in the cholesterol metabolism
have been linked to neurodegenerative diseases, although
the relation between them has not been fully understanded
(Dietschy and Turley 2004; Vance 2012). In the brain, cho-
lesterol primarily combines with APOE, which is primarily
synthesized by astrocytes to form lipoprotein.

The SNCA gene was enriched in the PD pathway, and
this gene was present in DisGeNET database in MSA and
LBD diseases. The first mutation associated with PD was in
the SNCA gene (Polymeropoulos et al. 1997). This gene is
responsible for encoding o-synuelein, a protein considered
the main component of the Lewy body that are the pathog-
nomonic hallmarks of PD and there are already associations
with MSA and LBD (Scholz et al. 2009). Despite the normal
level of u-synuclein (wild type) is majorly related to synap-
tic physiological functions, its overexpression may act in an
opposite way (Kim et al. 2011). This protein contributes to
the formation of oligomer that is believed to play a key role
in the cell death. However. it has been found that overex-
pression of g-synueclein (wild type) could be modulated by
several genetic and epigenetic mechanisms of SNCA, such
as longer Repl alleles, hypomethylation of the CpG island
in intron-1, gene multiplication and UTR (464 C>A) can
increase the level of protein expression (Xu et al. 2015).

Considering the increased expression o-synuclein in
patients with parkinsonism such as MSA, LBD and PD and
the increasing number of studies focused on understanding
the genetics and epigenetics based on the upregulation of
the SNCA expression level. This could perhaps be used as
a therapy that aims to suppress or stabilize the expression
of the SNCA gene (Lim et al. 2011; Xu et al. 2015). It has
already been demonstrated by Lim and colleagues (2011)
that the inhibition of SNCA expression initiated pathologi-
cal reversion, as well as better behavior and memory in the
LBD rodent model (Lim et al. 2011).

MAPK pathway is present in PSP, Lewy body disease
and CBD, and involves 8 hub-bottleneck genes (BDNF,
CASP3, INS, MAPT, NGF, EGFR. TNF and VEGFA) in our
study. MAPK pathway is activated by several extracellu-
lar and intracellular stimuli. which include peptide growth
factors, cytokines, hormones, and many cellular stressors.
This pathway functions as a regulator of various cellular
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Fig.6 The top 10 metabolic path-
ways for LBD, MSA, PSP and
CBD classified according to the
number of genes involved

sphingolipid signaling

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)

% Antigen processing and presentation
H Legionellosic
-]
& Mon-alcohalic fatry liver disease (NAFLD)
Parkinson disease
AGE-RAGE signaling, pathway in diabetic complications
IL-17 signaling
PI3K-Akt signaling
MAPK signaling

Alzheimer disease

activities, including proliferation, differentiation. survival
and death (Kim and Choi 2010).

In our study The nerve growth factor (NGF) and brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) are involved in bio-
logical processes, such as regulation of neuronal death and
cognition. There is enriched MAPK pathway and in the
PI3K-Akt signaling pathway. proving the importance of
studying these genes in AP. NGF is important for the sur-
vival, growth, and maintenance of specific types of neu-
rons in the central and peripheral nervous system. BDNF is
linked with survival and maintenance of sensory neurons.
certain cholinergic neurons, spinal motor neurons and some
dopaminergic neurons. The depletion of these neurotrophic
factors has been linked with disease pathology and symp-
tom for neurodegenerative diseases (Allen et al. 2013).

The APP (amyloid beta precursor protein) gene encodes
the amyloid precursor protein, being involved in the AD
pathway due to its fundamental role in the pathogenesis of
this disease. The proteolytic cleavage of APP gives rise to
the B-amyloid peptide that is deposited in the brain of both
AD and PD. f-amyloid and tau deposition are also comor-
bid associations, but the deposition of f-amyloid has been
especially associated with cognitive decline in PD (Aydin et
al. 2012; Lim et al. 2019). In our GO analyses, the positive
regulation of P-amyloid formation and neuron death were
identified as important biological processes involved with
AP, which corroborates with these findings. Thus, it is dem-
onstrated that symptoms overlap in tauopathies, such as AD,
PSP and CBD. and often coexist (Devi 2023).

In our analyses, it was possible to identify biologi-
cal processes involved with the glial cell development
and ghal cell activation, being 7 genes directly involved
(EGFR, APP, SNCA, MAPT, TNF, SODI and PTEN). Also.
EGFR, APP, MAPT and TNF genes were related to the
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astrocyte activation. Three of them (MAPT, TNF and APP)
are enriched in both MAPK and AD pathways, thus dem-
onstrating their possibly role in the group of AP syndrome.
Astrocytes are the most abundant glial cells in the central
nervous system, performing ecritical funetions for neurons.
One of the main functions of astrocytes is the maintenance
of homeostasis of the extracellular space that surrounds
nerve cells. However, astrocytes also play a crucial role in
neurodegenerative processes (Booth et al. 2017).

The MAPT (microtubule associated protein tau) gene
encodes the tau protein that seems to cause frontotempo-
ral dementia with parkinsonism linked to chromosome 17
(FTDP-17). providing the clearest evidence that tauopathy
plays a causal role in parkinsonian syndromes (Caillet-
Boudin et al. 2015; Arendt et al. 2016). Tauopathies refer to
a wide range of phenotypically diverse diseases character-
ized by the aberrant aggregation of tau in neurons and/or
glia, including PSP and CBD (Arendt et al. 2016). How-
ever, the mechanisms by which mutations in the MAPT
gene promote tauopathy are still inconclusive and may
not provide information on how tauopathy appears in the
absence of mutations (Strang et al. 2019). MAPT is present
as a hub-bottleneck in LBD, CBD and PSP, showing itself
as a possible key gene for the pathology that is still poorly
understood. As PSP and CBD are tauopathies, one hypoth-
esis is that mutations in the MAPT gene may contributed to
the understanding of parkinsonism and dementia in these
patients. MAPT is the risk locus with the strongest effect
size in sporadic PSP in GWAS (Héglinger et al. 2011). In
Lewy body discase, a study by Heckman et al. verified the
rare microtubule-associated protein tau H1 sub haplotype
may be associated with severe putaminal dopaminergic
degeneration in these cases (Heckman et al. 2019).
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AP is still poorly studied, unlike PD. In this context, we
demonstrated the importance of studies based on systems
biology approaches for a better understanding of the dis-
case, including its involved pathways, molecular mecha-
nisms. and key genes. thus aiming a therapeutic mechanism
in the future.

A very useful tool for studying biological systems is the
use of systems biology approaches. which are a combina-
tion of computational and mathematical models. Systems
biology involves quantitative analyses, unlike the qualita-
tive form of other techniques (Vidal 2009). The DisGeNET
database, which is one of the largest databases with infor-
mation about genes and variants involved in human diseases
can be used for different research purposes, including inves-
tigating the molecular underpinnings of specific human
diseases and their comorbidities, analyzing the properties
of disease genes (Pifiero et al. 2017b). The use of the PPI
network plays an important role in predicting the function-
ality of interacting genes or proteins and provides insight
mto the functional relationships and interactions between
discases (Miryala et al. 2018). Despite best efforts and the
strength of the algorithms and methods used, some limita-
tions should be considered when interpreting our results.
First, our results are based on the literature available at the
time of writing this manuscript. Second. we cannot exclude
the possibility that other genes may be key factors in the

pathophysiology.

Conclusion

In conclusion, we identified 31 hub-bottleneck genes that
are highly interconnected and may play a key role in the
pathogenesis of AP. Our functional enrichment analyses
showed that these genes are involved in several biologi-
cal processes and pathways, such as MAPK. PD and AD
pathways. Interestingly. 4 genes (MAPT, APOE. SNCA and
APP) were found as being involved with important path-
ways related to the studied syndromes. New experimental
analyzes need to be performed to understand and validate
their interactions.
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Capitulo 2 — Lysosomal disease variants in Brazilian patients with atypical

parkinsonism syndromes

Em preparo
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5. DISCUSSAO

Em nosso estudo, realizamos uma avaliacdo detalhada das variantes em genes
associados a doencas lisossdmicas. Este estudo teve uma abordagem exploratéria,
permitindo-nos examinar as possiveis relacdes entre esses genes e as sindromes estudadas.
Os resultados obtidos indicam uma possivel relacdo de que esses genes desempenhem um
papel significativo no desenvolvimento e manifestacdo das sindromes em questdo. Esse
achado embora em um numero reduzido de pacientes tem implicacfes importantes para o
entendimento das sindromes e pode fornecer insights valiosos para futuras pesquisas.

O inicio de nosso estudo remonta a 2019, quando iniciamos os procedimentos de
identificacdo de pacientes que preenchiam os critérios para PA no ambulatorio de distdrbios
do movimento do HCPA. No entanto, fomos confrontados com o desafio inesperado do
surgimento de uma pandemia global, que teve um impacto significativo em nossa pesquisa.
Infelizmente, muitos dos pacientes que haviamos previamente selecionados foram
impossibilitados de participar devido as restri¢cdes e preocupacdes relacionadas a pandemia.
Quando retomamos as coletas no final de 2021, encontramos novos obstaculos,
especialmente devido ao status de risco de muitos dos pacientes, que enfrentaram
dificuldades em se deslocar para o hospital para participar do estudo. Como resultado dessas
circunstancias desafiadoras, o niamero inicial de pacientes com parkinsonismo atipico foi
reduzido para 23, 0 que impactou nossa capacidade de anélise e generalizacdo dos resultados.

Com a impossibilidade de continuar a busca por pacientes durante a pandemia,
iniciamos um estudo focado na identificacdo de genes-chave no PA utilizando a abordagem
da biologia de sistemas. Em nossa analise, identificamos genes centrais em cada tipo de
patologia neurodegenerativa. No total, foram identificados 31 genes de alta centralidade
(hub-bottleneck) em todos os conjuntos de sindromes investigadas, muitos dos quais eram
compartilhados entre as diferentes sindromes. Ao avaliar globalmente todos 0s genes
associados as patologias neurodegenerativas, destacamos a presenca dos genes NPC1 e
NPC2 na rede de interacdo para PSP, enquanto o gene GBAL foi observado na rede de
interacdo tanto para PSP quanto para DCL, corroborando com 0s nossos resultados do estudo
com pacientes com PA.

Em nossas analises com a ferramenta de biologia de sistemas foram possiveis a

identificacdo de importantes vais metabdlicas no PA. Uma das vais que merece destaque é a
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via relacionada com o colesterol. O colesterol cerebral representa uma proporgéo
significativa do colesterol total do corpo humano e requer uma regulacdo precisa para a
manutengdo das fungdes cerebrais (Dai et al., 2021). Perturbagdes no metabolismo do
colesterol tém sido associadas a doencas neurodegenerativas, embora a relacdo entre elas
nédo tenha sido completamente compreendida (Dietschy e Turley, 2004; Vance, 2012). Em
estudos, ja foi observado que a a-sinucleina demonstra uma forte afinidade com lipidios, os
quais se ligam as membranas celulares ou outras estruturas de membrana, influenciando
diretamente sua cinética. Essa descoberta sugere que o metabolismo do colesterol pode
desempenhar um papel patologico na agregagdo da a-sinucleina (Bar-On et al., 2008;
Nakamura et al., 2015). Sabemos que a alteracdes em NPC1 e NPC2 causam defeitos em
proteinas que estdo presentes nos lisossomos e nos endossomos tardios, e sdo responsaveis
pelo transporte e mobilizacdo intracelular de moléculas, como o colesterol, que
desempenham diversas funcdes para as células.

Nossas andlises com pacientes revelaram uma descoberta significativa relacionada a
importancia dos genes NPC1, NPC2 e SMPD1 em pacientes com PA, 0s quais estdo
associados as formas da Doenca de Niemann-Pick. Essa constatagdo sugere uma possivel
relacdo entre esses genes e 0 desenvolvimento do PA. Em nosso estudo, variantes nestes
genes mencionados foram encontrados em cinco pacientes com as seguintes sindromes: PSP,
AMS e DCL. Essa correlacdo € respaldada por evidéncias na literatura que indicam uma
associagdo entre 0s processos neurodegenerativos, sugerindo que 0S mecanismos
patogénicos subjacentes a Niemann-Pick tipo C pode influenciar a agregagdo da proteina a-
sinucleina (Ouled Amar Bencheikh et al., 2020; Wong; Krainc, 2017).

Acredita-se que o acumulo de proteina tau e a disfuncdo lisossomal possam
desempenhar um papel crucial nesse contexto, induzindo uma diminui¢cdo na degradacéo,
fosforilacdo anormal e aumento na oligomerizacdo. Em conclusao, as agregacdes proteicas
patoldgicas enddgenas podem induzir neuroinflamacdo, o que aumenta ainda mais a
agregacao proteica e promove a neurodegeneracdo (Zhang et al., 2023). Na verdade, a
inflamacéo parece desempenhar um papel crucial no desenvolvimento e progressédo de
doencas neurodegenerativas. Evidéncias crescentes sugerem que fatores de risco ambientais
comuns de doencgas neurodegenerativas podem desencadear uma resposta inflamatoria,
iniciando e exacerbando a progressao da doenca. Além disso, muitos dos fatores de risco

genéticos de doencas neurodegenerativas sao genes relacionados com o sistema imunitario.

60



Estes dados indicam que a inflamacéo provavelmente desempenha um papel central no inicio
e na progressao da neurodegeneracao. Esses achados sdo fundamentais para a compreensédo
dos mecanismos patolégicos subjacentes ao Parkinsonismo atipico e podem abrir novas
perspectivas para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas a esses alvos
moleculares especificos. A interconexdo entre as doencas neurodegenerativas e as vias
moleculares envolvidas destaca a complexidade dessas condices e ressalta a importancia de
abordagens integrativas na pesquisa dessas patologias.

Outro aspecto em nosso estudo sobre o PA é a avaliacdo seletiva de variantes
genéticas com uma frequéncia na populagdo inferior a 1%. Essa abordagem nos permitiu
concentrar nossa analise em variantes menos comuns, que podem desempenhar um papel
mais significativo nessa condicdo neurolégica complexa. Todas as variantes selecionadas
foram submetidas a critérios estabelecidos pelo nosso estudo, incluindo a validagédo por meio
de preditores em silico, garantindo assim a solidez e a relevancia dos dados analisados.

Alem disso, uma avaliagdo criteriosa dos polimorfismos seria interessante, levando
em consideracdo a natureza multifatorial e poligénica do Parkinsonismo atipico.
Reconhecemos a importancia de explorar as possiveis associacdes entre polimorfismos
especificos e esta doenca neurodegenerativa, o que pode oferecer insights cruciais sobre 0s

fatores genéticos subjacentes a sua patogénese.

Doutorado-sanduiche

Durante o periodo de fevereiro a julho de 2023, foi realizado o doutorado-sanduiche
na Baylor College of Medicine, localizado em Houston, Texas, nos Estados Unidos, sob a
orientacdo do Professor Richard H. Finnell. Esta oportunidade surgiu de forma inesperada
durante a fase final do doutorado e foi bastante rapida. Enfrentamos alguns desafios, como
0 envio das amostras de pacientes com parkinsonismo atipico para o laboratorio nos EUA.
Contudo, conseguimos realizar analises de folato e glutationa nos pacientes com PA,
utilizando um grupo controle de pacientes com DG. Os efeitos adversos da deficiéncia de
folato no sistema nervoso em desenvolvimento levantaram a possibilidade de que essa
deficiéncia, juntamente com os niveis elevados de homocisteina, também possa ter efeitos
adversos no sistema nervoso de adultos juntamente com doencas relacionadas a
idade(Mattson; Kruman; Duan, 2002). Quanto a glutationa, ja existem evidéncias que

mostraram o envolvimento da disfungdo de moléculas antioxidantes, incluindo a glutationa
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e suas moléculas relacionadas, na patogénese da DP ou em modelos parkinsonianos
(Asanuma; Miyazaki, 2021). Os resultados obtidos até 0 momento sdo preliminares e

requerem analises adicionais, as quais ja estdo em andamento.
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6. CONCLUSOES

As conclusdes da presente tese serdo apresentadas abaixo, relacionadas de acordo com

0s objetivos especificos propostos.

1. Objetivo especifico 1- Identificar os genes hub-bottleneck de cada tipo de PA.
Em nosso estudo foram 11 genes hub-bottleneck para PSP (CASP3, TNF,
MAPT,APP,EGFR,APOE,BDNF,SOD1,PTEN,LRRK2,GFAP), 1 para AMS
(SNCA) e 2 para DCB (APOE, MAPT), enquanto 17 genes hub-bottleneck foram
descritos para DCL (APP, SNCA ,CASP3, TNF, INS, MAPT, BDNF, APOE, IL6,
HSP90AAL, NGF ,GFAP, VEGFA, HSPA4, LRRK2, PARK7, DLG4). Pode ser

observar que muitos destes genes sdo compartilhados com mais de uma sindrome.

2. Objetivo especifico 2- Analisar as vias metabdlicas relacionadas aos genes hub-
bottleneck para o entendimento das bases do PA.
A andlise de enriquecimento funcional revelou insights significativos nas vias
metabdlicas associadas as sindromes de DCB, DCL, AMS e PSP. Na DCL foram
encontradas 58 vias KEGG entre estas, via da doenca de Alzheimer e via de
sinalizacdo MAPK. Nas analises de AMS, duas vias estavam relacionadas a doenca
de Alzheimer e a doenca de Parkinson. Analises de enriquecimento funcional para
o PSP identificaram 47 vias, entre elas a via de sinalizacdo MAPK, a via PI3K-Akt,
via da doencga de Alzheimer e a via da doenga de Parkinson. Identificamos 3 vias
KEGG enriquecidas para a doenca DCB, vias enriquecidas foram a doenca de
Alzheimer, a via de sinalizagdo MAPK, a via do metabolismo do colesterol. Esses
resultados destacam a interconexao de vias metabolicas cruciais entre as diferentes
sindromes, proporcionando uma compreensdo mais abrangente das bases

moleculares subjacentes a essas condi¢Ges neurodegenerativas.

3. Objetivo especifico 3- Determinar a frequéncia de alteracfes de sequéncia nos
genes GBAL, SMPD1, LIPA, NPC1, NPC2 e PSAP nos pacientes com PA.
A frequéncia das variantes encontradas na amostra de 23 pacientes € maior que

encontradas nos controles e nos bancos de dados de frequéncia AbraOM, gnomAD.
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Esses resultados reforcam a possivel associa¢do dessas variantes com as sindromes
observadas nos pacientes, sugerindo uma relacdo entre as variantes genéticas
identificadas e o desenvolvimento do parkinsonismo atipico.

Dentre estes 23, 6 pacientes apresentaram variantes nos genes GBA1, NPC1, NPC2
e SMPD1. Um paciente com AMS e em 2 controles apresentaram a variante
p.Glu365Lys. A variante p.Arg534Cys estava presente em um paciente com PSP.
Variantes de NPC1 foram encontradas em 3 pacientes: p.Asn222Ser no um paciente
com PSP e um paciente com MAS e em 1 controle, e p.Pro434Ser em um paciente
com PSP e em 3 controles. A variante NPC2 p.Val30Met foi encontrada em um
paciente com AMS. A variante em SMPD1 p.Gly492Ser foi encontrada em um

paciente com DCL.

4. Objetivo especifico 4- Descrever o fenétipo de pacientes com parkinsonismo
atipicos portadores de variantes nos genes de doencas lisossémicas analisados.

Os pacientes com variantes em genes de doencas lisossdmicas apresentaram as

seguintes sindromes: trés pacientes com AMS, dois pacientes com PSP e um
paciente com DCL. Intrigantemente, nenhum dos trés pacientes diagnosticados com

DCB apresentou variantes nos genes investigados.
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7. PERSPECTIVAS

A presente pesquisa permitiu a compreensao de aspectos genéticos do Parkinsonismo

atipico. Contudo, os resultados obtidos neste trabalho também permitiram a realizacéo de

noVos questionamentos, a serem 0s proximos passos para a continuidade desta pesquisa. No

mesmo periodo que foi realizada essa pesquisa, realizou-se estudos sobre a Doenca de

Gaucher em paralelo no grupo de pesquisa:

VI.

Avaliar as variantes com frequéncia maior que 1% no painel realizado para
0s 23 pacientes com PA,;

Ampliar a amostra de pacientes com PA para a andlise das variantes em genes
de doencas lisossdmicas;

Analisar exomas de pacientes com DP no Parkinson's Progression Markers
Initiative nos genes de doencas lisossdmicas que foram estudados na nossa
pesquisa e avaliar a frequéncia de determinadas variantes nestes genes e nesta
populacéo.

Finalizar o manuscrito sobre acido folico e glutationa em pacientes com
Parkinsonismo atipico e Doenca de Gaucher realizado no periodo do
Doutorado-sanduiche

Finalizar as andlises de hapldtipos de pacientes brasileiros com Doenca de
Gaucher;

Atualizar os pacientes com Doenca de Gaucher e as variantes na escrita do

artigo cientifico;
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Niamero de Participantes: 30

Titulo: Avaliagio de mutagbes em genes relacionados a doengas lizossomicas nos casos de parkinscnismo atipico

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

Esta aprovagio estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestio em Pesguisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto nao participaram de qualquer etapa do processo de avaligio de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e relatorio final ao Grupo de Pesquisa e Pos-
Graduacgao (GPPG).
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ANEXO 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N° do CAAE: 2861718.3.1001.5327

Projeto de pesquisa: Avaliacdo de mutacdes em genes relacionados a doencas lisossdmicas

nos casos de parkinsonismo atipico

Pesquisador Responsavel: Dr. Carlos Roberto de Mello Rieder
Servicos de Neurologia - Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Telefones para contato: (51) 33598182

Servico de Neurologia — Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre
Telefones para contato: (51) 32148204

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo € identificar
possiveis causas genéticas para pacientes que apresentam parkinsonismo atipico.
Parkinsonismo atipico € nome para um conjunto de quatro doencas: paralisia supranuclear
progressiva, atrofia de mdultiplos sistemas, degeneracdo corticobasal e deméncia por
corpusculos de Lewy. Essas quatro doencgas ndo tem causa definida na maioria dos casos.
Porém, em alguns pacientes, elas podem ser causadas por mutacdes no DNA. Essas mutacoes
sdo alteracOes na sequéncia DNA, sdo comuns na populacéao, e podem néo ter um significado
negativo para o individuo. Pacientes podem herdar essas alteracdes diretamente de um
familiar com parkinsonismo atipico ou quando os pais carregam a alteracdo, mas sem
desenvolver essas doengas.

Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Neurologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua participacdo séo
0s seguintes: uma consulta e a realizagdo de um exame fisico neuroldgico. Toda a consulta
levard em torno de 40 minutos. Em seguida os pacientes serdo encaminhados para coleta de
4 mL de sangue.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa Sao

minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (hematoma) no local da coleta do sangue. O
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desconforto sera minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago
que sera realizada por profissional treinado e habilitado para realizar esse procedimento.
Com a amostra de sangue sera possivel extrair o DNA e, com isso, realizar testes para
verificar variacdes entre os individuos.

O material genético que sobrar podera ser conservado (armazenado) ou néo,
conforme a decisdo de cada paciente. O que ficar armazenado podera ser utilizado em novos
exames: estudo de outros genes em novas pesquisas. No caso de serem propostas novas
pesquisas com este material, elas serdo avaliadas pelos Comités de Etica em Pesquisa local
e nacional, e somente serdo realizadas mediante nova autoriza¢do do paciente para aquele
estudo especifico.

Sera realizada uma consulta de aconselhamento genético por profissional treinado na

realizacdo deste procedimento para doencas lisossdmicas para todos os individuos que

aceitarem participar do estudo. Na consulta serdo discutidos os resultados dos exames
genéticos.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa é entender melhor
esse conjunto de doencas e 0 que as causa, e para vocé entender as chances de seus filhos

herdarem parkinsonismo atipico ou alguma doenca lisossdmica.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatoria. Caso vocé
decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo havera
nenhum prejuizo ao atendimento que voceé recebe ou possa vir a receber na instituicéo.

Na&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacao na pesquisa e vocé
ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na
pesquisa, vocé receberd todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.
Toda a participacdo neste estudo € absolutamente confidencial (os dados serdo utilizados
sem identificacdo do paciente), bem como os resultados da avaliagdo clinica e dos exames
genéticos. E permitida a desisténcia em qualquer fase da avaliagdo, sem qualquer tipo de
problema para o participante.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Dr. Carlos R. M. Rieder, pelo telefone (51) 33598182 ou com o Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2°
andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.
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Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s

pesquisadores.

() SIM: autorizo manter meu material genético excedente (DNA) armazenado, sabendo
que podera ser usado em meu beneficio diagnéstico direto, no futuro, ou para novas
pesquisas, das quais serei informado e poderei novamente optar em participar ou nao

( ) NAO: ndo autorizo armazenar meu material genético apos este exame.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura
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ANEXO 3—- CARTA DE ACEITO DO ARTIGO COMO AUTORA NO PERIODICO
METABOLIC BRAIN DISEASE

Date: 23 Dec 2023

To: "Ida Vanessa Doederlein Schwartz" ischwartz@hcpa.edu.br

From: "Gregory Konat" Gkonat@wvu.edu

Subject: MEBR: Your manuscript entitled Identification of metabolic pathways and key genes associated with Atypical

Parkinsonism using a systems biology approach

Ref.:

Ms. No. MEBR-D-23-00268R3

Identification of metabolic pathways and key genes associated with Atypical Parkinsonism using a systems biology
approach

Metabolic Brain Disease

Dear Dr Doederlein Schwartz,

I am pleased to tell you that your work has now been accepted for publication in Metabolic Brain Disease.

Thank you for submitting your work to this journal.
With kind regards

Dr. Gregory Konat
Editor-in-Chief
Metabolic Brain Disease

Reviewer #4: I thank the authors for addressing my comments and modifying the manuscript accordingly.

EEE L2 2

Please note that this journal is a Transformative Journal (TJ). Authors may publish their research with us through the
traditional subscription access route or make their paper immediately open access through payment of an article-
processing charge (APC). Authors will not be required to make a final decision about access to their article until it has
been accepted.

Authors may need to take specific actions to achieve compliance with funder and institutional open access mandates. If
your research is supported by a funder that requires immediate open access (e.g. according to Plan S principles) then you
should select the gold OA route, and we will direct you to the compliant route where possible. For authors selecting the
subscription publication route our standard licensing terms will need to be accepted, including our self-archiving policies.
Those standard licensing terms will supersede any other terms that the author or any third party may assert apply to any
version of the manuscript.

Find out more about compliance: https://www.springernature.com/gp/open-research/funding/policy-compliance-faqgs
This letter contains confidential information, is for your own use, and should not be forwarded to third parties.
Recipients of this email are registered users within the Editorial Manager database for this journal. We will keep your
information on file to use in the process of submitting, evaluating and publishing a manuscript. For more information on
how we use your personal details please see our privacy policy at https://www.springernature.com/production-privacy-

policy. If you no longer wish to receive messages from this journal or you have questions regarding database
management, please contact the Publication Office at the link below.
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Chronic exposure to ethanol alters the expression of miR-155, miR-122 and
miR-217 in alcoholic liver disease in an adult zebrafish model
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, Themis Reverbel da Siivelra® and Carolina Url

| Hepatology and G ology Lab

Del Duca Uma“, Diogo Losch de Olivelra®,

y, Center for Experimental Research, Hospital de Chinicas de Porto Alegre, Porto

Alqe. Brazl; "Graduate Program in Gastroesterology and Hepatology, Unhversidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil
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Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, Bracil

ARSTRACT
Alm: The am of this study was to evaluate the hepatic and circulating expression of miR-155, miR-122
and mR-217 in 3 moded of chronic exposure to ethanol in adult zebrafish,

Methods: Wild-type adult zebrafish were divided into two groups (n =281} an EG (exposed 10 0.5%
vaahno'haquwlumweﬂmﬂa(ﬁ(wlmahamu.Nwzadmluamlsmmm
followed by h thologial analysis, guantification of lipids, trighycendes and inflammatory cytokines
in liver tissue. miR-155, miR-122 and miR-217 gene expression was quantified in liver tssue
and serum.

Results: We observed hepatic lesions and Increased accumulation of hepatic fipids in the EG, The
expression of i1/ was higher in the EG, but there were no differences in 4-10 and mf-x between
groups, In the liver, expression of miR-122 and miR-155 was higher in the EG. The circulating expres-
sion of miR-155 and miR-217 was significantly higher in the EG.

Conclusion: Chronic exposure 1o ethanol in zebrafish leads to altered hepatic and circulating expres-
sion of miR-155, MiR-122 and miR-217. This confiems its potential as a biomarker and thera-

ARTICLE HISTORY
Received 21 Aped 2020
Accepied 29 December 2020

KEYWORDS

Alceholic bver disease, mis
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peutic target,

Introduction

Alcoholic Fver disease (ALD) is a disorder caused by exces-
sive akohol consumption. According to the World Health
Organisation (WHO) data from 2018, it is estimated that 3%
of all global deaths are akoholrelated, and its abuse
resulted in 0.4 miion of the 11 million deaths worldwide
(WHO 2018), which demonstrates the importance of this
public health ssue (Grittner of al. 2012). ALD comprises a
clinical-histelogical spectrum, ranging from steatasis to cir-
rhosis and hepatocellular carcinoma (Faroog and Bataller
2016). So far the molecular mechanisms involved in ALD
have not been fully elucidated; a better approximation of
these mechanisms could contribute to the advancement of

new therapies.
MicroRNAs are abundant in the liver and regulste 3 num-
ber of cellular p iated with liver injury (Torres

et of. 2018). Their deregulation may be a pathogenic factor
in many liver diseases, which makes them targets for
research Xu et al. 2018}, In ALD, mirR-122, miR-155 and miR-
217 are candidates for studies since they are involved in
export and lipid synthesis, cholesterol homeostasis and regu-
lation of inflammation and immune response in b

tissue (Hu et al. 2012, Tsai et al. 2012, Szabo and
Satishchandran 2015, Yin ef al. 2015).

Recently, microRNAs have emerged as molecules of inter-
est for their participation in the molecular processes of ALD
(Xu et al. 2018, Felgendredf er al. 2020). Although the role of
these microRNAs is associsted with signalling pathways
involved in ALD, studies on thesr expression are scarce and
contradictory (McCrae et al. 2016, Satishchandran et ol
2018). miR-122 expression in ALD p and animal mod-
els is has been shown as both high and low in different
studies (Bala et al. 2012, Dippoid et ol 2013, McCrae et ol
2016, Satishchandran et al. 2018). Research on mil-155 in
ALD has involved only murine models {serum) or liver cell
culture that shows increased expression (Bala et al. 2011,
2012). Studies on miR-217 expression in ALD have only
assessed murine hepatic tissue and cell culture in the Gao-
Binge alcohol model, and found higher miR-217 levels {Yin
et al. 2015).

Currently zebrafish has been used as an animal model for
the study of liver diseases (Howarth et ai. 2011, Viiegenthart
et al. 2014, Goessling and Sadler 2015). Zebrafish is a fresh-
water fish that has numerous advantages such as its anatom-
ical, physiolagical and moleculsr homology with mammals

P
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ANEXO 5- ARTIGO PUBLICADO COMO COAUTORA DURANTE O PERIODO DO
DOUTORADO NO PERIODICO CLINICAL  AND EXPERIMENTAL
GASTROENTEROLOGY
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Gut Dysbiosis and Increased Intestinal
Permeability Drive microRNAs, NLRP-3
Inflalmmasome and Liver Fibrosis in a Nutritional
Model of Non-Alcoholic Steatohepatitis in Adult
Male Sprague Dawley Rats
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This article was publshed in the following Dove Press journal
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Background/Aim: The interactions between the gut and liver have been described in the
progression of Icoholi hepatitis (NASH). The aim of this study was to develop an
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Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil;
*Department of Gastroenterology
(LIMO7), Faculdade de Medicina da
Universidade de Sio Paulo, Sio Paulo,
Brazil; “Unit of Surgical Pathology,
Hospital de Chinicas de Porto Alegre,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil;
"Division of Gastroenterology, Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brazid
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experi 1 nutritional model of NASH simulating metabolic changes occurring in h
Materials and Methods: Adult male Sprague Dawley rats were randomized into two
groups: controls (standard dict) and intervention (high-fat and choline-deficient dict) for 16

weeks, cach experimental group with 10 animals. Biochemical analysis, hepatic lipid con-

tent, microRNAs, inflammatory, gut permeability markers and gut microbiota were
measured.
Results: Animals in the intervention group showed significantly higher delta Lee index (p=0.017),
bdominal ci f (7<0.001), abdominal adipose tissuc (p<0.001) and fresh liver weight
(p<0.001), as well as higher serum levels of alanine aminotransferase (p=0.010). glucose
(p=0.013), total cholesterol (p=0.033), LDL cholesterol (p=0.011), and triglycerides (p=0.011),
and lower HDL cholesterol (p=0.006) compared to the control group. Higher TLR4 (p=0.041),
TLRY (p=0.033), MyD88 (p=0.001), Caspl (p<0.001), NLPR3 (p=0.019), liver inflammation
mdex mterleukin (IL}-1FIL10 (p<0.001), ILG/IL10 {(p=0.002) and TNFe/IL10 (p=0.001) were
observed in the intervention group, and also lower permeability markers Oclin (p=0.003) and F1ir
(7=0.041). Gene expression of miR-122 increased (p=0.041) and miR-145 {(p=0.010) decreased in
the intervention group. Liver steatosis, inflammation and fibrosis, along with collagen fiber
deposition increment (p<0.001), were seen in the intervention group. Regarding gut microbiota,
Bray-Curtis dissimilarity index and ber of operational ic units were significantly
different (<0.001) between the groups. Comp of the gut microbiota showed 2 significant
lation with histopathological score of NAFLD (r=0.694) and index IL-1[/IL-10 (r=0.522).
Conclusion: This experi | model icking human NASH demonstrated gut and liver
interaction, with gut microbiota and intestinal permeability changes occurring in parallel with
systemic and liver inflammation, miRNAs regulation and liver tissue damage.
Keywords: fatty liver discase models, fibrosis, gut microbiota, non-alcoholic fatty liver
discase, non-alcoholic steatohepatitis

Introduction
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) encompasses a large spectrum of
histological features ranging from simple steatosis, characterized by fat

Clinical and Experimental Gastroenterology 2020:13 351-368 351
] © 2000 Longs 1t oL T wak i publcbd e b by Do Suibal P L. e ol e of ths e e e 1 b et oo,
Pip 104 incarparat e Costve Commene Abrbutin — e Commurial (wpeend, 11) Liomm iy rmasmoommemsayfasesesby-n/3 V). B asuuing e
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Introduction

Alcoholic liver disease (ALD), characterized by excessive
alcohol consumption, is among the leading causes of liver
disease mortality. The World Hnllh Orgamzabom estimates
that excessive alcohol ¢ ible for 5.1%
of the global burden of disease and :boul 5 9% of all deaths

worldwide (1). ALD comprises 2 clinical-histological spec-

P and markers of gut perme-

permeability (5). In addition to chronic alcobol consump-
tion, changes in diet, environmental, and genetic factors
may promote changes in the microbiota. Dysbiosis can con-
tribute to the breakdown of gut barrier integrity, inducing
bacterial translocation and triggering an  inflammatory
response in the liver (6). The integrity of the intestinal epi-
lhehum xs determined mam!y by tight junctions (T]), a
1,

trum, ranging from steatosis to cirrhosis and hepatocellular
carcinoma (2).

Due to the anatomical organization of the portal system,
the liver is continually exposed to blood flow from the intes-
tine and with it intestinal products (3.4). In this sense, in
addition to promoting direct liver damage, exposire may
also contribute to the progression of ALD through the toxic

pounds g d by its bolism, such as acetalde-
hyde, which p Jysbiosis and i d intestinal

y per plex, among which we can
hxghlxghl junctional ndhesmn mul:culs (JAM) and daudins.
Those previously mentioned have a key role in the perme-
ability of endothelial and epithelial cells, both in humans
and in animal models (7).

Patients with ALD present increased gut permeability evi-
denced by higher levels of plasma endotoxin. In addition,
increased levels of Lipopolysaccharide {LPS) and transloca-
tion of bacterial products were detected in rat models with
ALD (8, 9). This fact can be explained by the activation of
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ABSTRACT

High ethanol (EtOH) consumption is a serious cnndlllon that induces tremors, alcoholic psychosis, and delirium,

belng considered a public health problem worldwid ! d EtOH
Keywonis: affecting several neurotransmitter systems and d 1 h | is the major excit-
Glutamate atory amino acid in the central nervous system (CNS) and the Llular gh tonus is lled by
:‘m’l"’ glutamate transporters mostly located in astrocytes. Here, we explore the effects of proloaged EIOH exposure on
BDNF the glutamatergic uptake system and its relationship with astroglial markers (GFAP and S100B), neuro-
eytokines inflammation (IL-1§ and TNF-a), and brain derived neurotrophic factor (BDNF) levels in the ONS of adult
zebrafish zebrafish. Animals were exposed to 0.5% EtOH for 7, 14, and 28 days continuously. Glutamate uptake was
significantly decreased after 7 and 14 days of EtOH exposura. retuming to baseline levels after 28 days of
exposure. No alterations ware observed in crucial i linked to uptake, like Na K-
ATPase or gl ! d EtOH d GFAP, S100B, and TNF- levels after 14
days. Additionally, increased BONF mRNA levels were observed after 14 and 28 days of EOH exposure, while
BDNF protein levels lm:n-.sed oaly after 28 days. Collectively, our data show markedly brain astroglial, neu
and after an initial i of gl uptake followi: !
EtOH exposure. This neuroplasticity event could play a key role in the modulatory effect of EtOH on glulama(e
uptake after 28 days of continuous exposure.
1. Introduction

the ma)or excitatory neurotransmitter of the CNS, plays a key rolae in
| plasticity, 1 neural devel and

Prolonged ethanol (EtOH) consumption alters synaptic plasticity and neural network, which results in learning and memory acquisition

impairs p logy. For

h ulati

of gene

EtOH induces neuro- (Lhullier et al., 2004; Ozawa et al., 1998). Glutamate tripartite synapses
ion and protein are modulated by astrocyte via high-affinity sodium-dependent uptake

and

4 ion in the central through gl mostly d in glial cells (Danbolt,

nervoussysmn(CNS) (Pandey, 2004; Moonat et al., 2010). Glutamate, ~ 2001). These carriers rely indirectly on Na'/K'-pump activity to

AMPA, ino-3-hydroxy-5

hyl-4 X ionic acid CNS, Central nervous system; EAAT, y amino acid

GFAP, glial fibrillary acidic protein; GS, glutamine synthetase; BDNF, brain-derived neurotrophic factor.
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To whom it may concerns:

CERTIFICATE OF ATTENDANCE

1, hereby certify that the following person:

Marina Siebert

participated at the 1°t IWGGD Symposium, which took place from May 8" to May 11, 2022 in

Leiden, Netherlands.

Yours faithfully,

The Organizing Committee
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Dear Ida V. Doederlein Schwartz,

Following our email from last week, we are pleased to confirm the following
abstract has been accepted to the IWGGD 2022 as an oral presentation:

00064

GBA1 variant and other lysosomal disease variants in cases of atypical
parkinsonism

You are scheduled to participate in a LIVE in-person presentation at
IWGGD 2022, taking place in Leiden, NL, from May 08 to May 11, 2022.

Oral presenters need to prepare a printed poster as well and we will send out
the details/information on the posters dimensions for both virtual and in
person very soon.

The length of your presentation is 15 minutes in total: 10 minutes
presentation + 5 minutes discussion.

The full programme will be sent to you next week confirming your session
and presentation time.

As the early bird rate registration deadline is fast approaching, April
09, if you haven't already done so, we invite you to confirm your acceptance
to present your research by registering for IWGGD 2022 using the link below
ASAP.

https://www.iwggdsymposium.com/registration2022-1
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