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RESUMO

A populacio brasileira deriva de um complexo processo de miscigenagao entre as trés
populacdes parentais: ecuropeus, amerindios e africanos, o que a torna uma das mais
heterogéneas do mundo. Intimeros estudos tentam compreender do ponto de vista genético,
como se deu a formacao do povo brasileiro, ¢ qual seria a distribui¢do da contribuigdo real dos
trés grupos étnicos em sua composi¢do genética. Uma ferramenta bastante utilizada nestas
pesquisas sdo os marcadores moleculares, os quais possibilitam inferir a ancestralidade dos
individuos estudados. O presente estudo objetivou identificar a ancestralidade dos pacientes
com mucopolissacaridose tipo III-C no estado da Paraiba, acompanhados no Hospital
Universitario Alcides Carneiro (HUAC) com os Marcadores Informativos de Ancestralidade
(AIM) (APO4, AT3id, Sb19.3, CCR5 e PV92). Foram analisados sete pacientes com
diagnostico clinico-laboratorial confirmado para Mucopolissacaridose tipo III-C. Estes
pacientes sdo oriundos das cidades de Mogeiro, Catolé do Rocha, Taperod, Alagoa Nova e
Cabaceiras no estado da Paraiba. Para analise dos dados de ancestralidade foi utilizado o
programa Structure versdo 2.3.1 e sua extensdo online Structure Harvester v.0.6%. As
frequéncias alélicas obtidas dos marcadores utilizados permitiram uma analise comparativa
entre as amostras avaliadas no presente estudo e populacdes mundiais de referéncia. A
variabilidade genética restringiu-se a trés populacdes: africanas, amerindias ¢ europeias. A
contribui¢do europeia deteve um maior percentual sob as demais, com uma frequéncia de
42,8% entre os individuos, enquanto a africana 35,1% e amerindia 22,1%. De acordo com os
dados obtidos pode-se inferir uma correlagdo entre o haplotipo causador da doenca e a
ancestralidade europeia, demonstrando a possibilidade da ocorréncia de um efeito fundador

para a doenca no estado da Paraiba.

Palavras-Chave: Paraiba. Variabilidade genética. Structure.



ABSTRACT

The Brazilian population driftage from a complex process of miscegenation among three
parental populations: Europeans, Amerindians and Africans, resulting in one of the most
heterogeneous population all over the world. Several studies attempt to comprehend, based on
the genetic point of view, how the formation of the Brazilian people occurred, and what is the
real statistic contribution of the three ethnic groups in their genetic composition would be. A
widely used tool in such surveys are the molecular markers, which make it possible to infer
the ancestry of the studied individuals. The present study aimed to identify the ancestry in
patients with type III-C mucopolysaccharidosis in Paraiba state, whose follow-ups takes place
at the University Hospital Alcides Carneiro (HUAC), with the Ancestral Information Markers
(AIM) (APO4, AT3id, Sb19.3, CCRS5 and PV92). Seven patients with a confirmed clinical-
laboratory diagnosis for type III-C Mucopolysaccharidosis were analyzed. These patients
come from Mogeiro, Catolé do Rocha, Taperod, Alagoa Nova and Cabaceiras cities, in
Paraiba state. For the analysis of the ancestral data the Structure program version 2.3.1 and its
online extension Structure Harvester v.0.62 were used. The allele frequencies obtained from
the markers allowed a comparative analysis between the samples evaluated in the present
study and reference world populations. Genetic variability was restricted to three populations:
African, Amerindian, and European. The European contribution had a higher percentage over
the others, with a frequency of 42.8% among the individuals, while African and Ameridian
demonstrated 35.1% and 22.1%, respectively. According to the obtained data, a correlation
can be inferred between the haplotype that causes the disease and the European ancestry,

demonstrating the possibility of a founding effect for the disease in Paraiba state.

KEYWORDS: Paraiba. Genetic variability. Structure.
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1. INTRODUCAO

Sao muitos os estudiosos que debatem sobre a formagdo da populagdo brasileira. No
entanto, todos concordam que derivamos de um complexo processo de miscigenagdo entre
amerindios, europeus e africanos, sendo o questionamento mais frequente: quanto ha de
amerindio, europeu e africano em cada um de nos?

Os estudos genéticos sobre a formagao do povo brasileiro revelam que a maioria das
patrilinhagens da populagdo brasileira ¢ de origem europeia (provavelmente mais de 90%),
enquanto a maioria das matrilinhagens (cerca de 60%) ¢ de origem amerindia ou africana,
muito embora, possa haver diferencas significativas entre as varias regides do pais (PENA et
al., 2000; SANTOS et al., 2006).

Esses dados genéticos corroboram com dados historicos sobre o inicio da colonizacdao
brasileira, dado que os colonos portugueses ndo trouxeram suas mulheres, acarretando no
relacionamento entre homens portugueses e mulheres indigenas, € mais tarde, com as
africanas (BARROS, 2006).

A estratificacdo populacional pode agir como um fator de confusdo em pesquisas de
associacdo ou caso/controle, de forma que diversos trabalhos indicam a averiguacdo da
composi¢do étnica por meio de marcadores de ancestralidade (SHRIVER et al., 2003;
GATTAS et al. 2004, ZEMBRZUSKI et al, 2006).

A ferramenta molecular escolhida para as andlises do estudo em questdo foi os AIMs,
que apresentam vantagens por serem de genotipagem facil e relativamente barata, além de
serem abundantes no genoma humano (RAY et al., 2005). Também possuem alto diferencial
de frequéncia alélica (8) entre populagdes mundiais e, portanto, podem ser utilizados para
caracterizar a composi¢do genética de populagdes miscigenadas (PARRA et al. 2003;
BEUTEN et al. 2011).

Dentre as doengas que se comportam de forma variavel entre os grupos étnicos, estd a
mucopolissacaridose tipo III-C (MPS III-C), que ¢ uma doenga hereditdria autossomica
recessiva de deposito lisossomico. As mucopolissacaridoses (MPSs) englobam um grupo
heterogéneo de doengas metabolicas hereditarias, com variadas incidéncias mundiais entre 1,9
a 4,5 para cada 100.000 recém-nascidos vivos (POORTHUIS et al., 1999; APPLEGARTH et
al., 2000; NELSON et al., 2013). As MPS s3o caracterizadas pelo actmulo de
glicosaminoglicanos (GAGs) dentro dos lisossomos, devido a deficiéncia de uma enzima

lisossomica que atua na degradagdo desses GAGs.
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A MPS III-C ¢ uma doenca rara, visto que afeta um pequeno nimero de pessoas
quando comparado com a populacdo em geral (FELDHAMMER, 2009). No estado da
Paraiba, foram diagnosticados sete pacientes com essa doenga, mostrando sua elevada
frequéncia no estado.

Devido a elevada frequéncia de MPS III-C na Paraiba, o objetivo deste estudo ¢
identificar a ancestralidade dos pacientes por meio dos marcadores informativos de
ancestralidade (AIM) (PV92, Sb19.3, AT3i.c, CCRS e APO4).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar a ancestralidade dos pacientes com mucopolissacaridose tipo III-C no
estado da Paraiba, acompanhados no Hospital Universitario Alcides Carneiro (HUAC), com
os marcadores informativos de ancestralidade (AIM) (APO4, AT3id, Sb19.3, CCR5 ¢ PV92).

2.2 Objetivos especificos

= Determinar as frequéncias alélicas dos marcadores autossdmicos especificos de
populagdo (Sb19.3, APO4, PV92, AT3id e CCRSY);

= Estimar a contribuigdo das linhagens ancestrais africanas, amerindias ¢ europeias nesse
grupo de estudo;

s Comparar os dados obtidos com os de outras populagdes.
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3. FUNDAMENTAgAO TEORICA
3.1. Povoamento das Américas

Os dados genéticos oferecem grande potencial para o estudo da historia da populagdo
humana, sendo, por isso, utilizados com frequéncia para esclarecer duvidas a respeito das
ondas migratorias, que sdo alvo de grande discussdao nos dias atuais. Com isso, 0 processo de
pré-colonizacdo do Novo Mundo vem sendo estudado através de evidéncias arqueologicas,
anatdomicas, linguisticas e genéticas (HEY, 2005).

Uma das teorias do processo de pré-colonizacdo das Américas consiste na saida de
grupos humanos da Africa em direcio ao continente asiatico, dispersando-se
progressivamente em direcdo ao leste iberiano, regido do Estreito de Bering e chegando as
Américas até entdo despovoada (Figura 1).

Outras teorias sobre essas rotas migratorias estdo em constante debate, apontando a
chegada desses grupos através da passagem pela costa do Oceano Pacifico, bem como por

migragdes provenientes da Africa via Oceano Atlantico (SENE, 2013).
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Figura 1 — Movimentos migratorios de grupos humanos. Fonte: adaptada de SENE, 2013.
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3.2. Formacao da populacgao brasileira

Ha aproximadamente 500 anos, com a chegada de Pedro Alvares Cabral, o Brasil
comecou a ser colonizado pelos europeus. Estima-se que, na época do descobrimento,
existiam cerca de 2,5 milhdes de indios nas terras brasileiras (SALZANO e FREIRE-MAIA,
1970 apud ALVES-SILVA et al., 2000), logo, a chegada dos portugueses ao territorio
brasileiro nos primeiros anos nao causou desequilibrio. Entretanto, décadas apos a ocupagao
foram chegando as terras brasileiras povos oriundos da Holanda, Franga, Espanha e,
principalmente, Portugal atraidos pelas riquezas e recursos naturais (BARROS, 2006).

Assim, historicamente, a atual populacdo brasileira ¢ uma mistura de trés populagdes
parentais: europeus, amerindios e africanos, devido ao processo de colonizacdo do pais. Esse
acentuado nivel de miscigenagdo torna a populagdo brasileira uma das mais heterogéneas do
mundo (PENA et al., 2000; BARROS, 2006).

Sdo numerosos os estudos que tentam compreender, do ponto de vista genético, o
processo que gerou o povo brasileiro, e qual seria a contribuigdo real dos trés grupos étnicos
em sua composi¢ao genética (LOPES, 2007). O trabalho inicial foi desenvolvido por Pena
(2000), conhecido como “Retrato Molecular do Brasil” o qual analisou homens auto-
classificados como brancos em quatro regides do Brasil (Norte, Nordeste, Sudeste e Sul). Os
resultados obtidos demonstraram uma linhagem paterna quase exclusivamente europeia,

enquanto que a heranga materna estava distribuida entre africana, amerindia e europeia.
3.3. Colonizacao e histéria da Paraiba

A Paraiba, estado da regifio nordeste do Brasil que ocupa uma 4rea de 56.340,9 km* e
possui 223 municipios, tem como capital a cidade de Jodo Pessoa. Segundo dados do IBGE
(Censo 2010), a Paraiba possui uma populagao equivalente a 3.766.528 pessoas, sendo 52,7%
das pessoas pardas, 39,8% brancas, 5,7% negras ¢ apenas 1,8% amarela ou indigena; isso de
acordo com o sistema de autoclassificacao.

O Brasil apresenta um historico de miscigenagao dado que seu territorio foi explorado
desde as primeiras décadas do século XV por individuos interessados no comércio de Pau-
brasil (RIBEIRO, 1995).

Desde meados de 1520, os franceses ja frequentavam nosso territorio, formando uma
alianga com os indios Potiguaras. Essa tribo ndo era muito propensa a guerra, por isso,

recebeu os franceses em sua convivéncia mais intima, permitindo a miscigenagao, que unia
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homens loiros da Franca as mulheres Potiguaras. Portanto, quando os primeiros colonizadores
portugueses apareceram por essas terras tentando coloniza-las, franceses e potiguaras estavam
em bom entendimento para a defesa de seus interesses. Logo, para ganhar for¢a nessa batalha,
os portugueses conseguiram conquistar os indios tabajaras e joga-los contra os seus irmaos
potiguaras - ambos eram primitivos ocupantes da terra (RIBEIRO, 1995).

Os portugueses objetivavam a subordinacdo da Paraiba a Portugal, sendo assim, ndo
mediram forgas e marchou, juntamente com os tabajaras, contra os potiguaras. 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 expandia-se no territorio paraibano por meio dos grandes
engenhos de agucar feitos pela mao de obra escrava dos africanos e essa riqueza atraiu os
holandeses. Porém, o controle holandés sobre a Paraiba ndo durou muito tempo, indo apenas
de 1634 a 1654 (vinte anos de duragdo) e, ainda assim, ndo foi um dominio total, logo, a
miscigenag¢do nao foi estimulada. J& os portugueses, atraidos pela beleza das mulheres do

territorio conquistado, iniciaram os primeiros ramos de familia (FELINTO, 2000).

3.4. Marcadores moleculares

Pode-se dizer que os marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA que revelam
polimorfismos geneticamente relacionados, podendo ser também definidos como fenotipos
moleculares oriundos de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA
(FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA, 1998). De acordo com Milach (1998), esses marcadores
sdo caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos ¢ sdo herdados
geneticamente.

Os marcadores genéticos tém sido elementos essenciais nos estudos de segregacdo de
caracteres hereditdrios, na andlise do comportamento de genes em populagdes e na
reconstrucdo da historia evolutiva de populagdes, entre outras aplicagdes (REGITANO et al.,
2009).

Haé diversos marcadores moleculares utilizados para a identificacdo de polimorfismos,
sdo eles: os polimorfismos de sequéncia, tais como: os SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), os polimorfismos de inser¢des e delegdes (INDELs), e os polimorfismos de
inser¢do Alu, que sdo bastante utilizados em estudos evolutivos populacionais (BASTOS-
RODRIGUES et al., 2006).
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3.5. Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs)

Na reconstrug¢do da historia evolutiva da espécie, considera-se, desde a descri¢cao dos
primeiros marcadores genéticos para humanos, que os melhores locais do genoma a serem
analisados sdo aqueles em que podemos diferenciar uma populagdo de outra, quer pela
frequéncia diferencial quer pela ocorréncia de um alelo em uma populagao ¢ em outra nao
(GONTLO, 2008).

Os primeiros marcadores com descrigdes de que apresentavam alelos especificos em
uma dada populagdo foram denominados “polimorfismos privados” (GONTIJO, 2008 apud
NEEL, 1975). Cada populagdo humana possui seus polimorfismos “privados”, os quais sdo
causados com frequéncia pelas particularidades genéticas de fundadores individuais.

Os marcadores genéticos sao frequentemente utilizados para avaliar a composicao
ancestral das populagdes. Porém, a precisdo, nas estimativas de mistura étnica, ¢ diretamente
dependente do valor de & que possui um alto diferencial de frequéncia alélica dos marcadores
utilizados, portanto, os AIMs sdo os marcadores ideais para estimativas eficazes de mistura
populacional (PARRA et al., 1998), permitindo estimar a contribui¢do dos diferentes grupos

na formagdo de determinada populagdo, ou seja, inferir sua ancestralidade.

3.5.1. Insercao Alu(APO4, Sb19.3 e PV92)

As inser¢des Alu sdo elementos de transposicdo, sequéncias genéticas moveis
responsaveis, em parte, por gerar variabilidade genética. Sao consideradas a maior familia de
repeti¢oes intercalantes curtas (short interspersed elements — SINEs), sendo encontradas
exclusivamente no genoma de primatas e representando cerca de 5% do genoma humano,
possuindo 290 pb de comprimento (GONTLIO, 2008).

Segundo Batzer e Deininger (2002), caso compartilhem a mesma sequéncia A/u no
mesmo local do seu genoma, duas pessoas descendem de um antepassado comum que lhes
forneceu aquele segmento especifico de DNA, posto que ¢ improvavel que o evento de
insercdo ocorra duas vezes em um mesmo locus.

Outro estudo dirigido por Batzer e colaboradores (1996b) aponta que as sequéncias
Alu dentro de um genoma humano podem ser divididas em grupos de elementos que se
relacionam com base nas mutagdes de diagnodsticos partilhados, ou seja, cada inser¢do Alu
surgiu dentro da populagdo humana como um evento Unico na historia evolutiva, fazendo esta

repeticao idéntica por descendéncia de um ancestral comum.
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O locus Alu APO se situa no brago longo do cromossomo 11 (BATZER et al., 1994),
na regido nao codificadora proxima ao complexo de genes da apolipoproteina AI-CIII-AIV
(KARATHANASIS, 1985), e apresenta-se bastante frequente em europeus dada a sua
inser¢cdo alélica. Sua amplificagdo por PCR produz um fragmento de 400pb (presenca da
inser¢ao) e outro de 110pb (auséncia da insercao) (NOVICK et al., 1995).

A insercdo Alu Sbl19.3 pertence a subfamilia YbS8 situada no brago curto do
cromossomo 19 (19p12), como descrito por Arcot ¢ colaboradores (1995). A presenca da
insercdo caracteriza o alelo Sb19.3*1, que ¢ apresentado em elevada frequéncia em europeus,
gerando um fragmento de 457pb, presenca da inser¢do, enquanto que a auséncia da insercao
gera um fragmento de 157pb (MACHADO, 2008).

O Alu PV92 localiza-se no cromossomo 16 (Batzer et al., 1994) e a caracterizagao do
alelo PV92*1 da-se devido a presenca da inser¢do Alu, a qual gera um fragmento de,
aproximadamente, 400pb, sendo mais prevalente em populagdes asiaticas (MACHADO,
2008).

3.5.2. Insercao/ Delecao (/ndel) — (AT3-1/D)

Indels sao marcadores genéticos bialélicos caracterizados pela inser¢do ou delecdo de
um fragmento ou par de base. Aproximadamente 20% dos polimorfismos que acometem a
espécie humana sdo representados por indels. Eles podem ter sido originados a partir de um
evento de retrotransposi¢do com as inser¢des A/U ou por outros eventos mutacionais, como a
indel AT3 (WEBER et al., 2002).

A antitrombina III (AT3) faz parte da familia dos inibidores da serina protease, tendo
como fungdo biologica inativar, irreversivelmente, varias proteinases de coagulagdo, tais
como os fatores IXa, Xa, Xall e trombina (CASPERS et al., 2012; MACHADO, 2008). As
delecdes e insergdes resultam em numerosas mutagoes, € na deficiéncia de antitrombina III, e
apesar de sua baixa prevaléncia, pode ser decorrente de causas hereditarias ou adquiridas
(GODOY et al., 1998; LIMA, 2006).

De acordo com Gontijo (2008), o gene da AT3 localiza-se no cromossomo 1 (1g25.1),
possui 19kb, sete éxons e ¢ caracterizado pela presenca ou auséncia de uma insergao de 76pb
no ¢éxon 1 do gene da antitrombina III. A presenca dessa inser¢do gera um fragmento de
572bp e caracteriza o alelo AT3-//D*1, mais frequente na populacdo africana (PARRA, E., et
al., 1998), enquanto que a auséncia da insercdo caracteriza o AT3-I/D*2, o que, por

consequéncia, resulta na presenca de duas bandas de pesos diferentes visualizadas em
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eletroforese. A mais pesada corresponde ao alelo AT3*1 (572pb) e a mais leve, ao alelo
AT3*2, que gera um fragmento de 496pb, mais frequente na populagdo amerindia (LUIZON,
2003).

3.5.3. Delecao (CCR5A32)

O receptor quimiocina 5 (CCRS) pertence a uma familia de receptores acoplados a
proteinas G que se cruzam a membrana celular, estando envolvido na quimiotaxia dos
leucocitos para as dreas de inflamacdo. O gene que codifica CCRS esta localizado na regido
p21.3 do cromossomo 3, formando um aglomerado com outros genes dos receptores de
quimiocina (MACEDO, 2003).

O gene CCR5 possui uma delegdo de 32pb, a auséncia de delegdo gera um fragmento
de 225pb, enquanto que a presenca gera um fragmento de 193pb. Estudos de genética
evolutiva mostraram que essa delecdo de 32pb surgiu no norte da Europa ha cerca de 1.200
anos e foi disseminada pelo continente europeu pela populacdo Viking. Os europeus
apresentam uma alta frequéncia da delegdo A32 e esse fato tem sido atribuido a uma forte
pressdo seletiva, possivelmente exercida por patéogenos ou por algumas doencas infecciosas,
tais como a variola, comum naquela época. Atualmente, estimasse que cerca de 10% dos

individuos de origem europeia tenham a delecdo A32 no gene CCR5 (GALVANI et al., 2003).

3.6. Doencas genéticas

O grau de miscigenagao da populagdo brasileira foi ocasionado, por um lado, pelos
processos migratorios, o que levou ao aumento da diversidade genética, e, por outro, pelas
inser¢des de novas caracteristicas genotipicas. Essas inser¢des podem ocasionar mutagdes
genéticas, que, por sua vez, influencia os fatores evolutivos de um povo. As doencas genéticas
sdo um exemplo, tendo a MPS III-C uma possivel ligagdo com os imigrantes que formaram a
populagdo no passado (MACHADO, 2012).

A maioria das doengas genéticas sdo raras, afetando um individuo em milhares ou
milhdes. Também conhecidas como doencas hereditarias, sdo transmitidas de geracdo em
geracdo, em que genes defeituosos passam dos pais para os filhos, podendo gerar
determinadas doengas ou disturbios. Estudos apontam que a associacao entre ancestralidade e
a ocorréncia de determinadas doengas genéticas existe e, dependendo do grupo ou regido

geografica, pode haver um risco diferencial (PENA, 2005; HABBER et al., 2011).
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3.6.1. Mucopolissacaridoses

As mucopolissacaridoses (MPSs) englobam um grupo heterogéneo de doengas
metabolicas hereditarias, com variadas incidéncias mundiais entre 1,9 a 4,5 para cada 100.000
recém-nascidos vivos (POORTHUIS et al., 1999; APPLEGARTH et al., 2000; NELSON et
al., 2003).

As MPS sdo doengas metabolicas hereditdrias caracterizadas pelo acumulo de
glicosaminoglicanos (GAGs) dentro dos lisossomos, devido a deficiéncia de uma enzima
lisossomica que atua na degradacdo desses GAGs. Assim, essas moléculas, ndo degradadas ou
parcialmente degradadas, acumulam-se nas células, tecidos e orgdos, o que ocasiona um
comprometimento na fungao celular e organica, levando as manifestagdes clinicas, as quais
sdo progressivas e afetam multiplos orgdos. A doenca vai evoluindo, sendo a expectativa
média de vida dos pacientes com a forma mais grave, em torno da primeira e/ou segunda
década (NEUFELD; MUENZER, 2001).

De acordo com Vieira (2007), as MPS fazem parte de um grupo de doencas genéticas
herdadas de maneira autossdmica recessiva, com excecdao apenas da MPS tipo II, na qual ¢
uma heranca ligada ao X. As MPS foram divididas em sete principais tipos (Tabela 1)
dependendo da enzima que esta deficiente ¢ quanto ao substrato que se acumula (NEUFELD
et al, 2001).

Tabela 1 — Classificagao das MPS

Tipo Nome Locus Enzima Deficiente GAGs na urina
de MPS cromossdmico
I Hurler, Huler- 4pl6.3 a-L- iduronidase Dermatan e Heparan
Scheie, Scheie Sulfato
II Hunter Xq28 Iduronate sulfatase | Dermatan e Heparan
Sulfato
[IA Sanfilippo A 17q25.3 Heparan N-sulfatase Heparan Sulfato
11IB Sanfilippo B 17q21 a-N- Heparan Sulfato
acetilglicosaminidase
1IcC Sanfilippo C Not Known AcetilCoA:a- Heparan Sulfato
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glicosaminaacetiltrans

ferase
1D Sanfilippo D 12ql14 N-acetilglicosamina- Heparan Sulfato
6-sulfatase
IVA Morquio A 16q24.3 N-acetilglicosamina- Queratan Sulfato
6-sulfatase
IVB Morquio B 3p21.33 - galactosidase Queratan Sulfato
VI Maroteaux- 5q13-q14 N- Dermatan Sulfato
Lamy acetilgalactosamina-4-
sulfatase
VII Sly 7q21.11 B-glicuronidase Dermatan e Heparan
Sulfato
IX Natowicz 3p21.2-p21.3 Hialuronidase Acido Hialurdnico

Fonte: Adaptado de NEUFELD; MUENZER, 2001

Embora ainda ndo haja cura para as MPSs, existem tratamentos, como, por exemplo, o
de reposi¢do enzimatica, que retarda a progressdo da doenca, melhora as anormalidades
sistémicas e proporciona uma melhor qualidade de vida aos pacientes. Porém, os inicos tipos
de MPS que recebem Terapia de Reposi¢do de Enzima (TRE), atualmente, sdo os tipos I, II,
IV-A e VI (GUARANY et. al, 2015; RIBEIRO, 2013). Antes do advento de terapias dirigidas
para a restauragdo da atividade da enzima deficiente, o tratamento tinha como principal foco a
prevengao e o cuidado das complicagdes, aspecto ainda bastante importante no manejo desses
pacientes (GIUGLIANI, R. et. al, 2010).

De acordo com Giugliani e colaboradores (2010), o desenvolvimento da TRE
comecou na década de 90, tornando-se uma realidade aprovada para uso clinico em 2003 para
MPS I, em 2005 para MPS VI e em 2006 para MPS II, tendo, atualmente, também para a
MPS IVA.

Outra possibilidade de tratamento para essa doenga, conforme Pasqualim (2013) ¢ o
transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas (TCTH), por meio do qual ha a
reconstituicdo do sistema hematopoiético do paciente com células tronco que produzem a
enzima deficiente (sejam elas de medula 6ssea, cordao umbilical ou sangue periférico) de um
doador saudavel e compativel.

As MPSs podem ser facilmente detectadas por exames clinicos, quando em estagio

avancado, e através de um profissional qualificado. Mas, sua identificacdo nos estagios
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iniciais requer um conhecimento mais profundo da doenca, bem como profissionais mais
preparados. Diversos autores alegam a dificuldade de diagnostico dessa doenga, devido a falta
de conhecimento dos profissionais da satde a respeito das MPSs (TURRA et. al, 2009;
VIEIRA, 2008).

3.6.2. MPS tipo 111-C

A sindrome de Sanfilippo ¢ uma doenga rara, que apresenta um distirbio no
metabolismo de mucopolissacarideos, e corresponde as mucopolissacaridoses II1-A, III-B, I1I-
C e III-D. Por suas caracteristicas genéticas, bioquimicas e clinicas, as mucopolissacaridoses
constituem um grupo grande e heterogéneo dentro das doengas de depdsito lisossomico. Sao
causadas pela deficiéncia ou auséncia de enzimas especificas, que sdo responsaveis por
quebrar os glicosaminoglicanos (GAGs), em passos diferentes de sua rota de degradacdo
(LEISTNER, GIUGLIANI, 1998).

Existem quatro tipos de defici€éncias enzimaticas que podem causar a sindrome de
Sanfilippo, sendo a enzima deficiente a determinante do tipo de MPS III. Na
mucopolissacaridose III-C, a enzima deficiente ¢ chamada de acetil-CoA-alfa-glucosamina
acetiltransferase (SGM — HCPA apud MPS Society - EUA).

O quadro clinico de mucopolissacaridose tipo III foi primeiramente descrito por
Sanfilippo et al. (1963), logo, o nome dado a MPS III ¢ uma homenagem a esse médico, por
ter relatado os primeiros casos da doenca em 1963. Dentre as mucopolissacaridoses, a
sindrome de Sanfilippo ¢ uma das mais frequentes, sendo que isso ird variar de regido para
regido. Assim, em algumas regides, a sindrome de Sanfilippo serd um dos subtipos de MPS
[T mais raros (COLVILLE, et al, 1996).

A sua incidéncia, de acordo com Wiedemann (1992), estd em torno de 1:30.000
nascimentos. Segundo Nelson (1997), a baixa incidéncia encontrada no Norte da Irlanda
(1:2.800.000 casos) e em outros paises ¢ subestimada, pois, na mucopolissacaridose tipo III,
as alteragoes fisicas que acompanham a deficiéncia mental ndo sdo de grande intensidade e os
testes de urina podem apresentar resultados negativos. Ou seja, muitos casos ndo chegam a ser
diagnosticados e os individuos afetados sdo considerados deficientes mentais de causas
inespecificas.

Estudos recentes na Holanda e na Australia apontaram que a incidéncia da sindrome

de Sanfilippo (A, B, C e D) ¢ de, aproximadamente, 1 a cada 70.000 nascimentos, sendo que o
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tipo A ¢ mais comum em populagdes do noroeste europeu, o tipo B, no sudoeste europeu, e os
tipos C e D sdo raros em qualquer lugar (SGM — HCPA apud MPS Society - EUA).

Segundo Hamartz (2008), a incidéncia global da MPS III esta estimada em 1,9 — 4,5:
100.000 nascimentos. Porém, a prevaléncia dessa sindrome varia de acordo com as
populagdes: na Republica Checa, Portugal, Austrdlia, Holanda, Franga, Alemanha, Grécia,
Suécia, Taiwan e Reino Unido para cada 100.000 nascidos vivos a prevaléncia ¢ de 0,42,
0,12, 0,07, 0,21, 0,09, 0,10, 0,15, 0,17, 0,03, 0,06, respectivamente (POUPETOVA et al,
2010; FEDELE, 2015).

O diagnostico do tipo de MPS baseia-se nas suas manifestacdes clinicas e
radiograficas. Entretanto, segundo Albano (2000), para o estabelecimento definitivo do
diagnostico e, também, a fim de classificar o tipo exato de MPS, exames bioquimicos sdo
necessarios para definir qual a enzima deficiente e o mucopolissacarideo eliminado na urina.
Afinal, o diagnoéstico ndo ¢ facil, logo, a confirmagdo do mesmo deve ser baseada na
investigacdo da deficiéncia enzimatica.

No Brasil, ha subdiagnostico da MPS III-C, que pode ser explicado pelo envolvimento
predominante neuroldgico das MPS III. No entanto, segundo a Rede Brasileira de
Mucopolissacaridose ha 21 pacientes diagnosticados, sendo 8 paraibanos (38%) (Rede MPS
Brasil, 2012).

Auseeil e colaboradores (2004) confirmaram que o locus do gene da Sanfilippo C esta
na regido pericéntrica do cromossomo 8pl1.1 e contém 18 exons. Pshezhetsky (2015) relatou
a clonagem do gene HGSNAT mostrando defeitos moleculares em pacientes com MPS II1-C
em um total de 63 mutagdes que afetam quase todos os 18 exons e muitos introns do gene dos

pacientes.
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4. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1. Local do estudo e amostragem

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular
(LGBM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) — Campus I, Campina Grande.

Foram analisados sete pacientes com diagnostico clinico-laboratorial confirmado para
Mucopolissacaridose tipo III-C, acompanhados por profissionais especializados do Hospital
Universitario Alcides Carneiro (HUAC/ UFCG). Todos os pacientes sdo paraibanos oriundos
das cidades de Mogeiro, Catolé do Rocha, Taperod, Alagoa Nova e Cabaceiras (Figura 2). Os

pacientes foram nomeados de M1 a M7, a fim de preservar suas identidades.

Figura 2 — Mapa da Paraiba com destaque para as cidades natal dos pacientes com

mucopolissacaridose tipo II1-C

B Ccatolé do Rocha (] Alagoa Nova

D Taperoa . Mogeiro

Fonte: Adaptado de IBGE cidades, 2016
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4.2. Obtenc¢édo do material genético

Todas as amostras para este estudo foram cedidas pela Dra. Paula Fransinette, do

HUAC - UFCG.
4.3. Extracao do DNA
A extragdo do DNA foi realizada a partir do sangue das amostras coletadas no HUAC.
O procedimento foi realizado seguindo o protocolo do fabricante Wizard Genomic DNA
Purification Kit' (PROMEGA, 2014).
4.4. Amplificacao
Cada um dos marcadores moleculares utilizados para a deteccao de polimorfismos dos
AlIMs (Sb19.3, PV92, APO4, AT3-1/D e CCRS) foram amplificados por meio da Reagdo em

Cadeia de Polimerase (PCR) e estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — AIMs utilizados no estudo

Marcador Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho do fragmento (pb)

5 TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG ¥’

$b19.3' | 5’AAGCACACAATTGGTTATTTTCTGAC 3’ 457pb e/ou 157pb

5 AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT 3’

PV92’ 5> TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG 3’ 443pb efou 129pb

5’AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG 3’

APO4? 5" AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA 3’ 400pb e/ou 100pb

5" CCACAGGTGTAACATTGTGT 3’

AT3-1D* 5 GAGATAGTGTGATCTGAGGC 3’ 572pb e/ou 496pb

5’ ACCAGATCTCAAAAAGAA 3°

! Disponivel em: www.promega.com/protocols/
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CCRS’ 5’ CATGATGGTGAAGATAAGCTTCA ¥ 225pb ou 193pb

1: Parra et al., 1998; 2: Njoroge et al., 2010; 3: Batzer et al., 1996; 4: Oliveira, 2014; 5: Reiche et al., 2008.

As reagdes de amplificacdo totalizaram um volume de 12,5ul e foram realizadas
utilizando o termociclador Veriti (Applied Biosystems). Todos os parametros utilizados para
cada marcador molecular estdo descritos no anexo B.

Para fins de andlise, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% para os AIMs: Sb19.3, PV92 e APO4, e com uma concentracdo de 12%
para o CCRS e AT3-I/D. As diferencas de concentragdo do gel dao-se devido ao fato de que
os marcadores moleculares CCRS ¢ AT3-I/D apresentam poucos pares de base entre os seus
fragmentos, apenas 32pb para o CCRS e 76pb para o AT3-I/D, o que pode dificultar um
pouco a observacao, necessitando de adequagdes na metodologia empregada.

Para corrida do gel foi-se utilizada cuba vertical com tampao 1X Tris-Borato-EDTA
(TBE) (Tris 0,089M; Acido boérico 0,089M e EDTA 0,002M) por aproximadamente 150
minutos, com voltagem de 120V ¢ 36 miliAmperes. Posteriormente, para visualizacdo do
resultado obtido com o produto da PCR, realizou-se a coloragdo utilizando Nitrato de Prata,

por ser mais sensivel e eficiente, podendo detectar melhor as bandas presentes no gel.
4.5. Analise dos dados

Os dados alélicos foram obtidos pela andlise das bandas reveladas no gel de
poliacrilamida, possibilitando a criacdo de uma matriz de dados, a qual foi submetida ao
programa de bioinformatica (Structure) utilizado nesta pesquisa, que possibilitou a obtengdo
das frequéncias alélicas.

Para analise dos dados, foi utilizado o programa Structure versdo 2.3.1 (parametros:
k=3; 20.000 burning por 200.000 interagdes MCMC; Admixture model) e sua extensdo online
Structure Harvester v.0.6%, descrita por Earl et al. (2012), para andlise das contribuicdes

ancestrais dos individuos em estudo a partir dos marcadores informativos de ancestralidade.

? Disponivel em: http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/
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5. RESULTADOS
5.1. Analise dos marcadores informativos de ancestralidade
A partir dos dados alélicos analisados para os marcadores Sb19.3, AT3-I/D, APOA4,
CCRS e PV92, a variabilidade genética restringiu-se a trés populacdes: africanas, amerindias

€ europeias.

Tabela 3 — Localizagdo citogenética dos loci analisados e populagdes parentais com maior

frequéncia do alelo*1

Loci Polimorfismo | Numero | Localizacao Populacao com | Fragmento
dors maior frequéncia gerado
do Alelo*1 (pb)

Sb19.3 Inser¢do Alu  1rs3138524 19p12 Europeu 457pb
PV92 Insercdo Alu  1s3138523 16q23.3 Amerindia 129pb
APO4 Insergdo Alu  1s3138522 11g23.3 Europeu 400pb
AT3-1/D 7bpb indel  rs3138521 1q25.1 Africana 572pb
CCR5 Delecao rs333 3p21.3 Europeu 193pb

AIM, tipo de polimorfismo analisado, localizagdo cromossdomica, rs (nmimero de identificacdo SNP) respectivo
na base de dados do NCBI e populagdo onde o alelo*1 ¢ mais frequente. Fonte: Adaptado de MACHADO,
2008.

O niimero de amostras analisadas para cada marcador, os genotipos encontrados e suas

frequéncias alélicas estdo sumarizadas na tabela 4.

Tabela 4 — Frequéncia alélica dos AIMs estudados

Marcador Genotipo n Frequéncia alélica
(%)
0 0 0%
Sb19.3 1 1 19,8%
2 6 80,2%
0 4 61,7%
At3i.d 1 0 0%

2 3 38,3%
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0 0 0%
APO4 1 5 71,5%
2 2 28,5%
0 5 71,9 %

PV92 1 0 0%
2 28,1%
0 3 38,6%
CCRS 1 4 61,4%

Sb19.3; At3id; APO4; PV92: 0= homozigoto sem inser¢do; 1= homozigoto com inser¢do; 2= heterozigoto.
CCR5: 0= homozigoto sem delegdo; 1= homozigoto com delegdo. Fonte: Autor — Dados retirados do Software
Structure.

A contribuig¢@o europeia deteve um maior percentual sob as demais, demostrando uma
frequéncia de 42,8% entre os individuos, enquanto a africana 35,1% e amerindia 22,1%. Na
tabela 5, pode-se observar as contribui¢des individuais de cada paciente (M1 a M7), os quais

apresentaram propor¢des semelhantes.

Tabela 5 — Variabilidade genética individual das amostras estudadas.

Contribuic6es individuais (%)

Individuo Africana Amerindia Europeia
M1 35,1% 22% 42,9%
M2 35% 22,2% 42,8%
M3 35,2% 22,1% 42,8%
M4 35% 22,1% 42,8%
M5 35,2% 22% 42,7%
M6 35,1% 22,1% 42,8%
M7 35,1% 22,2% 42,8%

Fonte: Autor — Dados retirado do Software Structure.

No grafico 3, pode-se observar a mistura interétnica dos individuos acometidos pela

Sindrome de Sanfilippo, em que cada coluna corresponde a um individuo.
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Figura 3 — As cores vermelho, verde e azul correspondem a contribuigdes africanas, amerindias e europeias,

respectivamente. Fonte: Imagem retirada do software Structure.

As frequéncias alélicas dos marcadores utilizados foram obtidas a partir do software
Structure. Na tabela 6, pode-se observar uma comparagdo entre as amostras avaliadas neste

trabalho com a de populagdes mundiais.

Tabela 6 — Comparagao das frequéncias obtidas para os AIMs (PV92, AT3-1/D, APO4 ¢
Sb19.3) com a de populagdes mundiais

PV92*1] Amerindia 90% 28,1%
AT3*1 Europeia 26% 38,3%
APO*1 Europeia 94% 100%
Sb19.3*1 Europeia 92,7% 100%
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6. DISCUSSAO

A miscigenagdo ¢ um processo observado em muitas populacdes humanas e consiste
no encontro de duas ou mais populagdes ancestrais, as quais, frequentemente, sdo
geneticamente distintas (PATTERSON et al. 2010). Ao decorrer do processo, a nova
populagdo pode apresentar diferengas na propor¢ao de mistura entre os grupos de individuos
que a compdem (HOGGART et al. 2003).

A populacado brasileira ¢ uma da mais heterogéneas do mundo, em que cada individuo
pode apresentar diferentes percentuais de contribuicdes ancestrais. Devido ao seu historico de
ocupacdo, as linhagens genealdgicas que mais contribuiram para a formacdo da populacdo
brasileira foram as amerindias, europeias ¢ africanas.

As frequéncias alélicas dos marcadores utilizados, obtidas a partir do software
Structure, permitiu uma analise comparativa entre as amostras avaliadas no presente estudo e
populagdes mundiais. O alelo PV92* 1, por exemplo, atinge frequéncias superiores a 90% em
populagdes amerindias (LUIZON et al. 2008), no entanto, a frequéncia do mesmo na amostra
avaliada ndo passou de 28,1%.

O alelo AT3* 1 apresentou frequéncia de 38,3 % na amostra, sensivelmente diferente
dos grupos mundiais, sendo o valor mais proximo encontrado entre europeus (26%).
Entretanto, a frequéncia do AT3 apresentou maior proximidade com os europeus do que com
uma amostra de Salvador, a qual apresentou uma frequéncia de 55% para esse alelo, de
acordo com Abe-Sandes et al. (2010). O alelo APO* 1 manifestou-se em todos os pacientes
(100%), ficando proxima a encontrada entre europeus (94%) e igual a frequéncia encontrada
entre os amerindios, também 100%. O alelo Sb19.3* 1 apresentou frequéncia de 100% nos
individuos estudados. Tal marcador, em populagdes mundiais, ¢ mais frequente em europeus
(92,7%), e ¢ encontrado com uma frequéncia de 71% entre os amerindios (FERREIRA,
2012).

Os dados do estudo em questdo corroboram com o descrito por Callegari-Jaques
(2003), visto que as maiores contribui¢des ancestrais da populacdo em estudo foi a europeia,
com 42,8%, seguida da africana, com 35,1% e, por tltimo, a amerindia, com 22,1%. Contudo,
¢ importante ressaltar que o n amostral deste estudo ¢ menor que o abordado por Callegari-
Jaques (2003), cuja amostragem € a regido nordeste.

Nos estudos desse autor com os marcadores autossomicos, como os microssatélites, as
proporgdes obtidas na regido nordeste sdo de 73% europeia, 17% africana e 10% amerindia,

com uma predominancia de contribui¢ao europeia. Em contrapartida, Alves Silva et al (2000)
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afirma que, na regido nordeste, as propor¢des da linhagem materna sdo de 44% africana, 34%
Europeia e 22% amerindia. Para a patrilinhagem, as propor¢des sao de 96% europeia e apenas
4 % africana (CARVALHO-SILVA et al. 2001).

Com a formacdo de uma populagdo miscigenada, espera-se que a frequéncia de
qualquer /ocus, e, em especial, de /foci AIMs, definidos como marcadores que apresentam
frequéncias extremas e distintivas entre populacdes diferenciadas por fatores étnicos ou
geograficos, atinja valor intermediario ao encontrado nas populagdes parentais (GONTIJO,
2008). No estudo em questdo, as frequéncias alélicas do PV92 apresentaram alta discrepancia
em relagdo as populagdes mundiais, enquanto que o AT3, APO e Sb19.3 apresentaram valores
proximos quando comparados as populagdes parentais.

Pode-se verificar que a variabilidade genética individual de cada paciente foi bastante
semelhante, observada a uniformidade nas contribuigdes ancestrais. Essa similaridade nos
resultados pode ser explicada pelo pequeno tamanho amostral, levando em conta que foram

sete pacientes analisados, como também pelo parentesco existente.
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7. CONCLUSAO

O estudo realizado transcreve a aplicabilidade da andlise via DNA autossOmico para a
determinagdo da ancestralidade desse grupo de pacientes, tornando-se extremamente
relevante, devido ao nimero elevado de casos MPS IIIC encontrados no estado da Paraiba.

Os resultados obtidos reforcam os dados historicos, tendo como populagdes parentais
os africanos, europeus e amerindios. Comparando as composigdes étnicas individuais dos
pacientes, pode-se observar uma uniformidade, ocasionada, provavelmente pelo parentesco, e
a maior contribuicdo ancestral foi a europeia.

De acordo com os dados obtidos, pode-se inferir uma correlacdo entre o haplétipo
causador da doenga ¢ a ancestralidade europeia, demonstrando a possibilidade da ocorréncia

de um efeito fundador para tal doenca no estado da Paraiba.
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APENDICE A - concentracdes adotadas para as reagdes de PCR

PV92: desnaturacdo inicial a 94° C por 5 min; seguida por 32 ciclos de: desnaturacdo a 94° C
por 40s, anelamento a 55°C por 50s, e elongagdo a 72°C por 1 min; com extensdo final a 72°C
por 7 min. Foi utilizado: 1,5x de tampao (Sinapse); 0,2mM de dNTPs; 0,25uM de cada

iniciador; 1U de Taq DNA Polimerase ¢ 20-50 n g de DNA gendmico.

Sb19.3: desnaturagao inicial a 94° C por 5 min; seguida por 30 ciclos de: desnaturagdo a 94°
C por 30s, anelamento a 60°C por 30s, e elongacdo a 72°C por 1 min; com extensdo final a
72°C por 5 min. Foi utilizado: 1,5x de tampao (Sinapse); 2,76 mM de dNTPs; 0,84mM de

cada iniciador; 1U de Taq DNA Polimerase e 20-50 n g de DNA gendmico.

APOA4: desnaturagao inicial a 94° C por 5 min; seguida por 32 ciclos de: desnaturagao a 94° C
por 1 min, anelamento a 50°C por 2 min, ¢ elongagao a 72°C por 2 min; com extensdo final a
72°C por 5 min. Foi utilizado: 1,5x de tampao (Sinapse); 0,2 mM de dNTPs; 375 n g de cada

iniciador; 2,5 U de Tag DNA Polimerase ¢ 20-50 n g de DNA gendmico.

AT3-1/D: desnaturagdo inicial a 94° C por 6 min; seguida por 1 ciclo a 54°C por 2 min e mais
35 ciclos de: desnaturagao a 72° C por 1 min, anelamento a 94°C por 30s, ¢ elongagao a 54°C
por 1 min; com extensdo final a 72°C por 10 min. Foi utilizado: 1,5x de tampao (Sinapse);
200 mM de dNTPs; 0,25 mM de cada iniciador; 1U de Taq DNA Polimerase ¢ 20-50 n g de

DNA gendmico.

CCRS5: desnaturagao inicial a 94° C por 5 min; seguida por 35 ciclos de: desnaturagdo a 94° C

por 1 min, anelamento a 58°C por 1 min, e elongacdo a 72°C por 1 min; com extensdo final a
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72°C por 10 min. Foi utilizado: 1,5x de tampao (Sinapse); 1,25 uM de dNTPs; 2,5 uM de

cada iniciador; 2,5 U de Taq DNA Polimerase e 20-50 n g de DNA gendmico.



