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RESUMO

A doenca de Gaucher (DG) € uma doenca metabdlica hereditaria de padrao de
heranca autossdmica recessiva pertencente ao grupo das esfingolipidoses
caracterizada pelo armazenamento de glicocerebrosideos nos lisossomos. Este
acumulo é decorrente da deficiéncia da enzima glicocerebrosidase, ou em casos muito
raros, pela deficiéncia de seu co-fator, em consequéncia ocorre o acumulo do substrato
(glicosilceramida), e outros esfingolipidios nos lisossomos dos macréfagos. A DG é a
doenca lisossémica de depodsito mais freqiente no mundo com uma ocorréncia de
1:40.000 nativivos. O gene GBA é composto por 11 éxons, localizado na regiao g21 do
cromossomo 1 e é responsavel pela codificagdo da enzima B-glicosidase acida
possuindo mais de 300 mutacfes ja descritas. Os objetivos desse trabalho foram:
Identificar mutac6es nos éxons 8, 9, 10 e 11 do gene GBA em pacientes com DG do
estado do Para e estabelecer a incidéncia das mesmas na amostra em estudo. Foram
coletadas amostras de sangue de 7 pacientes clinica e bioquimicamente diagnosticados
com DG e 10 pais de pacientes, somando um total de 17 individuos analisados. Foi
realizada extracdo de DNA e andlise posterior através das técnicas de sequenciamento
direto e RFLP. A andlise das 7 familias demonstrou uma frequéncia alélica de: N370S —
42,85% presente em cinco familias, L444P - 28,57% presente em trés familias, H419Y -
7,14% presente em uma familia e T369M presente em uma familia.

Nenhum dos pacientes apresentou 0 mesmo gendtipo, evidenciando mais uma vez a
heterogeneidade da doenca. A mutacdo H458Y ainda ndo havia sido descrita na
literatura sendo este o primeiro relato de sua aparicdo em portadores de DG, portanto
nao ha estudos mais aprofundados de seu envolvimento na patogénese da DG, bem

como a relacdo genotipo fenotipo desta mutagéo.



1. INTRODUCAO

1.1. DOENCAS METABOLICAS HEREDITARIAS (DMH)

As Doencas Metabdlicas Hereditarias (DMH) sdo afec¢bes genéticas que
resultam da producdo de uma proteina defeituosa. Essa proteina pode atuar no
controle de diversas vias metabdlicas de transporte, armazenamento, sintese e
degradacdo de substancias, que sao importantes na homeostasia do organismo,
(Scriver, 2001).

O bloqueio parcial ou total de uma determinada rota metabdlica tem como
principais consequUéncias: o acumulo do substrato da enzima deficiente, a
deficiéncia do produto da reacdo ou o desvio do substrato para uma rota
metabdlica alternativa que leva o surgimento de manifestacdes que vao desde a

vida fetal até a geriatrica, (Karam Apud Carakushansky, 2001).
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Figura 01 - Representacdo esquematica e simplificada dos processos envolvidos
em um erro inato do metabolismo (Adaptado de Karam Apud Carakushansky,
2001).



1.1.1 INCIDENCIA E MECANISMO DE HERANCA.

As DMH, quando avaliadas individualmente s&o consideradas raras.
Entretanto, em virtude do grande numero de disturbios (aproximadamente 600
doencas), as DMH apresentam uma freqiiéncia estimada em 1 para 1000 recém-
nascidos vivos, (Giugliani, 1997 Apud Carakushansky, 2001).

Essas desordens sdo, na sua maioria, de heranga autossOmica recessiva
(Doenca de Gaucher, Tirosinemias, Fenilcetonuria). Ha também as doencas de
heranca dominante (hipercolesterolemia familiar), doenca ligada ao X
(adrenoleucodistrofia ligada ao X, mucopolissacaridoses tipo Il,), e doenca de

heranca mitocondrial, (Waber, 1990).

1.1.2 CLASSIFICACAO

As DMH podem ser classificadas de acordo com o resultado metabdlico
final causado pelo defeito genético em: DMH de moléculas pequenas, ou DMH de
moléculas complexas. Esta classificacdo é (til dada a sua relacdo com a
apresentacao clinica, facilitando suspeitas diagnosticas especificas, (Aradjo,
2004).

As DMH de moléculas pequenas (aminoacidopatias, acidemias organicas,
intolerdncia a acgucares) manifestam-se clinicamente de forma subita,
caracterizando-se por episoddios de agudizacdo, em quanto que as DMH de
moléculas complexas (doencas peroxissomais, doencas de depdsito
lisossdmico) manifestam-se de uma forma crbnica e progressiva, atingindo

tecidos e orgaos como: figado, ba¢o, medula 6ssea e encéfalo, (Wajner 2001).

1.1.3 Doenca de deposito lisossémico (DDL)



As Doencas de Depdsito lisossomico (DDL) sé@o causadas pela deficiéncia

de uma enzima lisossdbmica responsavel por uma determinada rota catabdlica. O

resultado da interrupgéo da rota € o progressivo acumulo de metabdlitos como os

esfingolipideos, (Voet et al., 2004).

Em consequiéncia do acumulo dos esfingolipidios, o lisossoma aumenta seu

volume, ocupa maior espaco intracelular e origina um sub-grupo de DDL

denominada doencas de armazenamento de esfingolipidios ou esfingolipidoses

(Wilcox, 2004). A figura 2 ilustra a rota de degradacédo dos esfingolipidios e as

doencas relacionadas aos defeitos enzimaticos especificos.
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1.2 DOENCA DE GAUCHER

1.2.1 Histoérico

A doenca de Gaucher (DG) é uma doenca metabdlica hereditéria
pertencente ao grupo das esfingolipidoses caracterizada pelo armazenamento de
glicocerebrosideos no lisossoma. Este acumulo se da devido a deficiéncia da
enzima glicocerebrosidase ou, em casos muito raros, pela deficiéncia de seu co-
fator, SAP C, (Beutler e Grabowski, 2001).

A DG foi descrita primeiramente por Philippe Gaucher em 1882. De 1895 —
1910 as caracteristicas clinicas da doenca foram descritas e sua natureza
sistémica foi reconhecida. (Fried et al apud, Scriver 2001) definiram a doenca
como sendo uma doenga autossomica recessiva e somente muitos anos depois foi
definido que o gene que codifica a glicocerebrosidase esta localizado no braco
longo do cromossomo um, (Beutler e Grabowski, 2001).

A DG é a doenca lisossémica de depdsito mais frequiente no mundo tendo
uma ocorréncia de 1:40.000 nativivos na populacdo em geral. No entanto, estudos
epidemiologicos conduzidos nos EUA e Israel mostraram que a incidéncia dessa
desordem em judeus Ashkenazi é significativamente elevada, apresentando uma
prevaléncia de 1:1000 em homozigose e 1:14 em heterozigose nestas populacoes,
(Metha, 2006).

1.2.2. Aspectos Bioquimicos

O defeito enzimatico presente na DG (figura 3) tem como consequéncia o
acumulo do substrato, o glicocerebrosideo (glicosilceramida), e outros
esfingolipidios nos lisossomos dos macréfagos que passam a serem chamados de
“Células de Gaucher” e, por conseguinte depositam-se principalmente no baco,

figado, medula 6ssea e pulmdes, (Meikle, 2001).
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Figura 3. Glicocerebrosidase é uma [-glicosidase, que hidroliza preferencialmente a
Glicosilceramida em glicose e ceramide. A Glicocerebrosidade alternativamente hidroliza
a glicosilesfingosina também em glicose e esfingosina (Adaptado de Anthony H.

Futerman 2004).

1.2.3. Manifestacdes clinicas

A DG é uma doenca multissistémica, associada com grande variacdo em
suas manifestacées clinicas, gravidade e evolucdo. As manifestacdes mais
comuns sdo: anemia, leucopenia, trombocitopenia, apnéia, estrabismo,
hepatoesplenomegalia e complicacdes 6sseas, (Oliveira et al, 2002).

O acometimento pulmonar e envolvimento do sistema nervoso central
também sdo achados importantes, porém menos frequente, (Barranger et al
2001). (Hermann, 2009), salientou que apesar das anomalias viscerais e

hematolégicas terem a capacidade de levar o paciente a Obito, sdo as



complicacbes Osseas, em geral, a causa determinante da morbidade e

incapacidade em longo prazo.

Clinicamente a doenca de Gaucher possui trés tipos, baseado no
comprometimento do sistema nervoso central e surgimento dos primeiros
sintomas. A fim de evitar descricbes inespecificas, foi adotado um modelo de
classificacdo sendo: tipo um = ndo neuropatico; tipo dois = neuropdtico; tipo trés
neuropatico subagudo. Entretanto por mais que tente classificar de forma mais
precisa, os fendtipos e gendtipos podem ser muito heterogéneos, mesmo em
grupos de mesma etnia. O tipo um da DG ocorre principalmente em adultos, e
segundo dados da Columbia Britanica, 90 a 95% dos pacientes com DG possuem

predominantemente o tipo um da doenca, (Beutler e Grabowski, 2001).

1.2.4. Diagndstico

O diagnéstico da doenca de Gaucher pode ser feito através da analise da
presenca das células de Gaucher na medula, entretanto este diagnostico ndo é
considerado muito preciso devido a presenca de células semelhantes em outras
desordens como a leucemia, (Beutler e Grabowski, 2001).

A principal forma de diagnostico da DG é através da analise da atividade
enzimatica. Em individuos com DG a enzima perde a capacidade de clivar o
glicocebrosideo em glicose e ceramida (Brady et al, 1965). Desta forma, a
guantificacdo da atividade de glicocebrosidase no plasma e no soro é fundamental

para o diagnostico definitivo da doenca, (Patrick, 1965)

1.2.5. Tratamento

A terapia de reposicdo enzimatica (TRE) tem sido uma alternativa

promissora para o tratamento dos pacientes com DG. Desde que aprovada pelo



Food and Drug Adminstration (FDA) em 1991, ela tem sido administrada em
diversos paises aos pacientes com essa doenca e, ha maioria dos casos, resultou
em consideravel reducdo da organomegalia e das anormalidades hematolégicas.
Pacientes tratados com imigluverase, que € a enzima recombinante utilizada na
TRE, j4 na infancia adquirem crescimento normal e sdo menos vulneraveis ao
desenvolvimento das lesGes 0sseas, (Sidransky et al, 2006).

Outra forma de tratamento da doenca de Gaucher desenvolvida mais
recentemente é através do uso de inibidores da sintese de glicoesfingolipideos. Na
DG, pequenas moléculas de inibidores derivados de aminoagucares, como N-
butildeoxinorjimicina, tém sido usadas para reduzir a sintese de glicosilceramida
(Cox et al. 2000). O miglustat (1,5-(butilimino)-1,5-dideoxi-D-glucitol) € um inibidor
que foi lancado no mercado como uma outra forma de tratamento para esses

pacientes, inibindo a formacéao de glicosilceramida, (Sidransky, 2006).

1.2.6. Aspectos Genéticos e Moleculares

A DG é uma desordem genética que apresenta um padrdo de heranca
autossOmica recessiva causada, na maioria das vezes, por mutacdes no gene da
B-glicosidade acida (GBA), e raramente, por mutacdes no gene da pro-saposina
(PSAP), (Rozenberg et al., 2006).

O gene GBA possui aproximadamente 7 Kb e é composto por onze éxons
originando um polipeptidio maduro de 497 aminoécidos, localizado na regido 21
do cromossomo um e é responsavel pela codificacdo da enzima B-glicosidase
acida, como demonstra a figura 4. Enquanto que o gene PSAP possui quinze
éxons, esta localizado na regido gq21-23 do cromossomo dez e é responsavel pela
codificacdo da pro-saposina, a qual posteriormente sofre protedlise originando
guatro proteinas, entre as quais, a saposina C, a qual funcional como cofator da (-

glicosidade acida, (Hruska et al., 2008).
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Figura 4. O gene GBA localizado no braco curto do cromosso 1, l6cus 21. Figura retirada

de http://ghr.nlm.nih.gov/dynamicimages/chromomap/gba.jpeg

Mais de 300 mutacdes ja foram descritas no gene GBA segundo, (Hruska et
al 2008). Entre os judeus Ashkenazi, quatro mutacdes sao responsaveis por 90%
dos casos, N370S, L444P, 84insG, e IVS2+1G>A. Na populacdo nao-judaica, a
doenca apresenta baixa prevaléncia, e as mutagcdes mais comumente
identificadas sdo as L444P, N370S, D409H, R463C, e IVS2+1G>A como
evidencia a figura 5. (Horowitz &Zimran, 1994; Michelin et al. 2005).

[ *L444P A4SEP V460V ||

* D40SH L444P A4SEP V460V | |

55Del ‘
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I\ /1 \
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84insG 1 vS2+1G>A | nN37o | l D40SH | L444P

Figura 5. Estrutura do gene GBA e principais mutacdes causadoras da DG. Figura
retirada da tese de doutorado de Roberto Rozenberg “Analise molecular das doengas de
Gaucher e Tay-Sachs no Brasil” Sao Paulo, 2006

A relacdo gendtipo/fendtipo ainda ndo estd bem descrita, uma vez que, ha
casos de irmaos com o0 mesmo genoétipo que apresentam diferencas no quadro

clinico e na resposta terapéutica. Até mesmo entre gémeos monozigoticos foi



constatado grau variavel da Doenca de Gaucher; dificultando dessa forma o uso
do gendtipo do paciente para determinar o prognostico preciso, a terapéutica
apropriada e um melhor aconselhamento genético, (Sidransky, 2004).

As Unicas correlacdes genadtipo-fendtipo dizem respeito as mutacdes N370S
e L444P, as quais distinguem a forma ndo-neuropatica da forma-neuropatica. O
fendtipo neuropatico esta relacionado a mutacado L444P em estado homozigoto,
sendo encontrado mais freqientemente nos tipos Il e Il da doenca. O fendétipo ndo
neuropatico esta associado ao alelo N370S, (Barranger & O’'Rourke, 2001).

O fendtipo clinico dos pacientes é resultado principalmente da combinacéo
da gravidade das mutacOes nos dois alelos do pacientes. Essas podem ser
classificadas de trés maneiras, alelos nulos (nenhuma enzima € produzida),
mutacBes graves (a atividade residual da enzima € muito baixa e de forma
instavel), e mutacbes leves (a enzima tem uma baixa atividade, mas estavel)
(Cormand et al, 1998b).

(Dvir et al, 2003) e (Liou et al, 2006), tentaram correlacionar a gravidade da
doenca, o tipo de mutacdo e a estrutura da proteina através da analise por
difracdo de raios-X , ambos revelaram uma estrutura protéica idéntica com trés
dominios. O | dominio é formado pelos aminoacidos 1 a 27 e 383 a 414. O I
dominio é formado pelos residuos de aminoacidos 30-75 e 431-497 com estrutura
similar a uma imunoglubulina. Os dois primeiros dominios possivelmente tém
funcdo regulatéria ou estrutural. O Ill dominio € formado pelos residuos de
aminoacidos 76-381 e apresenta o sitio ativo nos aminoacidos E340 e E235, figura
6.
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Figura 6. Representado em lilas o | dominio, em verde o Il dominio e em azul o Il
dominio, o sitio catalitico da enzima esta representado em amarelo no centro da enzima.
Retirado de (Dvir et al, 2003)

As mutacdes podem impedir parcial ou totalmente a atividade catalitica da
proteina ou interferir em sua estabilidade. Aparentemente as mutacfes estao
distribuidas aleatoriamente na proteina, ndo tendo assim um dominio mais
propicio a ocorréncia de mutacfes. As mutacdes de efeito leve e grave tém
distribuicAo homogénea nos diferentes dominios, no entanto, a regido préxima ao
sitio ativo da enzima apresenta mutacdes de efeito grave, (Rozenberg et al, 2006).

A maioria das mutac¢des ja descritas em diversas populacées parece indicar
a existéncia de uma regido do gene GBA que concentra o maior namero de
mutacdes. Essa regido se localiza entre os éxons oito e onze, onde também estéo
presentes as mutacdes L444P e N370S, (Beutler et al, 2005).

O gene GBA possui um pseudogene (psGBA), localizado no cromossomo
um, com distancia aproximada de 16kb do gene. Trata-se de uma coOpia néo
funcional do gene, com sequencia 96% idéntica ao GBA (Horowitz et al. 1989). A
presenca do pseudogene pode levar a formagéo de alelos recombinantes, devido

a erros de recombinacdes onde o gene GBA pareia-se erroneamente ao
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pseudogene do cromossomo homologo originando assim um cromossomo com
sequencias do gene e do pseudogene possibilitando vérias alteracdes no mesmo
alelo, (Cormand et al., 1998a).

A presenca do psGBA dificulta o trabalho de detec¢cdo de mutagdes no
GBA. Devido a grande homologia entre eles € necessario a criacdo de estratégias
especificas de analise para que se investigue somente o gene e exclua o
pseudogene, quando se amplifica 0 GBA por PCR. (Sorge et al., 1990). Entre as
principais recombinacdes ja identificadas estdo as que ocasionam as mutacdes:
L444P, A456P, V460V e D409H, (Latham et al., 1990).

1.2.7. Justificativa

A doenca de Gaucher pertence a classe de erros inatos do metabolismo,
sendo de grande importancia como objeto de estudo, por ser a doenca mais
freqlente dentre as doencas lisoss6micas de depdsito. A grande variedade de
mutacdes relacionadas a doenca de gaucher sugere que esta seja uma doenca
heterogénea do ponto de vista molecular. As variacdes fenotipicas observadas
podem estar relacionadas a essa heterogeneidade molecular.

A investigacdo molecular do gene GBA é de fundamental importancia,
tendo em vista que os achados moleculares encontrados em pacientes com essa
enfermidade poderiam ser correlacionados com os dados clinicos e bioquimicos
dos pacientes estudados, possibilitando assim uma melhor compreensédo da
fisiopatologia da doenca, além de que estudos como este ainda vem sendo pouco
desenvolvidos no estado do Para, havendo assim a necessidade de uma melhor
analise da doenca em nossa regiao.

A determinacdo do genodtipo do paciente também pode fornecer
informacbes a familia, sobre o progndéstico do paciente e a possibilidade de
prevencdo de novos casos. Uma melhor compreensdo das regides mais
importantes para o funcionamento normal da enzima pode ser estabelecida a
partir da determinagdo da freqiéncia das mutagcbes no gene GBA na nossa

populacao.
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2. OBJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL
- Analise Molecular do Gene GBA em pacientes com Doenca de Gaucher.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- ldentificar as mutagbes comuns nos exons 8, 9, 10 e 11 do gene GBA em
pacientes com DG do Estado do Pard, estabelecimento a incidéncia das mesmas

na amostra em estudo;

- Identificar e caracterizar as mutacdes raras e/ou novas encontradas nos

éxons 8, 9, 10 e 11do gene GBA em pacientes com DG do Estado do Para;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1CARACTERIZACAO DA AMOSTRA:

A amostra estudada neste projeto foi composta por sete familias, contendo
sete pacientes com DG, os quais recebem terapia de reposicdo enzimatica no
Hemocentro do Para — HEMOPA e dez pais de pacientes somados em um total de

dezessete individuos.

3.2 ASPECTOS ETICOS:

Este trabalho levou em consideracdo os principios éticos basicos das
diretrizes e normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos: autonomia,
beneficéncia, ndo maleficéncia e justica. Foi realizado um contato pessoal com
algumas familias de pacientes, no qual foram explicados os objetivos do estudo,
com esclarecimento de todas as duvidas levantadas pela familia, no qual os
pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Anexo |

Presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética da fundacdo HEMOPA.
Anexo Il (aprovacao do comité de ética).

O material biologico coletado foi utilizado apenas neste estudo e ficou
armazenado sob a responsabilidade do pesquisador responsavel (coordenador do

estudo).

3.3 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Amostra de sangue total (5 a 10 mL) foi obtida por puncéo venosa e colhida

em frascos de vidro de 5 mL contendo 54 uL do anticoagulante EDTA. Em seguida
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a mesma foi adequadamente identificada (nome do paciente e data da coleta) e

armazenada a —22 °C até o momento da extracéo de DNA.

3.4 EXTRACAO DE DNA

As amostras de DNA foram obtidas a partir de leucdcitos, por método
convencional de extracdo segundo o Método do Fenol-Cloroférmio, (Old e Higgs,

1993).

3.5 AMPLIFICACAO DO GENE GBA POR REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR)

A PCR propicia a amplificacdo de segmentos especificos de DNA a partir
de uma sequéncia molde. Para esta técnica sao utilizados iniciadores especificos
qgue flanqueiam a regido de interesse do DNA, possibilitando sua multiplicacdo em
milhares de cépias de um determinado segmento de DNA.

O gene foi, primeiramente, amplificado em um grande fragmento que
abrange dos éxons 8 ao 11 do gene GBA (Sidransky et al.,2000; Rozemberg et al.,
2006). Tal procedimento torna-se necessario, visto que possibilita a analise do
gene funcional, evitando a amplificacdo de um pseudogene que € 95% homélogo
ao gene funcional.

Posteriormente a pré-amplificacdo, foi realizada a amplificacédo interna dos
éxons 8, 9, 10 e 11 através de iniciadores desenvolvidos através do programa
Primer3 Input 0.4.0.

3.6 ANALISE DE DIGESTAO COM ENDONUCLEASES DE RESTRICAO (RFLP)

A deteccdo das mutacdes N370S e L444P foi feita através da técnica de

PCR-RFLP (Reagédo em Cadeia da Polimerase - Polimorfismo de Fragmentos de
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DNA obtidos por Enzimas de Restricdo). A técnica de PCR-RFLP é utilizada na
identificacdo de polimorfismos ou mutacdes que determinam a alteracdo do
padrdo de clivagem, devido a substituicbes pontuais em sitios de restri¢cdes,
obtidos a partir de uma determinada regido do DNA. Os primers e as enzimas
utilizadas na deteccdo das mutacbes N370S e L444P encontram-se descritas na
tabela um respectivamente. A pesquisa das mutacoes N370S e L444P foram
realizadas em gel de agarose 3% e poliacrilamida 15%, respectivamente.

Tabela 1: Estratégia de detec¢cdo das mutacdes N370S e L444P.

Tamanhos dos Fragmentos

Enzima
Mutacgéo Substituicdo Primers restricdo Normal Mutante
N370S 1226A>G  F:5-GCCTTTGTCCTTACCCTCG-3' Xhol 105 89e 16

R: 5-GACAAAGTTACGCACCCAA-3

L444P 1448T>C F: 5-TGAGGGTTTCATGGGAGGTA-3 Ncil 243 128 e 115
R: 5-AGAGTGTGATCCTGCCAAGG-3’

3.7 SEQUENCIAMENTO DO DNA E IDENTIFICACAO DE MUTACOES

Além da andlise por endonucleases de restricdo, foi utilizado também o
método de sequenciamento direto dos éxons 8, 9, 10 e 11, a fim de identificar
outras mutacdes menos frequentes e confirmar as mutacdes identificadas por
RFLP. Esta regido é onde had a maior concentracdo de mutacdes inclusive as
mutacOes N370S e L444P.

A metodologia utilizada baseou-se na sintese bioquimica da cadeia de DNA
utilizando o kit ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, USA) e o sequenciador automatico ABI-PRISM 377, da Applied

Biosystem.
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4. RESULTADOS

4.1- ANALISE POR DIGESTAO COM ENDONUCLEASES DE RESTRICAO:
4.1.1 Detecgao da mutacéo N370S:
Na presenca da sequéncia normal, a regido de 105 pb néo é clivada pela

enzima. Na presenca da mutacdo, a enzima cliva a regido de 105 pb em dois

fragmentos menores de 89 pb e 16 pb como pode ser observado na figura 7.
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DG3 DG4 DG5 DG6 DG7 DGS8 DG9 DG10 M

DG12 DG13 DG14 DG16 DG15

Figura 7: Detecgdo da mutacdo N370S — Eletroforese dos produtos de digestdo em gel
de agarose 3,0% (p/v). Canaletas M: marcador de peso molecular de 100 pb. Canaletas
DG2, DG3, DG5, DG6 e DG10: heterozigoto para mutacdo N370S. Canaleta DG17:
paciente homozigoto para mutacdo N370S. Canaletas restantes: pacientes DG sem
mutacdo N370S.

4.1.2 Deteccdo da mutacao L444P:
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Na presenca da sequéncia normal, a regido de 243 pb néo é clivada pela
enzima. Na presenca da mutacdo, a enzima cliva a regido de 243 pb em dois
fragmentos menores de 128 pb e 115 pb, como pode ser observado na figura 8.

M C1 2 3 4 6§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 8: Deteccdo da mutacéo L444P — Eletroforese dos produtos de digestdo em gel de
poliacrilamida 15% (p/v). Caneleta M: Marcador molecular de 100pb. Canaleta C:
homozigoto normal. Canaleta 1: homozigoto para mutagcdo L444P. Canaletas 2, 3,5, 11 e
13: heterozigotos para a mutagcéo L444P.

4.2 SEQUENCIAMENTO DIRETO:

Para identificacdo de outras mutacbes menos frequentes foi utilizado o
método de sequienciamento direto. Foram identificadas duas alteracdes diferentes:
o polimorfismo T369M (c.1223C>T) presente no éxon 8 e a mutacdo H419Y
(c.1372C>T) presente no éxon 9 (figuras 7 e 8).
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Figura 9. A: alelo selvagem. B: Alteragdo T369M (C >T)
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4.3FREQUENCIA ALELICA E GENOTIPICA

As tabelas 2 e 3 demonstram a frequencia dos alelos e dos gendétipos

encontrados, respectivamente.

Tabela 2. Frequencia de alelos mutantes encontrados no gene GBA de pacientes

com Doenca de Gaucher.

Mutacéao Freqliéncia
N370S 42,85%
L444P 28,57%
H419Y 7,14%
T369M 7,14%
Total de alelos identificados 85,70%

Tabela 3. Gendtipo encontrado nos 17 individuos analisados.

Genotipo Numero de Pacientes
?2/?* 1 (14,28%)
N370S/? 1 (14,28%)
N370S/L444P 1 (14,28%)
N370S/T369M 1 (14,28%)
N370S/H419Y/L444P 1 (14,28%)
N370S/N370S 1 (14,28%)
L444P/LA44P 1 (14,28%)

Total 7 (100%)

*? = Mutacao néao identificada
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5. DISCUSSAO

A implementacéo de técnicas de biologia molecular na DG na regido Norte
€ um trabalho pioneiro, pois até o momento ndo havia nenhum relato do perfil
genotipico dos pacientes portadores dessa afeccao.

Este trabalho ressalta a importancia de implantar tecnologias que podem
auxiliar no diagnéstico de doencas genéticas na nossa regido. Todo o
procedimento de genotipagem dos individuos foi feito no LEIM e ja pode ser
aplicado na investigacdo molecular da doenca de Gaucher.

A metodologia utilizada neste trabalho foi a mesma utilizada em trabalhos
publicados no Rio Grande do Sul e em Sao Paulo que sé&o centros de referéncia
em pesquisa de Erros Inatos do Metabolismo no Brasil, utilizando como base para
pesquisa de mutacBes, na maioria dos casos, as técnicas de PCR-RFLP e
Sequenciamento direto.

A frequencia alélica da mutacdo N370S e L444P entre os pacientes do
Para foi de 42,85% e 28,57%, respectivamente, 0 que esta de acordo com a
frequencia encontrada por (Rozemberg et al., 2006) que relatou que a frequencia
destas mutacfes para pacientes oriundos de varias regides do Brasil se d4 em
aproximadamente 47% e 27% dos alelos de pacientes com DG, respectivamente.
O que se apresenta de acordo com as frequencias alélicas destas mutacdes
descritas na literatura para pacientes nao judeus Norte-Americanos (Zhao &
Grabowski, 2002). Apesar do pequeno numero de pessoas analisadas o trabalho
se manteve de acordo com trabalhos que analisaram mais de 50 pacientes.
Apesar do pequeno numero amostral, este estudo se mostra representativo por
representar o total de pessoas diagnosticadas com DG no estado do Para até o
momento em que foi desenvolvido o trabalho.

A alteracao identificada no trabalho como T369M foi primeiramente descrita
por (Beutler & Gelbart, 1996), como sendo uma mutag&o patogénica causadora de
DG, porém (Sidransky, 2003), publicou que a mutacdo T369M parece ser mais um
polimorfismo presente na populagdo, pois 0s pacientes com esta alteracéo

geralmente apresentavam uma outra alteragdo no mesmo alelo e quando foi
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pesquisada em 100 controles, dois alelos foram identificados com esta alteracao,
representando 1% do total estudado. O paciente identificado em nosso estudo
com a alteracdo T369M é um heterozigoto composto e apresenta o genotipo
T369M/N370S. Este paciente possui 0 diagndstico clinico e bioquimico de DG e se
apresenta em terapia de reposicdo enzimatica no HEMOPA, levantando a
possibilidade desta mutacdo T369M ser considerada patogénica. Porém é
necessario que se analise todo o gene GBA desta paciente em busca de outras
mutaces em exons ainda ndo analisados e que seja realizado estudos de
expressao para a mutacdo T369M.

A alteracdo H419Y ainda nao foi descrita na literatura e consiste em uma
substuicdo de C pelo nucleotideo T na posi¢cdo 1372 do cDNA o que resulta na
troca de Histidina por Tirosina no residuo de aminoacido 419. Esta alteracdo se
apresentou em dois individuos das sete familias analisados, os dois apresentam
alto grau de parentesco (mae e filha), sendo a mae heterozigota e a filha paciente
em tratamento com genoétipo de heterozigose composta (N370S/H419Y/L444P).
Na analise molecular da mae da paciente, esta apresentou somente a alteracao
H419Y, coincidindo com o achado presente na paciente, porém nao foi possivel
coletar o sangue do pai da paciente, o que impossibilita afirmar que as outras duas
mutacdes identificadas tenham sido herdadas do pai ou se sao frutos de um
crossing-over desigual devido ao mal pareamento dos cromossomos homadlogos,
como ja foi descrito por Cormand et al.,, 1998a em que o gene GBA pareia-se
erroneamente ao psGBA originando algumas recombinac¢des que podem resultar
nas mutacoes L444P, A456P, V460V e D409H.

Ainda ndo é possivel afirmar que a alteracdo H419Y é de fato uma
mutacdo. Para verificar a freqiéncia desta alteracdo serdo analisados 200 alelos
controles para confirmar se € uma alteragdo comum na populagdo ou ndo. Ainda
assim, serdo necessarios estudos de expressdo para determinar se esta é uma
alteracdo patogénica. De posse destes dados pode se inferir se ha alguma a

correlacdo do gendtipo com o fen6tipo bioquimico e clinico do paciente.
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Em relacdo ao paciente que néo apresentou alteracdo nos éxons citados, é
necessario analisar o restante dos éxons do gene GBA a procura de mutacdes
menos freqlentes. Este trabalho sé focou os éxons citados por serem 0s mais
representativos no niumero de mutacées sendo os mais indicados para inicio de

pesquisa de mutacdes no GBA, segundo (Rozemberg et al, 2006).
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6. Conclusodes

O presente estudo realizou a analise molecular do gene GBA em sete
pacientes com DG e dez pais de pacientes, representando um total de oito
familias.

A andlise dos dezessete individuos demonstrou uma frequéncia alélica de:
N370S — 42,85% presente em cinco familias, L444P - 28,57% presente em trés
familias, H419Y - 7,14% presente em uma familia e T369M presente em uma
familia.

Nenhum dos pacientes apresentou o0 mesmo gendtipo, evidenciando mais
uma vez a heterogeneidade da doenca.

Este estudo identificou pela primeira vez a alteracdo H419Y, presente em

uma das familias analisadas.
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8. ANEXOS:
8. 1. ANEXO |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa — sobre
“INVESTIGAGAO DE VARIANTES ALELICAS NO GENE GBA EM PACIENTES COM DOENGA DE
PARKINSON: RELAGAO COM A DOENGA DE GAUCHER?”que é desenvolvida pela Universidade
Federal do Pard, Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo. Para que vocé decida
participar ou ndo da pesquisa Ihe seréo prestadas as seguintes informagdes:

O titulo do projeto ¢ “Investigacdo de variantes alélicas no gene GBA em pacientes
com Doenca de Parkinson: relagdo com a doenga de Gaucher?”

O pesquisador responsavel € o Prof. Dr. Luiz Carlos Santana da Silva,
Biomédico, Professor da Universidade Federal do Para.

O objetivo da pesquisa é investigar a presenca de marcadores genéticos e
bioquimicos em pacientes com doenca de Parkinson.

Esta é uma pesquisa sigilosa e garantido o total anonimato dos
participantes do estudo, isto significa que, somente os pesquisadores terao
acesso aos resultados.

Serdo necessarios 2mL de sangue para analises em DNA e 8mL de sangue
para as andlises bioquimicas. Os riscos associados a esse procedimento
sdo0 minimos por que os métodos e préticas sdo de uso rotineiro, podendo
ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta.

Serdo utilizados materiais esterilizados descartaveis como agulhas e
seringas.

Ninguém é obrigado a participar da pesquisa, assim como podera deixar a pesquisa
no momento que quiser, pois ndo havera prejuizo pessoal por esta causa.

N&o haverd nenhum tipo de despesa para participacdo da pesquisa, assim
como ndo havera nenhuma forma de pagamento para participacao.

Informacdes: Centro de Ciéncias Bioldgicas - Departamento de Fisiologia -

Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo - Fone: 3201-8030 - E-mail:

Icss@ufpa.br ou bionatalie@uol.com.br.

Assinatura do Pesquisador Responsavel


mailto:lcss@ufpa.br
mailto:bionatalie@uol.com.br
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
esclarecido (a) sobre o contetudo da mesma. Declaro ainda que, por minha livre
vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material para

exame.

Belém, [/ |/

Assinatura do participante Assinatura  do
Responsavel

Testemunhas (nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:
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8.2 ANEXO Il
ANEXO Il: DOCUMENTOS DE APROVACAO DO PROJETO POR CEP LOCAL

il

/

HEMOPA
SESPA/ SUS

Belém, 02 de junho de 2006

Ao Pro. Dr. LUIZ CARLOS SANTANA DA SILVA

Prezado Senhor:

Cumprimentando-o cordialmente, cumpre-nos enviar Parecer Consubstanciado de Projeto de
Pesquisa Avaliagdo Clinica e Bioquimica de Pacientes com Doenca de Gaucher submetidos &
Terapia de Reposi¢do Enzimdtica, aprovado por este CEP.

Respeitosamente

LUCIANA MARADEI
Coordenadora do CEP

Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para — HEMOPA

Dr’. Luciana Maradei
Coordenadora do CEP

Ty Padre Eutiquio 2109
Bairro Batista Campos

CEP 66933-000

Belém-Para

L

Trav. Padre Eutiquio, 2108 - Fone: 242-9100 - CEP 86033-000 - Beiém — Para
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( HEMOP,

SESPATSUS COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Parecer Consubstznciado

Belém, 01 de junho de 2006
Parecer n° 04/06

Anilise do Projeto:

O projeto “dvaliacdo Clinica e Bioquimica de Pacientes com Doen¢a de Gaucher
submeridos a Terapia de Reposi¢do Enzimdtica ", do pesquisador Prof. Dr. Luiz Carlos Santana da
Silva, da Universidade Federal do Pard, foi recebido neste CEP em 08 05/2006, levado a anélise
prévia de dois membros do comité e levado a apreciacdo em reunido de 3105/2006, ocasido em que

foi recomendado sem pendéncias. Tem como finalidade servir de Di

«cdo de Mestrado a Dra.
Ana Maria Almeida Souza, participante do projeto como “orientand=". O Projeto consta também
com a colabora¢do da Dra. Maria de Fatima Pombo Montoril, na qualidade de co-orientadora.

Tem como objetivo geral o estudo das manifestacdes clinicas e bioquimicas de pacientes
com diagnéstico de Doenga de Gaucher em tratamento de reposi¢do enzimatica, tendo portanto,
como critério de inclusdo, esses pacientes. O estudo se estende para os pais e irméos dos pacientes
em questdo.

A populagdo alvo sdo pacientes diagnosticados, tratados e acompanhados ch’nica_ e
laboratorialmente no ambulatério da F undagdo HEMOPA.

Em relagdo ao Risco/Beneficio, a pesquisa ndo apresenta  Tiscos para 0s participantes
envolvidos e trard beneficios aa possibilidade de avaliar a melhoria clinica e laboratorial dos
pacientes e conseqtiente melhoria da qualidade de vida dos mesmos, além de levar ao conhemmento
cientifico a existéncia dessa patologia no Estado do Para, estlmulando um dlaonostlco precoce.

O or¢amento ¢ detalhado e adequado a proposta e a bibliografia ¢ pertmente ao tema

Proposto.
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLiE)' _contem dados em linguagem
acessivel ao participante, além de dados do pesquisador, incluindo endereco e telefone para

qualquer contato necessario.

a Luciand Mnradex
Coordenadora do CEP

s A = , =
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SESPA/ SUS

Parecer do CEP:

Trata-se de um de estudo clinico e bioquimico, Grupo III, apresentando termo de

concordancia escrito dos servigos participantes. O projeto estd bem estruturado. com justificativas e

objetivos claros e consistentes, riscos e beneficios bem estabelecidos, Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido adequado e informacéo precisa quanto ao cronograma de pesquisa. Trard

beneficios para a saide publica, uma vez que a geragdo de conhecimentos a respeito dessa patologia

podera despertar a comunidade cientifica para a necessidade de um diagnéstico precoce. haja vista

tratar-se de um erro inato do metabolismo quiga bem mais freqiiente no nosso Estado.

O projeto foi recomendado & aprovagéo sem pendéncias em reunifo do Comité de Etica em

Pesquisa da Fundagio Centro de Hemoterapia ¢ Hematologia do Pard, em 31 de maio de 2006, sem

parecer contrario dos membros em reunifo.

Esta de acordo com a Res. CNS 196/96.

Parecer final: FAVORAVEL.

-
< ;;’)LLL T e DU e PP S
Luciana Maria Cunha Maradei Pereira

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

2 Maradei

Coorcenszzrz do CEP
Centro de Hemoterapia e Hematologia do Parid. — Funda¢io HEMOPA
Travessa Padre Eutiquio 2109, CEP 66033-000

Belém-Para

Trav. Padre Eutiguio, 2109 - Fone: 242-9100 - CEP 66033-000




