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RESUMO

As doencas infecciosas constituem um dos principais problemas de satde no continente
Africano especialmente na Africa sub-Sahariana, da qual Mogambique faz parte. A participagdo
de factores genéticos na susceptibilidade dos humanos as doencas infecciosas é um facto. A
identificacdo de marcadores genéticos de susceptibilidade ou resisténcia a estas doengas constitui
um ponto importante do processo de compreensio dos mecanismos de interaccio entre agentes
patogénicos e o hospedeiro humano o que podera permitir a melhoria na abordagem preventiva e
terapéutica destas doencgas. Estudos de associagao envolvendo genes ligados ao metabolismo e ao
sistema imune tém revelado a relagdo entre determinados genétipos e a susceptibilidade ou a
resisténcia a doencas infecciosas como a hanseniase, malaria e a tuberculose. Estas duas ultimas
contribuem em grande medida para a morbi-mortalidade na populagdo Africana particularmente
na Africa sub-Sahariana. O presente trabalho teve como objectivo realizar uma analise descritiva
de polimorfismos de base unica (SNPs) em dois genes candidatos a associagdo com doengas
infecciosas, nomeadamente o gene da enzima piruvato quinase (PKLR) e o do receptor da
vitamina D (VDR). Foram determinadas as frequéncias alélicas, genotipicas e hapotipicas de
quatro SNPs, dois do gene PKLR (rs8847 e rs1052176) e dois do gene VDR (rs4760658 e
rs2228570) numa amostra composta por 395 individuos ndo relacionados recrutados em trés
regides de Mogambique. A genotipagem foi realizada por PCR-RFLP e PCR em tempo real. As
frequéncias dos alelos de maior prevaléncia foram 0,76 (rs8847G); 0,6 (rs1052176C) 0,88
(rs4760658A) e 0,85 (rs2228570C). Os SNPs do PKLR apresentavam frequéncias genotipicas
desviadas do Equilibrio de Hardy-Weinberg. A comparagio entre as frequéncias obtidas no
presente estudo com as de outras populacdes de diferentes regides geograficas e grupos étnicos
revelou que na maioria dos casos as frequéncias eram semelhantes as observadas em outras
populacdes de origem Africana e diferentes das de populagdes Europeias, Americanas e Asidticas
para os quatro SNPs. Os haplotipos mais frequentes formados entre os SNPs de PKLR
(rs8847/rs1052176) foram G/A e G/C, com 38% cada um, e entre os de VDR
(rs4760658/rs2228570) foi o A/C, com 75,7%. Nao foi observada evidéncia de desequilibrio de
ligacdao entre os SNPs de ambos genes. Os resultados deste estudo representam um primeira
caracterizagdo destes polimorfismos na populacdo de Mocambique podendo ser Uteis para o

palnejamento de possiveis estudos de associacdo com doencas infecciosas.
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ABSTRACT

Mozambique is a country situated in the Sub-Saharan Africa where the infectious diseases
are one of the major health concerns. The contribuition of genetics factors in the human
suceptibility to this type of diseases is now evident, and the identification of genetic markers
associated to disease susceptibility or resistance is an important point to understand the
mechanisms of host-pathogen interaction. Furthermore, the use of these markers in the clinical
routine can help to develop new strategies for disease prevention and treatment. Association
between single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes involved in metabolism and immune
system have been reported in different studies and some genotypes were linked to susceptibility
or resistance to infectious diseases such as leprosy, malaria and tuberculosis. Malaria and
tuberculosis have a huge contribuition in the morbidity and mortality burden in Affica,
particularly in the sub-Saharan region. The aim of this study was to describe polymorphisms of
the pyruvate kinase (PKLR) and vitamin D receptor (VDR) genes. These genes have been
previously reported to be associated with infectious diseases. Four SNPs were studied in a sample
of 395 unrelated individuals recruited in three different regions of Mozambique. Two
polymorphisms were from PKLR gene (rs1052176 and rs8847) and two from VDR gene
(rs2228570 and rs4760658). The samples were genotyped using PCR-RFLP or Real-time PCR.
Allele, genotype and haplotype frequencies were determined, and linkage disequilibrium analyses
were performed. The allele frequencies found were 0.76, 0.60, 0.88 and 0.85 for the most
prevalent alleles rs8847G, rs1052176C, rs4760658A and rs2228570C, respectively. The genotype
frequencies of the PKLR SNPs showed deviations from the expected under Hardy-Weinberg
equilibrium conditions. For all loci studied, the genotype frequencies were in most cases similar
to those previously reported in other African populations but significantly different from those
found in American, European and Asian populations. The most frequent haplotypes for PKLR
(rs8847/rs1052176) were G/A and G/C, with 38% each, and for VDR (rs4760658/rs2228570) was
A/C, with 76%. The SNPs were not in linkage disequilibrium in both genes. These results
represent an initial characterization of these SNPs in the population of Mozambique and can be

useful for planning possible association studies with infectious diseases.
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1. INTRODUCAO

1.1. Variantes genéticas e susceptibilidade a doengas

A diversidade genética humana é um recurso emergente para o estudo de doengas complexas
em que contribuem factores genéticos e ambientais. A analise da sequéncia do DNA do genoma
humano demonstra que muitos genes sdo polimoérficos. Um polimorfismo € definido como uma
variagdo no genoma com frequéncia minima de 1% na populagio. Estas variagdes podem ser de
varios tipos, tais como a substituicdo de um par de nucledtidos (SNP, do Inglés “Single
Nucleotide Polymorphism), ou repeti¢des de uma sequéncia repetitiva curta de DNA (STR, do
Inglés “Short Tandem Repeats™), inser¢des e delecgdes, dentre outras. Podem aparecer em
regives codificantes ou ndo codificantes de um gene podendo afectar a taxa de transcrigdo, a
estabilidade do 4cido ribonucléico mensageiro (RNAm) ou actividade de uma dada proteina
codificada. Assim a presenga de alelos especificos em genes polimorficos podera influenciar a

susceptibilidade ou gravidade de um nimero de desordens no individuos que os detém.

A associacdo entre variantes genéticas e as doengas tem sido revelada em vérios estudos. Na
maior parte destes estudos os SNPs foram usados como marcadores genéticos, e sdo considerados
valiosas ferramentas para a pesquisa. No genoma humano os SNPs encontram-se largamente
distribuidos e actualmente estima-se que existam mais de 10 milhdes (Pacheco & Moraes, 2009).
Estas variantes s@o usadas como marcadores para o mapeamento genético fino em estudos de
associagdo do genoma em larga escala. (GWAS, do Inglés “Genome-Wide Association Studies™)

(Collins et al., 1997; Risch & Merikangas, 1996).

Os estudos de associagdo na maioria das vezes do tipo caso-controle podem revelar uma
relagdo entre um determinado SNP e uma doenga, o que pode suportar a ideia de que uma dado
gene candidato esta de algum modo envolvido com a doenga. Neste tipo de estudos de associagio
compara-se a prevaléncia de um ou varios marcadores genéticos em dois grupos, um de
individuos afectados e outro de individuos ndo afectados. Uma grande prevaléncia de um
marcador no grupo dos individuos afectados ¢ considerado evidéncia de associagdo do marcador
a um risco aumentado de desenvolvimento da doenca (Collins et al., 1997; Pacheco & Moraes,

2009).



Os polimorfismos genéticos com efeito funcional significante no produto génico (sendo
muitas vezes 0s que ocorrem nas regides codificantes) s@o os mais Uteis para os estudos de
associagdo com doengas. Os polimorfismos cujo significado funcional ainda ndo é conhecido ou
que ndo tém significado funcional sdo simples marcadores. A interpretacdo de resultados dos
estudos de associagio pode de algum modo ser dificultada quando se usam SNPs sem significado
funcional conhecido. Assim ¢ de se esperar que estes tenham uma ligacdo a polimorfismos
verdadeiramente funcionais no mesmo ou em genes vizinhos. Deste modo ao se determinar que
polimorfismos existem numa determinada drea de um gene candidato, ¢ importante compreender

como € que estes se relacionam a nivel genético e funcional (Valdivielso & Fernandez, 2006).

A caracterizagdo das variagdes genéticas entre individuos e entre populagdes podera permitir
compreender melhor a evolugdo dos humanos, as diferengas na susceptibilidade as doengas e na
resposta a agentes farmacologicos bem como a complexa interacdo entre factores genéticos e
ambientais na gera¢do de fenotipos (Campbell, 2008). Assim, a identificacdo de SNPs em
populagdes humanas, étnica e geograficamente distintas torna-se importante uma vez que as
frequéncias dos SNPs podem variar entre populagdes, assim como a sua utilidade como

marcadores para estudos de mapeamento de genes (Tishkoff & Williams, 2002).

1.2. Formagao do povo de Mo¢ambique

O continente Africano dispde de enorme diversidade cultural, linguistica e genética (Tishkoff
& Williams, 2002). O padrdo das variagdes genéticas nas populacdes africanas modernas é
influenciado pela historia demografica (exemplo: alteragdes no tamanho populacional, a
miscigenacdo e a migragdo), bem como por forcas especificas de um dado Idcus tais como a
selecedo natural, as recombinagBes e as mutagdes. A histdria populacional complexa, as
mudangas climaticas e dietéticas, bem como a exposi¢do as doengas infecciosas tornam a Africa
numa regido importante para o estudo da diversidade genética humana uma vez que estes factores

resultam numa grande varia¢do genotipica e fonotipica destas populagdes (Campbell, 2008).



Mogambique é um pais situado no sudeste da Africa. A Leste é banhado pelo canal de

Mogambique no oceano Indico. No Norte faz fronteira com a Tanzania; no Noroeste com o

Malawi e Zambia; no Oeste com o Zimbabwé e Swazilandia e no Sudoeste com a Africa do Sul.

O pais esta dividido em trés regides onde se distribuem as 11 provincias que o compdem,

nomeadamente Cabo Delgado, Niassa e Nampula no Norte; Zambezia, Tete, Manica e Sofala no

Centro; e Inhambane, Gaza, Maputo-Provincia e Maputo-Cidade no Sul (INE, 2009) (Figura 1.1).
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Figura 1.1 — Mapa de Mogambique ilustrando a divisao politico-administrativa e as 3 regides (I-

Sul; 2-Centro e 3-Norte). No inset se encontra 0 mapa do continente Africano no globo onde se

destaca Mogambique no Sudeste. Adaptado de htip.//www. freewebs.com/africa_mozambique/

pictures.htm e http://www.nationsonline.org/oneworld/map/mozambique_map.htm.



Os primeiros habitantes de Mogambique eram cagadores e recolectores chamados San e
ancestrais dos Khoisan. Entre os séculos 1 ¢ 5 AD, houve vérias ondas de migra¢do dos povos
Bantu da regido dos grandes lagos (ntcleo proto-Bantu 3) para o Sudeste da Africa (Figura 1.2),
incluindo a regido que é hoje Mogambique. Durante este periodo houve substitui¢do gradual das
comunidades primitivas pelas comunidades bantu e nalguns casos a integragdo das comunidades
com resultante miscigenagdo (Pereira ef al., 2001). Durante a migrag@o bantu a regido que hoje é
Mogambique serviu de estrada de migragdo para o sul. Choques constantes entre diferentes
grupos em migragio nessa regido fizeram com que surgissem desvios para o Oeste e até novas
migragdes do Sul para o Norte. Isto levou a dispersdo consideravel dos grupos bantu do Este
resultando na existéncia de grandes grupos étno-linguisticos na regifio Oeste ao contrario dos
grupos da regido Este que s@o relativamente reduzidos (Chabert, 2003). Entre os séculos 1X e
X111 a expansio mercantil arabo-persa para a regiio da Africa Oriental permitiu a fixagio de
mercadores Arabes da peninsula Arabica, Persas do Golfo Pérsico e Baneanes da India. Isto
propiciou a miscigenagdo entre os mercadores asiaticos e a populagdo Africana com o surgimento
de bolsas de mesticagem ao longo do litoral principalmente na regido Norte de Mogambique.
Mais tarde por volta do século X VI os portugueses colonizaram Mogambique, que resultou numa
miscigenacdo entre os povos das tribos Bantu e a populacio de origem portuguesa (Assane ef al.,
2010; Pereira et al., 2002; Serra, 2000). O facto de Mocambique ter servido de estrada de
migracdo na época da expansdo bantu, as migragdes internas e externas durante e depois do
término da guerra civil, a migraco sazonal de individuos do sexo masculino para o trabalho nas
minas da Africa do Sul bem como a migra¢io de populagdes do Zimbabwe para Mogambique
especialmente na zona centro de Mogambique antes da indepedéncia do Zimbabwe, contribuiram

para a distribuig¢@o étnica da populagdo de Mocambique na actualidade.

Actualmente Mogambique tem cerca de 20 milhdes de habitantes de acordo com os dados
censo populacional de 2007 (INE, 2009). A lingua oficial é o Portugués, existindo porém uma
diversidade de grupos etno-linguisticos. Os principais grupos etno-linguisticos em Mogambique
sdo: Macua-Lomue (37% da populagio) residentes em Nampula, Sul de Cabo Delgado, Norte da
Zambézia e Sudeste do Niassa, Makonde em Cabo Delgado; Chuabo na Zambézia; Yao e
Chewa/Nyanja no Niassa e parte de Tete; Sena em Sofala e parte da Zambézia; Ndau no sul de
Sofala e Manica e norte de Gaza e Inhambane; Chona em Manica e Tsonga no Sul de
Mogambique (Changanas em Gaza e Maputo, Rongas em Maputo, Bitongas, Xitswas e Chopis

em Inhambane) (Serra, 2000). Esta distribuigdo dos grupos étnicos nao obedece as fronteiras
4



politico-administrativas, de modo que muitas vezes os mesmos partitham territério de duas ou

mais regides geograficas distintas nacionais e/ou internacionais.
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Figura 1.2- Mapa da ilustrando 0 movimento dos bantu para a regifo sul de Africa. O niimero 1 indica a
regido dos grandes lagos donde partiram os bantu para a regido sudeste. A elipse circunscreve a regiio

onde actualmente se situa Mogambique. Adaptado de hutp://mathildasanthropologyblog
wordpress.com/2008/04/29/the-bantu-people/.



1.3. Resposta imune a doengas infecciosas

As doengas infecciosas constituem um dos principais problemas de saide no continente
Africano especialmente na Africa sub-sahariana da qual Mogambique faz parte ¢ onde doengas

como a malaria e a tuberculose tém altas taxas de morbilidade e mortalidade (WHO, 2009b;

WHO, 2009¢).

O sistema imune inato fornece uma forma rapida de defesa do hospedeiro contra patogenos
microbianos. A resposta imune inata aos agentes infecciosos ¢ dada principalmente pela acglo
das barreiras fisicas como a pele e as membranas mucosas, pelos fagdcitos que reconhecem
padroes moleculares caracteristicos de microrganismos e pelos factores humorais presentes na
circulag@o como as proteinas do complemento, os anticorpos naturais e as proteinas de fase aguda
(Abbas et al., 2008). O reconhecimento dos padrdes moleculares associados a patégenos, (PAMP
do Inglés “Pathogen-Associated Molecular Patterns”), pelos fagocitos € feito mediante receptores
expressos nessas células denominados Receptores de Reconhecimento Padréo, (PRR do Inglés
“Pattern Recognition Receptors™). Estes receptores podem ser agrupados em varias classes dentre
as quais se destacam os receptores semelhantes a Toll (TLR do Inglés “Toll Like Receptors™),
que encontram-se ligados a vias de transdugdo de sinal intracelulares que culminam com a
activagio de varias respostas celulares contra os microrganismos (Akira et al., 2006; Janeway Jr.,
1989). Diversos genes que codificam citocinas inflamatdrias tais como o factor de necrose
tumoral (TNF do Inglés “Tumor necrosis factor”), interleucinas 1 e 12 (1L do Inglés “interleukin”
— [L-1, IL-12), quimiocinas (IL-8, proteina quimiotitica de mondcitos - MCP-ldo Inglés
“Monocyte chemotatic protein”), moléculas de adesfio endotelial (Selectina — E), moléculas co-
estimuladoras (CD80, CD86) e citocinas anti-virais (Interferdo alfa e beta — INFa/p do Inglés
“Interferon”) s&o expressos por ac¢do de factores de transcrig#o activados por via de TLR (Abbas
et al., 2008). Para além destes genes, os TLR activam a expressido do receptor da vitamina D
(VDR, do Inglés “Vitamin D Receptor”) e da enzima Cyp27B1, que cataliza a conversio da
vitamina Ds inactiva (25-hidroxicolecalciferol ou 25-hidroxivitamina D;) para a sua forma activa
a 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25-dihidroxivitamina Ds). A forma activa da Vitamina Ds actua
por meio do VDR nos monécitos e macréfagos activando nestes a actividade microbicida através
da transactivagdo do gene que codifica um péptido antimicrobiano, a catelicidina (Liu ef al.,

2006). A resposta inata aos agentes infecciosos pode ser influenciada por variagdes nos genes que



codificam proteinas com actividade especifica no sistema imune tornando o individuo portador
das mesmas susceptivel ou resistente a infeccdo ou ao desenvolvimento de formas graves ou
ligeiras de infecgdo. Variagdes em genes ligados ao metabolismo também podem estar associados
a resposta do hospedeiro devido a alteragdes de toda a sorte. Um exemplo € a deficiéncia da
enzima piruvato quinase (PK, do Inglés “Pyruvate Kinase”) que foi associada a susceptibilidade a
infecgiio por Salmonella typhimurium (Roy et al., 2007). Individuos com esta deficiéncia
possuem sobrecarga de ferro devido a hemélise massiva que caracteriza esta doenga. O ferro
actua como factor de crescimento para Salmonella e quando em excesso aumenta a
susceptibilidade a infecgdo por esta bactéria. Estudos in vitro mostraram que a suplementagao de
ferro prejudica a produgio de oxido nitrico ¢ TNF nos macréfagos resultando no aumento da

proliferagéo bacteriana (Nairz et al., 2007).

1.4. Impacto das doencas infecciosas na evolu¢io humana

O envolvimento de factores genéticos na susceptibilidade dos humanos as doengas
infecciosas é um facto. J.B.S.Haldane foi o primeiro a propor que as doengas infecciosas
constituem a principal for¢a selectiva na evolugao humana (Lederberg, 1999). Para que uma
determinada doencga se tornasse uma forga selectiva na evolugdo da populagdo, o gene envolvido
deveria ter um impacto significante por longos periodos de tempo, influenciando assim a
morbilidade e mortalidade antes da tdade reprodutiva. A tuberculose foi a maior forga selectiva
na evolugdo das populagdes da Europa Ocidental enquanto que a malaria teve 0 mesmo papel na
Africa (Cooke & Hill, 2001; Miller, 1994). Estudos de associag¢iio demonstraram a contribuigdo
de variantes alélicas e haplotipicas de genes que codificam o complexo HLA de classe 1 (do
Inglés “Human Leucocyte Antigen”) e 0 VDR na susceptibilidade a tuberculose (Goldfeld et al.,
1998; Lombard er al., 2006). Em relagdo a malaria estudos experimentais “in vitro” usando
eritrocitos humanos e “in vivo” usando camundongos assim como estudos genéticos de
associag2o, demonstraram que variantes polimorficas de alelos em genes que codificam proteinas
eritrocitarias (Hemoglobina S, Glucose-6-fosfato desidrogenase, Piruvato quinase etc.) e o0s
antigenos do HLA comuns na Africa ocidental conferem protecgio contra formas graves de

malaria (Ayi et al., 2008; Durand & Coetzer, 2008a; Hill er al., 1991; Min-Oo et al., 2003).



A malaria ¢ endémica em Mogambique havendo 4reas mesoendémicas € outras
hiperendémicas. A transmissio € continua sendo mais intensa durante a €época chuvosa. Este
padrio de transmissdo pode variar em dependéncia da quantidade de precipitagdo, e da
temperatura ambiente. Contribuem também para esta variagdo as condigdes especificas locais
como por exemplo a altitude. O Plasmodium falciparum é o agente responsavel por 90% dos
casos de malaria e pelos casos mais graves de doenga (MISAU-PNCM, 2007). Em 2009
ocorreram cerca de 4.300.000 casos de maléria no pafs. Com excepgdo das provincias de Maputo
¢ Maputo-Cidade as demais provincias registaram mais de 200.000 casos, estando as provincias
de Zambézia e Nampula no topo com mais de 600.000 e 1.000.000 de casos respectivamente

(MISAU-DNSP, 2009).

Em relagdo a tuberculose, pode-se referir que constitui um dos principais problemas de satde
publica em Mogambique, sendo uma das principais causas de morbi-mortalidade. Dentre os 22
paises que contribuem com o maior peso da doen¢a no mundo, Mogambique situa-se na 18
posi¢do (MISAU-PNCT, 2007). Em 2009 registaram-se 45.493 casos de tuberculose em
Mogambique (MISAU-DNSP, 2009).

Ha bastante tempo que se sabe que os individuos respondem de maneira diferente a
determinadas infecgdes especificas devido a diferencas na susceptibilidade as mesmas (James et
al., 1932). Estas diferengas também podem ser observadas entre populagdes. Portanto a
compreensio das bases moleculares destas diferengas na susceptibilidade as doengas infecciosas
podera permitir o aprofundamento dos conhecimentos sobre a patogénese das mesmas ¢ trazer

alguma contribuig@o para o controle das mesmas a nivel mundial (Cooke & Hill, 2001).
1.5. Receptor da vitamina D

O receptor da vitamina D, ¢ uma fosfoproteina, responsavel pelas ac¢des biologicas da 1,25-
dihidroxicolecalciferol ou calcitriol (vitamina Ds). Estas ac¢des sdo responsaveis pela regulagio
de eventos transcricionais dentro do nicleo das células alvo. O VDR é um factor de transcri¢ao
dependente do ligando a semethanga do receptor das hormonas esteroides, da vitamina A e das
hormonas tiroideas, todos pertencentes a superfamilia dos receptores nucleares reguladores da
transcrigdo (Colston & Feldman, 1980; Haussler & Norman, 1969). Os diversos efeitos

biolégicos imputados a Vitamina D sdo atribuidos a ubiqua distribui¢#o tecidual do VDR bem
8



como a regulagfio altamente selectiva da expressdio génica por esta hormona em tipos celulares
especificos, visto que o VDR ¢ expresso principalmente nas células que participam no
metabolismo ¢sseo, na modulagdo da resposta imune e na regulagdo da proliferacdo €
diferenciagdo celular (Verstuyf er al., 2010). Dentre os principais passos envolvidos no controle
da transcricdo dos genes através do VDR listam-se a unido ao ligando, a heterodimerizagéo com
o Receptor retindide X, a associagdo do heterodimero com os elementos responsivos a vitamina
D (VDRE, do Inglés “Vitamin D Responsive Elements™) situados na regido promotora dos genes
alvo, e o recrutamento de outras proteinas nucleares para o complexo transcricional pré-iniciagdo

(Kerner ef al., 1989; Lian et al., 1989; Morrison et al., 1989) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 — Representagdo esquemadtica dos principais passos do processo da regulacdo da

transcricdo de genes alvo da vitamina D. Adaptado de Malloy et al, 1999.

Alteragdes ao nivel do gene VDR podem resultar em defeitos na activagdo de genes,
afectando o metabolismo mineral, a proliferacéio celular, a resposta imune dentre outras fungdes.
VariagOes neste sistema foram ligadas a varias doencas incluindo a osteoartrite, diabetes, cancer,
urolitiase e, doencas infecciosas tais como a tuberculose e a hanseniase (Banoei et al., 2010;

Goulart et al., 2006; Lewis et al., 2005; Wilkinson et al., 2000). Sabe-se que mutacdes deleterias
9



no gene VDR causam raquitismo resistente a vitamina D activada, uma doen¢a monogenética rara
(Malloy et al., 1999; Whitfield ef al., 1996 ). Existem variacSes mais subtis do gene VDR, os
polimorfismos, sendo os mais frequentes os SNPs, mas o significado delas ainda ndo foi
sistematicamente analizado e os efeitos nos niveis e fun¢do do VDR sfo desconhecidos na
maioria dos casos. Nalguns casos como o da tuberculose sabe-se que a influéncia dos SNPs do
gene VDR na actividade do VDR ¢é colectiva e ndo individual como foi comprovado pelos
resultados de estudos de associagdo que mostraram associagdo com haploétipos do VDR e ndo

com 0s SNPs de forma individual (Lombard ef al., 2006; Uitterlinden et al., 2004).

Os polimorfismos mais estudados do gene VDR sio os SNPs rs2228570 (Fokl), rs1544410
(Bsmli), rs7975232 (Apal), e o ts731236 (Tagl). O rs2228570 que foi descrito pela primeira vez
em 1991(Saijo et al., 1991), resulta da susbtituigdo do alelo T pelo C e localiza-se na regido
codificadora do exon 2, eliminando o primeiro dos dois potenciais sitios de iniciacdo da
transcricdo com consequente aparecimento de duas proteinas distintas. Na presen¢a do alelo T
(ATG), ha produgdo da variante mais longa com 427 aminoacidos e na presenca do alelo C
(ACG) ha produgdo da variante com menos 3 aminoacidos, sendo esta a mais activa (Arai et al.,
1997). O rs731236 resulta da substituigdo do alelo T pelo C, levando a uma mutagio sinénima no
cdddo 352 no exon 9. Os restantes polimorfismos acima mencionados localizam-se em regides

nio codificadoras.

O gene do VDR localiza-se no brago longo do cromossoma 12 (12q13), tem cerca de 100Kb
e 14 exons. Seis exons constituem a regido 5°- ndo traduzida e os restantes oito exons codificam
os componentes estruturais do VDR. Multiplos promotores controlam a transcri¢do do gene VDR
e com especificidade tecidual. Estes caracterizam-se pela auséncia da caixa TATA iniciadora,
pela riqueza em GC e pela presenga de sitios de ligagdo para véarios factores de transcrigdo

{Crofts et al., 1998).

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs deste gene variam entre populagdes de
regides e grupos étnicos diferentes (Lombard et al., 2006; Mory et al., 2009; Pan et al., 2009;
Zmuda et al., 2003). Contudo existem poucos dados sobre a distribuicdo destas frequéncias em

populagdes em Africa, ndo existindo informacdo sobre Mogambique em particular.
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1.6. Piruvato quinase

A piruvato quinase (Adenosina trifosfato: piruvato 2-o-fosfotransferase) ¢ a enzima que
cataliza a Gltima reaccdo da via glicolitica em que o fosfoenoipiruvato (FEP) é convertido em
piruvato com concomitante formagédo de uma molécula de adenosina trifosfato (ATP) (Boiteux &
Hess, 1981). A PK desempenha um papel importante e central no metabolismo celular uma vez
que o piruvato, produto da reacgo por ela catalizada, estd envolvido numa série de vias
metabolicas. O funcionamento integral desta enzima ¢ crucial no metabolismo dos eritrocitos que
dependem Unica e exclusivamente da glicolise para a obtencdo de energia. O ATP formado na
reacgdo catalizada pela PK representa 50% da energia produzida na glicdlise e este é necessario

para a manutengio da integridade e fungdo celular eritrocitéria.

Nos humanos existem quatro isoenzimas da PK (PKM;, PKM,, PKL e PKR) distribuidas por
tecidos especificos (Fothergill-Gilmore & Michels, 1993; Hall & Cottam, 1978) e exibindo
propriedades cinéticas distintas. As isoenzimas PKM; e PKM, sio produtos de dois RNAms
resultantes de processamento alternativo do transcrito primario do gene PKM (Noguchi et al.,
1986) que localiza-se no brago longo do cromossoma 15 (15q22) (Tani et al., 1988) e contém 12
exons. A PKM, ¢ expressa no tecido muscular esquelético e cardiaco, no cérebro, enquanto que a
PKM, é expressa primariamente nos tecidos fetais em proliferacio e ¢ progressivamente
substituida por outras isoformas especificas de cada tecido, apesar de permanecer a forma
principal nos rins, leucocitos, plaquetas, pulmdes, bago e tecido adiposo (Takegawa et al., 1983).
As isoenzimas PKL e PKR sdo produtos de RNAms diferentes apenas na sequéncia da
extremidade 5°. Isto resulta do uso de promotores alternativos especificos para cada tecido
durante a transcrigdo do gene PKLR que codifica ambas (Noguchi et al., 1987). A PKL ¢
principalmente expressa no figado, sendo expressa em menor quantidade no cortex renal,
intestino delgado e nas células beta das Ilhotas de Langerhans no pancreas, enquanto que € a PKR
¢ expressa exclusivamente nos eritrocitos. O gene PKLR localiza-se no brago longo do
cromossoma 1 (1g21) (Satoh et al., 1988) e possui mais de 9,5 Kb. A regido codificante contém
12 exons, sendo que o primeiro € o segundo sdo especificamente transcritos para PKL e PKR
respectivamente enquanto os Ultimos 10 exons sdo partilhados pelos dois RNAms (Kanno ef al.,
1992a). O ¢cDNA da PKR possui 2060pb que codificam 574 aminoacidos; o promotor situado na
regiio a montante da extremidade 5” do primeiro exon possui duas caixas CAC e quatro motivos

GATA. O motivo GATA mais proximal liga-se ao factor de transcrigdo eritréide GATA-1 que €
11



essencial para a actividade promotora do PKR (Manco e al., 2000). A actividade promotora basal
localiza-se na regido proximal -120pb e o estimulador situa-se na regidio entre -120 ¢ -270pb,

portanto na regido distal 150pb (Kanno et al., 1991).

Mutagdes no gene PKLR podem levar a deficiéncia de piruvato quinase, que ¢ transmitida
como um trago autossomico recessivo (Kanno et al., 1991). Os individuos portadores destas
mutacdes podem ser homozigéticos, heterozigbticos compostos para dois alelos mutantes, ou
heterozigdticos. As alteragdes no gene PKLR podem resultar em modificagdes nas enzimas do
figado e do eritrocito porém as manifestagdes clinicas das alteragdes sdo mais pronunciadas nos
eritrocitos, uma vez que a deficiéncia nos hepatocitos ¢ compensada pela continua producio da
isoenzima hepatica ou pela expressdo compensatoria da PKM, (Lenzner ef al., 1997a; Zanella et
al., 2005). O quadro clinico ocorre apenas nos homozigoticos ou heterozigdticos compostos, isto
¢, nos individuos que sdo heterozigotos para as duas mutagSes. Os individuos heterozigéticos,

salvo raras excepgdes, ndo apresentam anormalidades hematologicas (Fermo et al., 2005).

Cento e oitenta muta¢des do gene PKLR associados a anemia hemolitica n#o esferocitica
hereditaria ja foram descritos (Pissard et al., 2006). A maior parte das mutagdes afecta regides
codificantes; apenas duas variantes de mutagdes foram descritas em regides promotoras €
funcionalmente caracterizadas (Manco ef al., 2000; van Wijk et al, 2003). Varios sitios
polimérficos foram identificados no gene PKLR. Informagdes sobre esses SNPs ja identificados
em varias populagdes podem ser acessadas em bancos de dados de SNPs como o “dbSNP”, do
Inglés “Database of Single Nucleotide Polymorphisms™. Os polimorfismos mais frequentemente
estudados estdo apresentados na Tabela 1.1, sendo o mais estudado o rs1052176 (1705A/C). A
frequéncia da deficiéncia da PK ¢ a natureza das mutagdes ¢ variavel em diferentes grupos
étnicos e areas geograficas. A deficiéncia de PK tem distribuicio geografica mundial com
predominio na populagio Caucasiana do Norte da Europa. Apesar da influéncia do gene PKLR na
susceptibilidade & malaria, muito poucos estudos sobre as mutagdes ¢ polimorfismos deste gene
foram feitos em populagdes Africanas (Alves et al., 2010; Durand & Coetzer, 2008b; Manco et
al., 2001a). Em Mogambique foi feito um estudo (Machado ef al, 2010) em que foram
determinadas as frequéncias alélicas de 13 SNPs apenas na populagio da Provincia e cidade de

Maputo.
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Tabela 1.1 — Sitios polimorficos do gene PKLR mais frequentemente estudados na populagio em

geral
Sitio polimoérfico

Localizacio Referéncia
(cDNA)
Tiore Intron 10 Lenzner et al., 1997b
Microsatélite ATT Intron 11 Lenzner et al., 1994b
1705 A/C Exon 12 Kanno et al., 1992b
1738 C/T Exon 12 Zanella et al., 1997

1.7. Justificativa

A descoberta de variantes genéticas ligadas a susceptibilidade a doengas pode ser a chave
para avangos na medicina preventiva (Valdivielso & Fernandez, 2006). Actualmente, um dos
principais usos da epidemiologia molecular talvez seja o estudo de doencgas infecciosas, visando,
por um lado, a caracterizagdo de patdogenos, e por outro, a identificacdo de individuos
geneticamente susceptiveis. Dependendo da frequéncia de determinado genotipo de
susceptibilidade numa populagido exposta ao agente etioldgico, essa informagdo pode ser
considerada atil para justificar a implantagdo de medidas de prevengdo da doenga no local
(Preston, 2003). Estes estudos podem fornecer também informagdes que possam de algum modo
permitir compreender melhor a interagio entre o agente patogénico e hospedeiro. Apesar de ser
critica para compreensdo da origem do homem moderno e dos factores de risco genéticos para as
doengas, poucos estudos sobre a genética humana foram feitos com populagdes em Africa. E
muito do que se sabe hoje sobre a diversidade genética nestas populagdes € resultado de estudos
numa minoria de grupos populacionais africanos, sendo a maioria destes estudos de DNA

mitocondrial e do DNA do cromossoma Y (Campbell, 2008).

Embora a associag@o entre a susceptibilidade & malaria e tuberculose ¢ os polimorfismos do
genes PKLR e VDR tenha sido determinada e as epidemias de tuberculose ¢ maldria na Africa
mostrarem uma tendéncia crescente, poucos estudos de associa¢do e para a descrigio das
frequencias alélicas e genotipicas foram feitos em populagdes Africanas, particularmente na

Africa sub-Sahariana. Segundo a OMS, as taxas de morbilidade e mortalidade por malaria e
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tuberculose na Africa sdo particularmente altas. Dos cerca de 9,3 milhdes da casos de
tuberculose que ocorreram em 2007, cerca de 30% foram em Africa (WHO, 2009a). Em 2006 a
OMS estimou que 60% dos casos de maldria ocorreram na Africa sub-Sahariana, regiio que
lidera no niimero de mortes por esta doenga especialmente em criancas menores de cinco anos. A
existéncia de informagéo relativa a frequéncia destes polimorfismos na populagio africana podera
permitir o desenho de estudos de associagdo, cujos resultados poderdo ajudar no desenho de
novas estratégias de prevengdo e novas abordagens terapéuticas para o combate e mitigacdo do

efeitos das mesmas nestas populagdes.
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2. OBJECTIVOS

2.1. Objectivo geral:

2.1.1. Caracterizar as frequéncias de polimorfismos nos genes PKLR e VDR na populagio de

Mogambique

2.2. Objectivos especificos:

2.2.1. Determinar o genoétipo e estimar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs rs8847,
rs1052176 do gene PKLR, e rs4760658 e rs2228570 do gene VDR numa populagio de

Mogambique

2.2.2. Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas destes SNPs por regides de Mogambique €

com as de outras populagdes de diferentes regides do mundo.

2.2.3. Determinar o grau de desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos em cada um dos

genes.

2.2.4. Estimar a frequéncia dos hapldtipos formados em cada gene.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populacio do estudo

As 395 amostras de sangue utilizadas neste trabaiho foram obtidas entre os meses de Abril e
Agosto de 2009 nos bancos de sangue de sete Hospitais das trés regides de Mogambique (Figura
3.1), nomeadamente Hospitais Centrais de Maputo (HCM), Beira (HCB) e Nampula (HCN);
Hospital Provincial de Pemba (HPP); Hospital Rural do Chékwe (HRC) e Hospitais Gerais de
Mavalane (HGM) e José Macamo em Maputo (HGIM). Na regido sul do pais encontram-se o
HCM, HGJM e o HGM localizados na Provincia de Maputo-Cidade, ¢ 0 HRC na Provincia de
Gaza. Na regido Centro encontra-se 0 HCB localizado na Provincia de Sofala. O HPP ¢ o HCN
localizam-se na regidio Norte do pais nas provincias de Cabo Delgado e Nampula

respectivamente.

A escolha de dadores de sangue foi devido ao facto de ser um grupo de individuos
aparentemente saudaveis e de acesso relativamente mais facil podendo representar individuos da
comunidade. A abordagem ao dador foi feita de forma sequencial conforme a ordem de chegada
ao banco de sangue logo apds o interrogatdrio e exame clinico. So foram recrutados os dadores
aptos para doagdo no dia em que vinham doar. Foi-lhes dada a folha de informagdo ao
participante e foram convidados a participar do estudo apods a explicagdo dos objectivos do
mesmo, dos procedimentos para a colheita e do esclarecimento das davidas. Aos que aceitaram
participar foi-lhes pedido a assinatura na folha de Termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) em duplicado ficando uma copia com o dador e outra com o investigador. Durante a
doagdo os voluntarios responderam as questdes do formulério de recolha de dados (anexo I). S6
foram recrutados os dadores com 18 anos ou mais e de origem Mogambicana. O estudo teve a
aprovacdo do Comité Nacional de Bioética para a Satide de Mogambique (Ref.355/CNBS de 02
de Dezembro de 2008) (anexo II) e do Comité de Etica da FIOCRUZ (Protocolo 531/09).
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Figura 3.1 — Mapa de Mogambique. As setas indicam os locais de colheita de amostras. Na Cidade de

Maputo

foram colhidas

amostas em trés

bancos de

sangue.

http://www. portaldogoverno. gov.mz/Mozambique/mapa_mocambique.jpg.
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3.2. Extracdo do DNA

Ap6s a doagdo das amostras para analises de rotina efectuadas nos bancos de sangue, foram
colhidos 5ml de sangue total para um tubo vacutainer K3EDTA. As amostras colhidas fora da
Cidade de Maputo foram conservadas a -20°C até a data do transporte para o Departamento de
Imunologia do Instituto Nacional de Satde (INS) no HCM onde foram conservadas a mesma
temperatura até a data do processamento. As amostras colhidas na Cidade de Maputo foram
transportadas a 4°C até ao Departamento de Imunologia do INS no HCM e processadas no dia da

colheita.

O DNA das 395 amostras de sangue total foi extraido usando-se um método padrdo de
precipitacdo por sal, com algumas modificagdes (Miller et al., 1988). Resumidamente, 2ml de
sangue total foram misturados com 10 ml de tampédo Tris-EDTA (TE) (Tris-HCI 10 mM; EDTA
I mM) e centrifugados numa centrifuga modelo Labofuge 400, a 2500 rotagdes por minuto (rpm)
durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido com 10 mi
de TE. Este processo de lavagem foi repetido duas vezes. Apos a Gltima lavagem, ao precipitado
foram adicionados 600 pl de tampdo para lise de leucécitos (Tris-HCI 10 mM; EDTA 2 mM),
80ul de SDS 10% e 9 nl de proteinase K (solugdo a 25 mg/ml). Deixou-se a mistura incubar na
estufa durante a noite a 37°C. Apds a incubag@o adicionou-se 200 pl da solugdo de acetato de
sodio saturada e centrifugou-se a 2500 rpm durante 20 minutos. Transferiu-se o sobrenadante
para outro tubo cénico e adicionou-se etanol absoluto (duas vezes o volume obtido). Misturou-se
por inversdo até que o DNA precipitasse. Recolheu-se 0 DNA precipitado para um tubo de 1,5 ml
ao qual adicionou-se 200ul de etanol a 70% e centrifugou-se na microcentrifuga modelo
Allegra™ X-22R, a 12000 rpm durante 5 minutos. Deixou-se o precipitado secar por inversao
dos tubos durante 30 minutos a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido com 300 ul de
tampao TE (Tris-HCI 5 mM; EDTA 0,1 mM) e armazenado a -70°C ap6s incubagiio em banho-
maria modelo YCW-01, a 56°C durante 50 minutos. A extrac¢do do DNA foi feita nos
laboratérios de Biologia Molecular dos Departamentos de Imunologia € Parasitologia de sangue
do INS. O DNA extraido foi conservado a -70°C até a altura que foi transportado para o Brasil.
As amostras de DNA foram mantidas a temperatura ambiente durante quatro dias, periodo que
durou o processo de transporte de Maputo para o Rio de Janeiro. No Laboratorio de Hanseniase

as amostras foram conservadas a -20°C até a altura do processamento. A quantidade € a pureza do
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DNA foram determinadas pela medigdo da absorvancia a 260/280 nm usando o

espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000.

3.3. Genotipagem dos individuos

A genotipagem foi feita no Laboratério de Hanseniase — Grupo de pesquisa em genomica

funcional e epidemiologia genética da FIOCRUZ.

A escolha dos polimorfismos de PKLR foi feita tendo em conta o facto do rs1052176
representar um tag para um hapldtipo composto por 4 SNPs do gene PKLR, e ser um dos mais
frequentemente usados em varios estudos, e o rs8847 por ser um polimorfismo na regiio UTR-3,
0 que poderia gerar uma implicagdo funcional. Em relagdo ao polimorfismos de VDR o
rs2228570 foi escolhido por ser o Gnico que resulta numa proteina polimérfica descrito até ao
momento e o rs4760658 por representar um tag para um haplétipo composto por 4 SNPs deste
gene. A Figura 3.2 mostra a representagio esquematica dos dois genes e a localizagdo dos

respectivos SNPs analisados neste estudo.
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Figura 3.2 — Representagfio esquematica dos genes PKLR ¢ VDR destacando os SNPs estudados. As
caixas em branco representam regides ndo traduzidas e as sombreadas as traduzidas. A — PKLR: os dois
SNPs nomeadamente, 151052176 ou c1705C>A e rs8847 ou c1040G>A localizam-se no exon 12.; B —
VDR (Os primeiros 6 exons deste gene sdo designados de 1 seguido cada um de uma letra entre a ¢ ). O
SNP rs2228570 ou c2T>C ou Fokl localiza-se no exon 2 e o rs4760658 ou -84+2252T>C localiza-se no
intron 1. Adaptado de Zanella et al., 1997 e Uitterlinden et al., 2004.
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A genotipagem dos polimorfismos rs8847 e rs1052176 do gene PKLR foi feita através do
sistema PCR-RFLP (do inglés “Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism™) que consiste na amplificagdo por PCR (reac¢do em cadeia da polimerase) da
regidio do gene a analisar, seguida de digestdo dos produtos de amplificacdo e separagdo
electroforética dos produtos digeridos. No caso do SNP rs8847 o oligonucledtido antisenso foi
desenhado de modo a induzir a substituicio de um nucledtido (“mismatch”) numa posigdo
proxima a do alelo polimérfico, resultando na criagdo de um sitio de restrigdo para a enzima
Nlalll na presenga do alelo A. Para o caso do SNP rs1052176 a presenga do alelo C naturalemnte

criava o sitio de restrigdo para a enzima Acil.

Os polimorfismos rs4760658 ¢ o rs2228570 do gene VDR foram genotipados através de um
sistema de discriminag@o alélica por PCR em tempo real que consiste na utilizagdo de um Gnico

par de iniciadores € duas sondas alelo-especificas marcadas com fluoréforos diferentes.

3.3.1. Genotipagem por PCR-RFLP

As reacc¢des de amplificacdo foram realizadas num termociclador MJ Reaserch modelo PTC-
100. O volume final de cada reaccdo foi de 25ul. Os oligonucledtidos utilizados, as condi¢des de

ciclagem e o tamanho dos fragmentos amplificados encontram-se discriminados no quadro 3.1.

3.3.1.1. Amplifica¢io

3.3.1.1.1. SNP rs1052176

Para esta amplificacdo foram utilizados 12,5 pl do HotStarTaq Master Mix (QIAGEN), aos
quais foram adiconados os oligonucleétidos (0,3 uM de cada) e aproximadamente 50 ng de DNA
gendmico. Esta quantidade de master mix forneceu cerca de 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada

dNTP e 2,5 U de HotStarTaq DNA polymerase com o seu respectivo tampao na concentragdo de

1X.
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3.3.1.1.2. SNP rs 8847
Cada 25 pl de reacgdo continham dNTP a 0,2 mM (Invitrogen, contendo dATP, dCTP, dTTP
e dGTP), oligonucledtidos 0,4 pM de cada, 2 mM de MgCl,, 50 ng de DNA gendmico, 1 U de

Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen) e o respectivo tampdo na concentragio de 1X.

Quadro 3.1: Sequéncia dos iniciadores, condi¢des de ciclagem e tamanho dos fragmentos

amplificados em pares de base (pb), utilizados para a amplificagdo nos sistemas do gene PKLR.

Tamanho do
.SNP Sequéncia dos oligonucledtidos Ciclagem
fragmento
. 95°C—15min
Senso:
5-AGAGTAGGAGAGGGGACAGGCA | 95°C—30seg
rs8847 65°C—30seg X 40 ciclos | 201 pb
Antisenso: 72°C—60seg
5’-CATGAGAGAGGGAGAAGGACCA-®» 72°C—10min
. 95°C—15min
Senso:
0
5°-CCTCCCCCAGGAAAGCTC-3° 95°C—30seg
rs1052176 65°C—30seg (X 35ciclos | 125 pb
Antisenso: 72°C—40seg
5’-AGGGGCGTCTCAGGATATG-3’ 72°C—>5min

Apods a amplificagdo as amostras foram submetidas a electroforese em gel de agarose a 1,7%
em tampdo TBE 0,5X (Tris-Borato 0,045M, EDTA ImM) corado com o kit Syber Safe DNA gel
stain (Invitrogen) na concentragio 1X. Ao gel foram aplicados 10 pl do produto amplificado ap6s
ter sido homogeneizado em 3 pl de tampio de carregamento (glicerol 30%, Azul de bromofenol a
0,25% e Xileno cianol a 0,25%). A electroforese ocorreu a 100V durante aproximadamente 30
minutos. O marcador de peso molecular (Invitrogen) utilizado foi o de 123pb. A visualizagdo das
bandas foi feita num transiluminador L-Pix, e as fotografias captadas por um sistema de

fotodocumentagao acoplado ao transiluminador.
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3.3.1.2. Digestio

A digestdo dos fragmentos amplificados por enzimas especificas ocorreu numa reacgio com
volume final de 20 pl. Os reagentes e as concentragBes de cada reacgdo encontram-se

especificados no Quadro 3.2. A incubagfio ocorreu no banho-maria a 37°C durante 16 horas.

Quadro 3.2: Condic¢des da reac¢io de digestdio utilizadas para determinag¢io dos gendtipos nos

sistemas que utilizam a técnica de PCR-RFLP.

SNP Reacciio da digestio

Nlalll* (5°-CATG*-3’) - 3U
Tampdo #4* - 1X

rs8847 Produto amplificado - 15 pl
Agua suficiente para - 20 pl

BSA - 100 pg/ml

Acil* (5°-C*CGC-3
3’-GGC,G-5%) - SU

rs1052176 Tampio #3* - 1X

Produto amplificado - 15

Agua suficiente para - 20 pl

* Sitio de clivagem pela enzima de restrigio; * New England Biolabs

Apos este periodo de incubag@o os produtos da digestdo foram submetidos a electroforese em
gel agarose 3,5% nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.
A electroforese ocorreu a 90 V durante duas horas. O marcador de peso molecular (Invitrogen)
utilizado foi o de 50 pb. As bandas foram visualizadas num transiluminador e as fotos captadas

como antertormente descrito.
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3.3.2. Genotipagem por discriminacio alélica

A genotipagem dos SNPs rs2228570 e rs4760658 do gene VDR foi realizada através de um
sistema TaqMan de discriminagdo alélica do tipo “assay by design” (Applied Biosystems). Este
tipo de discriminagdo utiliza um par de oligonucledtidos para a amplificagdo de um fragmento de
60pb flanqueando a posigdo em que se encontra o alelo polimérfico. A discriminagdo foi feita
através do uso de sondas especificas marcadas com os fluor6foros VIC e FAM. Vide no quadro

3.3 as sequéncias dos oligonucledtidos e das sondas usadas para cada SNP.

As reacgdes ocorreram no termociclador modelo ABI Prism 7000 (Applied Biosystems) num
volume final de 10 ul contendo 5 ng de DNA genomico, mix de iniciadores e sondas na
concentra¢do final de 1X, 5 pul de TagMan PCR Universal master Mix e agua. Todos os reagentes
foram utilizados seguindo as recomendagdes do fabricante (Applied Biosystems).

Inicialmente as reacgdes foram submetidas a uma pré-leitura (60°C durante 1 minuto) a fim de
detectar o “background” da fluorescéncia. Em seguida as amostras foram submetidas a
amplificagio (50°C por 2 minutos; 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 60 segundos). Apos a amplificagdo as amostras foram submetidas a uma
pos-leitura nas mesmas condigdes da pré-leitura. A discriminagio alélica foi realizada através da
interpretagdo do grafico resultante da subtragdo do “background” da fluorescéncia obtido na pré-

leitura a partir do valor final da fluorescéncia obtido na pds-leitura.
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Quadro 3.3: Sequéncia dos iniciadores, sondas e condigdes de ciclagem utilizadas para a

amplificagdo e descriminagdo alélica por PCR em tempo real.

SNP Sequéncia dos oligonucledtidos e sondas

Senso: 5’-TGGCCTGCTTGCTGTTCTTA-3’
Antisenso: 5’-GGGTCAGGCAGGGAAGTG-3’

152228570

VIC: 5’-ATTGCCTCC(G) TCCCTG-3’

FAM: 5>-TTGCCTCC(A) TCCCTG-3’

Senso: 5°-GGCCCCTAGGACCTGACT-3"

Antisenso: 5°- GCATCTGGAACCTCTGCTAGAAA-3’
rs4760658

VIC: 5°-CTCGCTGT(T) GCCTGTG-3
FAM: 5’-TCGCTGT(C) GCCTGTG-3

E3 . 7
Entre parenteses encontram-se os alelos polimérficos.

3.4. Analise estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas de cada polimorfismo foram determinadas
manualmente. Os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg para cada SNP foram verificados a
partir da comparaglo entre as frequéncias genotipicas observadas e as esperadas pela lei de
Hardy-Weinberg, utilizando o teste qui-quadrado de Pearson com 1 grau de liberdade (Xz GL=1).
As frequéncias dos haplotipos foram estimadas por maxima verossimilhanga. As comparagdes
entre as frequéncias das diferentes regides de Mogambique e entre as diferentes populagdes foram
realizados, utilizando o teste exacto de Fisher. Um p-valor < 0,05 foi considerado significante.
Nos casos de comparagSes multiplas foi feita a correcgdo de Bonferoni multiplicando o p-valor
obtido pelo nimero de comparagdes realizadas. As analise de desequilibrio de liga¢do foram
feitas através do calculo do coeficiente de determinagdo r’, sendo considerados em forte
desequilibrio de ligagdo os SNPs com r” maiores ou igual a 0,8.

As andlises foram realizadas com o auxilio do pacote estatistico R na versdo 2.10.1 (Gentleman

& Thaka, 1997) e os pacotes “genetics” e “haplostats”.
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4. RESULTADOS

Um total de 395 amostras de sangue total foram colhidas em igual nimero de dadores de sete
Bancos de sangue de Mogambique. O numero de amostras colhidas em cada Hospital foi
calculado com base na densidade populacional da respectiva area. A distribui¢do das amostras

com base no local de colheita encontra-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Distribuiciio de individuos recrutados para este estudo com base no local de colheita

da amostra

Banco de sangue Numero de individuos
Hospital Provincial de Pemba 46

Hospital Central de Nampula 92

Hospital Central da Beira 164

Hospital Rural de Chokw¢ 50

Hospital Geral de Mavalane 15

Hospital Geral José Macamo 15

Hospital Central de Maputo 18

A amostra de dadores era composta por 23,8% de mulheres, e as idades variavam entre 18
62 anos. A distribui¢iio por regides e provincia de origem encontra-se apresentada na Tabela 4.2.
Apesar da colheita ndo ter sido feita em todas as provincias do pafs, a amostra inclui individuos

de todas as provincias.
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Tabela 4.2 — Caracteristicas dos individuos recrutados para este estudo

Caracteristica n (%)
Idade n =395
Média (amplitude) 27,97 (18-62)
Sexo n=2395
Masculino 301 (76,2)
Feminino 94 (23,8)
Provincia de origem por regiio n=393*
Norte 121 (30,8)
Cabo Delgado 33 (8.4)
Niassa 7 (1,8)
Nampula 81 (20,6)
Centro 150 (38,2)
Zambézia 31 (7,9
Tete 5(1,3)
Sofala 108 (27,5)
Manica 6 (1,5)
Sul 122 (31,0)
{nhambane 13 (3,3)
Gaza 48 (12,2)
Maputo Provincia 51(13,0)
Maputo Cidade 10 (2,5)

* dois individuos recrutados nao nasceram em Mogambique mas foram considerados na
andlise por terem origem Mog¢ambicana

4.1. Polimorfismos do gene PKLR

Das 395 amostras colhidas, 340 foram tipados para o SNP rs8847 e 364 para o SNP
rs1052176. Os genotipos foram atribuidos aos individuos tendo em conta o padrdo das bandas no
gel depois da digestdo (Figura 4.1). Para o rs1052176 a presenga de uma banda (125 pb)
determina o gendtipo AA, a presenca de trés bandas (125 pb, 95 pb e 30 pb) determina o gendtipo
AC e a presenga de dua bandas (95 pb e 30 pb) determina o gendtipo CC. Para o SNP rs8847 a
presenca de apenas uma banda de 201 pb determina o gendtipo GG, a presenga de duas bandas
(179 pb e 22 pb) determina o gendtipo AA e a presenca de 3 bandas (201 pb, 179 pb e 22 pb)
determina o gendtipo GA. Nio foi possivel amplificar o DNA de 55 amostras para a genotipagem
de rs8847, 31 amostras para genotipagem de rs1052176. Na maior parte dos casos de
homozigotos CC de rs1052176 ¢ AA de rs8847 e ambos heterozigotos as bandas de menor

tamanho ndo eram visiveis no gel.

26



Figura 4.1 — Imagens dos geis ap6s a digestdo. A — SNP rs1052176 (digestéo parcial): 2 € 5 sdo
AA, 13-47-9 ¢ 10 sio AC, 6 ¢ CC. B— SNP rs8847: 1-5e 7580 GG, 6 ¢ GAe 8¢ AA M

representa o marcador de pares de bases.

As frequéncias dos alelos G e A do rs8847 foram 0,76 e 0,24 respectivamente, € dos alelos A
e C do rs1052176 foram 0,4 e 0,6 respectivamente. As frequéncias genotipicas € 0s nimeros
absolutos encontram-se discriminados na Tabela 4.3. A populagdo do estudo foi considerada fora
do equilibrio para ambos os SNPs uma vez que ambas apresentam p-valores superiores a 0,05

(Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Frequéncias genotipicas dos SNPs rs8847 e rs1052176 na populagdo de
Mogambique

v "
SNP Genétipo N (%) EzHW
X GL=1 (p-valor)

PKLR GG 237 (0,70) 136,57 (0,0001)
rs8847 GA 45 (0,13)

AA 58 (0,17)
PKLR CcC 120 (0,33) 6,61 (0,0117)
rs1052176 CA 198 (0,54)

AA 46 (0,13)

*EHW — Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Para averiguar se ha diferengas na distribuigdo das frequéncias alélicas e genotipicas por
regido, estas foram determinadas e comparadas. Conforme observado na Tabela 4.4. Nio foram
observadas diferencas significativas na distribuicdo das frequéncias dos SNPs entre as trés
regides de Mogambique. Nado foi possivel realizar a andlise estratificada por grupos etno-

linguisticos em virtude do reduzido niimero amostral em determinados grupos.

Tabela 4.4 — Comparagdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs rs8847 e

rs1052176 de acordo com as regides de Mogambique

Norte Centro Sul v eL=s p-valor
SNP Genétipo
n (%) n (%) n (%)
GG 70 (0,74) 89 (0,69) 76 (0,66)
GA 14 (0,15) 15(0,12) 16 (0,14) 4,2846 0,3689
PKLR AA 10 (0,11) 25(0,19) 23 (0,20)
rs8847 Alelo
G 154 (0,82) 193 (0,75) 168 (0,73)
4,9232 0,0853
A 34 (0,18) 65 (0,25) 62 (0,27)
CC 35 (0,32) 49 (0,37) 36 (0,31)
CA 61 (0,55) 67 (0,50) 68 (0,58) 1,6251 0,8043
PKLR AA 14 (0,13) 18 (0,13) 14 (0,12)
rs1052176  Alelo
C 131 (0,60) 165 (0,62) 140 (0,59)
0,3243 0,8503
A 89 (0,40) 103 (0,38) 96 (0,41)

Depois da comparagdo das frequéncias dos SNPs entre as regides do pais, e uma vez que
existem dados publicados sobre a frequéncia dos SNPs, foi feita a comparagdo entre a populagdo
deste estudo e populagdes de diversos grupos étnicos e regides geograficas. Os resultados

encontram-se discriminados nas Tabelas 4.5 e 4.6.
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Para o SNP rs8847 as frequéncias usadas foram as encontradas no dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/, ) para as populagdes Han da China em Beijing (CHB),
residentes do Utah na Pensilvania com ancestrais do Norte e Oeste da Europa (CEU) e Afro-
Americana. Para a populagdo Brasileira foram usadas frequéncias determinadas no trabalho de
Alvarado Arnez et al (dados nfio publicados). Depois de feitas as analises foram encontradas
diferengas significativas entre a populagio deste estudo e as populagdes Afro-Americana
(p<0,00001), CHB (p<0,00001), CEU (p < 0,003)) e Brasileira (p<0,00001), mesmo apos a

correcc¢io de Bonferroni.

Tabela 4.5 — Frequéncias genotipicas do rs8847 de Mogambicanos, residentes do Utah na
Pensilvania com ancestrais no Norte e Oeste da Europa (CEU), Chineses Han em Beijing (CHB),

Afro-Americanos e Brasileiros

Alelo A" N (%)

Grupo étnico — regido N p-valor p.” Referéncia
(%) AA AG
Afro-Americanos 21 62 7(33) 12(57) 2(10) <10°  <10° dbSNP
Brasileiros 386 9 27(7)  13(3) 34(90) <10°  <10° Alvarado Arnez et al*
CEU 2429 2(8) 10(42) 12(50) 0,003 0,009 dbSNP
CHB 24 77 14(58)  9(38) 1(4) <10°  <10° dbSNP
Africanos — Mogambique 340 24 58(17)  45(13) 237(70) ----- Presente estudo

*Alelo com menor frequéncia alélica (mfa) na populagio de Mogambique. ** p, — p-valor corrigido. * Dados nio

publicados.

Em relagdo ao SNP rs1052176 foram usadas frequéncias publicadas no dbSNP para as
populagdes Afro-Americana, Youruba em Ibadan na Nigéria (YRI) e CHB. Para as populagdes
Caucasiana de Portugal (Manco et al., 2001a) e Africanas de Cabo Verde (Alves er al., 2010) e
Sdo Tomé e Principe (Manco et al., 2001a) foram usadas frequéncias publicadas em dois estudos.
Para a populacio Brasileira foram usadas as frequéncias determinadas no trabalho de Alvarado
Arnez et al (dados ndo publicados). Feitas as analises notou-se que entre a populaggo do estudo e
a Brasileira ndo ha diferencas significativas (p = 0,058) bem como com a maioria das populagdes
de origem Africana (YRI (p = 0,751), Cabo Verdianos (p = 0,0734) e os Afro-Americanos (p =
0,127)), havendo porém diferenca significativa em relagdo a distribui¢io da populagdo Sao
Tomense (p<0,00001). Observou-se ainda diferencgas significativas ao compararmos a amostra de

Mocambique com as populagdes Caucasiana (p<0,00001) e CHB (p<0,00001).
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Tabela 4.6 — Frequéncias genotipicas do rs1052176 de Mogambicanos, Chineses Han em Beijing
(CHB), Afro-Americanos, Yoruba em Ibadan na Nigéria (YRI), Cabo-Verdianos, Sdo Tomenses,
Brasileiros e Portugueses

Alelo N(%)
Grupo étnico — regiiio N A’ p-valor p.~ Referéncia

(%) AA AC CC
Afro-Americanos 62 48 14 (23) 31(50) 17 (27) 0,127 dbSNP
YRI 60 42 7(12) 36 (60) 17 (28) 0,751 dbSNP
Africanos — Cabo Verde 200 44 40 (20) 94 (47) 66 (33) 0,074 Alves et al, 2010
Africanos — Sdo Tomé 95 61 36 (38) 44 (46) 15 (16) < 10° < 10° Mancoetal, 2001
Brasileiros 333 35 37(11) 157 (47) 139 (42) < 10° Alvarado Amez et al *
Caucasianos — Portugal 189 23 8 (4) 70(37) 1159 < 10°  <10° Mancoetal, 2001
CHB 44 67 19 (43) 21 (48) 4(9) < 10° <10° dbSNP
Africanos — Mogambique 364 40 46 (13) 198(54) 120 (33) --—---- Presente estudo

*Alelo com menor frequéncia alélica (mfa) na populagio de Mogambique. ** p. — p-valor corrigido. * Dados nio

publicados.

Apds a analise isolada de cada polimorfismo foi feita a determinagdo das frequéncias
haplotipicas totais e por regides, e a analise de desequilibrio ligagdo entre os dois SNPs. Os
haplotipos mais frequentes foram o rs8847G/rs1052176C e o rs8847G/rs1052176A com 38%
cada um (Tabela 4.7). Quando analisado por regides de Mogambique o hapl6tipo
rs8847G/rs1052176C foi o mais frequente no norte (42%) e centro (39%). O mais frequente da
regido sul foi o rs8847G/rs1052176A (39%). As anélises de desequilibrio de ligagdo mostram que

os dois SNPs ndo se encontram em desequilibrio de ligacdo (= 0,132).

Tabela 4.7 — Frequéncias dos haplotipos formados pelos SNPs rs8847 e rs1052176, na populagdo

total e nas diferentes regides de Mocambique

Haplotipo Frequéncia
rs8847 —rs1052176  Total Norte Centro Sul
A-A 0,01906 0,01656 0,02593 0,01428
A-C 0,22077 0,17577 0,22704 0,25066
G-A 0,37977 0,39006 0,35703 0,39358
G-C 0,38040 0,41760 0,39000 0,34147
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4.2. Polimorfismos do gene VDR

Das 395 amostras colhidas 357 tiveram o seu gendtipo determinado para o SNP rs2228570 e
375 para o SNP rs4760658. Nao foi possivel amplificar o DNA de 31 amostras para a
genotipagem de rs2228570, e 20 amostras para genotipagem de rs4760658.

Depois da genotipagem dos SNPs por descriminagdo alélica por PCR em tempo real, os
genodtipos foram atribuidos com base na intensidade do fluoréforo nos seus respectivos
comprimentos de onda. A representagdo grafica utilizada para a determinagfo dos gendtipos em

experimentos de discriminagfo alélica por PCR em tempo real pode ser observada na Figura 4.2.
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Figura 4.2 - Representagio grafica do resultado da discriminagdo alélica por PCR em tempo real
do SNP rs 4760658 do gene VDR. Os homozigotos AA (TT) e GG (CC) estdo representados
pelos circulos vermelhos e azul respectivamente e os heterozigotos AG com circulos verdes. Os
indeterminados estfio representados por X. A letra T (VIC) representa o alelo A e a letra C

(FAM) representa o alelo G.
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As frequéncias dos alelos A e G do rs4760658 e C ¢ T do rs2228570 foram 0,88, 0,12, 0,85 ¢

0,15 respectivamente. Na Tabela 4.8 encontram-se descriminadas as frequéncias genotipicas € 0s
. . 2 .
numeros absolutos assim como os valores de y"g1-1. Os testes para desvios do EHW revelaram

que a populagdo do estudo encontra-se em equilibrio para ambos os SNPs do gene VDR.

Tabela 4.8 — Frequéncias genotipicas dos SNP rs4760658 e rs2228570 na populagdo de

Mogcambique
SNP Gendtipo EHW
N (%)
Lo (p-valor)
VDR AA 294 (0,79)
rs4760658 AG 73 (0,19) 1,80 (6,1377)
GG 8 (0,02)
VDR CC 260 (0,73)
rs2228570 CT 89 (0,25) 0,013 (1)
TT 8 (0,02)

As frequéncias alélicas e genotipicas por regido encontram-se discriminadas na Tabela 4.9.
Comparando estas frequéncias, ndo se observou diferengas significativas na distribuigo dos
SNPs por regides. Do mesmo modo que para os SNPs de PKLR, as estratificagdes por etnia e por
provincia de origem geraram um niimero amostral muito baixo e a analise ndo mostrou diferengas

entre os grupos (Dados ndo mostrados).
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Tabela 4.9 — Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNP rs4760658 e rs2228570 por regides de

Mogambique
Genotipo Norte Centro Sul s
SNP ¥ GL=4 p-valor
n (%) n (%) n (%)
AA 83 (0,76) 112 (0,76) 98 (0,82)
AG 230,20 29 (0,20) 20 (0,17) 1,2242 0,8741
VDR GG 3(0,03) 3(0,02) 2 (0,02)
rs4760658 Alelo
A 189 (0,87) 253 (0,88) 216 (0,90)
1,2549 0,5339
G 29 (0,13) 35(0,12) 24 (0,10)
CcC 75 (0,72) 101 (0,75) 83 (0,71)
CT 27 (0,26) 31(0,23) 30 (0,26) 1,5222 0,8227
VDR TT 2 (0,02) 20,01 4 (0,03)
rs2228570 Alelo
C 177 (0,85) 233 (0,87) 196 (0,84)
1,0256 0,5988
T 31(0,15) 35(0,13) 38 (0,16)

A semelhanga do que foi feito para os SNPs do PKLR, as frequéncias encontradas neste
estudo foram comparadas com as de outras populagdes de diferentes areas geograficas e etnias.
No caso do rs4760658 as comparacdes foram feitas com dados publicados num estudo com a
populacdo Brasileira (Marques, 2010) e com as populagdes Afro-Americana e CEU cujos dados
foram obtidos no dbSNP (Tabela 4.10). Para o SNP rs2228570, as comparagdes foram feitas com
dados publicados de diversos estudos com populagdes Venda da Africa do Sul (Lombard ef al.,
2006), Brasileira (Marques, 2010), Chinesa (Pan et al., 2009), Caucasiana de Portugal (Lemos et
al., 2008), e com dados das populagtes Afro-Americana e YRI publicados no dbSNP.

Para o SNP rs4760658 nao houve diferengas significativas entre a populagédo deste estudo e a

populagdo Afro-Americana. havendo porém entre aquela e as popula¢des Portuguesa e Brasileira.
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Tabela 4.10 — Frequéncias genotipicas do rs4760658 de Mogambicanos, Afro-Americanos e

residentes do Utah na Pensilvdnia com ancestrais no Norte e Oeste da Europa (CEU)

Alelo G N(%) "
Grupo étnico — regido N p-valor p. Referéncia
(%) AA AG GG
CEU 34 41 9(26) 22(65) 3(9) <10° <10° dbSNP
Atro-Americanos 61 18 40 (65) 20(33) 1(2) 0,065 dbSNP
Brasileiros 599 31 287(48) 257(43)  53(9) <107 <10° Marques, 2010
Africanos — Mocambique 375 12 294(78) 73 (20) 8(2) Presente estudo

*Alelo com menor frequéncia alélica (mfa) na populagdo de Mogambique. ** p.— p-valor corrigido.

Na Tabela 4.11 pode-se observar que para o SNP rs2228570 houve diferencas significativas
com as populacdes Portuguesa, Brasileira e Chinesa. De notar que quando a populagdo de
Mocambique foi comparada a outras populagdes de origem Africana nao houve diferenga

significativa na distribuicéo das frequéncias.

Tabela 4.11 — Frequéncias genotipicas do rs2228570 de Mogambicanos, Portugueses,
Brasileiros, Chineses, Venda da Africa do Sul, Yoruba em Ibadan na Nigéria (YRI) e Afro-

Americanos

Alelo T N(%) .
Grupo étnico — regifio N p-valor p. Referéncia

(%) CcC CcT TT
Caucasianos - Portugal 249 38 97(39) 114(46) 38(15) <107 <10” Lemos etal, 2008
Brasileiros 596 32 277(46) 263(45) 36(9) <107 <10? Marques, 2010
Chineses 212 45 68(32)  97(46) 47(22) <107 <10° Pan et al, 2009
Afro-Americanos 62 19 41(66) 18(29) 3(5) 0,361 dbSNP
YRI 60 17 41(68)  18(30) 1(2) 0,784 dbSNP
Venda — Aftica do Sul 86 13 66(77) 18(21)  2(2) 0,725 Lombard et al, 2006
Africanos — Mogambique 357 15 260(73)  89(25) 8(2) ------ Presente estudo

*Alelo com menor frequéncia alélica (mfa) na populaco de Mogambique. ** p.— p-valor corrigido.

O haplotipo mais frequente total (76%) e por regides (75% no Norte, 77% no Centro € 75%
no Sul) foi o rs4760658A/rs2228570T (Tabela 4.12). As analises de desequilibrio de ligagdo
mostraram que os SNP rs4760658 e rs2228570 n3o estdo associados entre si (= 0,002).
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Tabela 4.12 — Frequéncias dos haplétipos formados pelos SNPs rs4760658 ¢ rs2228570, totais e por

regides
Haplétipo Frequéncia
rs4760658 — rs2228570  Total Norte Centro Sul
A-C 0,75709 0,74937 0,77140 0,752263
A-T 0,12426 0,11786 0,10691 0,1477
G-C 0,09579 0,10103 0, 09818 0,08537
G-T 0,02286 0,03175 0,02351 0,01465
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foram caracterizados 4 SNPs, dois do gene PKLR (rs1052176 ¢ rs8847)
usando a técnica de PCR-RFLP e dois do gene VDR (rs2228570 e rs4760658) usando a técnica
de discriminagdo alélica por PCR em Tempo real. E sabido que a frequéncia dos SNPs varia nos

diferentes grupos étnicos e regides geograficas.

5.1. Polimorfismos do PKLR

As frequéncias do SNP rs1052176 encontram-se desviadas do equilibrio de Hardy-Weinberg.
Um facto curioso surge quando se testa o equilibrio por regides. A populago da regido sul ¢ a
Unica que apresenta desvio (dados n3io mostrados). Isto pode ser reflexo de algum tipo de
estratificagdo criptica possivelmente presente na populacio estudada. A separagiio dos individuos
por regifio foi feita tendo em conta a localizacio da provincia de origem com base na divisdo
politico-administrativa do pais e é sabido que a separag@o por fronteiras fisicas geograficas néo
reflete a separacdo dos diferentes grupos populacionais tendo como base as diferentes origens
étnicas/etno-linguisticas. Uma estratificacdo tendo como base cada um dos grupos etno-
linguisticos de Mogambique, ou a provincia de origem do individuo resultou num nUmero
amostral muito pequeno ou nulo em alguns grupos fazendo com que os resultados das analises
comparativas n3o fossem confidveis. Salientar que para este SNP a populagio deste estudo
apresenta maior percentagem de individuos heterozigotos quando comparado a ambos
homozigotos. Este desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg pode refletir algum artefacto da
técnica de genotipagem ou a presenca de alguma forga selectiva sobre um dos alelos de forma
balanceada (Miller, 1994). A chamada Lei de Hardy-Weinberg enuncia que para qualquer locus
génico as frequéncias relativas dos genotipos parmanencem constantes de geracdo em geragdo
desde que a populagdo em causa atenda as seguintes premissas: estar livre da ac¢@o de factores
evolutivos (seleg¢do, mutagio, migracdo e deriva genética); ser suficientemente grande para que
os erros de amostragem e o efeito da deriva genética se mostrem insignificantes, € ser pamnitica,
isto ¢, os cruzamentos ocorram ao acaso (Brooker, 2009). Contudo sabe-se que a populagio
humana n3o obedece a todas estas premissas. Assim ao determinarmos se a populagdo do estudo

estd em Equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizamos esta populacéo hipotética como pardmetro de
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comparagdo. O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg pode ser devido a cruzamentos
consanguineos, selecdo natural e a estratificacdo populacional, mas também podem ser reflexo de
uma associagdo com doencga (Balding, 2006). Comparando a frequéncia de heterozigotos nas
populagdes estudadas nota-se com excepg¢do da populacdo caucasiana, que a maior parte
apresenta frequéncias elevadas de heterozigotos em relagido a ambos homozigotos, sendo superior
ou igual a 50% na populagdo do presente estudo (54%), nos YRI (60%) e nos afro-Americanos
(50%). Comparando as frequéncias genotipicas no geral, nota-se um fendémeno curioso. As
frequéncias ndo diferem significativamente quando comparadas com as da maioria de outras
populagdes de origem Africana nomeadamente os Afro-Americanos, YRI, e Cabo Verdianos,
sendo porém diferentes das da populagio Sao Tomense. Sdo Tomé e Principe é um arquipélago
situado no Oeste de Africa mais concretamente no Golfo da Guiné. Até os finais do século XV
ndo possuia habitantes permanentes, altura em que os comerciantes Europeus se estabeleceram.
Uma grande contribui¢do na demografia deste arquipelago foi dada pelos povos de varias regioes
da Africa sub-Sahariana uma vez que este arquipélago foi um importante ponto de comércio e
trafico de escravos (Caldeira, 2008; Mateu et al., 1997; Pereira et al., 1999; Trovoada et al.,
2007). Apos a aboli¢do da escravatura o movimento de forga laboral trazida de Angola, Cabo
Verde e Mogcambique no inicio do século XIX também contribuiu para a demografia de Séo
Tomé e Principe (Trovoada et al., 2007). Isto propiciou a miscigenagédo entre individuos oriundos
de varias partes do continente Africano, bem como a miscigenagdo com populagdes Europeias.
Estudos das variagdes de mtDNA e DNA do cromossoma Y em Sdo Tomé e Principe
demonstraram a presenga de uma sub-estratificagdo desta populagdo (Trovoada er al., 2001,
Trovoada et al., 2004). Estes factores em conjunto podem ter influenciado na distribui¢do dos
alelos assim como das frequéncias genotipicas podendo justificar essas diferengas. Cabo Verde
também € um arquipélago, foi um ponto de comércio e trafico de escravos (Silva, 2009) e situa-se
no Oeste de Africa ha cerca de 300 Km da costa do Senegal e da Guiné Bissau. Apesar disso as
frequéncias genotipicas ndo apresentam diferengas significativas. O padrio de miscigenacdo do
povo Cabo Verdiano ¢ diferente do de Sdo Tomé. A populagdo de Cabo Verde ¢é resultante da
miscigenagio entre populagdes de varias regides de Africa Ocidental trazidas a estas ilhas durante
o periodo de trafico de escravos com Caucasianos Europeus sendo os haplogrupos caracteristicos
destas populagdes mais frequentes em Cabo Verde do que em Sao Tomé e Principe (Gongalves et

al., 2003; Trovoada ef al., 2007). O facto da populagdo Africana possuir uma grande diversidade
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genética intra e interpopulacional (Mateu et al., 1997) mesmo entre individuos muito proximos
(Schuster er al., 2010) pode explicar estas diferengas observadas no padrdo de distribuigido
genotipica de alelos entre estas populagdes com origem Africana. Outro facto curioso é em
relagdo aos resultados da comparagdo com a populagio Brasileira. As analises mostram que nio
ha diferenga significativa entre estas duas populagGes apesar da miscigenagdo que caracteriza a
populagdo Brasileira conforme discutido mais adiante. Em relagdo as populagSes Caucasiana de

Portugal e CHB, as frequéncias mostram claramente diferencas significativas.

Foi recentemente publicado um estudo de Machado et al (2010) em que foi determinada a
frequéncia alélica do rs1052176 em 150 individuos Mogambicanos com malaria. A frequéncia
alélica encontrada foi de 0,399 para o alelo C e 0,601 para o alelo A. Estas frequéncias sido
opostas as frequéncias encontradas neste estudo (A 0,40 e C 0,60). Olhando para os grupos
populacionais em ambos os estudos nota-se que no estudo de Machado et al a populagdo ¢
composta de individuos com malaria e no presente estudo a populagéo ¢ composta de individuos
aparentemente sem malaria. Foi sugerido apos ter sido relatado o efeito protector em modelos
murinicos (Min-Oo et al., 2003) e a replicagdo diminuida de parasitas quando cultivados in vitro
em sangue de pessoas com deficiéncias de PK (Ayi et al., 2008; Durand & Coetzer, 2008a), que
mutagdes no gene PKLR que levam a deficiéncia de PK podem conferir prote¢do contra a malaria
especialmente nos individuos heterozigotos. E sabido que alguns defeitos tais como substituigdo,
inser¢aq ou delec@o de nucledtidos em genes que codificam proteinas eritrocitarias (hemoglonina
S, talassemia, Glucose-6-fosfato desidrogenase) tornaram-se comuns devido a forga selectiva
exercida pela malaria uma vez que individuos portadores desses defeitos sdo resistentes a
infecgdo (individuos homozigotos) pelo parasita que causa a malaria ou ao desenvolvimento de
formas graves da malaria (heterozigotos) (Aidoo et al., 2002; Ayi et al., 2004; Guindo ef al,,
2007, Mockenhaupt et al., 2004; Ruwende et al., 1995). Fazendo uma comparagdo hipotética
entre as frequéncias alélicas do presente estudo e as frequéncias de pacientes Mogambicanos com
malaria (Machado et al., 2010) pode-se sugerir que existe um efeito protector do alelo C ja que a
sua frequéncias esta aumentada no grupo de individuos sadios. O SNP rs1052176 € resultante de
uma mutagio sinonima. A possivel acgéo da forga selectiva poderia ser na verdade exercida num
polimorfismo verdadeiramente funcional em forte desequilibrio de ligagdo com este. Ainda no

estudo de Machado et al (2010) foram determinadas as frequéncias alélicas na populagdo
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portuguesa em individuos saudéaveis e em individuos com deficiéncia de PK. Em ambos os
grupos pertencentes a uma populacgio residente em area livre da malaria o alelo predominante € o
C, sendo maior nos individuos deficientes. Mas conforme os resultados de Machado et al (2010)
e de Alves et al (2010), nenhuma associagdo foi encontrada através do uso de SNPs ou STRs
isoladamente. Referir que a amostragem para ambos estudos foi insuficiente o que pode ter
influenciado nos resulttados. Porém no mesmo estudo a analise da distdncia genética (Fst) entre
Africanos e Portugueses usando STRs e SNPs do gene PKLR e regides adjacentes revelou que os
valores de Fsr eram altos quando comparados com os valores obtidos usando STRs e SNPs de
genes neutros. Este achado sugere que esta regido gendmica esta sob efeito de um processo
selectivo. As analises de desequilibrio de ligagdo de STRs na regido gendmica estudada
mostraram a presenga de um forte desequilibrio de ligacdo entre pares de marcadores numa
regiio maior no grupo de individuos com maléria ndo complicada em comparagio com o grupo
de individuos com malaria complicada. Foi encontrada uma associa¢io borderline entre um
hapliotipo de STR nessa regido e a malaria ndo complicada. Estes dois achados em conjunto
sugerem que um bloco desta regiio gendmica mais conservada possa estar associada a prote¢do
contra formas mais graves de maléaria. Portanto a realizagdo de um estudo de associagdo com

tamanho amostral e um grupo controle adequados poderia dissipar estas dvidas.

Em relacdo ao SNP rs8847 ¢ de referir que também se encontra bastante desviada do
equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,00001). Nota-se uma deficiéncia de individuos heterozigotos
em comparacdo aos individuos homozigotos para ambos alelos. Mesmo quando se testa os
individuos agrupados por regides de Mogambique o desvio se mantém pronunciado
especialmente na regido centro (dados ndo mostrados). Fendmenos que alteram as frequéncias
alélicas e genotipicas provocando desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg poderiam explicar
esta distribui¢io. Este SNP localiza-se na regido 3’°UTR do gene PKLR podendo regular a taxa de
transcrigdo deste gene. Sendo um SNP funcional ou podendo estar em desequilibrio de ligagao
forte a um SNP funcional, pode-se pensar na possibilidade de estar a sofrer a ac¢o de uma forga
selectiva como discutido para o rs1052176. As frequéncias genotipicas do SNP rs8847 na
populagido Brasileira encontram-se desviadas do equilibrio de Hardy-Weinberg (Arnez et al,
dados n3o publicados). A genotipagem das amostras desta populacio foi feita usando a mesma

técnica e no mesmo laboratério em que foram genotipadas as amostras da populagio de
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Mogambique. Isto pode levantar a possibilidade de estes achados refletirem algum defeito na
mutagenese durante a amplificagdo do fragmento contendo o SNP uma vez que para a
genotipagem deste SNP foi desenhado um par de iniciadores que induzisse uma mutagenese na
base que flanqueia o alelo polimoérfico de modo que na presenca do alelo polimorfico A, fosse
criado o sitio de clivagem pela enzima de restricdo Nlalll. Mas curiosamente a frequencia de
individuos homozigotos para o alelo A em ambas populagdes ¢ superior a dos individuos
heterozigotos o que pode de alguma forma refutar esta hipétese. Outra razdo possivel razdo que
pode justificar estas frequéncias é o efeito Wahlund em que se verifica uma diminui¢do na
frequéncia de heterozigotos devido a uma subestratificagdo populacional (Beiguelman, 2008).
Esta subestratificagdo pode ser resultante do aparecimento de grandes isolados populacionais
causado por barreiras que impedem a troca de genes com outros grupos populacionais por meio
de casamento entre os seus elementos. Estas barreiras podem ser geograficas, politicas, socio-
econdmicas, religiosas ou culturais. Uma repetigdo da genotipagem usando outras técnicas e
usando uma amostra populacional estratificada de diversas formas e com tamanho adequado por

cada grupo poderiam clarificar estas zonas de penumbra.

O genoma humano contém estruturas semelhantes a blocos com pouca ou nenhuma
recombinacio dentro dos blocos de tal modo que os SNPs ndo se encontram distribuidos ao acaso
(Rezende et al., 2007). Os SNPs localizados em tais blocos haplotipicos encontram-se portanto
em desequilibrio de ligacdo. SNPs localizados nestes blocos sdo considerados mais informativos
visto que a tipagem de apenas um SNP ¢ suficiente para capturar a informagdo de todos os

demais marcadores presentes no mesmo bloco.

2 o . a1 . . ~ . e
O D’e o1’ sdo as medidas do desequilibrio de ligagdo mais comumente utilizadas em estudos
de desequilibrio de ligagio. Ambos sdo dependentes das frequéncias alélicas sendo menos

% variam de 0 a 1.

sensiveis a estes os valores de D’ (Lewontin, 1988). Os valores de D’ e r
Quando D = 0 ndo ha desequilibrio de liga¢do ( é possivel observar os quatro haplétipos
possiveis) e quando D = 1 o desequilibrio ¢ completo (observa-se apenas um ou dois dos
possiveis haplétipos). Quando r* = 0 ndo ha desequilibrio de ligagao porem quando r* = | o

™ . . . ~ .. 2
desequilibrio € perfeito (os alelos sdo sempre transmitidos num imesmo bloco). Os valores de
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tendem a ser proximos do zero quando um ou ambos polimorfismos analisados sdo raros (mfa <

0,10) (Tiret et al., 2002).

As anélises de desequilibrio de ligag¢do entre os SNPs rs8847 e rs1052176 do gene PKLR

mostram que estes ndo estdo associados na populagio de Mogambique (r> = 0,132).

5.2. Polimorfismos do VDR

Este é o primeiro estudo em que se determina a frequéncia de SNPs do gene VDR em
Mogambique. As frequéncias genotipicas dos SNPs deste gene tipados na populagao deste estudo
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05). Nio houve diferenga na distribuigdo dos
gendtipos por regides de Mogambique apesar da possivel estratificagdo acima discutida.
Comparando estas frequéncias com a de outras populagdes de origem Africana, notou-se que para
0 1$2228570 ndo ha diferencas com as populagdes Venda da Africa do Sul, YRI e Afro-
Americana, e para o rs4760658 ndo ha diferenga com os Afro-Americanos, a (nica populagéo
com origem Africana de que se dispdem dados publicados para este SNP. No estudo de Marques
et al (2010), as frequéncias genotipicas do SNP rs2228570 foram determinadas em trés grupos
étnicos da populaclo Brasileira nomeadamente negros, mesticos e brancos. A comparagio destas
frequéncias com as da populagio do presente estudo revelou diferencas significativas
comparando as frequéncias dos trés grupos em conjunto (Tabela 4.11) ou separadamente (dados
ndo mostrados). E curioso o facto da populagio de individuos negros Brasileiros apresentar
diferenca significativa com a populagdo deste estudo. Sabe-se que a populagdo Brasileira €
bastante miscigenada em resultado do cruzamento entre Europeus, Africanos e Amerindios (Parra
et al., 2003). A maior parte da contribui¢do africana no pool do mtDNA ¢é da regido sub-
Sahariana (Alves-Silva et al., 2000). A identificacdo dos individuos segundo o grupo étnico €
muitas vezes feita pelo proprio individuo oralmente ou tem em consideragdo a cor da pele. Esta
forma de identificagdo nio reflete a linhagem genética do individuo conforme demonstrado no
estudo de Alves-Silva et al (2000). Provavelmente houve erros na classificagio étnica dos
individuos Brasileiros, o que pode explicar a diferenga observada. Em relacio as populagdes

Chinesa e Portuguesa houve ciaramente diferencgas significativas nas frequéncias do rs2228570.
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As frequéncias do SNP rs4760658 foram signficativamente diferentes quando comparadas com

as da populacdo CEU.

E de digno de nota o facto de que apesar do alelo C do rs2228570 ser o predominante em
todas as populagdes estudadas, ele é mais frequente nos caucasianos que nos africanos
(Uitterlinden er al., 2004). As frequéncias encontradas na populagdo deste estudo foram

semelhantes as das populagdes africanas avaliadas.

O SNP rs2228570 ndo esta em desequilibrio de ligagdo com nenhum outro polimorfismo do
gene VDR (Nejentsev et al., 2004). Os valores de D* e de r* encontrados para a populagio de
Mogambique indicam-nos que os SNPs rs4760658 e rs2228570 ndo se encontram em

desequilibrio de ligagdo.

O gene VDR é um gene candidato para o estudo de associagao com a tuberculose e com a
hanseniase. A vitamina D activada, ligando do VDR, € produzida por macréfagos. Ela activa
monocitos, suprime a imunidade humoral regulando a produgdo de citocinas e estimula a
imunidade celular (Adams er al., 2007). E um factor importante para a resposta imune inata
contra bactérias intracelulares. Essas observagdes levaram a hipdtese de que polimorfismos no
gene VDR pudessem estar envolvidas no controle da resposta imune do hospedeiro contra

micobactérias.

Os polimorfismos rs2228570 (Fokl), rs1544410 (Bsml) e rs731236 (Tagl) foram usados em
estudos de associagdo com tuberculose (Lombard et al., 2006; Motsinger-Reif et al., 2010,
Valdivielso & Fernandez, 2006; Wilkinson et al., 2000; Zhang et al., 2010). Os resultados destes
estudos mostram inconsisténcias nas associagdes encontradas pois diferentes alelos de risco
foram associados a tuberculose em diferentes populacdes e alguns estudos relatam associagdo
com alelos individualmente ou formando haplétipos. Foi recentemente publicado um artigo de
revisdo e de meta-analise sobre tuberculose e polimorfismos do gene VDR (Gao et al., 2010). A
meta-analise sugeriu que o genodtipo TT do rs2228570 pode constituir um factor de risco para a
tuberculose quando comparado com o gendtipo CC. Porém ao se estratificar a populagdo

analisada esta associacdo foi encontrada apenas na populagdo asiatica e ndo nas populagdes
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Africana e Sul Americana. Em relagdo ao polimorfismo rs1544410, apés a estratificagdo a meta-
analise sugeriu uma redugdo no risco de desenvolver tuberculose na presenga do genotipo GG na
populagdo Asiatica, e na populagdo Africana nenhuma associagdo foi encontrada. Estes achados
inconsistentes nos resultados dos estudos de associagdo entre os polimorfismos do gene VDR ¢ a
tuberculose podem ser devido a vérios factores nomeadamente: Estratificacdo populacional;
tamanho amostral pequeno; diferentes grupos étnicos; Uso de polimorfismos ndo funcionais que
podem ter alguma ligagdo a outros polimorfismos verdadeiramente funcionais no mesmo gene ou
em genes vizinhos e o facto de haver diferengas nos padrdes de desequilibrio de ligagdo entre
diferentes populagdes; a sele¢do inapropriada de controles; interagdo gene-gene e gene-ambiente

(Lewis ef al., 2005).

Em 2006 Lombard et al (Lombard ef al., 2006) relataram a associag@o da tuberculose com
haplétipos do gene VDR. Este achado mais uma vez suporta a ideia de que a influéncia dos

polimorfismos na actividade do VDR é colectiva e ndo individual (Uitterlinden ez al., 2004).

Contribuigdes valiosas a compreensdo de fendmenos que participam nos processos de
interagdo entre os agentes patogénicos e o hospedeiro humano podem ser conseguidas através da
identificacfio de polimorfismos em genes candidatos, da determinagdo das frequéncias alélicas e
genotipicas dos mesmos, de estudos de desequilibrio de ligacdo entre estes polimorfismos bem
como a realizacdo de estudos de associagdo com doengas, especialmente as infecciosas. Esta
identificagdo podera ainda contribuir para o desenvolvimento de melhores estratégias preventivas

e terapéuticas que visam o combate e mitigagio das doengas infecciosas e dos seus efeitos.
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6. CONCLUSOES

Estudos de marcadores genéticos associados a doengas, especialmente as infecciosas, ainda
sdo escassos em Mogambique. Neste trabalho investigamos as frequéncias genotipicas, alélicas e

haplotipicas nos genes PKLR e VDR. Os resultados encontrados permitem-nos concluir que:

1. Nio ha diferengas na distribuigio das frequéncias genotipicas dos SNPs estudados nas

diferentes regides de Mogambique.

2. As frequéncias genotipicas nos SNPs de PKLR estdo desviadas do equilibrio de Hardy-
Weinberg.

3. As frequéncias dos SNPs em ambos genes estudados diferem das frequéncias populagdes

nfo Africanas avaliadas.

7. RECOMENDACOES

A compreensdo do significado dos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg observados nas

frequéncias dos polimorfismos do gene PKLR demanda a realizagdo de mais estudos do género.
Sdo necessarios estudos de associagdo entre polimorfismos nos genes PKLR e VDR com doengas

infecciosas como a malaria e tuberculose respectivamente em populagdes de areas onde estas

doengas sdo endémicas ou apresentam altas taxas de morbilidade e mortalidade.
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9. ANEXOS

Anexo I — folha de recolha de dados

Estudo de polimorfismos dos genes PKLR e VDR na populagio de Mo¢ambique
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