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RESUMO

A Mucopolissacaridose tipo IVA é uma doenca rara de deposito lisossdbmico causada pela
deficiéncia da enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase, levando ao acimulomultissistémico
de glicosaminoglicanosnos lisossomos. As mitocondrias sdo organelas semiautdnomasque
possuem o préprio material genético com caracteristicas particulares, tais como uma alta taxa
evolutiva, um alto nimero de cdpias por célula e a auséncia de recombinagdo, que permitem a
aplicacdo do mesmo como marcador genético para identificar a ancestralidade materna e na
reconstrugé@o da origem e evolucdo populacional. Este trabalho teve como objetivo analisar a
ancestralidade materna dos pacientes diagnosticados com MPS-IVA da Paraiba e verificar a
origem da mutagdo compartilhada entre os pacientes do estado da Paraiba. Para isto as regifes
hipervariaveis | e 11 doDNAmtde 20 pacientes foi amplificada e sequenciada utilizando dois
pares de iniciadores (L15997/H17 e L16555/H599).Foi identificado um total de 73 loci
polimorficos na regido controle do DNAmt e 17 haplotipos distintos, sendo 3 compartilhados.
Os haplogrupos foram classificados de acordo com o conjunto de polimorfismos através do
software HaploGrep.Os resultados demonstraram diferentes linhagens maternas nos pacientes
com MPA IVA, com a distribuigdo de 70%, 15% e 15% de ancestralidades maternas europeia,
africana e amerindia, respectivamente.Observa-se uma frequéncia elevada de linhagens
ancestrais maternas europeias nos pacientes, em comparacdo com dados para o Brasil e a
regido Nordeste. As linhagens europeias foram representadas pelos haplogrupos HVO (45%),
U (15%), o H (5%) e o T (5%).A contribuicdo europeia encontradacorrobora com os dados
historicos da ocupacdo populacional da Paraiba, onde se consta que familias de origem
portuguesa com forte tradicdo de unides consanguineas foram as principais colonizadoras da
regido. A mutacdo compartilhada entre 63% dos pacientes com MPS IVA da Paraiba tem
origem europeia.A prevaléncia elevada da MPS IVA no estado da Paraiba sugere uma forte
evidéncia para o efeito fundador, visto que os hapl6tipos que caracterizam as linhagens
maternas europeias nos pacientes podem ter sido introduzidos na regido através de processos
imigratorios anteriores.

Palavras-Chave: Ancestralidade materna, mutacdo GALNS, sindrome de Morquio A.



ABSTRACT

ANALYSIS OF MITOCHONDRIAL DNA OF PATIENTES WITH
MUCOPOLYSACCHARIDOSIS IV-A TYPE IN THE STATE OF PARAIBA

The type IVA Mucopolysaccharidosisis a rare lysosomal storage disease caused by deficiency
of N-acetylgalactosamine-6-sulfatase enzyme, leading to multi-systemic accumulation of
glycosaminoglycans in the lysosomes. Mitochondria are semi-autonomous organelles that
have their own genetic material with particular characteristics such as a high rate of evolution,
a high number of copies per cell, and the absence of recombination, allowing the their
application as a genetic marker to identify maternal ancestry and the reconstruction of the
origin and evolution population. This study aimed to analyze the maternal ancestry of
diagnosed patients with MPS-IVA of Paraiba and verify the origin of the shared mutation
among patients the state ofParaiba. For this, the hypervariable regions I and 11 of mtDNA
from 20 patients was amplified and sequenced using two pairs of primers (L15997 / L16555
and H17 / H599). It was identified a total of 73 polymorphic loci in the control region of
mtDNA and 17 different haplotypes, which three are shared. The haplogrupos were ranked
according to the set of polymorphisms through HaploGrep software. The results showed
different maternal lineages in patients with MPA IVA, with a distribution of 70%, 15% and
15% of European, African and Amerindian maternal ancestralities, respectively. We observed
a high frequency of European maternal ancestral lineages in the patients compared to data for
Brazil and the Northeast region. European lineages were represented by haplogrupos HVO
(45%), U (15%), H (5%) and T (5%). The European contribution is congruent with the
historical data of the population occupation of Paraiba, where families of Portuguese origin
with a strong tradition of consanguineous unions were the main colonizing the region. The
shared mutation among 63% of patients with MPS IVA of Paraiba has European origin. The
high prevalence of MPS IVA in the state of Paraiba suggests a strong evidence for the founder
effect, since the haplotypes that characterize the European maternal lineages in patients may
have been introduced in the region through earlier immigration processes.

Keywords:Maternal ancestrality, mutation GALNS, Morquio A syndrome.
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1. INTRODUCAO

A Mucopolissacaridose tipo IVA ou Sindrome de Morquio A é uma doenca hereditaria
autossdmica recessiva causada pela deficiéncia da enzima N-acetilgalactosamina-6-
sulfatase  (GALNS), levando ao acimulo multissisttmico e  progressivo
deglicosaminoglicanos sulfato de queratan e condroitina-6-sulfato nos lisossomos, que
comprometem a estrutura e funcdo celular (VIEIRA et al., 2008). Os dados
epidemioldgicos exatos da Sindrome de Morquio sdo escassos e a distribuicdo mundial
desse distUrbio € bastante variavel, com a incidéncia oscilando para a MPS IVA de 1:
76.000 nascidos vivos na Irlanda do Norte (NELSON, 1997) até 1: 450.000 em Portugal
(PINTO et al., 2004).

As mitocondrias sdo organelas altamente dindmicas e semiautbnomas. O carater
haploide do genoma mitocondrial é devido ao seu modo de heranca uniparental materna,
de modo que os diferentes tipos de DNAmitocondrial sdo resultantes da ocorréncia de
mutacOes. Estas mutagGes genéticas detectados no DNAmt ao longo da evolugdo geram as
variagoes (‘polimorfismos’) que servem como marcadores de linhagens para identificar a
ancestralidade materna e na reconstrucdo da origem e evolucdo populacional.

O acumulo de mutacbes na sequéncia de DNAmt de individuos de uma mesma
linhagem materna ao longo de geracdes continuas reflete a sua alta taxa evolutiva. E as
diferencgas observadas entre as sequéncias de DNAmtdevido a presenca de mutagdes levou
a constituicdo dos hapldtipos ao longo da evolucdo humana, que se refere ao conjunto de
polimorfismos presentes na sequéncia de DNAmt, e quando agrupados definem
haplogrupos especificos derivados da mesma molécula ancestral (MAGALHAES;
SILVA, 2006).

Segundo a Associacdo dos Portadores de Mucopolissacaridoses do Estado da Paraiba
(ASPAMPS/PB) (2010) e a Rede de MPS do Brasil (2015), o estado brasileiro que tem a
maior quantidade de casos diagnosticados para MPS IVA é a Paraiba. Logo, a realizacao
deste estudo teve como objetivoinvestigar se os pacientes com MPSIVA da PB possuem a
mesma ancestralidade materna, uma vez que a maioriadestes individuos é proveniente da

mesma mesorregido-Borborema, e identificar a origem populacional da mutacéo.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 Mucopolissacaridoses

As mucopolissacaridoses (MPS) constituem um grupo heterogéneo de doencas
metabolicas hereditérias caracterizadas pelo funcionamento inadequado e/ou auséncia de
enzimas lisossomais que sdo necessérias para hidrolise de moléculas denominadas de
glicosaminoglicanos (GAGS), anteriormente chamadas de mucopolissacarideos. Uma vez
ndo degradados, os GAGs sdo estocados em compartimentos lisossdmicos celulares e,
portanto, sdo referidas como doencgas lisossdmicas de depdsito (DLD), que promovem o
comprometimento da estrutura e funcdo celular e organica, resultando em um amplo
espectro de manifestacdes clinicas que sdo progressivas e multissistémicas (VIEIRA et al.,
2008).

O primeiro caso de MPS foi descrito em 1917 pelo médico Dr. Charles Hunter em
Manitoba no Canadé, porém as bases bioquimicas s6 foram elucidadas entre as décadas de
50 e 60, e apenas posteriormente as bases moleculares e os subtipos foram identificados
(WRAITH, 1955).

As MPS sdo classificadas a partir de onze defeitos enzimaticos lisossomais que
causam sete diferentes tipos e subtipos de MPS, levando ao acumulo de GAG como
heparan sulfato, dermatan sulfato, sulfato de queratan, condroitina sulfato e acido
hialurénico, no qual estes variam de acordo com as atividades deficientes de cada uma das
enzimas especificas. Tal fato ocorre devido a mutacdes presentes em genes que codificam
as enzimas envolvidas no processo de degradacdo dos GAGs, que pode ser interrompida
de forma isolada ou combinada dependendo da enzima deficiente e, consequentemente o
acumulo dos mesmos nos lisossomos acarreta a excrecdo desses substratos de forma
elevada na urina (NEUFELD; MUENZER, 2001).

Todos os tipos de MPS sdo doencas de heranca autossémica recessiva, com excecao
da MPS llque apresenta uma herancga ligada ao cromossomo X. As MPS sdo doencas
hereditarias caracterizadas por apresentacdo clinica multissistémica, incluindo
macroglossia, denticdo anormal, opacificacdo das corneas, retinopatia, disostose dsseas,
déficit auditivo, cardiopatia, infeccdes respiratorias recorrentes, hepatoesplenomegalia,
hérnias inguinais e abdominais, mao de garra e face grosseira que compdem uma ampla
heterogeneidade clinica, inclusive para uma mesma deficiéncia enzimatica (NEUFELD;
MUENZER, 2001).

As MPS sdo doencas genéticas com incidéncia mundial diversificada entre 1,9 a 4,5:
100.000 nascidos vivos (APPLEGARTH et al., 2000; BAEHNER et al., 2005; MEIKLE
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et al.,1999; NELSON et al., 2003; POORTHUIS et al., 1999). A rede MPS Brasil, com
centro coordenador localizado no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, apresenta em seus registros 1001 pacientes brasileiros diagnosticados com
algum tipo de MPS até dezembro de 2012, sendo 195 com MPS 1, 300 com MPS II, 137
com MPS 111 (38 com MPS 1A, 70 com MPS 111B, 29 com MPS 11ID), 124 com MPS IV
(116 com MPS IVA e 8 com MPS IVB), 233 com MPS VI e 12 com MPS VI
(BOCHERNITSAN, 2013).

2.2 Mucopolissacaridose tipo 1V

A Mucopolissacaridose tipo 1V ou Sindrome de Morquio é uma doenca de heranga
autossdmica recessiva descrita em 1929 por LuisMorquio o Uruguais e simultaneamente
pelo radiologista James Brailsford na Inglaterra, por isso também € conhecida como
sindrome de Morquio-Brailsford (LANKESTER et al., 2006).

A sindrome de Morquio, assim como as demais MPS, é definida como uma doenca
lisossémica, inclusa no grupo de erros inatos do metabolismo (EIM), cuja etiologia é
devido a deficiéncia hereditaria de enzimas especificas que estdo envolvidas no processo
de degradacdo dos GAGs e, por consequente, promove 0 bloqueio da via metabdlica
envolvida de modo que tais macromoléculas ndo sdo removidas. Isto é, acumulam-se no
lisossomo resultando em disfuncdo da célula, tecido e do 6rgdo, levando a apoptose e
liberacdo de tais substratos nos conteudos extracelulares que podem, por sua vez, serem
detectados na urina (PLATT et al., 2012).

Os glicosaminoglicanossdo polimeros lineares ndo ramificados constituidos por
unidades repetitivas de dissacarideos, um dos quais tem sempre um radical agucar
aminado e o outro um acucar &cido. Estes estdo presentes nas superficies das membranas
plasmaticas, bem como compdem a matriz extracelular e estdo associados, com exce¢édo
do acido hialurénico, covalentemente a proteinas na forma de proteoglicanos, permitindo
assim a estabilidade da estrutura celular. Além disso, os GAGs participam de outros
processos bioldgicos, tais como a rapida difusdo de nutrientes e metabolitos entre o
sangue e as celulas do tecido, lubrificacdo de espacos intercelulares, adesdo celular,
crescimento e diferenciacdo celular. E de acordo com o residuo de acgucar, o tipo de
ligacdo entre os residuos de agUcar e 0 nimero e localizagdo dos grupamentos sulfatos,
sdo classificados quatro principais grupos de GAGs: acido hialurénico, condroitin sulfato
e dermatan sulfato, heparan sulfato e sulfato dequeratan (ALBERTS et al.,, 2010;
GANDHI; MANCERA, 2008).
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A degradacdo dos GAGs ocorre primeiramente pelo processo de fagocitose e
posteriormente por clivagens intralisossomais, sendo estas iniciadas pela atividade das
endoglicosidades e em seguida os oligossacarideos sdo degradados sequencialmente, a
partir da extremidade ndo-redutora da cadeia, através de hidrolases acidas especificas para
obtencdo de uma completa digestdo. Logo, a auséncia da enzima responsavel neste ultimo
processo de degradacdo promove o acumulo de GAGs incompletamente degradados nos
lisossomos (CHAMPE et al., 2006).

Neste caso, a MPS do tipo IV é caracterizada pela degradacdo deficiente do
glicosaminoglicano denominado de sulfato de queratan e condroitina-6-sulfato, e isto é
resultante de mutagOes que ocorrem no gene que codifica duas diferentes enzimas que
permitem a classificacdo dessa sindrome em dois subtipos: a deficiéncia da N-
acetilgalactosamina-6-sulfatase (MPS IVA) e a B-galactosidade (MPS IVB) (COUTINHO
et al., 2012). Dentre estes dois subtipos o alvo deste estudo é a MPS IVA.

Os dados epidemioldgicos da Sindrome de Morquio A sdo escassos e a distribuigcdo
mundial desse distdrbio é bastante variavel, com a incidéncia oscilando para a MPS IVA
de 1:76.000 nascidos vivos na Irlanda do Norte(NELSON, 1997) enquanto que na
Columbia Britanica é estimada em 1:216.000 nascimentos vivos (LOWRY et al., 1990),
na Tunisia estima-se 2.8:100.000 nascidos vivos (KHEDHIRI et al., 2009) e em Portugal
1:450.000 recém-nascidos vivos (PINTO et al., 2004). Desse modo, a discrepancia da
incidéncia em populacdes de diferentes etnias € compreendida atraves do efeito fundador
da Sindrome de MorquioA (HENDRIKSZ et., al 2013; MORRONE et al., 2014).

Segundo a Associacdo dos Portadores de Mucopolissacaridoses do Estado da Paraiba
(2010), este é o estado brasileiro que tem a maior quantidade de casos diagnosticados para
MPS. Além disso, estudos prévios reportaram uma prevaléncia de 1: 171.205 habitantes
para a MPS IVA na Paraiba (MEDEIROS et al., 2014).

Dados epidemioldgicos descrevem que esta sindrome acomete da mesma maneira
tanto o sexo masculino quanto o sexo feminino e ocorre com maior frequéncia em
populacbes com tradicdo de casamentos consanguineos, comopor exemplo, na Paraiba.
Nos quais, estudos apontaram a existéncia de elevadas taxas de uniGes consanguineas na
Paraiba, cuja taxa de endogamia varia de 6,0% a 41,14% (TANIERIet al., 2011). As
pessoas acometidas com a MPS IV sdo aparentemente normais ao nascimento, mas
complicagdes clinicas posteriores manifestam-se conforme aumenta o acimulo de sulfato
de queratane condroitina-6-sulfatonas células e tecidos. Além disso, 0s pacientes

diagnosticados com a Sindrome de Morquioapresentam desenvolvimento neuro-
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psicomotor normal com o intelecto preservado durante a vida toda (CHAVES et al.,
2003).

A Mucopolissacaridose do tipo IV caracteriza-se pelo predominio de baixa estatura,
afeccdes Osseas graves e opacidade da cornea, no qual ambos 0s subtipos dessa sindrome
possui um amplo espectro de manifestacGes clinicas, sendo estas extremamente variaveis
em seus efeitos, que incluem: retardo no crescimento com tronco e pescogo curtos, com
alteracdes de face apresentando uma boca grande, mandibula quadrada e dentes
espacados, bem como joelhos valgos, platispondilia e escoliose, além de um jeito
caracteristico do “andar de galope” com tendéncia a queda. Outras manifestagdes incluem
0 comprometimento da audicdo, hepatomegalia, obstrugcdo das vias aéreas superiores e
lesBes valvulares cardiacas (COUTINHO, 2012; MCLAUGHLIN et al., 2010).

O tratamento dos individuos diagnosticados com a Sindrome de Morquio A é recente,
iniciado a partir do ano de 2015, e é realizado através da Terapia de Reposi¢do Enzimatica
(TRE), que consiste na administragdo intravenosa de elosulfasa alfa, uma forma
recombinante da enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase humana, sintetizada através de
engenharia genética. As infusbes periodicas de elosulfasa alfa atuam a nivel celular
repondo a acdo da enzima GALNS deficiente na MPS IVA, promovendo assim o
restabelecimento da fungdo celular. Além do tratamento com TRE, destaca-se a
importancia do manejo adequado das manifestagdes clinicas multissistémicas da MPS
IVA.

2.2.1 Gene GALNS

A etiologia da MPS tipo IVA ocorre devido a mutagdes no gene que codifica a enzima
lisossomal N-acetilgalactosamina-6-sulfatase. A atividade deficiente da enzima GALNS,
uma das vérias sulfatases, conduz a acumulacdo dos glicosaminoglicanos sulfato de
queratan e condroitina-6-sulfato nos lisossomos, tendo em vista que ndo ocorre a hidrolise
de ligagdes ésteres dos grupamentos sulfato da por¢do terminal desses GAGs especificos.
Consequentemente, o acumulo desses substratos ndo degradados ou parcialmente
degradados gera disfuncdo celular e as manifestacdes clinicas surgem gradativamente
(CHINEN et al., 2014; RIVERA-COLON et al., 2012).

O gene GALNS (N-acetilgalactosamina-6-sulfatase), localizado no cromossomo
16924.3, contém 14 éxons e 13 introns abrangendo 50kb (GDB acesso ID: 129085) e é

transcrito em um cDNA de 1566pb, que codifica uma proteina precursora de 522
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aminoacidos. E a enzima GALNS torna-se ativa quando apresenta as subunidades
polipeptidicas de 40kDa e 15kDa ligadas por pontes dissulfetos (CATARZI et al.,2012).

As mutacbes no gene GALNS que causam a Sindrome de Morquio sdo muito
heterogéneas e estdo distribuidas ao longo de todo o gene. No entanto, a partir do
mapeamento de mutacOes causadoras da patologia MPS IVA, determinado com base na
estrutura tridimensional da enzima GALNS, estas sdo classificadas em trés categorias:
disrupcdo do sitio ativo, enovelamento anormal da proteina e exposicdo da superficie
(RIVERA-COLON et al., 2012).

Cerca de 200 mutacOes distintas associadas com MPS IVA foram identificadas,
incluindo mutagdes pontuais, delecbes e insercles, cuja heterogeneidade conduz a uma
ampla variabilidade clinica (KUBASKI, 2013). Além disso, existe uma correlacdo
gendtipo/fenotipo para algumas destas mutacOes, de modo que a maioria das delecdes
conduz a forma mais grave da MPS IVA, enquanto mutacGes pontuais produzem uma
ampla variedade de fenétipos (FRANCESCHI et al.,2007).

2.3 Ancestralidade Materna

2.3.1 As mitocondrias e 0o DNA mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas altamente dindmicas e pleiomorficas, com um didmetro
de 0,5 a 1, presentes em grandes quantidades no citoplasma das células eucaridticas. Sao
constituidas por duas membranas fosfolipidicas, uma externa, mais densa e uma interna,
mais fina, que forma uma serie de invaginacGes denominadas de cristas, que lhe conferem
um aumento da area de superficie. A matriz mitocondrial, o grande espaco interno dessa
organela, é limitada pela membrana interna e contém as copias de DNA mitocondrial,
RNAs transportadores, ribossomos mitocondriais e varias enzimas (ALBERTS et al.,
2010).

A principal funcéo atribuida as mitocndrias é a de promover energia celular, atraves
da sintese de ATP durante o metabolismo aerdbio. Além disso, tais organelas participam
de outras atividades biologicas fundamentais, tais como a producdo de hormdnios
esteroides, no processo de desencadeamento da apoptose, na biossintese de pirimidinas e
do grupo heme da hemoglobina, assim como no metabolismo de neurotransmissores
(NASSEH et al., 2001).

Destaca-se entdo que as mitocondrias sdo organelas semiautdbnomas, uma vez que
apresentam seu préprio DNA mitocondrial, este é distinto do genoma nuclear, além da

propria maquinaria necessaria para sintese de determinadas proteinas. Porém, o sistema
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genético nuclear e o mitocondrial ndo sdo entidades isoladas uma vez que a maioria das
proteinas mitocondriais € codificada por genes no DNA nuclear da célula, sintetizadas por
ribossomos citosolicos e posteriormente importadas para a mitocondria. E uma
peculiaridade do genoma mitocondrial é apresentar origem exclusivamente materna
(ALBERTS et al., 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

O DNA mitocondrial, um genoma extranuclear, € uma molécula circular dupla, com
uma cadeia pesada (H-heavy) rica em purinas e uma cadeia leve (L-light) rica em
pirimidinas, e é constituido por 16.569 pares de base, sem a presenca de introns (Figura
1). A sequéncia completa desse genoma foi determinada por Anderson e colaboradores
(1981), de modo que esta sequéncia denominada de CambridgeReferenceSequence (CRS)
foi utilizada por muito tempo como referéncia. No entanto, a CRS foi revista e reanalisada
por Andrews e colaboradores em 1999, que corrigiram 11 nucleotideos, sendo atualmente
denominada de Revised Cambridge ReferenceSequence(rCRS), com o nimero de acesso
no GenBank:J01415.2. (ANDERSON et al., 1981; ANDREWS, 1999; BUTLER, 2011).

Figura 1-Mapa do genoma mitocondrial humano com destaque para regido controle. A figura mostra a
localizacdo das regides HVRI, HVRII e HVRIIl. Na figura também pode ser visualizada a regido
codificante.

16024 16365 i

73 240 430 576
_ HvRI]
-y ]

Regifo Controle (D-loop)

Cadeia lewe
Ll
LHON

Fonte: LOTT et al., 2013 (adaptado)

O genoma mitocondrial contém 37 genes, 13 genes estruturais codificam proteinas
envolvidas na fosforilacdo oxidativa, 22 genes codificam RNAs transportadores e 2 genes
codificam RNAsribossomais (DIMAURO; DAVIDZON, 2005). Além dessa regido

codificadora, o DNA mitocondrial apresenta uma regido controle altamente polimdrfica,
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também conhecida como regido D-loop ou displacement loop, que contém trés segmentos
hipervariaveis: HVRI, HVRII e HVRIIl. Esta regido ndo codificante (D-loop),
corresponde a uma porcao de 1122 pb e € o principal local de controle para a expressdo do
DNAmt, uma vez que contém a origem de replicacdo, que inicia-se na cadeia pesada e €
bidirecional e assincronica. A regido controle é assim chamada porque participa da
regulacdo tanto da replicacdo quanto do processo transcricional, pois possui 0s promotores
da transcricdo de ambas as cadeias, a leve e pesada. (DAUD et al., 2014; DOOSTI;
DEHKORDI, 2011).

Segundo Anderson e colaboradores (1981) a numeracdo das cadeias do genoma
mitocondrial inicia-se na regido controle proxima da origem de replicacdo. A regido
controle vai da posicdo 16024 a 16569 e da posicdo 1 a 576 e nesta regido estdo presentes
3 segmentos hipervariaveis, a regido HVRI estende-se da posicdo 16024 a 16365, a
HVRII da posi¢do 73 & 340 e a HVRIII da posicéo 430 a 576.

Diante disso, 0 DNA mitocondrial apresenta caracteristicas peculiares, tais como um
elevado namero de copias por célula, heranca estritamente materna, elevada taxa de
mutacdo e auséncia de recombinacdo, que conferem a aplicacdo do mesmo como
marcador genético para identificar a ancestralidade materna e reconstru¢do da origem e
evolucéo populacional.

A existéncia de varias copias do DNA mitocondrial por célula pode gerar um
fendmeno denominado de heteroplasmia, caracterizado pela presenca de dois ou mais
genomas mitocondriais em uma mesma célula ou tecido. Tal fato ocorre porque as
moléculas de DNAmt se replicam de maneira independente uma das outras e,
consequentemente, podem ocasionar mutaces em apenas algumas linhagens. Este
fendmeno também pode ocorrer pela presenca de mitocondrias paternas no organismo,
isto é permitindo devido a falhas no mecanismo normal de reconhecimento e destruicdo
das mitocdndrias espermaéticas durante a embriogénese (SCHWART; VISSING, 2002).
A heteroplasmia pode apresentar-se de duas maneiras: a de sequéncia e a de comprimento.
A heteroplasmia de sequéncia ocorre quando os diferentes tipos de DNA diferem em
apenas um nucleotideo, sendo esta uma forma mais rara. Enquanto a heteroplasmia de
comprimento caracteriza-se pela insercdo ou delecdo de citosinas em regiGes contendo
repeticdes mononucleotidicas, e € observada com maior frequéncia nas regides de poli-
citosinas nos segmentos HVRI e HVRII da regido controle (BUTLER, 2011; MORAIS,
2013).

2.3.2 Haplogrupos mitocondriais
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O DNA mitocondrial possui algumas propriedades significativas que o tornam uma
ferramenta Gtil para o estudo de genética populacional, tais como o modo de heranca
materna, a rapida taxa de evolucdo e a auséncia de recombinacdo (genoma haploide).
Essas caracteristicas permitem a transmissdo do DNA mitocondrial as geracdes seguintes
através de hapldtipos caracterizados pelo conjunto de polimorfismos existentes na
sequéncia de DNAmt, que resultam da acumulagdo de mutacBes nas matrilinhagens
herdadas ao longo da evolucéo, servindo entdo como marcadorhaplotipico de linhagem. E
um grupo de haplétipos de DNAmt derivados por descendéncia da mesma molécula
ancestral, com o mesmo padrdo basal de mutagGes define haplogrupo (TORRONI et al.,
1993a).

O genoma mitocondrial caracteriza-se como hapldide devido ao seu modo de heranca
uniparental materna, de modo que os diferentes tipos de DNAmt sdo resultantes da
ocorréncia de mutacGes. Estas mutacfes genéticas detectadas pelo DNAmt sdo mais
suscetiveis aos efeitos do acaso (Deriva Genética) em diferentes populacdes,
especialmente as pequenas, que levam a aceleracdo do agrupamento geografico e a
diferenciacdo entre linhagens maternas. A taxa mutacional do DNA mitocondrial € de dez
a cem vezes maior que a taxa de mutacdo do DNA nuclear. Além disso, destaca-se que a
taxa de mutacéo observada no genoma mitocondrial é mais elevada na regido controle, por
isso também é conhecida como regido hipervariavel, do que na regido codificante. Isto é
resultante da baixa atividade do sistema de reparo no processo de replicacdo do DNAmLt,
assim como a auséncia de histonas (MAGALHAES; SILVA, 2006).

As mutacdes ocorridas no DNA mitocondrial ao longo da evolucdo geram, portanto, as
variagoes (‘polimorfismos’) que servem como marcadores de linhagens, isto é, as
moléculas de DNAmt sdo transmitidas da mée para os filhos ao longo das geracGes e o
carater hapléide do genoma mitocondrial permite a descendéncia de um ancestral comum
entre os individuos. E as caracteristicas Unicas do DNAmt permitem afirmar que todas as
linhagens maternas possuem um ancestral comum de uma mulher, conhecida como “Eva
Mitocondrial”, que viveu na Africa ha mais de 150 mil anos e representa origem de todas
as matrilinhagens atuais (CANN et al 1987; SANTOS; SANTOS, 2012).

Os haplotipos, conjunto de alteracdes presentes na regido controle da sequéncia de
DNAmt (Figura 1), sdo representadospelos respectivos haplogrupos a que pertencem
recorrendo a versdo da arvore filogenética desenhada por van Oven e Kayser (2009).
Estudos evolutivos tém identificado os loci polimdrficos caracteristicos de cada

haplogrupo, como exemplo e recorrendo apenas a polimorfismos da regido controle, o
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haplogrupo HVO é caracterizado pela presenga da substituicdo por transicdo T-C na
posicdo 72 e 16298 do mtDNA.

A taxa evolutiva ao longo do tempo promove a constituicdo de linhagens
independentes, os hapl6tipos, que ao serem agrupados definem haplogrupos. Desta
maneira, os haplogrupos atualmente séo representados com letras maiusculas de A a Z. As
linhagens mitocondriais mundialmente sdo distribuidas em trés grandes conjuntos, 0s
super haplogrupos L1, L2 e L3. Os dois primeiros sdo especificamente africanos e o
Gltimo ocorre em todos 0s continentes, no entanto pode ser subdividido em haplogrupos
tipicos de populacBes africanas, europeias, asiaticas e amerindias. De modo que as
linhagens mitocondriais mais diversificadas e mais antigas sdo as africanas, estas sdo
classificadas nos seguintes haplogrupos: LO, L1, L2, L3, L4, L5 e L6. Estes séo agrupados
no macrohaplogrupo L, no qual as linhagens maternas M e N, presentes na Asia e Europa
respectivamente, divergiram a partir do haplogrupo L3. Na Europa, o haplogrupo N
originou os haplogrupos H, I, J, K, U, V, W, T e X, estes constituem 98% da populacéo
europeia. Enquanto na Asia e Oceania, os haplogrupos especificos s&o A, B, F e Y, que
divergiram do macrohaplogrupo N e os haplogrupos C, D, E, G e Z, que divergiram a
partir do haplogrupo M. Em grande maioria, a constituicdo do continente americano é de
haplogrupos asiaticos A, B, C, D e X, sugerindo que populagfes asiaticas entraram no
continente americano antes da colonizagdo europeia. (PENA,2000; VAN OVEN;
KAYSER, 2009). A figura 2 ilustra a distribuicdo geografica dos

haplogruposmitocondriais eo padrao das migragdes humanas.

Figura 2-Migra¢des Humanas a partir de estudos do DNA mitocondrial e respectiva distribuicdo geogréfica
mundial de haplogrupos.
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Fonte: LOTT et al., 2013 (adaptado)
A regido controle do DNA mitocondrial permite que estudos de evolucgéo

identifiquem os polimorfismos caracteristicos de cada haplogrupo, permitindo assim a
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classificacdo especifica, e consequentemente, a determinacdo da composi¢do genética
matrilinear de uma populacao.

Até a presente data ndo se encontram disponiveis quaisquer publicacGes referente a
aplicabilidade da analise da regido controle do DNA mitocondrial da populacao paraibana,
tornando este trabalho pioneiro na anélise da ancestralidade materna desta populacéo.
Além disso, no Brasil, a Paraiba é o estado que apresenta um elevado nimero de casos
diagnosticados com MPS IVA, provenientes da mesorregido da Borborema. Por essa
razdo, este trabalho teve como objetivo analisar a ancestralidade materna dos pacientes

diagnosticados com MPS-1VA da Paraiba.
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3. METODOLOGIA
3.1Local de estudo e amostragem

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da
Universidade Estadual da Paraiba-Campus I, Campina Grande.

O estudo foi realizado com uma amostra de 20 pacientes com diagnostico clinico-
laboratorial confirmado para Mucopolissacaridose tipo IVA. A triagem dos pacientes e
coleta de sangue foi realizada pelo servico de Endocrinologia do Hospital Universitario
Alcides Carneiro (HUAC), obtidas com a colaboracdo de Dra. Paula Frassinetti. Todos 0s
pacientes apresentaram niveis elevados de GAGsdosados na urina, sendo estes
identificados como sulfato de queratan e condroitina-6-sulfato, sugerindo MPS IVA.
Aconfirmacdo diagnostica foi feita por meio da dosagem da atividade da enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfatase no sangue, que se mostrou diminuida ou mesmo
indetectavel em todos os pacientes. A presenca deste diagndstico aponta para a MPS IVA,
tipo de MPS estudado nesta pesquisa. A populacdo estudada é proveniente de diversos
municipios do estado da Paraiba, no qual a maioria é origindria da Mesorregido da
Borborema, mais precisamente do Cariri paraibano. Todos os individuos incluidos neste
estudo ou responsaveis legais assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
autorizando a utilizagdo das amostras de sangue, de forma n&o identificada, para
realizacdo da pesquisa cientifica e o projeto foi submetido ao Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Estadual da Paraiba.

3.2 Extracao de DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras de sangue periférico dos
individuos com Mucopolissacaridose IVA, utilizando o método fenol-cloroférmio descrito
por Sambrook e Russell (2001). Também foi realizada a extracdo do DNA genémico com
o Kit comercial da Promega (Genomic DNA Purification Kit) seguindo as recomendacgdes
do fabricante.

3.3 Reacdo em Cadeia da polimerase (PCR)

Foi realizada a Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR-Polymerase Chain Reaction)
nas amostras dos 20 pacientes para amplificar a regido controle do DNA mitocondrial.
Para isso, utilizou-se os dois seguintes pares de primerspropostos por Cerezo et al.,

(2009): L15997 (Forward) e H17 (Reverse) que amplifica o fragmento entre as posicdes
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16024 e 16599, enquanto que o par de primers L16555 (Forward) e H599 (Reverse)

permitiu a amplificacdo dos fragmentos entre a posicdes 1 e 576 (tabela 1).

Tabela 1—Primers utilizados na amplificacdo da regido controle total do DNAmt humano.

Primers Sequéncia Tamanho do produto
amplificado
L15997 5’ CACCATTAGCACCCAAAGCT 3’ 588pb
H17 5> CCCGTGAGTGGTTAATAGGGT 3°
L16555 5" CCCACACGTTCCCCTTAAAT 3° 590pb

H599 5> TTGAGGAGGTAAGCTACATA 3°
Fonte: CEREZO et al., 2009;MORAIS, 2013 (adaptado).

Para amplificac@o foi preparada uma solugdo com volume final de 15pul,contendo: 1ul
de DNA gendmico(20-30ng/ul de DNA),8,43ul de H,0, 1,95ul de tampao (1,5X), 1,04ul
de dNTPs (200mM), primersforward 1,04ul (0,8 pmol), primers reverse 1,04ul (0,8 pmol)
e Tag polimerase 0,5ul (1U). As amplificacbes foram realizadas em um
termocicladorVeriti™ 96-Well (AppliedBiosystems) com o respectivo programa:
desnaturacdo inicial por 10 min a 95°C, seguido por 30 ciclos de 15s a 95°C, 30s a 52°C e
90s a 72° C, com extensao final de 72° C por 10 min (DAUD et al., 2014).

3.4 Eletroforese

Os produtos de PCR foram aplicados na eletroforese em uma cuba horizontal de
agarose a 1%, cujo tampdo utilizado para a corrida eletroforética é do tipo TAE 0,5x (Tris-
Acido Acético- EDTA), corados em solugdo com 5ul de brometo de etidio e visualizados
sobre luz ultravioleta em um transluminador. Ao DNA da amostra foi adicionado 2ul de
tampéo de amostra (Tampdo Tris 10mM, pH 7.5; EDTA 10mM; Azul de Bromofenol) a
3ul do produto de PCR e, em seguida, aplicado no gel. A corrida eletroforética teve
duragdo de 40 min com voltagem de 100 Volts. O tamanho dos fragmentos foi

caracterizado por um marcador molecular de 100pb.

3.5 Purificacéo e sequenciamento

A purificagdo dos produtos de PCR para 0 sequenciamento consistiu na adicdo de
0,33ul  (3,3U) de EXO I (Exonuclease I), 0,33ul (0,66U) de SAP
(ShrimpAlkalinePhosphatase), 0,34ul de H,0 ¢ 6ul do produto de PCR. Esta solugdo foi
ao termociclador a 37°C por 30 min e 80°C por 15 mim.
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As amostras dos 20 pacientes foram sequenciadas utilizando o Analisador Genético
3500XL (AppliedBiosystems). Para cada amostra foram realizadas dois sequenciamentos,
um utilizando o iniciadordireto (Forward) e o outro utilizando o iniciador
reverso(Reverse).

Para a reacdo de sequenciamento foram utilizados: 2pul do amplicon purificado (3-
10ng/pl), 1ul de primer (a 5 pMol/ul), 1,75ul do Tampao de Sequenciamento, 0,5ul de
BigDye e 4,75ul de H,O Mili-Q, para uma solugdo com volume final de 10ul. As rea¢des
foram realizadas em placas de 96 pocos e submetidas a uma nova PCR seguindo as
condi¢des térmicas de: desnaturacdo inicial de 96° por 1’; e 40 ciclos de desnaturagdo a
96° por 15°°, anelamento de 50° por 15°°, extensao de 60° por 4°.

As amostras foram purificadas e precipitadas utilizando 1ul de Acetato de Sédio 3M
pH 5,2, 1ul de EDTA 125mM pH 8,0 e 25ul de etanol absoluto, que seguiram para
centrifugacdo a 4° a 3.700 rpm por 40min. A solucdo foi removida e adicionado aos
pogos 35ul de etanol a 70% e centrifugada novamente a 4°, a 3.700 rpm por 10 min. Apds
a secagem da placa, foi adicionado 10ul de formamida em cada pogo e imediatamente

submetidas a eletroforese capilar.

3.6 Analises das sequéncias

Para a analise das sequéncias geradas foram utilizados o programa GeneticAnalyzer
3.0 (AplliedBiosystems) e o pacote de programas Staden (STADEN et al., 2000), ambos
para andlise dos cromatogramasresultantes do sequenciador automatico ABI PRISM
3500XL. E o contiggerado foi analisado utilizando os programas pregap4 e gap4,
funcionalidades contidas no Staden. O contig obtido corresponde as sequéncias de cada
amostra, sendo uma Forward e outra Reverse. Foi utilizado o programa MUSCLE,
incorporado noMega v.6 (TAMURA et al., 2013), para fazer o alinhamento das
sequéncias utilizando como sequéncia de referéncia a rCRS e as variantes nucleotidicas
foram confirmadas através da ferramenta MITOMASTER (LOTT et al., 2013). A
determinacdo dos haplogrupos mitocondriais a que cada haplétipo pertence, recorrendo
aos polimorfismos detectados em relacdo arCRS,foi realizada através do programa
HaploGrep (KLOSS-BRANDSTATTER et al., 2011).
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4. RESULTADOS
4.1 ldentificacdo dos haplogrupos

Foi analisada a regido controle do DNA mitocondrial dos 20 individuos analisados,
cuja sequéncia para cada par de primer (L15997/H17 e L16555/H599)obteve um total
médio de 1.034pb. Dentre os 1.034 nucleotideos que compdem a regido D-loop do
DNAmt, 73 posi¢Oes nucleotidicas apresentam-se polimorficas em relagdo a rCRS.Destes

os que definem os haplogrupos estdo descritos na tabela 2.

Tabela2—Polimorfismos da regido controle do DNAmt que definem os haplogrupos.

Haplogrupo Polimorfismos da regido controle Matrilinhagens

HVO0 16298C 72C Europeia
H4alala3 16287T 73G Europeia
Ubalbla 16172C 16278T16355T 146C Europeia
U5b2a2 16192T 16270T 16398A 150T Europeia
T2j 16260T 16294T 16296 T Europeia

A6b 16290T 16319A 146C 235G Amerindia

B4b 16217C 4992 Amerindia
L3eld 16176T 16327T 152C Africana
L3ela 16185T 16327T Africana

L3flblal 16209C 16292T 16295T 16311C 189G 200G 272G Africana

Fonte: VAN OVEN; KAYSER, 2009(adaptado).

As proporgOes das diferentes ancestralidades maternas foram determinadas por
contagem direta sendo tal distribuicdo apresentada na Figura 3. Na populagdo estudada
verificou-se, entdo, a classificacdo das matrilinhagens em 70% de origem europeia, 15%

de origem africana e 15% de origem amerindia.
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Figura 3- Proporcéo de distintas ancestralidades maternas do DNAmt nos pacientes com MPS-IVA da
Paraiba.

Origem dos Haplogrupos Mitocondriais

m Africano
B Amerindio
Europeu

Fonte: dados da pesquisa.

Na populagdo em estudo verificou-se que 14 individuos (70%) apresentam origem
europeia. Dentre as diferentes linhagens mitocondriais europeias, 0 haplogrupo mais
comumente encontrado foi HVO (45%) definindo-se pela presenca dos polimorfismos 72C
e 16298C. Seguindo do sub-haplogrupo U6 que estd representado em 2 das amostras
estudadas (10%) e classifica-se devido a existéncia dos polimorfismos16172C, 16278T,
16355T e 146C. Outros distintos haplogrupos europeus identificados na populagéo
amostral foi 0 H4 e T2, assim como o sub-haplogrupo U5 (5% cada).

O haplogrupo africano divide-se em trés super-haplogrupos L1, L2 e L3, no qual os
dois primeiros sdo especificamente de africanos, enquanto o ultimo ocorre em todos 0s
continentes, podendo ser subdividido em haplogrupos tipicos de populac@es africanas,
europeias, asiaticas e amerindias (PENA, 2000). Dentre as amostras analisadas, o0 unico
haplogrupo africano encontrado foi o L3 (15%). Em relacdo aos sub-haplogrupos de
origem africana, foi identificado o sub-haplogrupo L3el em duas sequéncias (10%) e o
sub-haplogrupo L3f em apenas uma sequéncia (5%).

Os haplogrupos nativos-americanos (amerindios) foram verificados em 3 individuos
das sequéncias analisadas. No qual, o haplogrupo A6 foi encontrado em duas amostras
(10%) e caracteriza-se pela presencga dos polimorfismos 16290T, 16319A, 235G el146C. E
uma Unica sequéncia foi classificada no haplogrupo B4 (5%), definido pela alteragdo
polimorfica 16217C e 499A.

A anéliseda origem matrilinear da populacdo em estudo, proveniente do estado da
Paraiba, permitiu verificar que a ocorréncia das ancestralidades maternas africanas,

amerindias e europeias difere entre as mesorregides paraibanas (Figura 4). Os dados
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permitiu observar que as sequéncias analisadas com origem europeia distribuem-se entre
as mesorregides da Borborema, do Agreste e do Sertdo. As sequéncias com ancestralidade
materna africana ocorrem nas mesorregides do Agreste e Sertdo. Enquanto todas as
sequéncias analisadas de origem materna amerindia ocorrem na mesorregidao da

Borborema.

Figura 4— Ocorréncia das ancestralidades maternas europeias, africanas e amerindias nas Mesorregifes
da Paraiba.

Cajazeiras Sertéo Paraibano e Jllﬂ‘ell’llﬂw Agreste Paraibano Mata

@ Alagoa Mova Paraibana
%o J‘ﬁ? do @Campina Grande

Cariri » @ Queimadas
Borborema 3 Q

Sertao

Borborema
Agreste s o 2 @ wokm
Mata ® Municipio A

Fonte: www.baixarmapas.com.br (adaptado).

Foram observadas diferentes frequéncias nos haplogrupos mitocondriais dos pacientes
de MPS IVA da Paraiba. A ancestralidade materna destes pacientes € melhor
compreendida ao estabelecer a comparacdo entre a arvore filogenética da distribuicdo do
DNAmt mundial e a representacdo grafica em destaque dos haplogrupos identificados
nesta pesquisa, correlacionando com as cores especificas de cada haplogrupo. Como
exemplo, podemos observar que o haplogrupo L3 representa uma linhagem materna que
distribui-se pelo continente africano, ramificando ap6s mobilizacdo de populagdes para
fora dessa area, e representa 15% da linhagem materna africana da populacdo em estudo
(Figura 5). Este paralelo é possivel devido o carater haploide do genoma mitocondriall,
uma vez que as moléculas de DNAmt sdo transmitidas da mée para os filhos ao longo das

gerac0es, refletindo assim a partilha de um ancestral comum entre os individuos.
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Figura 5-Distribuicdo geogréfica dos haplogrupos de DNAmt no mundo e nos pacientes com MPS IVA
da Paraiba.
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Fonte: www.worldfamilies.net (adaptado) e dados da pesquisa.

4.2 Frequéncias haplotipicas

Foi observado um total de 17 haplétipos distintos (vide apéndice), no qual apenas 3
foram compartilhados, com as seguintes frequéncias Hp310%, Hp610% e Hpll 10%
(tabela 3).Dentre as alteragdes polimorficas em relacdo a rCRS, os polimorfismos por

substituicdo foram os mais frequentes, totalizando 54 transicGes e 6 transversoes.

Tabela3—Haplotipos compartilhados na populagdo em estudo.

Haplotipo  Polimorfismos
Hp3 16124C 16298C 16319A 72C 263G 309.1C 309.2T 310C
Hp6 16126C 16223T 16278T 16290T 16319A 16362C 73G 146C
152C 153G 235G 263G 297G 310.1C 515d 516d
Hpll 16172C 16219G 16278T 16355T 16519C 73G 146C 263G
309.1C 309.2T 310C

Fonte: dados da pesquisa.

A identificacdo dos diversos polimorfismos obtidos em cada sequéncia, devido a
analise da regido D-loop do DNA mitocondrial, permitiu a classificacdo de todos os
hapldtipos de cada uma das amostras analisadas nos haplogrupos especificos,
apresentados no Apéndice A.

Em todas as sequéncias verificou-se que existe uma transicdo de uma adenina (A) para

uma guanina (G) na posicdo 263. Apesar de Andrews e colaboradores (1999)considerarem
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na rCRS a presenca de uma Adenina (A) na posi¢do 263 um polimorfismo raro detectado
na CRS obtida por Anderson e colaboradores em 1981, ndo estando presente na maioria
dos seres humanos. E algumas posicdes polimorficas apresentam elevada taxa de

substituicdo em relagdo a rCRS (tabela 4).

Tabela4d—Taxa de substituicdo de algumas posicdes polimdrficas.

Posicdo do polimorfismo Alteracéo polimérfica Amostras

310 T->C 14
72 T->C 12
16319 G2>A 11
16298 T->C 10
73 A->G 10

Fonte: dados da pesquisa.

Na regido HVRIII da regido D-loop do DNAmMt ha uma repeticdo de dinucleotideos
AC com 5 repeticGes entre a posicdo 515 e a posicdo 524 na maioria dos individuos
(BUTLER, 2011). Em duas sequencias verificou-se uma delecdo de dinucleotideos AC,
sendo este polimorfismo indicado como 515d e 516d. Em 3 das amostras analisadas
verificou-se a delecdo de uma adenina (A) na posicdo 16252, e 2 sequéncias apresentaram
a delecdo de uma adenina (A) na posicdo 24. Outras duas delecbes foram verificadas em
uma amostra, a delecdo de uma adenina (A) na posi¢do 175 e uma delecéo na posicéo 184
de uma guanina (G).

A maioria das inser¢des foi identificada no interior da regido HVRII na zona poli-C,
(sequéncia de citosinas que estende-se da posi¢do 303 a 315 interrompida por uma timina
na posi¢cdo 310) com insercdes de citosinas e timinas na posi¢do 309 e também da insercéo
de citosinas na posicdo 310. Foi também observada em uma sequéncia a inser¢do de
umaadenina na posi¢do 246 e em nenhuma amostra analisada observou-se inser¢Ges na
zona poli-C da regido HVRI.

A zona poli-C da regido HVRI é composta por uma sequéncia de citosinas entre as
posicdes 16184 a 16193, com uma timina na posi¢cdo 16189. Frequentemente esta timina
pode ser observada em outra posi¢cdo no interior dessa regido de poli-citosinas. Detectou-

se a presenca de uma timina (T) nas posi¢fes 16184, 16185 e 16192.
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Analisando a regido controle do DNAmt dos pacientes deste estudo observou-se a
presenca de heteroplasmia de comprimento em 2 das sequéncias analisadas, uma
sequéncia associada a zona poli-C da regido HVRI entre a posicdo 16184 e 16193 e a
outra sequéncia associada a zona poli-C da regido HVRII entre a posi¢do 303 e 315. Em
nenhuma das sequéncias de DNAmt analisadas do presente estudo foi identificada

heteroplasmia de posicao.
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5. DISCUSSAO

A heterogeneidade da populacdo brasileira tem sido investigada por diversos
pesquisadores de diferentes areas como arqueologia, antropologia, genética, historia e
geografia,com objetivo de fornecer informacdes sobre o processo de formacdo da
populacdo e sua evolugdo ao longo dos anos, assim como determinar a diversidade
genética do povo brasileiro. Nesta pesquisa, a aplicabilidade da analise da regido controle
do DNA mitocondrial permitiu recolher dados genéticos importantes sobre a origem
materna dos pacientes com MPS IVA da Paraiba, estado brasileiro que tem alta
incidénciada sindrome de Morquio.

Até a presente data ndo se encontram disponiveis quaisquer publicagdes referente a
regido controle do DNA mitocondrial da populacdo paraibana, tornando este trabalho
pioneiro na analise da ancestralidade materna desta populacdo. As publicacBes que
abrangem a regido Nordeste do Brasil quando relacionadas ao uso do DNAmMt como
marcador genético em estudos de evolu¢do humana séo escassas.

A heterogeneidade populacional da populacédo brasileira é resultante de cinco séculos
de intensa miscigenacdo entre os povos de trés continentes: amerindios autoctones, 0s
europeus (os colonizadores) e os africanos (os escravos). Alves-Silva e colaboradores
(2000), desenvolveu um estudo pioneiro queanalisou a regido controle do DNAmt de 247
individuos brancos de diferentes regides geograficas do Brasil, identificando as diferentes
proporcdes de ancestralidades maternas nessas regides. Os pesquisadores observaram que
a frequéncia relativa das origens matrilineares variava de acordo com a regido. Na regido
nordeste, numa amostra de 50 individuos de Pernambuco, foi verificada uma frequéncia
maior de linhagens mitocondriais africanas (44%), seguida por linhagens maternas
europeias (34%) e linhagens mitocondriais com origem amerindia (22%).

Quanto a origem geografica dos haplogrupos mitocondriais determinados no presente
estudo com os 20 pacientes com MPS IVA, observou-se que 70% dos individuos
apresentaram ancestralidade europeia, 15% de origem africana e 15% de origem
amerindia (figura 3).Enquanto em Alagoas (nordeste brasileiro), o DNAmt de 167
individuos foi analisado e as frequénciasassociadas as ancestralidades maternas europeias,
africanas e amerindios foi de 21%, 44% e 33%, respectivamente (BARBOSA et al.,
2008). Estas diferencas podem ser explicadasdevido & variabilidade das linhagens
maternas apresentarem uma tendéncia menor em populagfes humanas tradicionalmente
isoladas, por causa dos elevados niveis de endogamia durante longos periodos e fluxo

génico restrito.
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Entre as diferentes linhagens mitocondriais europeias, na amostra do presente estudo,
o haplogrupo mais frequente foi o HV0 em 45% dos individuos analisados. Também
verificamos a presenca dos seguintes haplogrupos europeus: U (15%), o H (5%) e 0 T
(5%). Ao analisar os hapldtipos pertencentes a haplogrupos caracteristicos do continente
europeu, verificamos que o menor numero de alteracBes polimorficas observadas nessas
sequéncias em relacdo a rCRS foi de 4 alteracGes polimorficas, enquanto o maior nimero
de alteracdes polimdrficas foi de 12. A média de variacdes nucleotidicas foi de 8, o0 que
esta de acordo com os nimeros de Budowle e colaboradores (1999) que determinam a
média caracteristica de variagcdes em populagdes de descendéncia europeia entre 6 e 9.

Neste estudo o haplogrupo mais frequente foi o HVO, verificado em 45% dos
individuos. O haplogrupo HVO0 (Pre-V), linhagem descendente de HV, ¢
predominantemente disperso por toda a Europa (TORRONI et al., 2001). Segundo Garcia
et al. (2011), a distribuicdo da linhagem materna HVO no continente europeu apresenta
maiores frequéncias no Norte da Peninsula Ibérica e na Franca. Mairal e colaboradores
(2013) realizou um estudo no municipio de Miranda do Ouro (Norte de Portugal) com 121
individuos e verificou que as matrilinhagens representadas pelo haplogrupo HVO
apresentam uma frequéncia de 8,3%, no qual valores semelhantes foram observados na
provincia espanhola de Zamora cuja frequéncia foi de 8,4% (ALVAREZ et al., 2010). No
Brasil, o haplogrupo HVO0 é encontrado com uma frequéncia de 3.75% em uma amostra de
80 individuos residentes em Santa Catarina (PALENCIA et al., 2010).

Neste estudo foi observado a presenca do haplogrupo U6 (sub-haplogrupo U6albla)
em 2 sequéncias das amostras analisadas e também do haplogrupo U5 (U5b2a2) em 1
amostra analisada.O haplogrupo U6 é caracteristico de populagbes do norte da
Africa(PEREIRA et al., 2003), enquanto o haplogrupo U5 é tipicamente europeu e o sub-
haplogrupoU5b2a2 caracteriza-se por uma frequente distribuicdo na Europa Central
(MALYARCHUK et al., 2010). A analise de 100 amostras provenientes do Norte de
Portugal (Europa Ocidental) permitiu verificar uma frequéncia de 7% para o haplogrupo
U6, sendo considerada relativamente alta devido a ocorréncia esporadica deste haplogrupo
em outras populacdes europeias. O haplogrupo U5 apresentou uma frequéncia de 8% no
Norte de Portugal (PEREIRA et al., 2000). O haplogrupo U tem sido encontrado no Sul
do Brasil com uma frequéncia de 5% em Santa Cantarina (PALENCIA et al., 2010) e 10%
em Veranopolis (MARRERO et al., 2005).

Em relacdo ao haplogrupo H, este representa a linhagem materna mitocondrial mais

frequente (40%) e diversificada da Europa, difundindo-se também na Asia Ocidental. No
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presente estudo foi verificada a presenga dosub-haplogrupo H4alala3. O sub-haplogrupo
H4 é frequentemente encontrado na Peninsula Ibérica (ALVAREZ-IGLESIAS et al.,
2009). O haplogrupo H apresenta-se como 0 mais comum em paises europeus, tais como
no Portugal (PEREIRA et al., 2000), na Itadlia (TURCHI et al., 2008) e Alemanha
(TETZLAFF et al., 2007), que possuem frequéncias de 40,66%, 38.99% e 37,29%,
respectivamente. No Brasil, este haplogrupo também é encontrado como mais frequente
nos estudos realizados nas cidades de Santa Catarina (VALVERDE et al., 2009;
PALENCIA et al., 2010).

O haplogrupo T constitui aproximadamente 10% dos DNAmt na Europa e 8% no
Oriente Préximo, este apresenta dois sub-haplogrupos distintos: T1 e T2.No presente
estudo foi verificada a ocorréncia do sub-haplogrupo T2j. O sub-haplogrupo T2 representa
8% da variabilidade genética na Europa ocidental e 5% no Oriente Medio (PALA et al.,
2012). O estudo realizado em uma comunidade judaica de Braganca (Portugal) com 56
individuos observou uma frequéncia de 12,5% para o haplogrupo T (TEXEIRA et al.,
2011). Entre as linhagens europeias, o haplogrupo T (14%) representa um dos
haplogrupos mais comum no Brasil (ALVES-SILVA et al., 2000).

Os haplogrupos africanos observados nos pacientes com MPS IVA foram classificados
no haplogrupo L3, originado na Africa Oriental e encontra-se amplamente distribuido pelo
continente africano. As linhagens obtidas nas sequéncias analisadas a partir do haplogrupo
L3 foram as seguintes: L3f1 em uma das sequéncias analisadas e L3ela em duas das
sequéncias analisadas. O sub-haplogrupo L3f1 esta presente na Africa Ocidental e o sub-
haplogrupo L3ela distribui-se por toda a Africa sub-Sariana, ambos sdo bem
representados entre os afro-americanos (SALAS et al., 2002). A diversidade genética do
DNAmMt em Portugal foi verificada a partir de 292 individuos, provenientes das regides
Norte, Centro e Sul, e observou-se uma frequéncia de 2,73% do haplogrupo africano L3
(MARQUES et al.,, 2015). No estado de Alagoas, hd a predominancia de linhagens
maternas africanas em uma proporcdo de 44%, no qual 16,7% sdo representadas pelo
haplogrupo L3 (BARBOSA et al., 2008).

Em relacdo as matrilinhagensamerindias, na amostra analisada do presente estudo foi
verificada a presenca do haplogrupo A6b e do haplogrupo B4b. Os haplogrupos A, B, C e
D séo reconhecidos como os progenitores de todo o0 DNAmt de nativos americanos, no
qual os haplogrupos A, B, C e D derivam de populag¢des Siberianas localizadas perto do
Estreito de Bering (TORRONI et al., 1993a; 1993b). A analise dos haplotipos amerindios

no Brasil permitiu observar que a distribuicdo das linhagens amerindias nas diferentes
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regides geograficas ndo era uniforme, no qual na regido do Nordeste os haplogrupos mais
frequentes sdo: A (37%) e B (27%) (PRADO; ALVES-SILVA, 2002).

O estudo da regido controle do DNAmt dos pacientes com Mucopolissacaridose IVA
permitiu a obtencdo de 17 haplétipos distintos, entre os quais 3 foram compartilhados por
2 individuos (tabela 3). Foram detectadas 73 posi¢des polimorficas em relacdo a rCRS
neste estudo, com diferentes frequéncias de ocorréncia na amostra. Em todas as
sequéncias verificou-se a existéncia de uma transicdo (A-G) na posicdo 263.Aelevada
ocorréncia da transicdo A-G na posicdo 263 foi encontrada também no estudo realizado
com 100 individuos da populacdo da Bahia (SANTOS et al., 2004). Quanto as mutacdes
observadas, verificou-se um nimero superior de substituicdes por transi¢cdo nas sequéncias
analisadas, observado anteriormente por Barbosae colaboradores (2008).

Os resultados obtidos apontam uma elevada contribuicdo de linhagens ancestrais
maternas europeias nos pacientes diagnosticados com Mucopolissacaridose IVA da
Paraiba, estado brasileiro com alta prevaléncia e incidéncia desta sindrome. Os dados
histéricos da ocupacdo populacional da Paraiba constam que familias de origem
portuguesa com forte tradicdo de uniGes consanguineas foram as principais colonizadoras
da regido(MEDEIROS et al., 2014). No entanto, Portugal tem uma das mais baixas
frequéncias de MPS IVA do continente europeu. Destaca-se ainda que a MPS IVA
apresenta uma ocorréncia, com maior frequéncia, em casamentos consanguineos de pais
sadios e heterozigotos. E elevadas taxas de uniGes consanguineas foram verificadas na
Paraiba, cuja taxa de endogamia varia de 6,0% a 41,14% (TANIERI et al., 2011).

De acordo com os registros da rede MPS Brasil (2015), um estudo realizado
anteriormente com os pacientes acometidos com MPS IVA da regido paraibana, acerca da
analise molecular do gene GALNS, reportou a existéncia de uma frequéncia alélica de
60% para uma mesma mutacao especifica (p.S341R) em 13 individuos. Ao correlacionar
tais dados e a ancestralidade materna dos pacientes foi possivel verificar que a mutagédo
compartilhada entre 63% dos pacientes com MPS IVA da Paraiba tem origem europeia.
Logo, a alta frequéncia da mesma mutacdo nos pacientes associada com a alta prevaléncia
de MPS IVA na Paraiba e a alta taxa de endogamia sugere uma forte evidéncia do efeito
fundador para a Sindrome de Morquio. Ou seja, sugere-se que a entrada das mutacdes
caracteristicas das linhagens maternas europeias na Paraiba tenham sido predominantes e,
consequentemente, fixaram-se nessa regido atraves dos processos imigratorios. O

isolamento geografico de pequenas regifes promove a possibilidade de um Unico
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individuo provocar a predominancia de uma ou mais muta¢des na populagdo originaria de
tais isolados, processo este denominado de efeito fundador (BEIGUELMAN, 2008).

As ancestralidades maternas amerindias e africanas identificadas no presente estudo
refletem a uniformidade da distribuicdo geografica dos DNA mitocondriais encontrados
em todo Brasil, as quais foram 33% de linhagens amerindias e 28% de linhagens africanas
(PENA, 2000).
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos foi possivel concluir que:

O presente estudoapresentauma elevada contribuicdo de linhagens ancestrais maternas
europeias nos pacientes, que corrobora com os dados histéricos da ocupacdo
populacional da Paraiba, no qual se consta que familias de origem portuguesa com

forte tradi¢do de unibes consanguineas foram as principais colonizadoras da regido.

A mutacdo compartilhada entre os pacientes com MPS IVA da Paraiba tem origem

europeia.

A prevaléncia elevada da MPS IVA no estado da Paraiba sugere uma forte evidéncia
para o efeito fundador, visto que os hapl6tipos que caracterizam as linhagens maternas
europeias nos pacientes podem ter sido introduzidos na regido através de processos

imigratorios anteriores.
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APENDICE A-Haplétipos da regido controle do DNAmtidentificadosnos pacientes com MPS IVA da Paraiba.
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Haplotipo  Haplogrupo Polimorfismos

Hpl HVO 16298C  16319A 72C 263G

Hp2 HV0 16298C  16319A 72C 263G 309.1C 309.2T 310C 324G

Hp3 HV0 16124C  16298C 16319A 72C 263G 309.1C  309.2T 310C

Hp4 HV0 16124C  16298C  16319A 72C 175d 184d 263G 309.1C  309.2T 310C

Hp5 H4alala3 16051G  16184T 16233T 16287T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 263G 310.1C 499A

Hp6 A6b 16126C  16223T  16278T 16290T 16319A  16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 297G 310.1C 515d 516d
Hp7 HVO0 16252d  16298C  16319A 72C 263G 309.1C  309.2T 310C

Hp8 HV0 16298C  16319A 72C 263G 309.1C 309.2T 310C 549d

Hp9 HVO0 16124C  16252d 16298C  16319A 24d 72C 263G 309.1C 309.2T  310C

Hp10 HVO0 16298C  16319A 24d 72C 263G 310C 311T 316C

Hpll U6albla 16172C  16219G 16278T 16355T 16519C 73G 146C 263G 309.1C 309.2T  310C

Hp12 T2j 16018C  16092C 16126C 16260T 16294T  16296T  16519C 73G 263G 309.1C 309.2T 310C

Hp13 B4b 16217C  16519C 73G 263G 310.1C 499A

Hpl4 U5h2a2 16093C 16172C 16189C  16192T 16270T 16398A 73G 150T 263G 309.1C  309.2T 310C

Hpl5 L3eld 16176T  16223T  16327T 73G 150T 152C 189G 200G 263G 310.1C

Hpl6 L3flblal 16129A  16209C  16223T  16292T  16295T 16311C  16519C 73G 189G 200G 236C 263G 272G 309.1C  309.2T 310C
Hpl7 L3ela 16185T 16223T  16252d 16327T  16519C 95G 108A 115A 146T 160A 185G 196G 246.1A 263G  309.1C 309.2C  309.3C 309.4T 310C

Nota: Os haplétipos em destaque e negrito foram compartilhadosentre os individuos. Os polimorfismos em negrito definem os haplogrupos.



