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RESUMO

As MPS sdo um grupo de doencas genéticas herdadas de maneira autossomica
recessiva. Elas sdo ocasionadas por um erro enzimatico na qual compromete a
degradagdo dos glicosaminoglicanos que sdo consequentemente acumulados nos
lisossomos. No caso da MPS tipo IV-A a enzima deficiente ¢ a n-acetil-galactosamina-
6-sulfatase (GALNS) que leva ao acimulo de queratan-sulfato no interior da célula.
Essa doenga pode ter sofrido uma contribuicdo genética migratoria, visto que o Brasil
descende de ancestrais europeus, africanos, ¢ amerindios. Essa miscigenagdo
determinou um novo cendrio na composi¢do genética da populacdo brasileira
atual.Paraentenderas questdes de origem e formagdo de populagdes modernas, a
genética utiliza marcadores genéticos moleculares capazes de reconstruir a historia de
um povo.Os seguintes marcadores genéticos foram escolhidos por apresentar maiores
freqiiéncias nas regides dos principais colonizadores, sendo o0 M343, SRY-1532, YAP e
DYS199. Cada um deles demarca uma regido geografica na qual chamamos de
haplogrupo e ao definir quais deles os pacientes derivam foi realizado uma comparagdo
com os da populagdo brasileira.O haplogrupo R* representa a regido européia e dele se
subdividem os haplogrupos Rla*, presente na Europa Oriental e o R1b* encontrado
principalmente na regido portuguesa. O marcador M343 (A/C) ¢ definido pelo R1b* e o
marcador SRY-1532 (A/G) determina o R1a*. O haplogrupo DE* encontrado na regido
Sub-Saharianaestendendo-se ao Norte da Africa é definido pelo marcador YAP (+/-) e o
Q3, haplogrupo das regides das Américas, ¢ caracterizado pelo DYS 199(C/T). Por
meio da utilizacdo destes marcadores, aplicados ao cromossomo Y,considerado
umaimportante ferramenta para estudos ancestrais por conter em sua regido nao
recombinante informagdes pré-historicas,o presente estudo teve por objetivo identificar
a ancestralidade paterna de pacientes diagnosticados com MPS tipo IV-A no estado da
Paraiba, a fim de encontrar a natureza e origem da doenga. Foram analisados 14
pacientes sendo 9 homens e 5 mulheres, estas representadas por seus parentes do sexo
masculino diretos. A partir das andlises foi observada uma freqiiéncia de 64,29% do
haplogrupo R1b*, 21,43% do haplogrupo R*amplamente distribuido na Europa, 7,14%
de ancestralidade africana e 7,14% da Europa oriental (Rla), além da auséncia de
contribui¢do amerindia. De acordo com os dados historicos e genéticos obtidos neste
estudo € possivel inferir uma origem ancestral paterna européia para a MPSIV-A na
Paraiba, tendo os alelos chegando a regido com as familias portuguesas que povoaram a
regido da Paraiba na época da colonizacdo. Enquanto, que o elevado nimero de
pacientes para MPSIVA encontrados no estado da Paraiba pode ser explicado pela
presenca dos fatores evolutivos observados na populacdo como:consaguinidade e efeito
fundador.

Palavras Chaves: Ancestralidade Européia, Marcadores genéticos, Haplogrupos.



ABSTRACT

Paternal ancestry of patients with mucopolysaccharidosis type 1V-A in the state of
Paraiba

The MPS are a group of inherited genetic diseases of autosomal recessive manner.They
are caused by an enzymatic error in which compromises the degradation of
glycosaminoglycans that are consequently accumulated in the lysosomes. In the case of
MPS type IV-A case the deficient enzyme is n-acetylgalactosamine-6-sulfatase
(GALNS) which leads to accumulation of keratan sulfate inside the cell. This disease
may have been a migratory genetic contribution, as Brazil descended from European,
African and Amerindian ancestry. This miscegenation set a new scenario in the genetic
composition of the current Brazilian population. To understand the origin issues and
formation of modern populations, genetics uses a genomics variability known as
molecular genetic markersto reconstruct the history of a people. The following genetic
markers were chosen because they present the higher frequencies in the regions of the
main colonizers, being the M343, SRY-1532, YAP and DYS199.Each staked a
geographic region in which we call haplogroup and define their patients derive was
carried out a comparison with the Brazilian population.The R * haplogroup is the
European region and it subdivide the haplogroups R1a *, present in Eastern Europe and
the R1b * found mainly in the Portuguese region. The marker M343 (A / C) is defined
by R1b * and SRY-1532 marker (A / G) * determines 1a. The haplogroup DE * found
in Sub-Saharan region extending to North Africa is defined by the label YAP (+/-) and
Q3, haplogroup regions of the Americas, is characterized by the DYS 199 (C / T).
Through the use of these markers, applied to the Y chromosome, which is considered an
important tool for studies ancestors to contain in its non-recombinant region prehistoric
information, the current study aimed to identify the paternal ancestry of patients
diagnosed with MPS type IV-A in the state of Paraiba, in order to identify the nature
and origin of the disease. 14 patients were analyzed, 9 males and 5 females, represented
by their direct male relatives.From the analysis it was possible to observed a frequency
of 64.29% haplogroup R1b *, 21.43% of the haplogroup R * widely distributed in
Europe, 7.14% of African ancestry and 7.14% from Eastern Europe (R1a)besides the
absence of Amerindian.According to the historical and genetic data obtained in this
study it is possible to infer a European paternal ancestral origin for MPSIV -A Paraiba ,
and alleles reaching the region with the Portuguese families who settled the region
Cariri at the time of colonization. While the large number of patients to MPSIVA found
in the state of Paraiba can be explained by the presence of evolutionary factors observed
in the population as inbreeding and founder effect.

Key words: European ancestry, genetic markers, haplogroups.
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1 INTRODUCAO

A origem da espécie humana, Homo sapiens, sucedida a cerca de 100-150 mil anos
atras tem instigado diversas pesquisas cientificas em areas distintas, por exemplo, a
arqueologia, linguistica e genética para entender como se deu o surgimento dessa
linhagem. Os conhecimentos genéticos tem se destacado entre essas pesquisas por
contribuirsignificativamente para o estudo da evolugdao do homem moderno, buscando
reconstruir a historia evolutiva a partir do DNA (LEITE, 2012).

A genética desenvolvida por meio de marcadores de ancestralidade e aplicada ao
cromossomo Y eao DNA mitocondrial proporciona informagdes complementares que
podem reconstruir a historia genética de um povo e o grau de parentesco filogenético
entre populacdes (PENA, 2000). Esses marcadores sdo capazes de detectar
polimorfismos genéticos diretamente no DNA. O cromossomo Y, em especifico, por ter
uma Unica parte que exibe a heranca paterna cldssica, ¢ uma grande ferramenta para
essa reconstrugcdo historica e de grande interesse em estudos de linhagem patrilinear
(JOBLING; TYLER-SMITH, 2003), visto que sua distribuicdo geografica contém
informagdes sobre a colonizagdo subsequente, diferenciacdes e também migracdes pré-
historicas (UNDERHILL et. al. 2001).

OBrasil descende de ancestrais africanos, europeus e amerindios (PENA, 2000).
Uma das circunstancias que levam a miscigenagdo sao 0s processos migratorios, na qual
sdo capazes de dispersar a diversidade genética e inserir novas caracteristicas tanto
genotipicas como fenotipicas naquela populacdo. Em uma dessas insercdes podem
ocasionar mutagdes genéticas que por sua vez influencia nos fatores evolutivos de um
povo (MACHADO, 2012). As doencgas genéticas sdo um exemplo, na qual as que foram
registradas no Brasil possivelmente podem ter sua ancestralidade ligada aos imigrantes
que formaram a populagdo no passado, dentre elas a MPS: Mucopolissacaridose
(MACHADO, 2012). Esta ¢ considerada uma doenca rara por ocorrem com pouca
frequéncia ou raramente na populacdo em geral. Para os individuos com doengas raras,
esta raridade tem muitas consequéncias desfavoraveis, tanto médicas como sociais. A
MPS tipo IV-A ou sindrome de Morquio tipo A, ¢ uma doenca rarade heranga
autossdmica recessiva causada pela deficiéncia de uma enzima responsavel por degradar
0sGAG’s: Glicosaminoglicanos (BORGES, et al., 2003).A Rede MPS Brasilem parceria

com diversos centros médicos brasileiros auxilia no atendimento e no diagnostico de
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pacientes com MPS (FEDERHEN, et al., 2010). De acordo com essa rede, até dezembro
de 2012 foram diagnosticados no pais 1001 pacientes com varios tipos dessa doenca
genética. Na Paraiba, o HUAC- Hospital Universitario Alcides Carneiro € referéncia no
tratamento desses pacientes diagnosticados com essa sindromena regido.

Visto que hd uma elevada frequéncia de MPS tipo IV-A na Paraiba, o intuito
desse trabalho ¢ descobrir a origem paterna dos pacientes com MPS tipo IV-A na regido
paraibana e verificar se ha uma ligagdo da ocorréncia dessa doenca na regido com a
chegada dos imigrantes no processo de colonizacdo. Os resultados obtidos irdo

contribuir no aconselhamento genético da populacdo da regido.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Identificar a ancestralidade paterna de pacientes com MPS tipo IV-A
diagnosticados e acompanhados no Hospital Universitario Alcides Carneiro- HUAC da

Universidade Federal de Campina Grande- UFCG no Estado da Paraiba.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Obter informagdes dos pacientes do sexo masculino e parentes diretos das
pacientes do sexo feminino que se encontram em tratamento no HUAC;

b) Padronizar os marcadores genéticos (DYS199, M343, YAP, SRY1532) nas
amostras;

c) Definira ancestralidade paterna dos pacientes por meio de marcadores do
cromossomo Y;

d) Analisar a frequéncia dos haplogrupos (Q3, R1b*, Rla e DE*) encontrados nos
pacientes e nos parentes diretos das pacientes do sexo feminino;

e) Comparar as frequéncias dos haplogrupos encontrados com as populagdes

matrizes da populacdo brasileira.
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2  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Povoamento das Américas

A historia do povoamento das Américas continua em discussdo, sendo a teoria
que mais aceita ¢ que grupos humanos dispersando-se pelo continente asiatico
avancaram em dire¢do ao leste siberiano, alcangando o atual Estreito de Bering e
penetrando na América (Figura 1). Essa entrada no territorio americano se deu ao longo
da ultima glaciacdo, quando a retencdo das dguas nas grandes geleiras continentais
causou o abaixamento do nivel global dos oceanos em aproximadamente 120 metros
abaixo do nivel atual, permitindo que superficies amplas que antes estavam submersas
emergissem (LIMA, 2006).

Devido o surgimento da ponte entre 40.000 e 13.000 anos atras, que conectou a
Asia a América no Estreito de Bering, muitas migra¢des foram realizadas em longos
espagos de tempo. Segundo Santos e Bonatto (2004) essas migracdes ocasionadas pela
ponte, explicam a formagdo dos nativos americanos. Porém, ainda hd muitas
controvérsias sobre esse povoamento, tanto no que diz respeito ao nimero de ondas
migratdrias, a data da primeira migragao ¢ a localizacdo geografica das populagdes que
deram origem a esses povos. O tinico consenso que hé sobre o povoamento da América,
segundo dados arqueoldgicos, lingiiisticos, antropologicos e genéticos 0s grupos
progenitores dos nativos americanos eram cagadores coletores vindos da Asia pelo
Estreito de Bering no final do Pleistoceno e se dispersaram rapidamente por todo o
continente (SANTOS; TARAZONA-SANTOS, 2002).
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Figura 1. Mapa do Estreito de Bering, a rota mais aceita para explicar o povoamento

das Américas. (Fonte: http://profl5nho.blogspot.com.br/2013 11 01 archive.html).

2.2 Povoamento do Brasil:

Ha cerca de 500 anos, o continente americano comegou a ser colonizado pelos
europeus, determinando um novo cenario na composi¢ao genética da regido continental
e mais precisamente o Brasil (LEITE, 2012). Historicamente, devido o processo de
colonizagdo, a populagdo brasileira ¢ descendente de europeus, amerindios e africanos.
Portanto, a nacdo brasileira ¢ considerada uma das populagdes mais heterogéneas do
mundo (CARVALHO-SILVA et. al., 2001).

Entre 1820-1975 cerca de seis milhdes de europeus entraram no Brasil, na qual
70% destes eram portugueses e italianos (MACHADO, 2012). Outros imigrantes
também vieram entre eles espanhois, alemaes, sirios, libaneses e japoneses (IBGE,
2000) que se espalharam de forma heterogénea entre as diversas regides do Brasil. Para
Callegari-Jacques e Salzano (1999) os imigrantes que chegaram ao territorio brasileiro
entre 1500 e 1972 eram divididos em 58% de europeus, 40% os africanos e apenas 2%
eram asiaticos.

O processo de miscigenagdo iniciou com os primeiros colonizadores e
intensificou ainda mais pela necessidade de povoar a colonia e garantir o dominio
portugués, ja que estes colonos enfrentavam constantes ameagas de outros paises a fim
de invadir o territorio brasileiro (LOPES, 2007). Desde o inicio, a migragao européia foi
marcada por quase exclusivamente homens e até¢ 1808, segundo Ribeiro (1995), estima-
se que cerca de 500.000 portugueses chegaram a nagao brasileira. Os africanos vieram

no século XVI a fim de servirem de mao-de-obra escrava nos canaviais € mais a frente



20

nas mineragdes ¢ plantagdes de café. Posteriormente, outros imigrantes chegaram ao
Brasil no século XIX quando houve a abertura dos portos do Brasil para nagdes amigas
(PENA, 2000).

Entre os anos de 1880 e 1920, os portugueses foram cada vez mais estimulados a
vir ao Brasil, tornando a populagdo predominantemente branca européia. Sabe-se
também que havia uma grande populacdo judaica concentrada em Portugal em 1509 até
serem expulsos pela Inquisicdo, na qual muitos se tornaram “cristdos-novos” e
imigrarem em grande quantidade para o Brasil trazendo o cromossomo Y europeu
(PENA, 2002).

A constituigdo genética atual dos individuos considerados de cor branca obteve
consideradas contribui¢des portuguesas pelo fato dos senhores de terra terem tido filhos
com indias ao chegaram a territorio nacional e formarem os primeiros ramos da familia
brasileira, dando vez aos processos de miscigenagdo (MONTEIRO, 1996), em
contrapartida, a baixa frequéncia de africanos e amerindios pode ser explicada pela

pouca reprodugdo destes com mulheres brancas (WAIZBORT, 2003).
2.3 Histéria da Paraiba:

Segundo os dados estatisticos do IBGE (2010) a Paraiba possui uma populagdo
equivalente a 3.766.528 pessoas. No mesmo ano, o Censo realizou uma pesquisa e
52,7% das pessoas se declaram parda, 39,8% branca, 5,7% negra e 1,8% amarela ou
indigena.

Ao buscar a historia do estado, verifica-se que esta também ¢ fruto de
miscigenagdo. A miscigenacdo ocorreu principalmente entre as mulheres nativas e os
portugueses, ja que a imigracdo das mulheres européias era insignificante
(CARVALHO SILVA et. al., 2001).

Os colonizadores portugueses ao chegarem nesse territorio se depararam
primeiramente com a resisténcia dos nativos americanos que se incomodavam com a
tentativa de invasao. Antes dos portugueses pisarem na Paraiba, os franceses ja estavam
estabelecidos aqui. Interessados no pau-brasil, os franceses tinham uma relagdo de
amizade, estes criaram lagos com os potiguaras, indios nativos, € se uniam
matrimonialmente com as indias (RIBEIRO, 1995). Para que os portugueses ganhassem
forca nessa batalha, eles conseguiram conquistar os indios tabajaras e joga-los contra os

indios potiguaras, ambos eram primitivos ocupantes da terra, mas que se divergiam.
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Em 5 de agosto de 1585 foi oficializada a fundagdo da Paraiba. Os tabajaras
aceitaram o dominio portugués e concordaram com o estabelecimento desses no
territorio, mesmo indo contra os seus irmaos potiguaras. Toda a estratégia politica
administrativa dos portugueses objetivava a subordinagdo da Paraiba a Portugal. Dai por
diante estes se expandiram e colocavam os escravos para trabalhar nos engenhos de
acucar a fim de lucrar com esse grande negocio. Os tabajaras, unidos aos novos
moradores do territdrio, marcharam contra os potiguaras e o resultado disso foi a
emigracdo dos potiguaras para o Rio Grande do Norte e a diminuicdo dos franceses no
litoral do estado (MELLO, 2013)

O império portugués crescia na regido por meio dos grandes engenhos de aglicar
feitos pela mao escrava dos africanos e essa riqueza atraiu os holandeses. O controle
holandés sobre a Paraiba durou apenas vinte anos, de 1634 a 1654 e mesmo assim,
nunca foi um dominio total e a miscigenacdo ndo foi estimulada (FELINTO, 2000).
Entretanto os portugueses atraidos pela beleza feminina do territério conquistado
iniciaram os primeiros ramos de familia. Sérgio Pena (2000) diz em seus trabalhos
voltados a ancestralidade do cromossomo Y: o Brasil ¢ um refugio da masculinidade

portuguesa.

24 Cromossomo Y:

O cromossomo Y representa aproximadamente 2% do genoma humano e tem
aproximadamente 24 Mb (Mega' pares de bases) de comprimento (JOBLING; TYLER-
SMITH, 2003). Estudos realizados em 1950-1960 afirmam que esse cromossomo
contém poucos genes, existindo apenas 76 genes que codificam 27 proteinas
(SKALETSKY et. al., 2003). Composto por trés porcdes distintas: duas regides nas
extremidades dos bracos curtose longos do cromossomo, que possuem mesma
seqliéncia, mesmo gene, com o cromossomo X na qual sofrem recombinacdo, sendo
conhecidas como regides pseudo-autossomicas (PAR 1 e PAR 2) ¢ a terceira € a porgdo
Y- especifica, que constitui mais de 90% do cromossomo sendo esta a regido que nao
sofre recombinacdo, ou seja, ndo trocam genes com outro segmento gendmico (Figura

2)

'Mega equivale a 10° unidades (um milhdo de partes)
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Figura 2. Regides do cromossomo Y, incluindo as regides pseudo-autossomicas e a
regido especifica do cromossomo Y. (Fonte:http://www.jle.com/fr/revues/mte/e-
docs/chromosomes_et _infertilite_ masculine 263878/article.phtml?tab=images, 2004).

A regido nao recombinante do cromossomo Y (NRY) possui polimorfismos que
podem sofrer alteragdes com relativa freqiiéncia, na qual esse tipo ¢ chamado de
microsatelites ou STRs, mas também ha os polimorfismos que apresentam mutagdes
raras, que ocorremapenas uma unica vez, este chama-se de polimorfismo de base tinica
ou SNPs (Single NucleotidePolymorphisms) que normalmente sdo bialélicos ¢ sdo um
tipo de UEP (Uniqueeventpolymorphism) (THOMAS et al., 2000).

Os SNPs geralmente sdo ocasionados por uma substitui¢do de nucleotideos que
nao foram reparados durante a replicacdo de DNA e assim a maioria destas mutagdes €
mais comum serem herdadas no decorrer das geragdes do que ser uma mutagdo nova
(SERRE e HUDSON, 2006). Esses polimorfismos vém sendo identificados na regido
ndo recombinante do cromossomo Y e por esse motivo, os marcadores bialélicos
aplicados a essa regido sao considerados excelentes marcadores de linhagem. Com a
base desses dados ¢ possivel indicar com precisdo a origem de um determinado
cromossomo Y (HUNEMEIER, 2006). Sua importancia foi atribuida também a estudos
associados a identificacdo de variantes associadas a doengas e drogas (PENA, 2007).

Esse polimorfismo possui baixa taxa de mutacdo e podem ser facilmente

reconhecidos em estudos ancestrais ¢ derivados. Além disso, sdo facilmente
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genotipados em técnicas rapidas e simples como a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). Dessa forma, novas informacdes geradas descobriram a historia evolutiva das
populagdes humanas tanto nativas (BORTOLLINI et al., 2003) como miscigenadas
(BORTOLLINI et al., 2004).

A combinagao de alelos para uma série de UEPs do cromossomo Y, na qual
possui uma distribui¢do geografica conhecida, chamamos de haplogrupo (SANTOS,
2004) (Figura 3). Formar esses haplotipos a partir de marcadores com velocidade
mutacionais diferentes proporciona importantes informacdes para a genética
populacional (SANTOS, 2004), pois além de englobar estudos evolutivos com o
cromossomo Y englobam também estudos de interesse historico. Gragas a esse aumento
de informagdes e organizagdo genética, nos ultimos anos ocorreram grandes pesquisas a
partir da por¢do ndo recombinante do cromossomo Y. Hoje a filogénese humana do
cromossomo Y estd padronizada em um sistema de nomenclatura (YCC, 2002), na qual
auxilia as linhas de pesquisa do cromossomo Y por permitir uma classificagcdo
sistematica e ndo ambigua de novos haplogrupos que fossem descobertos
(FIGUEIREDO, 2012).
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Figura 3. Arvore filogenética dos haplogrupos do cromossomo Y. (Fonte: The human
Y chromosome: an evolutionary marker comes of age, 2003).
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2.5 Marcadores e haplogrupos do cromossomo Y:

Para esclarecer questdes de origem e evolugdo do homem, a genética busca
utilizar uma variabilidade gendomica como ferramenta para compreender o cendrio
evolutivo. Essa variabilidade nos estudos genéticos ¢ denominada de marcadores
genéticos moleculares (CAVALLI-SFORZA, 1998). Grandes indugdes historicas
geograficas a respeito de eventos relacionados a processos migratorios e de colonizagao
tém sido obtidas por meio destes marcadores (LEITE, 2006).

Os marcadores genéticos escolhidos nesse estudo levaram em conta a historia da
miscigenagdo brasileira, visto que os europeus, amerindios e africanos exploraram essa
o territorio brasileiro. Dessa forma, os haplotipos dessas populagdes sao definidos pelos
marcadores M343 (haplogrupo R1b*), SRY 1532 (haplogrupo R1a), YAP (haplogrupo
DE*) e DYS199 (haplogrupo Q3*).

2.5.1 Haplogrupo R

O haplogrupo europeu geral do cromossomo Y ¢ representado como R*. A partir
dele ramificam-se os outros haplogrupos europeus, que tem uma grande contribuicdo na
formagdo da genética na populagdo brasileira. Ela consiste em dois subgrupos: Rla e
R1b. O Rla encontra-se frequentemente na parte leste da Europa, concentrado na
Europa Oriental e o Rlb ¢ freqliente na parte oeste do continente europeu,
compreendendo a Europa Ocidental e Central (CHIARONI, 2009).

O Rla surgiu na Asia Central, aparentemente no Sul da Sibéria e a
aproximadamente 8.000 a 9.000 anos atras se espalharam pela parte leste da Europa ¢
Ilhas Britanicas. E encontrado em 62% da populagdo da Russia, e 55% da populagdo da
Bielorrtssia, Polonia e Ucrania (KLYOSOV et al., 2012). O haplogrupo Rla pode ser
analisado por meio do marcador SRY 1532, caracterizada pela substitugdo do
nucleotideo A para G, sendo A o alelo ancestral ¢ G o alelo derivado, na posi¢ao 1532
do gene SRY no brago curto do cromossomo Y (RAMANA et al, 2001).

A origem e a historia do sub-haplogrupo R1b preenche quase 60% da Europa
Ocidental e Central, além disso, este pode estar presente na Asia Menor, Oriente Médio,
muitos locais da Asia Central, Noroeste da China entre outras regides (KLYOSOV,
2012). O R1b ¢ caracterizado pela transversdo de C para A, sendo o A o alelo derivado

e o C alelo ancestral. Segundo afirmagdes historicas a populagdoera relativamente
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homogénea geneticamente, caracterizadas pela mutacdo M173 no Cromossoma Y, e

posteriormente viriam a desenvolver a mutacdo M343, originando o Haplogrupo R1b (

Figura 4). Esse polimorfismo, por sua vez, ¢ mais freqiiente principalmente na
populacdo portuguesa, holandesa e francesa. Todas essas populagdes européias
estiveram no Brasil e fizeram parte da historia paraibana também. Mas segundo

pesquisas de Sérgio Pena e seus colaboradores (2000) voltadas para a ancestralidade

T~ "EURASIAN ADAM”
31,000 to 79,000 years ago

r
brasileira, a populacdo portuguesa prevalece, na qual 98% dos haplogrupos do

cromossomo Y encontrados sdo atribuiveis a fonte européia e principalmente

direcionados aos portugueses.

Figura 4. Haplogrupo R1b. Marcador M343. (Fonte: Haplogroup R1b (M343): Cro-
Magnon blueollie, 2011).

2.5.2 Haplogrupo Q3

O principal marcador dos nativos americanos, o DYS199 na qual define o
haplogrupo Q3, pode também influenciar nas investigacdes genealdgicas. Esse
marcador originou-se provavelmente na Beringia, depois que imigrantes asiaticos
deixaram a Sibéria (SANTOS et. al., 1999). A baixa frequéncia na Sibéria, muito
provavelmente foi devido a migragdo reversa da América para a regido (UNDERHILL

et. al., 1996).
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A grande maioria dos cromossomos Y analisados dos nativos americanos
apresenta como ancestral um cromossomo colonizador que contém a mutagao (transicao
de C para T) que define o DYS199, indicando dessa forma, que as migragdes deste
vieram da Asia, pelo menos do cromossomo Y, e foram direcionadas a terras virgens
americanas. Mas uma pequena parcela dos nativos americanos ndo possui essa mutacao
que os fazem participar do DYS199 e que estdo presentes em outras populacdes na
Asia, Europa e Africa. Se analisarmos em detalhes é provavel que esses nativos
americanos sejam provenientes das populacdes européias ou africanas por esses povos

terem chegado a America depois de 1492 (PENA, 2002).

2.5.3 Haplogrupo DE*

Em se tratando da Africa, como se sabe, o Brasil recebeu uma grande porgao de
escravos provenientes dessa regido. Estes fazem parte do haplogrupo DE* que surgiu a
cerca de 50.000 anos no Noroeste da Africa ou no Oriente Médio, podendo ser definido
pelo marcador de ancestralidade o YAP(+/-) (OLIVEIRA, 2011).

O cromossomo Y contendo o YAP ¢ conhecido também por apresentar a
insercao Alu. Esta ¢ definida pela presenca ou auséncia de aproximadamente 300 pb no
genoma. A maioria dessas inser¢des ¢ recente, muitas vezes polimorfico e podem ter
diferentes freqiiéncias em diversas populagdes humanas. Além disso, € pouco
improvavel encontrar a mesma insercao Alu no mesmo lugar e por esse motivo sdo
importantissimos nos estudos para entender a evolugdo humana (PEREIRA, 2010).
Uma inser¢do Alu pode determinar alteragdes no gene e as formagdes dessas mutagdes
podem permitir a definicdo de um grupo.

O YAP ¢ particularmente til em estudos voltados para genética de populagdes,
pois ¢ uma inser¢do Alu ¢ dessa forma a sua ndo recombinagdo oferece resultados
rapidos e precisos por meio de PCR e técnicas de eletroforese. Os estudos feitos por
Batzer e Deininger (2002), revelaram que o elemento Alu no cromossomo Y ¢ inserido
na mesma posicdo em diferentes individuos de amostras populacionais diferentes,
considerando que a inser¢cdo YAP+ destes individuos tem um ancestral comum. Esse
marcador genético, YAP, é mais encontrado na Africa Sub-Sahariana e estendendo-se
ao Norte da Africa (HAMMER; HORAI, 1995). Raramente pode ser encontrado na
Europa, assim como na Oceania e Asia (HAMMER, 1994), com excecdo apenas do

Japdo, na qual possui alta freqiiéncia.



28

2.6 Doengas genéticas:

ApoOs varias décadas ainda € possivel encontrar populagdes com caracteristicas
ancestrais conservadas. Um dos fatores que podem manter essa conservagao genética
sdo os casamentos endogdmicos que além de diminuir a variabilidade genética da
populacdo, favorece também ao aparecimento de caracteristicas recessivas que podem
ocasionar doencas genéticas (MACHADO, 2012). Essas unides sofrem a agdo evolutiva
e interfere de certa forma nas frequéncias genéticas. Estudos revelam que a associa¢do
entre a ancestralidade e a ocorréncia de determinadas doencas genéticas existe e
dependendo do grupo ou regido geografica pode haver um risco diferencial (PENA,
2005; HABER et. al., 2011).

Quando se trata de doengas genéticas, elas podem ser monogénicas, quando a
mutagdo ocorre em um unico gene, podem ser cromossdmicas, quando a mutagao afeta
a estrutura ou numeragdo dos cromossomos, ou multifatoriais, quando ocorre uma
combina¢do dos fatores ambientais com a mutagdo em genes multiplos e mitocondriais
(MACHADO, 2012). Além disso, elas podem ser classificadas como dominantes,
quando apenas um alelo que sofreu mutagao ¢ o responsavel pela doenga e recessivo
quando hé a necessidade de dois alelos mutados para que a doenga genética seja
expressa. Geralmente, as doencas genéticas denominadas recessivas possuem uma
incidéncia populacional baixa, na qual o acontecimento frequente de casamentos
endogamicos ¢ que pode elevar essa frequéncia. Estudos revelam que aborto,
esterilidade, ocorréncia de malformagdes entre filhos gerados em casamentos
consanguineos ¢ maior do que os filhos nascidos de pais ndo aparentados (ALRIFAI,
WOODY, 2007).

Uma das doencas consideradas raras, que podem ter sofrido contribuicao
genética migratoria sdo as MPS. Desde abril de 2004 a setembro de 2006 foram
diagnosticados 161 casos de MPS, além de 88 novos casos previamente diagnosticados.

A incidéncia no Brasil ¢ de 1:1.298.469 nascidos vivos (MABE et. al., 2004).

2.6.1 Mucopolissacaridoses:

As MPS sdo um grupo de doengas genéticas herdadas de maneira autossdmica
recessiva, com excecdo apenas da MPS tipo II, na qual ¢ uma heranga ligada ao X
(VIEIRA, 2007). Elas sao ocasionadas pelo erro na atividade de uma das onze enzimas

lisossdmicas envolvidas na degradacdo dos glicosaminoglicanos (GAGs). A degradagdo
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prejudicada leva consequentemente, ao acimulo intralisossomico dessa substancia, que
além de serem acumulados na célula também sdo secretados em grande quantidade na
urina dos pacientes diagnosticados com MPS. O resultado ¢ um comprometimento na
fungdo celular e orgdnica, além de levar a um grande nimero de manifestagdes clinicas
que afeta progressivamente multiplos 6rgaos (VIEIRA, 2007).

As MPS foram divididas em sete principais tipos (Tabela 1) dependendo da
enzima que estda deficiente e quanto ao substrato que se acumula (NEUFELD,
MUENZER, 2001). Essa doenga compromete principalmente o sistema esquelético e
cardiopulmonar, cornea, pele, figado, bago, cérebro e meninges (SCHWARTZ et. al.,
2001).

Tabela 1 - Classificagdo das MPS

Tipo Nome Enzima Deficiente Sigla GAGs na urina
de
MPS
I Hurler, Huler- o- iduronidase IDUA Dermatan e
Scheie, Scheie Heparan Sulfato
I Hunter Iduronato-2-sulfatase IDS Dermatan e
Heparan Sulfato
IIA Sanfilippo A Heparan-N-sulfatase SGSH Heparan Sulfato
11IB Sanfilippo B a-N-acetilglicosaminidase | NAGLU Heparan Sulfato
HIC Sanfilippo C AcetilCoA: a- GNAT Heparan Sulfato
glicosaminaacetiltransferase
HiD Sanfilippo D N-acetilglicosamina-6- G6S Heparan Sulfato
sulfatase
IVA Morquio A N-acetilglicosamina-6- GALNS Queratan Sulfato
sulfatase
IVB Morquio B - galactosidase GLBI Queratan Sulfato
VI Maroteaux-Lamy | N-acetilgalactosamina-4- ARSB Dermatan Sulfato
sulfatase
VII Sly B-glicuronidase GUSB Dermatan e
Heparan Sulfato
IX Natowicz Hialuronidase HYALI Acido Hialurdnico

Fonte: Adaptado de NEUFELD; MUENZER, 2001

O desenvolvimento da doenga € progressivo e o envolvimento ¢ multissistémico.
A maioria das criangas diagnosticadas nasce normalmente e apenas mais a frente no
decorrer dos primeiros anos de vida ird apresentar os primeiros sinais e sintomas da

doenga (VIEIRA, 2007). O diagnostico ¢ feito primeiramente a partir de suspeita
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clinica. O médico encaminha para o exame laboratorial e identifica a quantidade de
GAGs na urina (GIUGLIANI et. al., 2010; WOOD et. al., 2012).Posteriormente realiza-
se um teste qualitativo para identificar o tipo de GAGs que esta em alta concentra¢do na
urina.Para essa doenga ndo hé cura, mas os efeitos podem ser minimizados por meio da
terapia de reposi¢ao enzimatica (TRE) que ¢ um tipo de tratamento ja disponivel para os

tipos I, I, IV e VL.

2.6.1.1 MPS tipo IV-A:

A MPS tipo IV-A ¢ uma doenca autossomica recessiva causada pela deficiéncia
da enzima n-acetil-galactosamina-6-sulfatase (GALNS) levando ao actmulo de
queratan-sulfato no interior da célula. Esse GAGs ¢ um componente da N-
acetilgalactosamina formando um componente presente nas cartilagens e corneas. O
gene para 0 GALNS estd localizado no cromossomo 16q24.3 e possui 14 exons.
Alteragdes silenciosas e polimorfismos j& tém sido descritos. Cerca de 140 mutagdes ja
foram estudadas e aproximadamente 70% dessas mutagdes sdo do tipo missense ou
também chamada de mutagdo sem sentido (TOMATSU et. al., 2005).

As manifestacdes mais evidentes e precoces € o comprometimento das
articulacdes e do sistema esquelético (CAMELIER, 2011).Essa sindrome também ¢
caracterizada por baixa estatura, doenga Ossea grave e inteligéncia mental normal,
deformagdo nas maos, pescoco curto, entre outros sinais. Ela foi descrita pela primeira
vez em 1929 por um médico pediatra uruguaio,LuisMorquio, na qual este descreveu
uma familia com quatro criangas afetadas que apresentaram os sintomasda doenca cujos
pais eram primos de primeiro grau (NEUFELD; MUENZER, 2001).

Segundo Santoset al (2013), a endogamia e os casamentos consangiiineos sdo
frequentes nos estados do nordeste brasileiro. Recentemente com o desenvolvimento
dessas analises de consaguinidade na populagdo, Santos e seus colaboradores puderam
descobrir uma doenca genética, na qual denominaram de Sindrome de Spoan e segundo
eles ha uma ligacdo com os casos de consaguinidade. Nessa pesquisa, os municipios do
Rio Grande do Norte e da Paraiba mostraram que de 9% a 41% dos casamentos sdo
entre membros da mesma familia e isso ocasiona o aumento de recessividade nos

individuos, levando a formagao de doengas genéticas.
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3  PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Sujeitos da Pesquisa

Foram analisados 14 pacientes, sendo 9 do sexo masculino, e 5 parentes diretos
do sexo feminino. As amostras sanguineas coletadas, no caso de pacientes no sexo

feminino, foram oriundas de parentes diretos, tais como: pais ou tios(
Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdodas amostras sanguineas coletadas

AMOSTRAS
ORIGEM QUANTIDADE
Homens Proprio paciente 9
Mulheres Pais ou Tios 5

Fonte: Proprio autor a partir dos resultados da pesquisa, 2016.

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular

(LGBM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina Grande-PB.

3.2 Etapas da Pesquisa

3.2.1 Extracao de DNA:

A extracdo do DNA foi realizada a partir do sangue das amostras coletadas no
HUAC. Esse procedimento foi realizado seguindo um protocolo modificado de extragdo
organica com o fenol-cloroféormio (SAMBROOK et. al., 1989).

3.2.2 Reacao em cadeia de Polimerase (PCR):

Para a amplificacio do DNA, foram utilizados os marcadores descritos na
Tabela 3que foram padronizados e aplicados nas amostras sanguineas.

Todos os marcadores foram analisados separadamente em reagdes de PCR com
condigdes diferentes. No marcador M343 foi utilizado de 1-2ul. de DNA, dependendo
da amostra.Foram aplicados 0,25 mM: milimolar de dNTP: desoxinucleotideo tri-
fostato, 1,15 mM de tampao IB (KAPA) 10x, 0,8uM de iniciadores diretos e 0,8uM de
iniciador reverso, 1U de Taq polimerase (KAPA). Ao término da reagdo, seguiu ao
termociclador (Veriti 96 Thermo Fisher) com o programa que possui 35 ciclos
distribuidos a 95°C para 5 minutos para a desnaturagdo inicial, 94°C para 30 segundos,

50°C para 30 segundos, 72°C para 1 minuto de anelamento e uma extensao final de 72°C
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para 5 minutos. O resultado foi visualizado em uma cuba horizontal de eletroforese

contendo gel deagarose a 1% com brometo de etilio e tampao TAE 0,5X.
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Tabela 3 - Marcadores utilizados no cromossomo Y para a andlise de ancestralidade dos pacientes de MPS tipo IV-A do HUAC.

ha oy o> pb:Pares de Modo de o o
Marcador Sequéncias’ -3 Base Detecciio Haplogrupo | Regido Referéncia
SRY-1532 | TCCTTAGCAACCATTAATCTGG 167pbou 112pb | Em gel' (Dra Rl Europa %%%/MMWMWU m%%mmw
AAATAGCAAAAAATGACACAAGGC e 55pb III) 2001) ’
M343° TCTGATTCGCACAAGGCTC . (ROTHE, 2014)
194pb Seqilenciamento R1b* Europa
CACCTTTGTCCTCTTGCTC
DYS199 TAATCAGTCTCCTCCCAGCA | (UNDERHILL et. al.,
202pb Em gel' (Mfe I) Q3 Amerindia 1996)
AGGTACCAGCTCTTCCCAATT
YAP CAGGGGAAGATAAAGAAATA . (HAMMER; HORAI,
150pb ou 455pb Em gel DE* Africa 1995)
ACTGCTAAAAGGGGATGGAT

' Gel de poliacrilamida a 8% com enzima de restrigao; rs9786184
Fonte: Propria autora a partir dos dados da pesquisa, 2016.
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Para a reagdo de PCR do marcador YAP foram 12,5 puL de volume final, 1,0 uL.
de DNA, 0,18 mM de dNTP, 1,15 mM de tampao 10x, 0,14uM de iniciador direto e
0,14puM de reverso, 1U de Taq polimerase (KAPA). As condigdes de amplificagdo com
30 ciclos divididos em 94 °C para 2 minutos, 94 °C para 1 minuto, 51°C para 1 minuto e
72 °C para 1 minuto. O produto de PCR foi visualizado em gel de poliacrilamida a 8%
apos 2 horas de corrida em TBE 0,5X e corado com nitrato de prata.

No SRY 1532 foram preparados um volume final de 12,5 uL, 1,0 uL. de DNA,
0,18 mM de dNTP, 1,15 mM de tampao 10x, 0,58uM de iniciador direto e 0,58uM de
reverso, 1U de Taq polimerase. Seguiu para o termociclador com 32 ciclos e
desnaturagdo inicial de 95°C para 10 minutos, 94°C para 30 segundos, 56°C para 20
segundos, 72°C para 1 minuto e 72°C para 10 minutos. O resultado da PCR foi visto em
gel de poliacrilamida a 8% ap0s 2 horas de corrida em TBE 0,5X. Apos confirmagdo do
funcionamento da PCR em gel, esta seguiu para a digestdo enzimatica a 37 °Cpor
overnight e foi submetida posteriormente ao gel de poliacrilamida 8% e nitrato de prata
para verificagdo dos resultados.

Para o marcador DYS199 cada amostra recebeu 1pL DNA, 1,15 mM de
tampao 10X, 0,18 mM dedNTP, 0,23uL de iniciador direto e 0,23 uL de reverso, 1U de
Taq polimerase. Foram 30 ciclos sendo distribuidos em 94°C para 2 minutos, 94°C para
I minuto, 61°C para 1 minuto, 72°C para 1 minuto e 72°C para 5 minutos.
Posteriormente submetidos a digestdo enzimdtica em banho Maria com 37 °C em
overnight. A andlise foi realizada no gel de poliacrilamida a 8% e visualizada em nitrato

de prata.

3.3 Digestao enzimatica:

Os marcadores analisados por enzima de restrigdo, DYS199 e SRY 1532,
tiveram o produto de PCR digeridos por uma enzima especifica que permitia diferenciar
os alelos alternativos. Na Tabela 4 encontram-se as condigdes da digestdo de cada um.
No SRY 1532 utilizou-se a enzimaDralll com 0,5uL de tampao 1X, 0,2 pL. da enzima
especifica, 5 uL. de PCR, 4,3 puL de agua mili-q ¢ 10 pL de 6leo mineral. No DYS199
utilizando a enzima Mfe [ foram aplicadas nas mesmas condi¢des do SRY 1532. Apds o
término da digestdao,encubados a 37 °C em overnight,as amostras foram analisadas por

meio do gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato de prata.
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Tabela 4 - Enzimas de restrigdo utilizadas nas analises.

Enzima Fabricante/tampao Temperatura
Dra Ill FERMENTAS 37°C
Mfe | FERMENTAS 37°C

Fonte: Propria autora a partir dos dados da pesquisa, 2016.

3.3.1 Sequenciamento das amostras

O marcardor M343 foi o unico a ser sequenciado para que fosse possivel
conferir a posi¢do da mutagdo e, por meio disso, definir o haplogrupo das amostras.
Primeiramente, as amostras foram purificadas utilizando as enzimas hidroliticas EXO I
(Exonuclease I), que tem por fungdo digerir o excesso de primerse SAP
(ShrimpAlkalinePhosphatase) que ¢ utilizada para degradar excesso de nucleotideos
provenientes da PCR.Em seguida, a PCR foi submetida a reagdo com
BygDyeTerminatorv3.1 CycleSequencing kit, usando 4,75ul de dgua ultra pura, 1,75ul
de tampao de sequenciamento 5X, 0,5ul de DyeTerminator, 0031l do primer e 6 ul do
produto de PCR. As condic¢des de termociclagem da reacdo consistiram em 1 minuto a
96°C seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15segundos a 50°C e 4 minutos a
60°C. Em seguida os produtos sequenciados foram purificados por precipitacdo
comEDTAe entdo seqiienciadosbidirecionalmente em sequenciadores autométicos de
DNA: ABI PRISM 3500XL GeneticAnalyzer, de 24 capilares.

3.3.1.1 Analise de dados sequenciados:

Para a verificacdo da qualidade da sequéncia foram utilizados o programa
GeneticAnalyzer 3.0 (AplliedBiosystems) e o SequencingAnalysis v.5.1. Em seguida,
apos verificagdo da qualidade da sequencia, foi feita a jungdo da sequencia forward com
a sequencia reverse de cada amostrautilizando o programa Bioedit. A fim de encontrar
a ancestralidade das amostras submetidas ao seqiienciamento estas foram submetidas ao

alinhamento multiplo realizado pelo programa Mega6.
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4 RESULTADOS

Foram analisados os seguintes marcadores do cromossomo Y: SRY 1532,
YAP, DYS199 e 0 M343. Sendo estes analisados a 14 amostras coletadas para estudo.

A submissdo das amostras a cada marcador seguiu um padrdo hierdrquico, na
qual ndo sendo definido por um marcador passava-se para o proximo. Cada um deles
define um haplogrupoespecifico como descrito anteriormente na tabela 2. Com essa
descricdo ¢ manuseio correto dos iniciadores foi possivel verificar a contribuigdo de
diferentes populagdes na variabilidade genética do cromossomo Y das amostras em

estudo.

4.1 Determinacao ancestral pelo iniciador YAP e DYS199.

Os pacientes apresentam ancestralidade ndo africana, marcada pela presenga do
fragmento de 150 pb resultando em YAP negativo. Apenas um paciente da amostra,
M2, apresentou YAP positivo, sendo identificado pelo aparecimento da insergao de 450
pb, como mostrado na Figura 5abaixo. O paciente M5 foi repetido e os demais que
restam acrescentados posteriormente para confirmacdo do resultado e estes também

foramnegativos para ancestralidade africana.

Filhos (M)

MA 1 2 5 6 8 11 12 18

Figura 5 - Amplificacdo do marcador YAP. Ma (marcador) de 100pb; M (pacientes);
Y AP positivo inser¢do 450pb ¢ YAP negativo 150pb. (Fonte: Propria autora a partir dos
dados da pesquisa, 2016).

Quanto ao marcador DYS199, nenhuma amostra submetida apresentou

contribuicdo amerindia em seu cromossomo Y.
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4.2 Analise do SRY 1532:

Definido pela transversdo de A para G, sendo A o alelo ancestral e G o alelo
derivado para o haplogrupoR1a, apenas uma amostra, como demonstrada na imagem a
seguir, apresentou contribui¢do europeia oriental, regido onde este haplogrupo

prevalece.

Filhos (M) Parentes Diretos (CM)

MA 1 5 6 8 11 12 18] 2 3 4 5 6 7 C+ C-

Figura 6-Resultados do marcador SRY 1532 em gel de agarose 1%. Ma (marcador) de
100 pb. 167pb — R1a; 112pb e 55pb — descendéncia europeia; M (filhos); CM (pais/tios

das pacientes); C+ (controle positivo); C- (controle negativo).Fonte: Propria autora a partir
dos dados da pesquisa,2016.

Os demais pacientes ndo mostrados na imagem foram sendo acrescentados ao
gel no decorrer do trabalho. Apenas o CM3 apresentou o fragmento de 167 pb,
confirmando a presenga do alelo G, que define o haplogrupoR1a. Os demais pacientes
obtiveram o fragmento de 112 pb e 55 pb, dando o alelo A que estd presente em outras

regides européias como por exemplo a Europa Ocidental.

4.3 Sequenciamento M343:

A classifica¢do ancestral dos pacientes quanto ao haplogrupo R1b* foi feita por
meio de sequenciamento. O alinhamento da seqiiéncia referéncia européia adquirida do
banco de dados do NCBI com as sequéncias das amostras da pesquisa foi feita no
programa Mega6.Essa seqiiéncia referencia possui ao total 1001 pares de bases no seu
gene e para que o alinhamento fosse otimizado (alinhamento local) a seqiiéncia direta e
a seqliencia reversa do marcador M343 (rs9786184) retirada do trabalho do autor

ROTHE (2014) foi encontrada e o fragmento desejado foi utilizado. A mutacdo se
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encontra na posicdo 120 do gene. Das 12 amostras sequenciadas, visto que duas
amostras ja tiveram sua ancestralidade encontrada nos marcadores anteriores, 9
apresentaram o alelo derivado A que define a participagdo nohaplogrupoR1b* ¢ 3
amostras relataram o alelo ancestral C definido pelo R*(Figura 7).Na Figura e Figura
h4 uma explanagdo do cromatograma do paciente M1 e M8 para comprovar a presenga
do alelo na posicdo 120. A confirmacdo desses dados também foi feita por meio do
alinhamento simples da sequéncia referéncia e a amostra em especifico no Mega6, além
do alinhamento da seqiiéncia estudada com demais do Blast no NCBI. Todosos

procedimentos confirmaram a presenga dos alelos A ou C na posi¢do mencionada.

Drata Edit Search Alignment ‘Web Seqguencer Drisplays Help
Do Bl %F | = 0 fn | W 24| m L

DA Sequences __Ti;anslalad Protein :'-E‘:equ ences |

SpeciesSAbby Groun Hame - s i | e - o e i ool -2 ol Al e il ghe ot
1. Eurcpeu IIIIIIIIHII III gn Brliaz
2. ez aEr@ccczcBlxzBrrecatles ExBax
. s ENEHEEsET - NN EEsfkEs HAH
4. Me AETrEEEcTcET III E= AEE
5. = IEIIIIEI TETTEER + En ExBax
6. Mal rErEcEErE@TETrTEEA 3 ca Ha@aE
7. iz aEr@cccrc@rBrreca 3 E= BxBaT
2. Mi4 AETEEEETEETETTEER 3 Ea Ba@az
= mis aErScccrE@TETTESs 4 E= BExBatT
Lo, o2 IIIIIIII II III 4 Ex Iﬂl
1i. o7 aEr§cEcrelT ll g=

z2. o222 afrEcecrc@rErreeatden ExBas

Figura 7 Sequenciamento do cromossomo Y dos parentes diretos e pacientes com MPS

tipo IV-A na Paraiba. Em destaque a posi¢ao 120.
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Figura 8 Cromatograma do paciente M1.
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Figura 9 Cromatograma do paciente M8

A paciente M15 nao foi seqiienciada por ser da familia paterna direta do paciente
M14, dessa forma o resultado apresentado pelo MI15 também representa a

ancestralidade desta por serem da mesma familia.

4.4 Haplogruposencontrados:

Na Tabela Sencontra-se os haplotipos, a ancestralidade e o respectivo

haplogrupo encontrado nas amostras.

Tabela 5 Resultado final da ancestralidade paterna dos pacientes ¢ parentes diretos

Paciente/ Parentes | Alelo Ancestralidade Marcador | Haplogrupo
diretos
M1 A Europeu Ocidental M343 R1b*
M2 + Africa YAP DE*
M5 C Europeu M343 R*
M6 C Europeu M343 R*
M8 C Europeu M343 R*
M1l A Europeu Ocidental M343 R1b*
M12 A Europeu Ocidental M343 R1b*
M14 A Europeu Ocidental M343 R1b*
M15 A Europeu Ocidental M343 R1b*
M18 A Europeu Ocidental M343 R1b*
CM2 A Europeu Ocidental M343 R1b*
CM3 G Europeu Oriental SRY 1532 Rla
CM7 A Europeu Ocidental M343 R1b*
CM22 A Europeu Ocidental M343 R1b*

Fonte: Propria autora a partir dos dados da pesquisa, 2016.

A porcentagem equivalente para cada haplogrupo encontrado estd representada
no Grafico 1 seguinte.
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Haplogrupos encontrados

70,00% 64,29%
60,00%
*
50,00% .
ER1
40,00% .
DE*
30,00%
W R*
20,00%
10,00% 7,14% 7.19% =03
7 (o]
0%

0,00%

Grafico 1 Resultado total dos haplogrupos do cromossomo Y encontrados em parentes
diretos e pacientes diagnosticados com MPS IV-A na Paraiba.Fonte: Propria autora a
partir dos dados da pesquisa, 2016.

O haplogrupo que prevaleceu foi o R1b*, visto que este ¢ presente em sua
maioria na Europa Ocidental, em evidéncia na regido portuguesa. A segunda maior
porcentagem foi dada ao R*, na qual sua presenca caracteriza a regido européia e dele
surgi os subgrupos que podem definir mais precisamente outras regides continentais.Os
haplogrupos DE* e Rla foram encontrados em pequena quantidade, demonstrando que
a contribuicdo dos Europeus orientais e os africanos ndo foram relevantes em
comparacdo aos portugueses. Observa-se ainda que o haplogrupo Q3, caracteristico dos
amerindios, estd completamente ausente na populagdo analisada, mostrando que estes
derivaram em grande maioria das populagdes asiaticas. Outra parcela minima desse

haplogrupo pode ser encontrada em poucas populagdes européias, africanas e asiaticas.




41

5 DISCUSSAO

Osdados obtidos corroboram com os estudos anteriores relacionados a
ancestralidade da populacdo brasileira, na qual confirma o padrdao de miscigenacdo que
o Brasil obteve durante sua conquista ¢ nessa mistura a contribuicdo européia,
principalmente portuguesa do cromossomo Y.

Apesar de ser uma doenga rara, na Paraiba os casos de MPS IV-Aapresentam
um numero elevado em relacdo a outras regides. Além disso, um fator comum
encontrado no historico dos pacientes ¢ que a maioria destes apresenta casos de
consangiiinidade na familia. Como se sabe a consaguinidade pode ser um fator para o
aumento da doenga. No heredograma dos pacientes dessa pesquisa encontram-se
familias com mais de uma pessoa afetada com essa patologia. Dentre as catorze pessoas
submetidas a analise de ancestralidade paterna, apenas quatro ndo tinham vinculo
familiar com outro participante. Os demais eram parentes proximos, como irmaos e tios
ou tias paternos. Esses casos de consangiiinidade no nordeste ndo sdo raros, visto que
segundo a pesquisa desenvolvida por Santos e colaboradores (2013) em cinco
municipios do Rio Grande do Norte e no Nordeste brasileiro, na qual entrevistou 7.639
casais (correspondente a cerca de 40% de toda a populagdo dos distritos estudados)
revelou alta ferquéncia de casamentos entre parentes variando de 9% para 32%. Esses
dados segundo esses pesquisadores, mostraram a presenca de uma associagdo direta
entre consaguinidade e uma doenga genética que denominaram Sindrome de Spoan.

No norte de Portugal, a MPS ¢ mais encontrada com incidéncia de 1:167000
(FULLER et al., 2006) enquanto que no Brasil a incidéncia de MPS tipo IV-A equivale
a 1:1.298.469 nascidos vivos (MABE et. al., 2004).

A maior porcentagem atribuida ao haplogrupo R1b, freqiiente na Europa Ocidental,
confirma o dominio portugués ao chegarem no territorio paraibano. Os estudos
realizados por Pena e colaboradores (2000) relacionados a patrilinhagens brasileiras
afirma que a contribui¢do genética européia predomina no Brasil, principalmente ligada
aos portugueses.

A segunda maior porcentagem desse estudo foi atribuida ao haplogrupo R* com
21,43%. Este, por sua vez, define o continente europeu e a partir dele se sucede os sub-
haplogrupos, R1a e R1b. A presenca do R* nas amostras confirma mais uma vez a
significativa contribuicdo genética que os europeus deixaram na regido. Uma pesquisa

de genotipagem feita com brasileiros por Callegari-Jacques e colaboradores (2003)
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constata mais uma vez as contribuigdes amerindias, africanas e européias que o Brasil
recebeu, com predomindncia principal européia.Segundo Pereira (2010) a proibi¢ao do
trafico de escravos em 1850, a elevada mortalidade da populagdo negra e o forte
estimulo a imigracdo europé€ia, além da intensa miscigenagdo gerou uma alteragdo na
composicdo  étnica da  populacdo  brasileira. Os europeus foram os
principaisresponsaveis por essa alteracdo. Segundo Soares-Vieira et al., (2008), os
varios estudos realizados (Costa et al., 2002; Domingues et al., 2007; Silva et al., 2006)
desenvolvidos em diferentes populacdes brasileiras mostraram que a origem do
cromossomo Y nacionalmente ¢ quase exclusividade européia.

Os africanos, representados pelo haplogrupo DE*, puderam deixar poucas
contribui¢des genéticas no territorio paraibano. Os portugueses foram os Unicos a
efetivar uma colonizagdo africana antes do século XIX e isso permitiu um alto fluxo de
escravos. Uma das explicagdes plausiveis para a baixa presenca de Y africano na
genética dessa populagao € vista no processo de colonizagdo, na qual 80% dos escravos
comprados eram adultos e dois tergos deles eram homens. Isso gerou um impacto
negativo no crescimento da populacdo do pais na qual eles chegavam. Os escravos
africanos apresentavam uma faixa etdria muito distorcida e quando chegavam ao Brasil,
a estrutura geral da populagdo era incompativel para reproduzir-se. O preco alto desses
também influenciou, onde a presenca negra na Paraiba foi menor em comparagdo aos
demais estados nordestinos (FREYRE, 2003).A unido entre portugueses e mulheres
escravas era um fator raro.

Além disso, no Brasil no século XIX, havia a liberdade voluntaria de criangas e
mulheres, enquanto que entre os homens predominava a compra (LIBBY; PAIVA,
2000). Com a emancipagdo dos escravos e contratacdo de lavradores europeus para
trabalhar nos cafezais, que os afro-brasileiros se tornaram minoria na populagdo
(KLEIN, 1986).

A auséncia de registros genéticos amerindios também foi analisada. Apesar de
estudos historicos afirmarem que os primeiros americanos vieram pelo estreito de
Bering da Sibéria, a forma como estes se fixaram no territorio da América ainda ¢
cercado por imensas discussdes e incertezas (SILVAet al., 2002). Além disso, essas
populacdes amerindias em estudos de marcadores moleculares uniparientais e
biparentais tém mostrado que a variabilidade genética entre os amerindiosno continente
americano ¢ resultado de um isolamento geografico destes. Esta variabilidade pode estar

associada a deriva genética e o efeito fundador que interfere em grupos pequenos
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(MACHADO, 2012). Segundo os estudos de Alves-Silva e seus colaboradores (2000)
em uma amostra de mais de 200 individuos, nenhum haplogrupo amerindio foi
encontrado na linhagem patrilinear brasileira, mostrando que os indigenas deixaram
poucos descendentes.

No ano de 1500 essa populagdo amerindia foi reduzida, pois segundo o IBGE
(2000), apenas 0,36% da populagdo no nordeste se declararam nativos americanos. Os
dados moleculares também confirmam a contribuicdo mais baixa desse grupo
populacional em comparacdo com aos europeus e africanos (FELIXet al., 2010).

Outro motivo com embasamento historico que também pode ter ocasionado a
restricdo dos nativos americanos na Paraiba ¢ justificado pela forte influencia que os
europeus exerciam sobre estes. Os nativos americanos, os potiguaras, emigraramem sua
maioria para o Rio Grande do Norte por questdes de conflito com os colonizadores
(MELLO, 2013) e o grupo nativo que permaneceu no estado paraibano, os tabajaras,
mantiveram vinculo matrimonial com os portugueses. Foi a partir dessas relagdes entre
portugueses € nativos americanos que os primeiros ramos da familia foram sendo
estabelecidos. Além disso, as mulheres brancas européias ndo eram freqiientes entre
estes colonizadores e dessa forma com o alvard de 4 de abril de 1755, a miscigenagdo
foi ainda mais incentivada ao afirmar que os portugueses que se casassem com mulheres
indigenas nao ficariam infames (ALMEIDA, 1980).

Os dados observados corroboram com os dados histéricos do povoamento da
Paraiba, principalmente da regido do Cariri, inicio do povoamento no estado sendo
descrita por serem iniciados por familias de portugueses. (Em comunicacgio pessoal com

o historiador Durval Lelys).
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CONCLUSOES

Conclui-se que a MPS IV-A pode estar associada com a ancestralidade
européia,visto que os pacientes apresentaram maior contribui¢do dessa regido
equivalente a 92,86% distribuidos entre os haplogrupos R*, Rla* e RIb*. A
descendéncia portuguesa se sobressai entre os pacientes ¢ esses dados encontrados
confirmam os fatos historicos do povoamento da Paraiba, na qual foi iniciada por
familias portuguesas. Os amerindios ndo se fizeram presente e os africanos
mostraram-se em pequena quantidade sustentando os fatos genéticos das pesquisas

anteriores relacionadas ao cromossomo Y.
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APENDICE:

L

XA W

11.
12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.
19.

Extracao organica de DNA do sangue

Em um tubo de eppendof(2 ml) colocar 300 ul de sangue de cada amostra;
Adicionar no tubo contendo o sangue, 500 pl de solucdo de lise de Madissen
previamente aquecida em banho Maria;

Posteriormente, adicionar 15 ul de proteinase K (20 mg/ ml) em cada amostra;
Dar vortex (10 segundos);

Encubar em banho Maria a 56 °C (overnight);

Retirar as amostras e dar vortex (10 segundos);

Adicionar o mesmo volume que esta no eppendof de fenol (800 pl);
Homogeneizar por 10 minutos (manualmente);

Centrifugar 10 minutos a 13:000 rpm (rotacdo por minuto) a 4 °C;

. Remover o sobrenadante para um novo tubo e adicionar o volume recuperado

de cada amostra o cloroféormio: alcool isoamilico (24:1);

Homogeneizar por 10 minutos (manualmente);

Centrifugar por 10 minutos a 13:000 rpm a 4°C;

Remover o sobrenadante para um novo tubo e adicionar 100 pl de acetato de
sodio e completar 2x o volume recuperado de etanol 100% gelado (verificar a
precipitacao do DNA);

Centrifugar por 15 minutos a 13:000 rpm a 4°C;

Descartar o sobrenadante e inverter o tubo. Deixar secar na estufa por 30
minutos a 37 °C (verificar se secou). Caso ndo tenha secado deixar por mais
tempo;

Apos tirar da estufa adicionar 100 ul de etanol gelado e centrifugar por 15
minutos (13:000 rpm a 4 °C). Descartar o sobrenadante e deixar secar.

Adicionar 100 pl de TE;

Colocar no banho Maria por 30 minutos a 37 °C;

Armazenar no congelador a -20 °C.



