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RESUMO

A formacgdo da populacdo brasileira se deu a partir de trés grupos populacionais fundadores:
os amerindios, europeus e africanos, e ¢ uma das populagdes mais heterogéneas do mundo. A
populacdo brasileira ¢ resultado de uma miscigenacdo que teve inicio com a invasdo da
colonia portuguesa, mais tarde, abrindo portas para a imigracdo de outros grupos €tnicos,
como os europeus e africanos. A partir de estudos moleculares ¢ possivel prever a disposicdo
de genes dentro e entre as populagdes. Alguns migrantes carregavam alelos para doencas raras
como a mucopolissacaridose (MPS). Estudos genéticos da populagdo brasileira através de
marcadores moleculares de DNA permitem que se faca um retrato molecular das populagdes
ancestrais e das contribui¢des que os colonizadores deixaram no DNA dos brasileiros. A MPS
tipo I ¢ uma doenca autossdmica recessiva rara, crOnica e progressiva, causada pela
deficiéncia de uma enzima denominada a-L-iduronidase, responsavel pela degradacao de dois
tipos de glicosaminoglicanos: sulfato de dermatano e heparan sulfato. A fim de conhecer
caracteristicas genotipicas das populacdes a biologia molecular faz uso de marcadores
moleculares. Nesta pesquisa foram utilizados Marcadores Informativos de Ancestralidade
(AIMs): PV92, APO4, Sb19.3, AT3i/d e CCRS; com o objetivo de realizar a andalise de
ancestralidade dos pacientes com mucopolissacaridose tipo I na Paraiba. Seis amostras de
pacientes com MPS tipo I foram analisadas com os marcadores AIMs e as frequéncias alélicas
encontradas foram analisadas no programa Structure. Os resultados obtidos revelaram uma
contribui¢do maior europeia com uma contribuicdo de 41,6%, sendo 30,7% de contribuigao
Africana e 27,7% Amerindia. Os pacientes com MPS tipo I da Paraiba apresentam uma maior
frequéncia europeia, seguida por uma frequéncia Africana e Amerindia, respectivamente.

Palavras-Chave: Sindrome de Hurler-Scheie, ancestralidade autossomica, grupos étnicos,
variabilidade genética.



ABSTRACT

The formation of the Brazilian population was based on three founding population groups:
Amerindians, Europeans and Africans, and is one of the most heterogeneous populations in
the world. The Brazilian population is the result of a miscegenation that began with an
invasion of the Portuguese colony, later opening doors for an immigration of other ethnic
groups, such as Europeans and Africans. From molecular studies it is possible to predict an
array of genes within and among populations. Some migrants loaded alleles for rare diseases
such as mucopolysaccharidosis (MPS). Genetic studies of the Brazilian population by
molecular markers of DNA that make a molecular picture of the ancestral populations and the
contributions that the colonizers left no DNA of the Brazilians. Type I MPS is a rare, chronic
and progressive recessive autosomal disease caused by the deficiency of an enzyme called a-
L-iduronidase, responsible for the degradation of two types of glycosaminoglycans: dermatan
sulfate and heparan sulfate. In order to know genotypic characteristics of populations
molecular biology makes use of molecular markers. In this research, Ancestral Informative
Markers (AIMs) were used: PV92, APO4, Sb19.3, AT3I/D and CCRS; with the objective of
performing an ancestry analysis of patients with type I mucopolysaccharidosis in Paraiba. Six
samples of patients with type I MPS were analyzed with the AIM markers and the allelic
frequencies found were analyzed in the program Structure. The results showed a greater
contribution from Europe with a contribution of 41.6%, with 30.7% of the African
contribution and 27.7% of the Amerindian. The patients with type I MPS of Paraiba present a
greater European frequency, followed by an African and Amerindian frequency, respectively.

Key-words: Hurler-Schei syndrome, autosomal ancestry, ethnic groups, genetic variability.
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1. INTRODUCAO

A populagdo brasileira ¢ uma das mais miscigenadas do mundo, sua composi¢ao
genética e contribuigdo ancestral ¢ dada a partir de trés grupos populacionais fundadores
desde a colonizagdo: Africanos, Amerindios ¢ Europeus (DANIEL et al, 2008). Esse
processo de miscigenagdo teve inicio com a chegada dos colonizadores europeus
(portugueses) e os negros africanos (mao de obra escrava), em um continente povoado por
aproximadamente 2,5 milhdes de nativos americanos (IBGE, 2017b).

Estudos genéticos da populagdo brasileira através de marcadores moleculares de DNA
permitem que se faca um retrato molecular das populagdes ancestrais e das contribui¢cdes que
os colonizadores deixaram no DNA dos brasileiros (SANTOS, et al, 2006). A
heterogeneidade da populacdo brasileira ¢ formada pela mistura desses trés grupos
populacionais fundadores, entende-la favorece a compreensdao de diversas doengas e suas
implicagdes, contribuindo para a genética clinica, gendmica e na a prescricdio de
medicamentos personalizados (PENA et al, 2011). Os conhecimentos genéticos atuais
contribuem significativamente para o estudo da evolucdo do homem moderno, e busca
reconstruir a historia evolutiva a partir do DNA (LEITE, 2012). Para isto, marcadores
moleculares vém sendo utilizados para andlises da estrutura populacional de diferentes regides
sendo os mesmos ferramentas eficientes para a reconstrugdo da origem das populagdes atuais
existentes (CROACH et al., 20006).

As mucopolissacaridoses (MPSs) sdo doengas de depodsito lisossomico que se
caracterizam pelo acumulo intralisossomico de glicosaminoglicanos (GAGs). O acumulo
anormal compromete a funcdo celular e orginica, ocasionando iniimeras manifestacdes
clinicas, as quais sdo progressivas e afetam mdultiplos oOrgaos (WRAITH, 1995). A
classificacdo das MPSs se baseia na deficiéncia de uma enzima especifica para um
determinado metabolito, podendo apresentar fenotipos distintos ou ndo para cada tipo de MPS
(VIEIRA et al., 2008).

A MPS tipo I é ocasionada por uma deficiéncia na enzima o-L-Iduronidase e sua
deficiéncia leva a ndo metabolizagdo dos GAGs heparan e dermatano sulfato, levando o
paciente a um atraso no desenvolvimento e a perda de habilidades adquiridas. No Brasil a
incidéncia para MPS I ¢ de 1 para cada 106.000 recém nascidos (Rede MPS Brasil, 2017).
Esta Rede em parceria com outros diversos centros brasileiros auxilia no atendimento e no
diagnostico de pacientes com os diversos tipos de MPS. Até 2015 foram diagnosticados no
pais 1152 pacientes com MPSs no Brasil, sendo 225 com MPS tipo I (GIUGLIANI et al.,

2017). Logo, o presente trabalho objetiva identificar a ancestralidade total autossomica de
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pacientes com MPS tipo I no estado da Paraiba, devido a uma alta frequéncia no pais,
segundo Giugliani et a/ (2017) de 31%, para verificar se ha uma correlagdo entre a doencga ¢ a

ancestralidade dos pacientes, podendo facilitar o aconselhamento genético.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Realizar a analise de ancestralidade dos pacientes com mucopolissacaridose tipo I da
Paraiba acompanhados no Hospital Universitario Alcides Carneiro (HUAC) em Campina
Grande, com os marcadores informativos de ancestralidade (AIM) (APO4, AT3id, Sb19.3,
CCRS5 e PV92).

2.2. Objetivos especificos
» Identificar das frequéncias alélicas dos marcadores utilizados (PV92, APOA4,
Sb19.2, AT31/D, CCRYS);
» Estimar a contribui¢do ancestral a partir dos marcadores utilizados nas populagdes
ancestrais: africanas, amerindias e europeias;

» Comparar as frequéncias obtidas com as de outras popula¢cdes mundiais;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Povoamento das Américas

Para um estudo de identificagdo da estrutura populacional humana, um bom comego ¢
partir de uma perspectiva evolucionaria que considera as evidéncias genéticas, a origem do
homem moderno, Homo sapiens sapiens ¢ datada de cerca de 150 mil anos, na Africa; devido
ao fato de que na Africa encontra-se maior diversidade genética do que em qualquer outro
continente (PENA, 2005). A partir do processo de migracdo que ¢ uma das principais razdes
da variabilidade genética (MACHADO, 2012).

Um conjunto de evidéncias reunidas pelos pesquisadores Greenberg (linguista), Turner
(bioantropologo dental) e Zegura (bioantropdlogo geneticista) na década de 1980, levou a
proposi¢dao de que os primeiros nativos americanos chegaram as Américas através de trés
grandes migracdes (SILVA E CARVALHO, 2006), no qual se dispersaram ocupando e
habitando os novos espacos (TARAZONA-SANTOS, 2002). Segundo os autores Silva e
Carvalho (2006), os imigrantes seriam cagadores especializados, que cruzaram o estreito de
Bering no final do pleistoceno (Figura 1). De acordo com esta hipotese, na primeira migragao
teriam vindo os chamados Paleoindios, que ocuparam parte da América do Norte e toda
América Central e do Sul. Na segunda onda migratéria vieram os chamados Na-Dene e
ocuparam Alasca, Canada e regides no sudeste dos Estados Unidos e do norte do México. A
ultima imigragdo trouxe os Esquimo-Aleutas, que formaram os grupos esquimoés ¢ 0s
habitantes das ilhas. Através de estudos do sequenciamento de DNA de nativos americanos
pode-se inferir que a maioria dos nativos americanos sao descendentes da primeira migracao,
ainda assim, as outras duas migracdes tiveram importantes contribuigdes genéticas (WAUGH,

2012).
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Figura 1. Dispersao humana através dos continentes. Fonte: Disponivel em:

<http://unbamericaindigena.blogspot.com.br/2011/09/mapas-de-povoamento-das-americas.html>. Acesso em: 30
de marco de 2017 (NatGeo, 2006 mod).

3.1.1. Formacao do povo brasileiro

A populacao amerindia encontrada no territorio brasileiro foi estimada em 1 a 10
milhdes de individuos nativos americanos durante o periodo da chegada dos portugueses
(FUNALI 2017). Apo6s a instalagdo e o inicio da exploragdo dos recursos no Brasil, em 1630
os Holandeses tomaram Olinda e iniciaram um longo periodo de dominio em boa parte do
territorio atual do Nordeste (IBGE, 2017b).

Devido a hostilidade no modo como as terras brasileiras foram tomadas e a luta pela
defesa de suas terras, a populagdo indigena teve uma reducdo drastica (FUNAI 2017), devido
a isto, houve a necessidade de mao de obra escrava, havendo um aumento na populagao
Africana no Brasil (CORREA, 2010), no entanto, durante o século 19 ¢ 20 houve uma
constante imigra¢dao Portuguesa para o Brasil, cerca de quatro milhdes de Africanos foram
trazidos para c4, principalmente do centro-oeste da Africa e cerca de 3,9 milhdes de Europeus
(ndo Portugueses) (CALLEGARI-JACQUES et al., 2003).
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Embora ndo haja registros exatos dos primeiros escravos negros que chegaram ao
Brasil, acredita-se que em 1538, Jorge Lopes Bixorda, traficou para a Bahia os primeiros
escravos africanos, sendo a escravidao implantada no século XVII ¢ intensificada nos anos de
1700 e 1822 (IBGE, 2017b). Dados histéricos remetem que 40% (cerca de 10 milhdes de
individuos) dos escravos trazidos para a América vieram para o Brasil (SALZANO e
FREIRE-MAIA, 1967). Freyre em seu livro Casa grande & senzala, publicado em 1933,
considerou que ao negro foram atribuidos servigos domésticos e ao Portugués, gerar
descendentes a partir uma colonizagdo hibrida.

Em 1808 com a chegada da familia real portuguesa ao Brasil houve um aumento
significativo na populacdo e, logo apos, em 1824, houve a imigracdo dos colonos alemaes
para o sul do Brasil; 1870 a imigracdo italiana, e s6 em 1888 houve a aboli¢do da escravatura,
aumentando assim o incentivo a imigragdo para o pais de outras populacdes do mundo:
espanhois e japoneses, por exemplo; estima-se que no periodo de 1820 a 1975 mais de 5,5
milhdes de imigrantes, maioria de origem europeia, chegaram ao Brasil (IBGE, 2017b). Com
a vinda desses povos para o Brasil, formou-se a populacdo brasileira atual, caracterizada por
uma diversidade genética ¢ uma miscigenacdo elevada (CALLEGARI-JACQUES e
SALAZANO, 1999).

3.1.2. Histdria da Paraiba.

O estado da Paraiba ¢ dividido em 223 municipios dos quais estdo subdivididos em
uma area de 56.468,427 km? até o ano de 2015, teve sua populacdo estimada em 2016 de
3.999,415 pessoas (IBGE, 2017a). Segundo dados do senso do IBGE (2010), maior parte da
populagdo paraibana se autodeclara parda (52,7%), com 39,8% se autodeclaram Branca, negra
(5,7%) e indigena (1,8%).

Antes da ocupacgao do territorio paraibano por Portugueses, a Paraiba era ocupada por
nativos americanos, indios, pertencentes aos grupos linguisticos dos Tupis e dos Cariris. Ao
primeiro grupo pertenciam os grupos Tabajara e Potiguara. Os Cariris se dividiam em quatro
grandes tribos: os Paiacu, Sucuru, Aria e os Ic6 (CLEROT, 1965).

Ap0s descobrir as riquezas do Brasil, Portugal dividiu sua colonia em 15 capitanias,
para 12 donatarios. Houveram cinco expedigdes para a conquista da Paraiba, tendo sua
cessacdo com a alianca de um portugués e um chefe indigena. A partir dai iniciou-se o
surgimento de vilas como, por exemplo, Pilar e Campina Grande (GOVERNO DA
PARAIBA, 2017).
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Com a morte do Rei de Portugal, D. Sebastido e seu sucessor, seu tio, D. Henrique, o
Rei da Espanha, D. Felipe II, conseguiu em 1580 o trono Portugués. Isto prejudicou os planos
Holandeses que estavam travando uma batalha pela sua liberdade contra os espanhois, sendo
assim, o governo e companhias privadas holandesas formam a Companhia das Indias
Ocidentais, para invadir as colOnias. Entdo, sucessivas tentativas de invasao holandesa foram
feitas, a maioria fracassada, entre elas em Salvador, Rio Grande do Norte e na Paraiba. S
mais tarde em 1634, os holandeses tiveram algum sucesso, durante o dominio holand€s, por

muito tempo, ndo houve mistura étnica (GOVERNO DA PARAIBA, 2017).

3.2. Ancestralidade

A espécie humana possui uma origem ancestral, o que implica dizer que estamos todos
relacionados de algum modo, em diferentes graus de parentesco (CHACRAVATI et al.,
2009), por isso ¢ importante ser claro sobre qual estrutura referencial estd sendo usado nas
discussoes sobre ancestralidade; devido da recombinagdo, cada segmento do genoma tem sua
propria historia ancestral, e varios segmentos do genoma de um individuo podem ter historias
ancestrais que tragam as diferentes populagdes (ROYAL et al., 2010).

A ancestralidade pode estar associada a biogeografia, na qual a origem de uma pessoa
estd associada a localizacdo geogréafica de presumiveis antepassados, inferida em comparacao
com as populagdes contemporaneas que vivem nesses locais (SHRIVER, 2003). H4 também
estudos de linhagens ancestrais e do DNA autossomico (family history), o primeiro representa
linhagens paternas ou maternas dos individuos e o ultimo identifica toda sua linhagem
ancestral autossdOmica. A variagdo autossomica pode ser estimada por abordagens de
sequenciamento de todo o genoma, com painéis genotipicos, ou através de uma avaliagdo de
AIMs (CLARK et al., 2005)

A utilizagdo de marcadores genéticos permite fazer comparativos de dados
semelhantes na literatura e fazer inferéncias sobre relagdes entre populagdes. A estimativa da
ancestralidade tem o potencial de mostrar padrdoes de migragao humana passada e fornecer
informacdes bésicas sobre a variagdo genética humana que ¢ essencial para distinguir
populagdes miscigenadas (AKEY et al., 2004; NIELSEN et al., 2009), também usadas para
associagdes com doengas (REICH et al.,, 2005) e admite propiciar pardmetros e auspiciar a
disposicao dos genes dentro e entre populagdes (CAVALLI-SFORZA, 1998).
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3.3. Marcadores Informativos de Ancestralidade (AlMs)

Segundo Morais (2013), diversas muta¢des ocorreram ao longo da evolugdo da espécie
humana, gerando variagdes que podem constituir os haplotipos e, na maioria dos casos,
servindo como marcadores de linhagem por serem especificas a determinado grupo
populacional de uma area definida. Haplotipos sd@o conjuntos de alelos ou de marcadores, ou
seja, formas alternativas do mesmo gene e/ou polimorfirmos, no geral, sdo herdados como
uma unica unidade devido a sua baixa taxa de recombinacdo. E devido a analise desses
haplotipos em individuos que € possivel a identificacdo de polimorfismos locais entre as
diferentes populacdes, geralmente de regides geograficas precisas, um conjunto de haplotipos
determina um haplogrupo, este se refere a um grupo grande de haplotipos, os quais sdo séries
de alelos em lugares especificos de um cromossomo.

Alguns fatores evolutivos sdo sugeridos para explicar os mecanismos genéticos que
modulam as frequéncias e distribui¢do das mutagdes em diferentes populacdes, sendo os
principais fatores: a pressao seletiva, altas taxas de mutagdo “Hot spots”, efeito fundador e
endogamia. Na Arabia Saudita (OZAND et al. 1990) e na Tunisia (KHEDHIRI et al, 2009)
existe uma forte associagdo entre frequéncia elevada de MPS ¢ casamentos consanguineos
(MOAMMAR et al., 2010), no Brasil a taxa de consanguinidade foi estimada em 4,8%
(SANTOS et al., 2010) e no Nordeste do Brasil entre 6 ¢ 12% (FREIRE-MAIA, 1957).

Para reconstruir a historia evolutiva da espécie humana, considera-se que os melhores
locais para serem analisados sdo aqueles os quais podemos diferenciar uma populagao da
outra, ou seja, pela diferenciacdo de alelos entre populagdes (NEEL e WEISS, 1975). No
entanto, marcadores de alelos especificos populacionais sdo muito raros. Com isso iniciou-se
a busca por marcadores diferenciam a frequéncia entre populacdes (SHRIVER et al., 1997)

Os marcadores utilizados para avaliar a composi¢ao ancestral de uma populagdo eram
denominados PSAs (do inglés, Population Specifc Alleles) (SHRIVER et al, 1997),
atualmente s3o conhecidos como Ancestry Informative Markers (AIMs) ou Marcadores
informativos de Ancestralidade (BONILLA et al., 2004). A frequéncia entre populagdes pode
ser determinada pelos AIMs, estes sdo adequados em avaliagdo da composigdo ancestral de
populagdes hibridas, sendo sua precisdao diretamente proporcional a magnitude da diferenca
das frequéncias dos marcadores utilizados (WIEZEL, 2008). Para associagdes entre etnias e
hereditariedade ¢ fundamental agrupar populagcdes humanas e indicar sua ancestralidade
(BAMSHAD, 2003).

Contudo, a analise dos AIMs ¢ importante, pois descrevera a diversidade genética

populacional e também poderda nos mostrar a reconstru¢dao historica dos povoamentos
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(CALLEGARI-JACQUES e SALZANO, 1999); a contribuigdo das populacdes fundadoras
ancestrais na formacdo de populagdes atuais principalmente as miscigenadas (SHRIVER et
al., 2003) ¢ estudos de mapeamento genético de associacdes com doengas (SHRIVER, 1997).

Varias andlises estimando a mistura entre as populagdes ja foram realizadas, como por
exemplo, o trabalho de Ferreira et al. (2006), que mostrou em uma parcela da populagdo de
Sdo Paulo a contribui¢do Africana com uma frequéncia de 14%, Amerindia 7% e 79%
Europeia. Enquanto que numa populagdo afro-descendente no Brasil a contribui¢do foi de
26% Africano, 12% Amerindio e 62% Europeus (MUNIZ et al., 2008). Estudos como estes
demonstram que a andlise a partir do fenotipo ndo ¢ suficiente para contar a historia de uma
populacao miscigenada como a do Brasil.

Com o estudo dos AIMs ¢ possivel estimar mais precisamente as proporg¢oes ancestrais
de uma populagdo como a Brasileira, miscigenada (PARRA et al., 1998; PARRA et al., 2001;
SHRIVER et al., 2003).

Neste estudo foram analisados 5 (cinco) marcadores informativos de ancestralidade,
sendo um polimorfismo de inser¢do/delecdo (indel, do inglés), trés insercdes Alu — PV92,
APO4 ¢ Sbl19.3, ¢ a delecdo CCRS. Os diferentes alelos encontrados nos marcadores
informativos de ancestralidade foram denominados alelos 0 (zero), 1 (um) e 2 (dois). Para os
polimorfismos, a alelo 0 foi caracterizado pela auséncia de inser¢dao ¢ homozigoto, o alelo 1

pela presenca de inser¢ao homozigoto e o alelo 2 heterozigoto.

3.3.1. AT3I/D - Insercao/Delecao

A perda ou a inser¢do de um par de bases caracteriza os marcadores genéticos
bialélicos, do inglés Indels (WEBER et al., 2002)

O gene SERPINCI que codifica a atirrombina III (AT3) localiza-se no cromossomo 1
(1g25.1), possui 19kb e sete éxons; a AT3 ¢ membro da familia de inibidores da serina,
caracteriza-se por ser uma molécula de inativacdo de diversas enzimas de coagulacdo, tais
como fatores Xa, Xa, XIla e a trombina (LIU et al., 1995) A presenga do polimorfismo de
comprimento de 76pb (inser¢do/delecdo) rs3138521, localizada na regido 5’ do éxonl, gera
um fragmento de 572pb e caracteriza o alelo 1, sendo mais frequente na populagdo africana,
enquanto que o fragmento de tamanho 496pb caracteriza a populagdo amerindia (LIU et all.,
1995, GONTIJO, 2008).

Para andlises de populagdes hibrida como a brasileira, este polimorfismo ¢ util “por
apresentar uma frequéncia da inser¢do do alelo principal 85,8% em populagdes africanas,

diferenciando assim, africanos de europeus e africanos nativos-americanos (TELO, 2010).
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3.3.2. Insercoes Alu (Sb19.3, APO4 e PV92)

Os elementos transponiveis correspondem a segmentos de DNA capazes de se mover
dentro do genoma. Duas pessoas que compartilhem a mesma sequencia A/u no mesmo local
do seu genoma, elas descendem de um antepassado comum (BATZER e DEININGER, 2002).
Devido a improbabilidade que o evento de inser¢do ocorra duas vezes em um mesmo /OCUS.
Muitos dos elementos A/u provaram ser Uteis no estudo da evolu¢do do ser humano e da
historia natural de diferentes regides do genoma (CARROL ef al. 2001).

A familia Alu é um grupo de sequencias de DNA que surgiram a partir de uma unica
sequencia ancestral, ¢ encontrada repetida diversas vezes dentro do genoma humano
(BTAZER et al.; 1996b) e ¢ tinica de primatas (SHEN et al., 1991; WATKINS et al,, 2001).
Acredita-se sua amplificagdo tenha iniciado cerca de 65 milhdes de anos atras (ADE et al.,
2013; TELO, 2010) derivado a partir da transcri¢do reversa um RNA intermediario (7SL
RNA) (GONTIJO, 2008), representam cerca de 11% de todo o genoma (ADE et al., 2013).

As inser¢des Alu fazem parte da maior familia de pequenos DNA repetitivos SINEs
(Short Interspaced Nuclear Elements) ou repeticdes intercalantes curtas e sdo originarias de
um retrotransposon (BATZER e DEININGER, 2002). Retrotransposon ou elementos
transponiveis (também conhecidos como genes saltadores) sdo fragmentos de DNA
intermedidrios que podem se mover dentro do genoma (CORDAUX E BATZER, 2009).

A inser¢do Alu para o locus Sb19.3 (rs3138524) esta localizada no cromossomo
19p12, sua presenga gera um fragmento de 457pb que caracteriza o alelo Sb19.3*1.
Apresentando frequéncia elevada em europeus e nativos africanos (ARCOT et al., 1998;
MACHADO, 2008).

O locus Alu para o [6cus APO4 (rs3138522) apresenta-se no brago longo do
cromossomo 11, esta proximo a um complexo de genes da apolipoproteina AI-CIII-AIV, a
presenca desta inser¢ao gera um fragmento de 400 pb tendo frequéncia elevada em Europeus
e Amerindios (KARATHANASIS et al., 1986).

O gene Alu para o /ocus PV92 (rs3138524) localiza-se no cromossomo 16 (BATZER
et al.,1994). A caracterizagdo do alelo PV91*1 da-se pela presenca da inser¢do que gera um
fragmento de 400 pb, mais prevalente em populagoes asiaticas (MACHADO, 2008) ou um
fragmento de 129 pb, mais prevalente em nativos americanos, atingindo frequéncias

superiores a 90% em populacdes amerindias (LUIZON et al., 2008).
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3.3.3. CCR5A32

O gene que codifica CCRS estda localizado na regido p21.3 do cromossomo 3,
formando um aglomerado com outros genes dos receptores de quimiocina (MACEDO, 2003;
SAMSON et al.,1996). A delegdo neste gene da origem ao alelo mutante CCR5A32, sua
presenga em homozigose tem sido relatada em individuos resistentes ao HIV, e em
heterozigose foi relatado uma progressdo mais lenta a AIDS (DEAN et al., 1996; LIU et al.,
1996).

Estudos populacionais do CCR5A32 (rs333) mostram que, esta dele¢do no gene CCRS
esta presente numa frequéncia alélica média de 10% em europeus, porém ndo ¢ exclusiva de
pessoas com descendéncia europeia (GALVANI et al., 2005; MARTINSON et al, 1997).
Uma frequéncia muito baixa, rara ou ausente, pode ser encontrada em Africanos, Japoneses e
Amerindios (GALVANI et al., 2005; MARTINSON et al, 1997)

Para o alelo CCR5A32 em populagdes urbanas brasileiras foi encontrada uma
frequéncia de 3,5% e entre amerindios brasileiros ha uma auséncia do alelo (PASSOS E
PICANCO, 1998); e para a populacdo nordestina uma frequéncia de 4% (SALDANHA,
2008).

3.4. Mucopolissacaridoses

As mucopolissacaridoses (MPS’s), descritas na tabela 1, sdo doengas autossdmicas
recessivas de deposito lisossomico, exceto pela MPS II a qual ¢ relacionada a uma heranca
ligada ao cromossomo X; sdo caracterizadas pelo acimulo de glicosaminoglicanos (GAGs)
intralisossdmicos, devido a incapacidade de uma enzima responséavel pela degradacao dessas
moléculas. Os GAGs, também denominados mucopolissacarideos, ndo degradados
acumulam-se dentro das células e sua quantidade em excesso é excretada pela urina do
paciente com MPS. Este acimulo anomalo compromete a funcdo celular e organica, levando a
um grande numero de manifestacdes clinicas, as quais sdo progressivas e afetam multiplos
orgaos (WRAITH, 1995; VIEIRA, 2007).

Caracteristicas comuns entre as MPS incluem organomegalia, problemas respiratorios,
de visdo, de audigdo (GIUGLIANI et al., 2010). Uma série de processos de alteragdo a nivel

celular contribuem para a patogénese da doenga, simplificados na figura 2.
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Figura 2. Mecanismo envolvido na patogénese das mucopolissacaridoses. A partir da perda de funcdo em
alguma enzima lisossomica que degrade GAG por uma muta¢do, o acimulo de substrato leva a uma série de
alteragdes em nivel celular e tecidual. Os mecanismos patogénicos podem estar relacionados e estudos deverdo
ser conduzidos nos proximos anos para identificar tais relagdes. Fonte: Baldo (2012) mod.

O primeiro caso de MPS foi identificado por Hunter, no ano de 1917, porém a
bioquimica molecular da doenga s6 foi explicada entre as décadas de 50 e 60, seus subtipos
foram identificados posteriormente (SANTANA, 2004). O diagnostico ¢ iniciado pela
suspeita clinica, baseando-se no fendtipo caracteristico ¢ confirmado pelo exame laboratorial
de urina, entdo, aplica-se um teste qualitativo para identificacdo de qual tipo de GAG esta
mais presente na urina (WRAITH e JONES, 2014). Apenas as caracteristicas clinicas ndo sdo
capazes de um diagnéstico preciso devido a semelhanca fenotipica entre as sindromes
(comunicagéo oral)'.

Os diversos tipos de MPS tém uma incidéncia de aproximadamente 1,9-4,5:100.000
individuos recém-nascidos vivos (HAMARTZ, 2008). At¢ 2015 foram confirmados 3.099
casos de doengas de deposito lisossomico em brasileiros, as mais comuns foram doenga de
Gaucher (725casos), MPS I (343casos), MPS VI (238 casos), MPS I (225 casos), acid
sphingomyelinase deficiency/ASMD (199 casos), MPS IVA(153 casos), GM1 gangliosidosis
(176 casos), Niemann-Pick C (150 casos), Leucodistrofia Metacromatica (150casos), Doenca
de Tay-Sachs (122 casos), doenga Fabry (104casos), MPS IIIB (88 casos), doenca de Krabbe
(96 casos), MPS II1A (53 casos) e MPS 111 C (52 casos) (GIUGLIANI et al., 2017).

! Palestra sobre a incidéncia de Mucopolissacaridose no estado da Paraiba no HUAC, Campina Grande.



Tabela 1. Classificacdo das Mucopolissacaridoses

MPS

A

lic

HiD**

IVA

VB

Vi

Vil

IX**

Outro nome
Hurler Sindrome

(H)
Hurler-Scheie
Sindrome (H/S)
Scheie Sindrome

(S
Hunter

Sanfilippo A
Sanfilippo B
Sanfilippo C
Sanfilippo D
Morquio A
Morquio B
Maroteaux-Lamy
Sly

Natowicz

Enzima afetada

o-L- iduronidase

Iduronato-2-
sulfatase
Heparan-N-sulfatase
o-N-
acetilglicosaminidase
AcetilCoA: a-
glicosamina
acetiltransferase
N-acetilglicosamina-
6-sulfatase
N-acetilglicosamina-
6-sulfatase

- galactosidase

N-
acetilgalactosamina-
4-sulfatase
B-glicuronidase

Hialuronidase

Fonte: Adaptado de Guarany (2015); CLARKE, 2008.

* Adaptado de Guarany ef al. (2015).

GAG afetado

Dermatan e
heparan sulfato

Dermatan e
heparan sulfato
Heparan Sulfato

Heparan Sulfato
Heparan Sulfato
Heparan Sulfato
Queratan Sulfato
Queratan Sulfato
Dermatan Sulfato
Dermatan e

Heparan Sulfato
Acido Hialurdnico

** Néo ha diagnosticos de MPS IIID e IX no Brasil (GIUGLIANI et al., 2017).
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Incidéncia*
1: 100 000

1:162.000

1:128.000
1:135.000

1:1.407.000

1:1.056.000

1:201.000
1:715.000
1:248.000
1:2.111,000

4 casos
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3.4.1. Mucopolissacaridose tipo I

Assim como a maioria dos outros tipos de MPSs, a MPS tipo I (OMIM #252800) ¢
uma doenca autossOmica recessiva rara, cronica ¢ progressiva, causada pela deficiéncia de
uma enzima denominada o-L-iduronidase. Esta enzima ¢ responsavel pela degradacdo de dois
tipos de GAGs: sulfato de dermatano e heparan sulfato (MOORE et al., 2008; CAMPOS e
MONAGA, 2012; BECK et al., 2014) a partir da remocao de residuos do terminal do 4cido
idurdnico durante a degradagdo sequencial destes dois GAGs (NEUFELD, 2000). A a-L-
iduronidase contém uma cadeia de 653 aminoacidos (AA) e sua deficiéncia ¢ alusiva ao
acimulo dos dois GAGs citados anteriormente, acarretando, assim, uma ampla ocorréncia de
manifestacdes clinicas (PASTORES et al., 2007).

Na célula, a integridade da matriz extracelular ¢ mantida devido ao processo natural de
homeostase, manté-la depende da composi¢do de glicoproteinas, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos sulfatados presentes no meio (BIELIK e ZAIA, 2010). Os
glicosaminoglicanos sulfatados tém sua funcdo alterada ao se ligar a proteinas especificas,
modificando assim o desenvolvimento, modulacdo da angiogénese, ciclo celular, inflamacao,
apoptose, sinalizagdo dos fatores de crescimento (YANG et al., 2013).

A MPS tipo I denota heterogeneidade clinica consideravel, sendo caracterizada por
afetar multiplas partes do corpo, porém pode apresentar diferentes graus de comprometimento
esquelético, cardiaco, digestivo e respiratorio ao organismo, causado pela deficiéncia da
mesma enzima: o-L-Iduronidase (TERLATO e COX, 2003). Alguns polimorfismos
funcionais ndo patogénicos pode também ter um papel na expressdo de alelos mutantes no
gene IDUA, contribuindo para a heterogeneidade fenotipica e clinica caracteristica de MPS
tipo I (D’ACO et al,, 2012). Estudos de mutagdes no gene serve para o aconselhamento
genético de familia e também como diagnostico complementar (MATTE et all., 2003).

Atualmente a base de dados do The Human Gene Mutation lista mais de 110 variantes
patogénicas para o gene IDUA, incluindo mutagdes sem sentido (nonsense), missense
(sentido trocado), pequenas delecdes, inser¢cdes (PAGON et al, 2016).

Individuos com MPS tipo I ndo apresentam sintomas da doenca ao nascer, embora
alguns tenham hérnia umbilical (pequena elevacdo do umbigo) ou hérnia inguinal (baixo
abdome). As caracteristicas clinicas da sindrome de Hurler incluem faces grosseiras,
opacidade corneana, deficiéncia intelectual, hérnias e hepatoesplenomegalia (WRAITH et al.,
1987)

O gene referente a MPS tipo I denominado IDUA esta presente no brago curto do

cromossomo 4 (regido 4p16.3) e possui cerca de 19kb em 14 éxons que codifica a enzima a-
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L-Iduronidase (SCOTT et al., 1990, 1992), MPS tipo I ¢ causada por alteragdes neste gene. A
MPS tipo I ¢ uma sindrome dividida em trés subtipos: Sindrome de Hurler (MPS IH — OMIM
#607014) com expectativa de vida menor que 10 anos, sindrome de Huler-Scheie (MPS THS —
OMIM #607015) possui uma expectativa de vida abaixo dos 25 anos de idade e sindrome de
Scheie (MPS IS — OMIM #607016) é a mais compativel com a vida e pode conceder ao
afetado uma expectativa de vida normal; no entanto, a primeira determina o tipo mais severo,
a segunda e terceira os tipos mais atenuados da doenga (BECK et al, 2014; VIJAY &
WRAITH, 2005). Estas nomenclaturas foram sugeridas por McKusick et al. (1972).

Todas as formas de MPS tipo I podem afetar diferentes 6rgaos e tecidos, pessoas com
o tipo mais severo tem por sua vez um declinio da func¢do intelectual e uma progressdo da
doenca mais rapida. Atraso no desenvolvimento €, em geral, apresentado no primeiro ano de
vida, casos severos eventualmente perdem fungdes basicas funcionais do corpo. Individuos
com tipos mais atenuados possuem dificuldades na aprendizagem, enquanto outros ndo
apresentam sintomas de regressdo intelectual. Problemas de coragdo e obstrucdo do trato
respiratorio sdo as maiores causas de morte em pessoas com MPS tipo I (PAGON et al,
2016).

A incidéncia de MPS tipo I varia bastante entre as populagdes sendo estimada
1:100.000 nascidos vivos (BECK et al, 2014), 0,63:100.000 na Tunisia (CHKIOUA et al.
2011); 1.22:100.000 no Brasil (GIUGLIANI, et al. 2012), 1,33:100.000 em Portugal
(POUPETOVA et al.,, 2010) e 1,7:100.000 no Reino Unido (MOORE, et al. 2008). A
discrepancia na incidéncia entre populacdes de diferentes etnias reflete a influéncia de fatores
evolutivos, como efeito fundador no processo de transmissao da doenca e consanguinidade j&
observada em outras doengas autossomicas recessivas, inclusive na MPS IV-A (KHEDHIRI
et al. 2009). O Brasil ¢ o pais da América Latina com o maior numero de pacientes com MPS
[ (BECK, et al. 2014).
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4. METODOLOGIA
4.1. Local de estudo e amostragem
O presente estudo foi desenvolvido na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB),
Campus I, Campina Grande — PB, no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular (LGBM)
desta institui¢do, responsavel pelas andlises moleculares de ancestralidade. Para a realizagdo
desta pesquisa cientifica, o projeto foi submetido ao comité de ética da propria instituigao.
CEP-UEPB: CAAE: 66503617.9.0000.5187.
Foram estudadas no total 6 (seis) amostras de pacientes com Mucopolissacaridose tipo
[. A triagem dos pacientes e coleta de sangue periférico foi realizada pelo Hospital
Universitario Alcides Carneiro (HUAC), obtidas por colaboragdo de Dr* Paula Frassinetti. A
populacdo é proveniente de diversos municipios do Estado da Paraiba, sendo um (1) de
Campina Grande, um (1) de Patos, dois (2) de Sdo Jodo do Rio do Peixe e dois (2) de Pombal,
descritos na Figura 3. No intuito de preservar as identidades dos pacientes do presente estudo,

os mesmos foram nomeados de MS1 a MS6.

QUANTIDADE DE
PACIENTES
[ compina Grande 1
e 1

Pombal 3

4o Joao do Rio do 2
Peixe

Figura 3. Mapa situando a localizagéo das cidades de origem dos pacientes com MPS tipo I na Paraiba (PB) ¢ a

quantidade de pacientes diagnosticados nas respectivas cidades. (Fonte: Google Maps adaptado).

4.2. Extracao de DNA
A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de sangue periférico de
individuos com MPS tipo [, e, a partir delas iniciou-se o processo de extracdo de DNA. Este
procedimento foi executado através do Kit de extracdo de DNA denominado Wizard®

Genomic DNA Purification Kit, Promega seguindo as recomendagdes do fabricante.
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4.3. Genotipagem das amostras
Foi realizada a reagdo em cadeia polimerase (PCR) (do inglés Polimerase Chain
Reaction) nas amostras dos seis (6) pacientes a fim de amplificar a regido de interesse

utilizando os AIMs descritos na tabela 2.

Tabela 2. Marcadores moleculares utilizados neste estudo.

Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs)

Marcador Primers utilizados Tamanho do
fragmento (pb)
PV92' 5> AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT 3’
5 TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTGTTAG 3’ 129 cfou 443 pb
APO42 5" AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG 3’
5> AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA 3’ 0D elon LTl
Sb19.3° 5> TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG 3’
5> AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC 3’ 457 efou 157 pb
CCRs5* 5 ACCAGATCTCAAAAAGAA 3’
5’ CATGATGGTGAAGATAAGCTTCA 3’ o5 on 225 pls
AT3-1/D° 5 CCACAGGTGTAACATTGTGT 3’

5" GAGATAGTGTGATCTGAGGC 3’ 572 e/ou 496 pb

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

Para a amplificacdo da maioria das amostras foi utilizado um volume total de 12,5ul
em micro tubos de 0,2ml, no termociclador Veriti (Applied Biosystems Thermo Fisher). Os
parametros utilizados para cada marcador estdo descritos nas tabelas presentes no Apéndice
A.

4.4. Eletroforese em gel

A andlise dos produtos de PCR para os marcadores informativos de ancestralidade
(AIMs) foram submetidos a gel de poliacrilamida a 8% e/ou 12% em cuba vertical com
tampao 1X Tris-Borato-EDTA (TBE) (Tris 0.089M; Acido Bérico 0,089M e EDTA 0,002M)
por 2 (duas) horas e 30 (trinta) minutos aproximadamente, o bivolt foi regulado a uma
voltagem de 120V e uma corrente de 36 mAh (miliamperes-hora). Posteriormente os géis
foram corados em nitrato de prata de acordo com o protocolo descrito em Crest et al. (2001).
O tamanho dos fragmentos foi caracterizado utilizando um marcador padrdo de peso

molecular de 100 pares de base (pb) Invitrogen™.
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4.5. Analise dos resultados

A andlise dos resultados obtidos se deu através da contagem direta dos alelos e
tabulagdo dos resultados que foram analisados através do programa Structure 2.3.4
(PRITCHARD et al., 2000) e sua extensdo online Structure Harvester’ (EARL et al., 2012)
para o reconhecimento da estrutura populacional dos pacientes analisados a partir dos AIMs.

Os parametros utilizados para o programa foram k=3, onde k significa o niimero de
populagdes, burning period: 20.000, por 200.000 interagdes Cadeia Markov ¢ Monte Carlo
(MCMC), esta cadeia ¢ um algoritmo utilizado para realizar as aproximagdes, € 0 parametro

Admixture model, utilizado para populagdes miscigenadas.
5. RESULTADOS

5.1. Analise dos marcadores informativos de Ancestralidade.

Os marcadores utilizados neste estudo foram PV92, APO4, Sb19.3, CCR5 e AT3id
por possuirem alelos com alto diferencial de frequéncia (PARRA et al, 1998); estes
marcadores restringiram o estudo da variabilidade genética em trés diferentes populagoes:
africanas, amerindias e europeias.

Houve uma contribuicdo maior europeia com uma ocorréncia de 41,6%, sendo 30,7%
de contribui¢do Africana e 27,7% Amerindia (Figura 4).

As frequéncias alélicas, os genotipos encontrados e o numero de amostras analisados

estdo descritos na tabela 3:

? Web v0.6.94 July 2014, Plot vA 1 November 2012, Core vA.2 July 2014.
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Tabela 3. Frequéncias dos alelos observados para os AIMs.

Marcador Genotipo Numero de Frequéncia Alélica
amostras (%)
0 1 18.8
PV92 2 4 63.0
1 1 18.2
APO4 1 6 100
1 61,8
AT3id 0 1 19,7
2 1 18,5
Sb19.3 1 6 100
CCR5 0 6 100

Legenda: O genotipo para os marcadores PV92, APO, AT3id e Sb19.3 sdo caracterizados da seguinte
forma: 0 — homozigoto sem inser¢do; 1 — homozigoto com inser¢do; 2 — heterozigoto. O marcador CCRS5 tem a
seguinte caracterizagdo: 0 — homozigoto sem delegdo; 1 — homozigoto com delecao (Fonte: Autor).

Através da analise do software structure, foi obtida também a contribui¢do da
variabilidade genética para cada individuo que esta representado na tabela 4.

Tabela 4. Variabilidade individual dos pacientes deste estudo.
Contribui¢ao Individual (%)

Individuo Europeia Amerindia Africana
MS1 41,5 27,7 30,8
MS2 41,6 27,7 30,6
MS3 41,5 27,7 30,8
MS4 41,6 27,7 30,7
MS5 41,6 27,8 30,6
MS6 41,6 27,7 204
Fonte: Autor.
1.08
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

1) 31 5(1)
201 401 i1l

Figura 4. Contribui¢des individuais dos pacientes com MPS tipo I. As cores vermelho, verde e azul representam
a contribuicdo africana, amerindia e europeia respectivamente. Fonte: Autor.
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6. DISCUSSAO

Este estudo consistiu em analisar a ancestralidade genética de pacientes com MPS tipo
I da Paraiba, para os componentes ancestrais africano, amerindio e europeu, determinando as
proporcdes alélicas e ancestralidade dos individuos em estudo.

No presente estudo pode-se observar uma contribui¢do total de 41,6% para a
descendéncia Europeia, seguido de 30,7% e 27,7% para a Africana e Amerindia
respectivamente. Isto mostra uma predomindncia genotipica europeia que também esta
presente em outras regides do Brasil. Embora a origem europeia seja predominante no sul, no
Nordeste chega a 42,4% (JUSTINO, 2015). Em um estudo de pacientes com anemia
falciforme na Bahia, Nascimento (2016) observou uma contribuicdo maior europeia com
44%.

Outro estudo desenvolvido em Salvador envolvendo pacientes com cancer de mama
triplo-negativo, a andlise gendmica, de acordo com a estimativa de mistura populacional feita
através dos AIMs, obteve-se uma maior contribui¢do africana (50%), seguida da Europeia
(40%) e por ultimo, amerindia (8%) (CORREA, 2010), isto demonstra que a frequéncia varia
de acordo com a regido que esta sendo estudada.

Neste caso a regido sul do Nordeste brasileiro, na Bahia, durante o processo de
exploracdo do territério brasileiro, o grupo étnico populacional que mais se desenvolveu na
regido foi a africana como pode ser observado também nos estudos de Bonfim (2008),
desenvolvido em Salvador, com uma contribuigao africana de 48%.

Segundo Pinto (2004), Portugal apresenta uma frequéncia para mucopolissacaridose
tipo I de 13% no norte do pais e 35% no resto do pais. A frequéncia minima de MPS tipo I no
Brasil ¢ de 31%, de acordo com o total de casos diagnosticados em 14 anos (2000-2013)
divididos pelo niimero total de nascimentos no mesmo periodo (GIUGLIANI, 2017). E
provavel que a Paraiba seja o estado do nordeste brasileiro com maior niimero de pacientes
vivos com MPS tipo I diagnosticados até a presente data. Segundo Holanda (2010), em um
estudo epidemiologico, o Rio Grande do Norte apresenta trés pacientes com MPS tipo 1. O
Ceara apresenta 3 pacientes vivos (RIBEIRO, 2014) e neste estudo foram analisados 6
pacientes.

A distribui¢do genotipica bem como a ancestralidade de grupos humanos a partir de
marcadores moleculares pode ser inferida em estudos populacionais, porém, embora os dados
na literatura mostrem a formacdo da populacdo a partir, principalmente, dessas trés

populagdes estudadas: amerindios, africanos e europeus; a distribuigdo dos trés grupos étnicos
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mencionados ndo ocorreu homogeneamente, em outras palavras, a propor¢do da distribui¢ao
dessas populagdes imigrantes depende da regido geografica estudada (TELO, 2010).

Pode ser observada em amostra de Minas Gerais uma prevaléncia maior Africana e
47,3% (SILVA, 2011); diferentemente, as amostras deste estudo que apresentaram uma
contribui¢do maior europeia 41,6%. Ferreira (2012) demonstra a partir de AIMs que na Bahia
(regido de Ilhéus e Itabuna) houve contribuicao europeia de 51%, em outro estudo, a partir da
analise dos AIMs, Campos-Sanchez (2013) mostrou uma ancestralidade europeia de 49,2%
em uma populagdo da Costa Rica.

Foi analisada a frequéncia do alelo *1 para cada focus, de acordo com a convengdo
descrita em Parra et al. (1998), para comparagdo e diferencial de frequéncias alélicas (Tabela
5)

Os parametros moleculares dos AIMs estudados mostraram-se, em grande parte,
coerentes com os dados mostrados na literatura para as diferentes populacdes. O alelo
PV92*1 ¢ um marcador com frequéncia superior a 90% em amerindios (LUIZON et al.,
2008), neste estudo ele se apresentou em 5 dos pacientes, sendo 1 homozigoto (18,8%) e 3
heterozigotos (63,0%). O alelo APO4*1 chegou a 100%, ¢ encontrada entre europeus (94%) ¢
Amerindios (100%) (FERREIRA, 2012). O alelo AT3I/D*1 apresentou uma frequéncia de
61,8% (africano), mostrando-se mais elevado assim como nos estudos de Tel6 (2010) em
Salvador 85,8% e Abe-Sandes ef al. (2010) em uma amostra de Salvador 55%. O alelo
Sb19.3*1 apresentou uma frequéncia de 100% para a ancestralidade europeia, encontrado em
uma frequéncia de 67% por Abe-Sandes et al. (2010). CCRS apresentou uma frequéncia de
100% para nativos americanos ndo ocorrendo a presenga do alelo *1 nos pacientes estudados;
embora esteja presente aproximadamente em 10% dos europeus, e ausente em Africanos sub-
Sarianos (DEAN et al, 1996; MARTINSON et a/,1997). Contudo, os resultados mostram uma

miscigenagao na populagao analisada.

Tabela 5. Frequéncia do alelo *1 para cada /ocus.

Marcador Populacao Frequéncia Global = Meédia dos Pacientes
PV92 *1 Amerindia 90% 18,2%

APO4 *1 Europeia 94% 100%

AT3I/D *1 Africana 85% 61,8%

Sh19.3 *1 Europeia 93% 100%

CCR5 *1 Europeia 10% 0%

Frequéncias segundo: a. LUIZON et al. (2008); b. Ferreira (2012) e c. DEAN et al. (1996).
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7. CONCLUSAO
Os pacientes com MPS tipo I da Paraiba apresentam uma maior frequéncia europeia,
seguida por uma frequéncia Africana ¢ Amerindia, respectivamente. As frequéncias estimadas
para as contribui¢cdes ancestrais desses pacientes sdo similares, contudo, os AIMs utilizados
mostraram-se bons marcadores de ancestralidade para os pacientes com MPS tipo I
Comparando as frequéncias observadas, podemos observar que os valores para os AIMs sdo

em sua maioria intermedidria, o que reflete o processo de miscigenagao.
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APENDICE A - PARAMETROS PARA PCR

Condicoes de PCR do marcador PV92:

Desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos; seguida por 32 ciclos de: desnaturagdo a
94°C a 40 segundos, anelamento a 55°C a 50 segundos, e elongacdo a 72°C a 1 minuto; com

extensdo final a 72°C a 7 minutos.

Concentracéo Inicial  Concentragao Final Volume para 1 amostra

Agua 8,67ul
Tampéo IB 10x 1x 1,15 pl
dNTP 2,5mM 0,25mM 0,92 nul
Primer foward 10pmol 0,5mM 0,28 ul
Primer reverse 10pmol 0,5mM 0,28 ul
Taq 10U 1U 0,2 ul
DNA 1 ul
volume final 12,5 ul

Condicdes de PCR do marcador APO4.:
Desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos; seguida por 32 ciclos de: desnaturagdo a

94°C a 1 minuto, anelamento a 50°C a 2 minutos, ¢ elongagdo a 72°C a 2 minutos; com

extensdo final a 72°C a 5 minutos.

Concentracéo Inicial  Concentracéo Final ~Volume para 1 amostra

Agua 8,67ul
Tampao IB 10x 1x 1,15 pl
dNTP 2,5mM 0,25mM 0,92 pul
Primer foward 10pmol 0,5mM 0,28 ul
Primer reverse 10pmol 0,5mM 0,28 ul
Taq 10U 1U 0,2 ul

DNA 1 ul

volume final 12,5 ul
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Condicdes de PCR do marcador Sb19.3:

Inicia-se com 1 ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C por 6 minutos ¢ anelamento a
66°C por 2 minutos; seguida por 35 ciclos de: extensdo a 72°C a 1 minuto, desnaturagdo a

94°C a 30 segundos, anelamento a 66°C a 1 minuto; com extensao final a 72°C a 10 minutos.

Concentracéo Inicial  Concentracao Final Volume para 1 amostra

Agua 6,45ul
Tampao IB 10x 1x 1,40 ul
dNTP 2,5mM 0,25mM 1,25 ul
Primer foward 10pmol 0,5mM 1,5 ul
Primer reverse 10pmol 0,5mM 1,5 ul
Taq 10U 1U 0,2 ul
DNA 1 ul
volume final 13,3 ul

Condicoes de PCR do marcador CCR5:

Desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos; seguida por 35 ciclos de: desnaturagao a

94°C a 1 minuto, anelamento a 58°C a 1 minuto, e elongagdo a 72°C a 1 minuto; com extensao

final a 72°C a 10 minutos.

Concentracéo Inicial  Concentragéo Final Volume para 1 amostra

Agua 8,67ul
Tampao IB 10x 1x 1,15 pl
dNTP 2,5mM 0,25mM 0,92 pul
Primer foward 10pmol 0,5mM 0,28 ul
Primer reverse 10pmol 0,5mM 0,28 ul
Taq 10U 1U 0,2 ul

DNA 1 ul

volume final 12,5 ul



46

Condicoes de PCR do marcador AT3-1/D:

Inicia-se com 1 ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C por 6 minutos ¢ anelamento a

54°C por 2 minutos; seguida por 35 ciclos de: extensdo a 72°C a 1 minuto, desnaturacdo a

94°C a 30 segundos, anelamento a 54°C a 1 minuto; com extensdo final a 72°C a 10 minutos.

Concentracéo Inicial  Concentracao Final Volume para 1 amostra

Agua 8,67ul
Tampao IB 10x 1x 1,15 ul
dNTP 2,5mM 0,25mM 0,92 pl
Primer foward 10pmol 0,5mM 0,28 ul
Primer reverse 10pmol 0,5mM 0,28 ul
Taq 10U 1U 0,2 ul

DNA 1 ul

volume final 12,5 pl



