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RESUMO

Chaves RG. Consanguinidade e efeito fundador da mutagcdo G377S da doenca de
Gaucher em populacdo de Tabuleiro do Norte — Ceara — Brasil. [Tese]. Natal.
Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio
Grande do Norte; 2015.

INTRODUCAO: A doenca de Gaucher (DG) é causada pela deficiéncia da enzima
glucosilceramidase (GCase) que leva ao acumulo de glucocerebrosideo em células
do sistema reticulo endotelial. A incidéncia estimada da DG na populacao geral é de
1:100.000 habitantes, sendo, entretanto, cerca de 100 vezes mais frequente entre 0s
judeus Ashkenazi. No Brasil, destaca-se a cidade de Tabuleiro do Norte (TN), com
28.500 habitantes, situada no estado do Ceara, na regido do Nordeste do Brasil,
cuja prevaléncia da DG é de 1:4.000 habitantes. Um rastreamento populacional
fundamentado em analises enzimaticas da GCase e quitotriosidase em sangue seco
em papel de filtro (SSPF) selecionou um “grupo de risco” para DG em TN. Para esse
“‘grupo de risco” e pacientes com DG da cidade foi feito o rastreamento das
mutacOes N370S, L44P, G377S e 55-del e a reconstituicio da genealogia das
familias envolvidas. O objetivo desse estudo foi conhecer e analisar o perfil genético
relacionado a DG de individuos do “grupo de risco” selecionados pelo rastreamento
enzimatico e de pacientes de TN, a fim de buscar explicacbes para elevada
prevaléncia da enfermidade nessa populacdo. METODOLOGIA: Essa pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa, do Hospital Geral Dr. César Cals de
Oliveira, Fortaleza, e pela Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), em
fevereiro de 2009 e as amostras de DNA foram coletadas durante o periodo de
Marco/2009 a Dezembro/2010. Foi realizado o rastreamento molecular das quatro
mutacBes mais prevalentes no Brasil em 131 individuos selecionados pelo
rastreamento enzimatico em SSPF (GCase <2,19nmol/h/mL ou quitotriosidase
244,00 nmol/h/mL) e em 5 pacientes da DG descendentes das familias da
cidade. RESULTADOS: O rastreamento das mutagbes no “grupo de risco” e nos
pacientes revelou uma Unica mutacdo (G377S) e permitiu classificar os individuos
em 3 grupos: afetados/homozigotos (n=5), 20 portadores (n=20), e ndo-portadores
(n=111). O estudo da genealogia descobriu uma ancestralidade comum entre todos
(afetados e portadores da mutacdo G377S). CONCLUSAO: A identificacdo de uma
Gnica mutacdo (G377S) entre os individuos afetados e portadores de diferentes
geracdes, a histéria da cidade e o estudo da genealogia das familias envolvidas
sugerem que a elevada prevaléncia da DG nesta populacdo pode ser devido a uma
combinacgao de consanguinidade e efeito fundador da mutagéo G377S.

Descritores: Consanguinidade; Efeito fundador; Doenca de Gaucher; Mutacao.



ABSTRACT

Chaves RG. Consanguinity and Founder Effect for Gaucher disease mutation
G3777S in a population from Tabuleiro do Norte, Northestern - Brazil. [Tese]. Natal:
“Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio
Grande do Norte™: 2015.

INTRODUCTION: Gaucher’'s disease (GD) is caused by a [B-glucocerebrosidase
(GCase) deficiency leading to the accumulation of glucocerebroside in the
reticuloendothelial system. The incidence of GD in the general population is
estimated to be 1:100,000, but the condition is approximately 100 times more
common among Ashkenazi Jews. In Brazil, the highest incidence (1:4,000) is found
in Tabuleiro do Norte (TN), a town in the hinterland of Ceara with 28,500 inhabitants.
A population enzyme screening for GCase and chitotriosidase activity in dried blood
spots on filter paper revealed a risk group for GD in TN. The purpose of the present
study was to evaluate the genetic profile of this risk group in order to understand the
high GD incidence observed. METHODS: The study protocol was approved by local
and national research ethics committees (Hospital Geral Dr. César Cals de Oliveira
and CONEP) in February 2009. Between March 2009 and December 2010, 131
individuals previously selected by enzyme screening (GCase <2.19 nmol/h/mL or
chitotriosidase 244.00 nmol/h/mL) and 5 GD patients descended from traditional local
families were submitted to molecular screening for the GD mutations most prevalent
in Brazil (N370S, L444P, G377S and 55-del), followed by a genealogical study of the
families involved. RESULTS: Only one mutation (G377S) was detected, making it
possible to classify the subjects in 3 groups: affected/homozygotes (n=5), carriers
(n=20) and non-carriers (n=111). The genealogy study pointed to a common ancestor
of all affected subjects and carriers of G377S. CONCLUSION: The identification of a
single mutation (G377S) in carriers and affected subjects belonging to different
generations but descending from common ancestors and the history of the settlement
of TN suggest that the high incidence of GD in TN is due to a combination of founder
effect for the G377S mutation and consanguinity.

Descriptors: Consanguinity; Founder effect; Gaucher’'s disease; Mutation.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Gaucher (DG) € uma enfermidade genética de transmissao
autossOmica recessiva causada por uma deficiéncia da enzima Glucosilceramidase
(GCase; B-glucocerebrosidase; B-glucosidase acida; EC 3.2.1.45) que conduz ao
acumulo de um Glucosilcerebrosideo (GC), denominado Glucosilceramida (GlcCer),

nos tecidos, em especial, nas células do sistema reticulo-endotelial®.

A incidéncia estimada da DG nos Estados Unidos da América (EUA) é de
1:40.000 habitantes, sendo, entretanto, cerca de 100 vezes mais prevalente entre 0s
individuos descendentes de judeus Ashkenazi®. Com base nos dados de maio de
2014 do Gaucher Registry, o maior cadastro de pacientes da DG no mundo, ha 573
pacientes brasileiros cadastrados®, e Tabuleiro do Norte (TN), uma pequena cidade
localizada no leste do Ceara, destaca-se por apresentar a maior prevaléncia dessa
enfermidade no Brasil (1:4.000 habitantes)®.

As principais hipoteses para explicar a elevada prevaléncia de DG em TN estéo
relacionadas a baixa taxa de migracao, ao elevado nivel de endogamia ao longo de
muitas geracdes e, ainda, a uma possivel influéncia da origem judaica de algumas
familias fundadoras da cidade que vieram de Portugal na segunda metade do século
XV,

Para estudar a elevada prevaléncia da DG em TN, foi realizado o rastreamento
populacional da DG a partir da medida de atividades enzimaticas em Sangue Seco
em Papel de Filtro (SSPF) na cidade durante o periodo de 2007 a 2009 pelo qual foi
identificado um grupo de individuos com risco para DG. O estudo enzimatico, porém,
foi incapaz de identificar com precisdo quais individuos dentro do referido grupo

seriam afetados ou somente portadores de mutacées da DG ™.

A avaliacdo molecular no “grupo de risco” e o estudo da genealogia das
familias envolvidas foram necessarios para esclarecer davidas das etapas anteriores
e oferecer informacdes fundamentais para o aconselhamento genético da populacéo

de risco.
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O principal objetivo desse trabalho € conhecer e analisar o perfil genético
relacionado a DG de individuos do “grupo de risco” selecionados pelo rastreamento
enzimatico e de pacientes de TN, a fim de buscar explicacbes para elevada

prevaléncia da enfermidade nessa populagao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A genética e a doenca de Gaucher (DG)

O termo “genética” vem do grego geno e significa fazer nascer. A Genética é a
ciéncia dos genes, da hereditariedade e da variacdo dos organismos. E o ramo da
Biologia que estuda a forma de transmissdo das caracteristicas biolégicas de
geracao a geracdo. Entre os principais ramos da Genética estdo a Genética Médica
e a Genética de Populacéo®. O primeiro ramo estuda os fendmenos genéticos, os
mecanismos da hereditariedade, o diagnostico, o tratamento e o controle das
doencas genéticas em humanos, enquanto a Genética de Populacdo se preocupa
em identificar o perfil genético das populacdes, os efeitos de fatores como selecéo
genética, tamanho da populacdo, mutacdo, migracdo e deriva genética nas
frequéncias de varios genétipos e fenotipos, usando, para isso, uma variedade de
técnicas genéticas. Desse modo, a DG, como uma patologia clinica, desperta o
interesse da Genética Médica, enquanto sua elevada prevaléncia em populacdes,
como em Tabuleiro do Norte, chama a atencdo dos estudiosos da Genética de

Populacdes.
2.2 Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM)

Os EIM sdo doencas metabdlicas hereditarias que resultam da falta de
atividade de uma ou mais enzimas especificas ou defeitos no transporte de
proteinas. As consequéncias podem ser o acumulo de substancias normalmente
presentes em peguena quantidade (A), a deficiéncia de produtos intermediarios
criticos (B), a deficiéncia de produtos finais especificos (C) ou ainda o excesso de

produtos nocivos de vias metabdlicas acessérias (D), como mostra a figura 1¢©.

Os EIM representam vasta, diversificada e heterogénea colecdo de cerca de
700 doencas genéticas provocadas por mutagBes raras que afetam a funcdo de
proteinas especificas, causando importantes morbidades e mortalidade,
especialmente na infancia. As dificuldades para registrar os casos de EIM e o
aumento de diagnosticos de novas enfermidades tém dificultado o acumulo de

dados epidemiolégicos mais consistentes em relacdo aos EIM. No entanto, estudos
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recentes citam uma incidéncia cumulativa de EIM em torno de 1 em 800 nascidos

vivos™,

FISIOPATOLOGIA DOS ERROS INATOS DO METABOLISMO

X<ENZIMA

a4
C

FONTE: Adaptado de Martins et al.1999 ©
Figura 1 — Fisiopatologia simplificada dos erros inatos do metabolismo

O diagndstico dos EIM permite o aconselhamento genético para os pais e, até
mesmo, o diagndéstico pré-natal de patologias em gestacdes subsequentes.
Contudo, quando néo existe uma historia familiar, o diagnostico nem sempre é facil,
nesses casos, a Unica maneira pratica de diagnosticar um EIM é por meio de

programas de triagens neonatais®.

Para facilitar o estudo dos EIM, foram propostas varias classificacbes
fundamentadas em manifestacdes clinicas ou laboratoriais. Uma das classificacoes
mais didaticas dos EIM foi descrita por Saudubray e Charpentier (1995), que os
agrupou de acordo com o fendtipo clinico, os sinais e 0s sintomas apresentados

pelos pacientes (Quadro 1).
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Quadro 1 — Classificacao dos Erros Inatos do Metabolismo

CATEGORIA 1 - ENVOLVENDO UM SISTEMA FUNCIONAL

CATEGORIA 2 — AFETANDO VIAS METABOLICAS COMUNS A UM GRANDE NUMERO DE
CELULAS OU ORGAOS

Grupo 1. Defeitos na sintese ou catabolismo de moléculas complexas
» Doencas de Depésito Lisossémico

» Doencas dos Peroxissomos

* Outras

Grupo 2. Defeitos no metabolismo intermediario
 Acidurias Organicas

 Defeitos do Ciclo da Ureia

* Intolerancia aos agucares

Grupo 3. Deficiéncias na producéo ou utilizacdo de energia
* Doencas Mitocondriais

* Hiperlacticemias Congénitas

+ Defeitos da beta-oxidacdo de Acidos Graxos

» Doencas de depdsito do Glicogénio

FONTE: Adaptado de Martins, 1999(6); e de Saudubray e Charpentier (2001) ©)

2.3 As Doencas de Depositos Lisossémicos (DDL)

Entre os EIM, estd um grupo de cerca de 50 patologias genéticas,
denominadas Doencas de Depdsitos Lisossdomicos (DDL), causadas por mutacdes
em genes codificadores de enzimas ou de cofatores que levam a deficiéncias de
proteinas lisossbmicas e nédo lisossémicas, resultando no acumulo de diferentes

substratos ndo degradados dentro dos lisossomos®? V.

N

Em geral, esses substratos sdo polimeros visiveis a microscopia oOptica ou
eletronica, que normalmente ndo podem ser hidrolisados. Os tecidos afetados sé&o
agueles nos quais a substancia € catabolizada em grande quantidade: linfécitos
circulantes, fibroblastos, figado, baco, conjuntiva, medula 0ssea e mucosa
intestinal®. Nas DDL, a sintese de moléculas complexas est4d comprometida e as
patologias sdo agrupadas em grandes categorias de acordo com o substrato

acumulado, conforme visto no quadro 2.
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A prevaléncia isolada das DDL varia de 1:50.000 até 1:4.000.000 nascimentos,
mas a incidéncia combinada de todas elas é de aproximadamente 1:7000 nascidos

(12)

Vivos No Brasil, as doencas lisossomicas correspondem a 59,8% dos EIM

diagnosticados®* 19,

O quadro clinico de uma DDL depende do tipo e da quantidade de
macromoléculas acumuladas nas células dos tecidos envolvidos e nas
consequéncias patolégicas dessa alteracdo®. Para a maioria das DDL, as
alteracdes metabodlicas comecam na vida fetal, mas, em alguns casos, 0s sintomas

s6 se manifestam mais tardiamente, dificultando o diagndstico™®.

As manifestacfes clinicas costumam ser progressivas, graves e, até mesmo,
incuraveis. Embora o diagndstico precoce seja importante, em alguns casos,
favorece apenas a tomada de medidas preventivas, como a identificacdo de

portadores, o diagndstico pré-natal e o aconselhamento genético™.

Quadro 2 — Classificacao das doencas de depdsitos lisossdbmicos

ESFINGOLIPIDOSES: a falha ocorre na degradagéo de esfingolipidios.
DG

Doenca de Fabry

Doenca de Niemann-Pick

Doenca de Farber

Gangliosidoses: GM1; GM 2

Leucodistrofia Metacromética

Doenca de Krabbe

e 6 o o o o o |

MUCOPOLISSACARIDOSES: deficiéncia de hidrolases ou sulfatase.
I-H - Hurler I-HS - Hurler - Scheie I-S - Scheie

Il - Hunter

Il - Sanfilippo

IV - Morquio

VI - Maroteaux - Lamy VIl — Sly

Outras

e o o o o o N

3. OLIGOSSACARIDOSES E GLICOPROTEINOSES: defeito na clivagem sequencial de residuos
de acUcar dos carboidratos das glicoproteinas

e Doenca de Pompe

e Qutras

4. Outras

FONTE: Adaptado de Futerman, Van Meer, 2004 (10),
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2.4 A doenca de Gaucher

A DG, a mais frequente DDL entre os humanos, é uma enfermidade causada
pela deficiéncia da enzima GCase, envolvida no metabolismo dos
glucoesfingolipidios, que ajudam a metabolizar o GLcCer, um glicolipidio que se
origina da decomposicédo da membrana de hemacias e leucocitos. A deficiéncia da
GCase leva ao acumulo desse glucocerebrosideo dentro dos lisossomos de células
da linhagem mondécito-macréfago, que passam a ter citoplasmas fibrilares, com
aparéncia de “papel amassado”, com nucleos localizados excentricamente e que
reagem positivamente ao Periodic Acid-Schiff (PAS), sendo denominados de
“Células de Gaucher” (CG), (Figura 2)®.

FONTE: Foto cedida pelo Prof. Geraldo B. Cavalcanti, 2010.
Figura 2 — A Célula de Gaucher

As pseudo-células de Gaucher séo histidcitos com citoplasma com inclusées
em forma de agulha que se assemelham muito a CG e podem levar a erros no
diagnostico da doenca. As pseudocélulas foram demonstradas em pacientes com
leucemia mielbéide cronica, talassemia, mieloma mdultiplo, leucemia linfoblastica
aguda, doenca de Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin e sindrome mielodisplasica®®.
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Embora de forma rara, a DG pode ser causada também por mutacdes
genéticas responsaveis pela producdo de pro-saposina, um “ativador’ da
degradacéo do substrato, levando a graves manifestacdes clinicas nos pacientes™.
O gene da prosaposina (PSAP; MIM# 176801) codifica uma Unica proteina que sofre
clivagem pos-traducional para originar quatro proteinas denominadas de Saposinas
(SAPs) A, B, C e D. A Saposina C (SAP-C) é uma proteina ativadora necessaria
para a degradacdo do GlcCer, e sua deficiéncia resulta em uma forma variante da
DG®",

Em rarissimas situacdes, a DG também pode resultar de muta¢gdes nos genes
codificadores de proteinas da membrana integral dos lisossomos (LIMP-2)
(SCRAB2; MIM# 602257) (18). LIMP-2 foi descrita como um receptor de Golgi da
Gcase™ e sua deficiencia foi documentada em pacientes com sindrome de
mioclonia aguda e insuficiéncia renal que apresentavam sintomas muito

semelhantes as manifestacdes neurolégicas da DG31!8 202D,
2.5 Fatos historicos da doenca de Gaucher

Em 1882, um médico francés chamado Philippe Charles Ernest Gaucher (26 de
Julho, 1854 — 25 de Janeiro, 1918), nascido em Champlemy, no departamento de
Nievre, descreveu pela primeira vez as manifestacdes clinicas de uma mulher de 32
anos que apresentava hepatomegalia e esplenomegalia atribuidas por ele a um
“tumor” no baco, que se encontrava infiltrado por um tipo incomum de células com

@2 Todavia, foi

ndcleos grandes que, posteriormente, receberia 0 nome de CG
somente 23 anos apds descoberta que a enferminade passou a ser conhecida por

DG, uma homenagem atribuida a N. E. Brill (Figura 3)@.

Durante o periodo de 1895 e 1910, os pesquisadores Klaus, Rusca, Oberling e
Woringer reconheceram ligagcbes entre os sintomas viscerais da DG e uma
enfermidade neurolégica que acometia criangas de forma aguda, progressiva e fatal,
que viria ser identificada como forma aguda neuropatica da DGY. Nessa mesma
época, 0 mecanismo de heranca genética e a ocorréncia familiar da DG foram
esclarecidos. O reconhecimento do envolvimento metabolico na enfermidade foi

sugerido por Marchand (1907), mas a identificacdo da natureza lipidica do material


http://pt.wikipedia.org/wiki/26_de_Julho
http://pt.wikipedia.org/wiki/26_de_Julho
http://pt.wikipedia.org/wiki/1854
http://pt.wikipedia.org/wiki/25_de_Janeiro
http://pt.wikipedia.org/wiki/1918
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ni%C3%A8vre
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estocado veio somente em 1916, Em 1934, H. Aghion, na Franca, identificou que o

lipidio envolvido na DG tratava-se de um glucocerebrosideo®,

Durante as décadas de 50 e 60, os avancos na DG ocorreram de forma
substancial. Em 1965, Brady e colaboradores demonstraram que o acumulo do
glicocerebrosideo era causado pela atividade deficiente da enzima Gcase™. Essa
descoberta conduziu a pesquisas para tratamento da DG, fundamentadas nos
principios de reposicdo enzimatica no qual a enzima deficiente poderia ser
suplementada por uma enzima artificial ativa. Coube, porém, a Weinreb et al. (1968)
a descoberta de que o defeito enzimatico estava dentro dos lisossomos, e a DG

passou a integrar o grupo das DDL®.

Em 1985, nos EUA, Beutler e Ginns deram grande passo nos conhecimentos
genéticos da DG ao descobrir que as mutacbes do gene produtor da
glicorebrosidase estdo no cromossomo 1%, Contudo, os maiores avancos
aconteceram na década de 1990, que ficou marcada pelas pesquisas bem

sucedidas de um tratamento para os pacientes com DG.

Em 1991, U.S. Food and Drug Administration (US-FDA) aprovou a primeira
forma de Terapia de Reposicdo Enzimética (TRE) para DG a partir de enzimas
extraidas de tecidos placentarios. Posteriormente, a enzima passou a ser fabricada a
partir de células de ovarios de hamsters chineses, sendo modificada por tecnologia
recombinante, dando, assim, origem a enzima Imiglucerase, aprovada pelo US-FDA
para TRE em 1994. Desse modo, a DG se tornou a primeira enfermidade na qual
uma enzima purificada, administrada por via endovenosa, tem mostrado ser efetiva

em reverter a maioria dos sintomas®®.

Em 2002, surgiu nova estratégia de tratamento da DG fundamentada na
reducdo do substrato que se encontra em excesso nos pacientes com DG, a Terapia
de Reducdo do Substrato (TRS). Miglustat (Zavesca, Actelion Pharmaceutical,
Switzerland), a primeira TRS para DG, € um inibidor da sintese de GlcCer autorizada

para tratamento dos casos leves e moderados da DG em adultos™®® 2.

Em 2010, surgiram novas drogas para TRE: Velaglucerase alfa, (Shire Human

Genetic Therapies, MA, USA), aprovada como opcado de TRE em longo prazo de
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pacientes com DG1; e a Taliglucerase alfa (Protalix, Biotherapeutics, Carmiel, Israel)

em fase 3 dos ensaios clinicos*® 29,

Novas drogas continuaram a surgir e a mais recente deles é o Eliglustat
(Genzyme/Sanofi;, nome comercial: Cerdelga), um medicamento oral que foi
aprovado pelo US-FDA em agosto de 2014 para o tratamento da DG (27), sendo

utilizado como sal de tartarato que se propde a inibir a sintese de GC®®.

FATOS HISTORICOS DA DOENCA DE GAUCHER

E. P. Gaucher H. Aghion R. Brady Barton e Brady MS do Brasil
(Franga) (Franca) (USA) (USA) Inclusdo da
Descobreta Descoberta do Deficiéncia da 12, Terapia de Imiglucerase na
a doenca substrato Glicocerebrosidase  reposicao enzimatica Lista de alto custo

1882 ] 1901 | 1934 | 1955|1965 1985 | | 1991 | 1994 || 1995 | 2007 |

N A AN N N

Natan E.Brill C.de Duve Beutler e Gins  Grabowsky; Brady:; Novas drogas
(USA) (Bélgica) (USA) Barton; Pastores (USA)
Aspectos O papel dos Mapeamento (USA) ; Novas opcoes
clinicos lisossomos Gene GBA TRE recombinante e terapia

FONTE: Adaptada pelo autor de Adaptado de Futerman; Meer, 2004 9,
Figura 3 — Fatos histéricos da doenca de Gaucher

2.6 A epidemiologia da doenca de Gaucher

A DG é pan-étnica e tem uma incidéncia estimada na populacdo geral de
1:100.000 habitantes, sendo registrada sua maior prevaléncia entre os judeus
Ashkenazi (1:400 a 1:800 habitantes)®. Na Austrdlia, em 1999, Meikle e
colaboradores relataram uma frequéncia da DG de 1:57.000 habitantes®?, enquanto
um estudo similar realizado na Holanda registrou 1,16:100.000 habitantes (29).
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O International Collaborative Gaucher Grupo (ICGG) representa um grupo de
especialistas provenientes de varios paises que fornecem informacdes para o maior
banco de dados de pacientes da DG, o ICGG-Gaucher Registry. Com base nos
dados do més de abril de 2014, estdo registrados 5.775 pacientes com diagndstico
confirmado no ICGG-Gaucher Registry, dos quais 927 (16%) sao pacientes da

Ameérica Latina e 573 (10%) sé&o brasileiros®.

No Brasil, a atualizacdo dos dados de pacientes com DG ainda representa um
desafio. Com base nos dados informados por Pedro Stellian, presidente da
Associacdo Brasileira de pacientes com DG, em abril de 2011 havia na Regido
Sudeste do Brasil 57% dos pacientes brasileiros, com destaque para Séo Paulo (178
pacientes), Minas Gerais (84 pacientes) e Rio de Janeiro (76 pacientes), conforme
mostrado na figura 4. No Cearda, estdo 21 pacientes dos quais 1/3 desses séo
provenientes de Tabuleiro do Norte, uma pequena cidade situada a 209 km de

Fortaleza, na microrregido do Vale do Jaguaribe, no leste do estado (Figura 5).

DISTRIBUICAODOS PACIENTES DA DOENGA DE

GAUCHER POR REGIOES DO BRASIL

5%
- 18%
6%
LB57%
14%

FONTE: Pedro Stellian, presidente da Associacdo Brasileira de Pacientes de Gaucher
(informacg&o verbal, abril de 2011).

Figura 4 — Distribuicdo dos pacientes da doenca de Gaucher por regides do Brasil
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TABULEIRO DO NORTE - CE

DADOSGERAISDETABULEIRO DO NORTE
* Distdncia de Fortaleza: 208 km
* Populacdo estimada (2007) 28.291 habitantes
* Dens. Demografica (2000): 31,44 hab'/km?
. » Area 861,838 km®
: “Ceara 7 ] . .
, ear £ ra + Lat 5° 14" 48" Longitude: 35° 07" 50°

Fortaleza

o .
| ,( » Clima: Tropical quente semiarido
-ﬁ{b re— * PIB(2005): RS 81.832.000
"it N__Jff Ll + Agropecuania: 10,12 %
H"I‘.-—" ey ‘{ . ||-I|j|..|5triﬂ.: 14,03 %
/ 5| semst M

* Servigos 75,03 %

E -"‘F\\{i! * Taxadealfabetizacdo (2000): 72,2 %

FONTE: Dados do site do Governo do Estado do Ceara, 2011.
Figura 5 — Localizacéo geografica e principais dados de Tabuleiro do Norte-CE

2.7 A bioquimica da doenca de Gaucher

As alteragbes celulares ocorridas na DG estdo nos lisossomos, organelas
citoplasmaticas acidas contendo enzimas liticas que sdo capazes de degradar
substancias localizadas no seu interior. A descoberta das funcdes dos lisossomos

por Christian Duve, em 1955, permitiu avancos consideraveis nos estudos da DG*%

30, 31)

As enzimas lisossémicas sdo sintetizadas em polissomos ligados a membrana
do Reticulo Endoplasmético Rugoso (RER). No RER, o peptideo sinalizador é
removido e as proteinas sdo translocadas para o Complexo de Golgi, onde ocorre a
fosforilacdo dos oligossacaridios, permitindo o reconhecimento do receptor manose-
6-fosfatos (M6P). Para a entrada das proteinas dentro dos lissossomos, sao
necessarios receptores de M6P, e os transportadores especificos na membrana

lisossémica devolvem os produtos desse catabolismo para o citoplasma®® 32.
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As macromoléculas (lipidios, glicomaminoglicanos, oligossacaridios, proteinas
e acidos nucleicos) sao direcionadas para o interior dos lisossomos por mecanismos
como endocitose, pinocitose, fagocitose ou autofagocitose para serem
metabolizados por cerca de 60 enzimas lisossémicas e uma dezena de proteinas

acessorias apos a morte celular®l 3334,

O gene da Gene da Glucocerebrosidase Acida (GBA) é o responsavel por
codificar a GCase, uma proteina de 497 aminoacidos®®, homodimérica, com uma
subunidade glicosilada composta de 7% de carboidratos, 13% de residuos bésicos
(lisina, arginina e histidina) e o restante € de aminoacidos apolares, caracterizando
uma proteina hidrofébica que realiza a hidrélise da ligagado B-glucosil do GC nos
lisossomos (figura 6)®% 3", Para isso, a GCase necessita da acdo coordenada de um
cofator (a saposina C) e de lipidios carregados de ions negativos para que ocorra a

atividade maxima da enzima®® 39,
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FONTE: Adaptada de Dvir; Harel,, et al., 2003 ©?
Figura 6 — Reacao catalisada pela B-glucocerebrosidase humana

As SAPs séo proteinas ndo enzimaticas que participam da degradacdo dos
Glicoesfingolipidios (GELs) ligados a membrana por exohidrolases soluveis em
agua. As SAPs (A, B, C e D) sdo derivadas de uma Unica proteina precursora
chamada de prosaposina por meio de um processamento proteolitico e elas se

diferenciam por suas especificidades e modos de acdo®®.
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A SAP-C, uma proteina de 20 KDa com estrutura homodimérica, codificada por
um gene no cromossomo 10g21-g22, foi isolada em baco de pacientes com a DG
(40). Individuos com deficiéncia da saposina C ou da prosaposina podem apresentar
sintomas neuronopaticos graves da DG (oftalmoplegia horizontal progressiva, sinais
piramidais e cerebelares, espasmos miocldnicos e convulsdes generalizadas)“? ou
sintomas da doenca n&o-neuropatica®?. Estes individuos acumulam GlcCer em
visceras, causando hepatoesplenomegalia, embora a atividade da enzima GCase

medida in vitro possa ser normal®?.

Apesar da atividade da GCase esta diminuida de modo acentuado nos
pacientes com DG, estima-se que 0s niveis residuais das atividades enzimaticas da
GCase em pacientes com DG oscilem entre 5% e 25% da atividade enzimatica

normal, dependendo do substrato utilizado e das condicdes das reacdes® 4447,

Acreditava-se que a gravidade dos sintomas da DG dependia somente do nivel
de atividade residual da GCase”, mas as evidéncias atuais indicam que as
alteracdes fenotipicas da DG dependem também da resposta inflamatoria induzida
pelas CG, pois a quantidade de lipidios contida nessas células representa menos de
2% da massa de tecido adicional do figado e do bacgo, que se encontram muito

aumentados na DG®®.

As CG estimulam a liberacdo de citocinas como interleucinas-1a (IL-1a),
interleucina-6 (IL-6)“® e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (49). Essas
substancias também alteram o0 metabolismo energético, causando diversas
anormalidades em proteinas plasmaticas e em outros constituintes do sangue, como
imunoglobulinas, fatores de coagulacéo, lipoproteinas, ferritina, transcobalamina I,
Enzima Conversora de Angiotensina (ACE), enzimas lisossomicas e

quitotriosidase®®.
2.8 Bases moleculares da doenca de Gaucher

O gene GBA, codificador da GCase acida, abrange 7 kb com 11 exons, e 0
cDNA é de aproximadamente 2,5 kb. Dois diferentes cédons ATG a montante séo
utilizados como locais de iniciagcdo da traducéo. A analise das mutacdes, entretanto,

pode ser comprometida pela presenca de um pseudogene da GBA (PSGBA;
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GenBank-EMBL J03060), nao-funcional, localizado a 16 kb do gene funcional e que
abrange apenas 5,7 kb de DNA. O PSGBA € menor 2 kb do gene funcional porque
apresenta perdas de algumas bases nucleotidicas causadas por grandes dele¢bes

dentro de varios introns®>.

Apesar de o PSGBA apresentar acentuada homologia com o gene funcional o
qual 96% de identidade entre seus nucleotideos* °?, ndo ha grande dificuldade para
identifica-lo, uma técnica que consiste no uso de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) de long-template e primers de PCR para gerar simultaneamente fragmentos
de 5,6 kb a partir do gene GBA e fragmentos de 3,9 kb provenientes do PSGBA é

capaz de distinguir o PSGBA do gene funcional®.

Um novo gene localizado em 9pl13.3, identificado como Gene da B-
glucocerebrosidase Acida Biliar (GBA2), ¢ o codificador da GCase microssomal
envolvida na hidrélise de &cido biliar 3-O-glucosideo endégeno®?, assim como na
reacao reversa, que consiste no transporte de glicose para substratos lipidicos
diferentes. Como uma enzima do metabolismo dos esfingolipidios, ela desempenha
um papel numa variedade de respostas celulares e em componentes estruturais da

membrana plasmatica®® %

. Mutacbes no gene GBA2 tém causado uma forma
autossémica recessiva de ataxia cerebelar com espasticidade®® e uma paraplegia

espastica autossémica recessiva®®.

Ja foram descritas mais de 300 mutac¢des causadoras da DG, e a combinacao
delas em ambos os alelos pode determinar as manifestacdes fenotipicas: DG1-néo-
neuropatica (MIM 230800), DG2- neuropatica aguda (MIM 230900), DG3- subaguda
neuropatica (MIM 231000) ou DG 1IIC®”. A maioria das mutacdes conhecidas no
gene GBA diminui a atividade catalitica ou reduz a estabilidade da enzima GCase de
forma parcial ou total®®.

A maioria das mutagcbes (75%) é do tipo missense. Mutacdes non-sense
(6,4%), mutacdes no sitio de splice (0,5%), pequenas insercdes e delecdes (13,5%),
e alelos complexos (0,5%) também foram descritos como causadoras de DG. Alelos
complexos que contém mais de uma mutagdo resultante, provavelmente, da
recombinacdo homdéloga entre um gene ativo e um pseudogene®, ocupando o

mesmo locus no cromossomo 1g21, também podem causar a doenca®.


http://www.omim.org/geneMap/9/155?start=-3&limit=10&highlight=155
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Quanto aos danos causados, as mutacdes podem classificadas em brandas,
graves e nulas, e a combinacéo entre elas pode determinar a gravidade da doenca.
Por exemplo, os pacientes homozigotos para mutacdo N370S desenvolvem as
formas n&o-neuropaticas, enquanto os homozigotos para a mutagdo L444P, com

frequéncia, desenvolvem a forma neuropética da doenga®" %2

. Entretanto, apos
analisar 60 pacientes com DGl e DG3, Sidransky e colaboradores (2004)
constataram que as mutacdes N370S (606463.0003), L444P, R463C (606463.0008),
84insG (606463.0014) e IVS2+1G-A (606463.0015) foram identificadas em
pacientes com ou sem manifestacdes neuroldgicas®®. Esses achados, mostrados
no quadro 3, sugerem que pacientes que compartilham gendtipos idénticos podem

exibir manifestacdes clinicas muito heterogéneas.

Desse modo, entende-se que a correlacdo gendtipo-fenétipo € limitada e
incompleta, pois ha muitas variagfes entre pacientes com a mesma forma clinica e
entre os que apresentam o mesmo gendtipo®® Y. Genes modificadores, proteinas
transportadoras, genes contiguos, proteinas ativadoras, substratos alternativos e
fatores ambientais podem contribuir significativamente para o fenétipo dos pacientes
com DG®. Assim sendo, deve-se ter cautela ao se confiar apenas na genotipagem

para predizer o prognéstico ou afirmar sobre a necessidade de terapia®.

Algumas mutacfes sdo mais prevalentes em determinadas populacfes. As
mutacOes N370S (1226a>g), L444P (1448t>c), 84gg e IVS2+1 estdo presentes em
aproximadamente 95% dos pacientes judeus Ashkenazi. Entre pacientes né&o-
judeus, as mutacdes N370S e L444P estdo presentes em 60 a 75% dos alelos® &>
%) No Brasil, as mutacdes mais prevalentes sdo N370S (47%), L444P (27%), e
G377S (2,2%), e o gendtipo N370S/L444P foi o mais encontrado nos estudos

realizados com a anélise do DNA de pacientes com DG?.

A mutacdo N370S, por exemplo, é mais prevalente entre portugueses (63%) e
espanhdis (46%) do que entre grupos de individuos ndo-judeus do oeste, centro e
leste da Europa (70, 71), enquanto a mutacdo L444P é comum entre nao

descendentes de judeus®® 7).

Embora a relacdo entre gendtipos e fendtipos ndo seja absoluta, a ocorréncia

de alelos mutantes do tipo L444P (41%) e F2131 (14%) em pacientes japoneses,
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assim como, L444P (54%) e RecNcil (25%) entre pacientes chineses, poderia

explicar a elevada incidéncia de doenca neuropatica nessas populacdes!”.
Quadro 3 — Caracteristicas das principais mutacdées da doenca de Gaucher

Tipo de

Mutacao ~
mutacéao

Gravidade Caracteristica/correlacéo

- 30% de pacientes da DG
- Enzima com atividade

EXON Pontual catalitica reduzida (10 a
N370S 9 226A>G Leve 20%)
- Previne o envolvimento
neuroldgico

- 35% de pacientes da DG
- Enzima instdvel com
baixa ou nenhuma

EXON Pontual L L
L444P 10 1448T>C Grave atividade cata_llltlca ]
- Em homozigose esta
relacionada com os tipos

2e3
G377S EXON Pontual 1 ,) - Alta  frequéncia em
9 1246G>A ) pacientes portugueses
~ - Destroi o sitio de
55Del EXQON 5:I§gag Alelo nulo anelamento dos primers
P (N370S e L444P)
RecNcil EXON Comt()jlgagao Grave - Produz um fendtipo mais
(L444P+A456P+V460V) 10 ~ grave
mutagfes
RecTL EXON Combinagao - Produz um fenétipo mais
(DA09H+LA44P+A456P+VA60V) | 10 de Grave grave
mutacdes
EXON Pontual - Quando combinada com
E326K 8 1093G>A Grave uma mutacéo grave

FONTE: Adaptado de Mistry, 1995®"; Tayebi, Cushner, et al., 1996®”; Tayebi, Stern, et al., 1996°%;
Le Coutre, Demina, et al., 1997®”; e Cormand, Harboe, et al.,1998®.

2.9 Manifestagdes clinicas da doenca de Gaucher

DG apresenta um espectro continuo de manifestacées clinicas que vai desde
uma doenca assintomatica a uma forma perinatal grave e letal. Muitas vezes, o
diagnéstico é feito durante o exame fisico ou por exames laboratoriais de rotina. As
manifestagbes clinicas mais comuns da DG incluem: anemia, trombocitopenia,
hepatoesplenomegalia e complicagbes Osseas (dores, lesdes e crises 0sseas,

infartos corticais e medulares, expansao medular, osteopenia, osteonecrose e
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fraturas patoldgicas)’™ ™. A raridade da doenca e a heterogeneidade das

manifestacées clinicas dificultam o diagnéstico precoce da DG,

Existem trés principais fenotipos da DG: nao neuropético (DG1; Tipo I,
230800), neuropatico agudo (DG2; Tipo I, 230900) e neuropético subagudo (DG3;
Tipo 111, 231000)?. Ainda é possivel acrescentar mais dois outros subtipos: perinatal-
letal e cardiovascular. A classificacdo mostrada no quadro 4 é atil na avaliacdo de

progndstico e para o acompanhamento dos pacientes®?.
Quadro 4 — Manifestagdes clinicas dos subtipos da doenca de Gaucher

Envolvimento do

SUBTIPO SNC Doenca 0ssea Outros sinais

Esplenomegalia,
Hepatomegalia

DG1 Né&o Sim ; i
Citopenia
Doenca pulmonar
Esplenomegalia
o Hepatomegalia
DG2 Sinais Bulbares Citopenia

Sinais Piramidais Nao

Aguda ou infantil Déficit cognitivo

Doenca pulmonar
Alteracdes

dermatolégicas

Apraxia oculomotora Esplenomegalia
DG3 Convulsdes Sim Hepatomegalia
Subaguda ou juvenil | Epilepsia miocldnica Citopenia
progressiva Doenca pulmonar
AlteracOes de pele
DG Ictiosiforme
Perinatal Sinais Piramidais N&o : . .
Hidropsia fetal néo-
Letal .
imune
Calcificacé@o das
valvasmitral e adrtica
DG Cardiovascular Apraxia oculomotora Sim Opacidade da cornea
Esplenomegalia
Moderada

FONTE: Adaptado de Pastores, 20153,

Os pacientes com DG3 podem ser agrupados em 3 subtipos: DG IlIA, com
doenca neuroldgica progressiva manifestada como mioclonia e deméncia; DG IIB,

com doenca visceral e Ossea agressivas e com manifestacdes neurologicas

~

limitadas a paralisia horizontal supranuclear do olhar; e DG IlIC, com doenca

BN

neurolégica limitada a paralisia horizontal supranuclear do olhar, opacidade da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/230800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/230900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/231000
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cornea e calcificacbes de valvas cardiacas, mas, em geral, com pouca doenca

visceral®,

A hepatoesplenomegalia se deve ao acumulo de CG que s@o responsaveis
pelas manifestacfes ndo neurolégicas da doenca. A esplenomegalia e a infiltracéo
dessas células na medula culminam com trombocitopenia que, quando associadas a
diminuicao de fatores de coagulacéo, podem causar hemorragias (77). Nos pulmdes,
0 acumulo de CG pode produzir shunts arteriovenosos graves, levando a hipoxemia

e/ou doencas pulmonares restritivas®.

Em pacientes com DG, o baco pode atingir de 1.500 a 3.000cm? (volume médio
do baco em adultos normais: 50-200cm3) com consequente hiperesplenismo
associado a pancitopenia. Dores abdominais agudas podem ser resultados de
infartos esplénicos, entretanto, cirurgias emergenciais motivadas por roturas
esplénicas sdo raras'’®. Hepatomegalia é comum, embora insuficiéncia hepatica e

cirrose sejam raras®?.

Anemia na DG pode resultar de hiperesplenismo, hemodiluicdo durante a
gravidez, deficiéncia de ferro ou de vitamina Biz, e, em paciente com doencga
avancada, ha diminuicdo da eritropoese como resultado de infiltracdo da medula
0ssea por CG ou infarto medular. A leucopenia raramente € grave o suficiente para
exigir intervencdo, mas neutréfilos deficientes tém sido relatados em pacientes com
DG,

Deficiéncia adquirida ou hereditaria de fatores de coagulagdo pode ocorrer,
como a deficiéncia de fator Xl entre judeus Ashkenazi. Estudos em pacientes
egipcios com DG1 revelaram deficiéncia de uma ampla variedade de fatores de
coagulacéao (fibrinogénio, fator I, VII, VIII, X e Xll), e, mesmo com contagem normal
de plaquetas, os pacientes podem apresentar sangramentos motivados por

anormalidades na funcéo de agregacéo das plaquetas(’®.

O envolvimento pulmonar na DG pode ocorrer na forma de doencga pulmonar
intersticial grave, consolidagcéo alveolar/lobar ou mesmo hipertensdo pulmonar, nem

sempre relacionado as manifestacdes hepaticas apresentadas pelos pacientes®?.
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Alteracbes 6sseas como osteopenia, lesdes liticas focais, necrose de cabeca
de fémur e, até mesmo, fraturas patolégicas podem ocorrer em pacientes com
doenca avancada™. Manifestacdes de dores dsseas agudas, como “crises 6sseas”
ou episbédios de dores Osseas intensas, estdo habitualmente limitadas a uma
extremidade ou articulagdo, sendo acompanhadas por febre, leucocitose e

hemocultura estéril®® 8V

. A regido acometida podera apresentar edema e dor a
palpacdo, detectadas por exames radioldégicos, como elevagcdo do peridsteo
compativel com edema ou hemorragia (“pseudo-osteomielite”). Pode n&o haver

correlacéo entre as manifestacdes 6sseas, hematoldgicas e viscerais®?.

Quando ocorrem manifestacdes neurolégicas em pacientes com DG tipo 1,
elas estado relacionados a complicac6es neuroldgicas secundéarias a doenca 0ssea,
como compressao de veértebras, ou a coagulopatias, como hematomielia. Elas ndo
acontecem por envolvimento primario do Sistema Nervoso Central (SNC)®.
Acredita-se que a incidéncia de neuropatia periférica na DG possa ser maior do que

as diagnosticadas®* &,

DG2 e DGS3 sao caracterizadas pela presenca de manifestacdes neuroldgicas
primarias. No passado, os pacientes com DG2 e DG3 foram distinguidos pela idade
de inicio dos sintomas neuroldgicos e pela velocidade de progressdo da doenca,
mas estas diferencas ndo sdo tdo precisas. Doen¢a com inicio antes do segundo
ano de vida, com desenvolvimento psicomotor limitado, curso rapido e progressivo

com 6bito entre dois anos e quatro anos deve ser classificada como DG2“2).

A distincdo entre DG2 e DG3 nédo é absoluta, pois a DG3, neuropdtica,
apresenta um espectro continuo®. Sinais bulbares incluem estridor, estrabismo e
dificuldade de degluticdo. Sinais piramidais incluem opistétomo, retroflexdo da
cabeca, espasticidade e trisma. Apraxia oculomotora e nistdgno oticocinético sédo
comuns®?. Crises convulsivas tdnico-clonicas generalizadas e epilepsia mioclénica
progressiva tém sido observadas em alguns individuos (88, 89). Deméncia e ataxia
tém sido observadas em estagios avancados da doenca neurologica cronica. A
Ressonancia Magnética (RM) do cérebro pode mostrar atrofia cerebral, mas exames
de eletroencefalograma e RM do cérebro normais ndo excluem o comprometimento

neurolégico dos pacientes com DG,
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A DG3 em individuos pode ter inicio antes da idade de dois anos, mas, muitas
vezes, tém uma evolucado mais lenta e progressiva, com sobrevivéncia até a terceira
ou guarta década de vida. A forma perinatal-letal é associada a ictiose ou doenca de

pele grave ou com hidropisia fetal ndo-imune®?.

A DG é progressiva ao longo do tempo e, se nao tratada, pode levar a mortes
prematuras provocadas por complicacbes hemorragicas, doenca hepatica, sepse,
doenca pulmonar, hipertensdo pulmonar e complicacées decorrentes da doenca
6ssea avancada'’®. A evolucdo da DG depende da idade do inicio dos sintomas
e/ou sinais que podem ser agravados por intercorréncias, como infeccao pelo virus
Epstein-Barr ou gravidez, que podem facilitar o diagnéstico da DG®?. Lembrando
que a gravidez ndo esta contraindicada em pacientes da DG, exceto se houver

severa hipertens&do pulmonar associada®?.

N&do raro, a DG é diagndsticada no paciente j& em estado grave (Figura 7),
demonstrando que atrasos de diagndstico podem resultar em complicacfes graves
atribuiveis a doenca. Desse modo, a educacdo médica € necessaria para aumentar

a deteccdo precoce e, quando necessario, o tratamento dos pacientes com DG .

FONTE: Dados do autor. Publicagdo da foto autorizada pelo paciente (2009).
Figura 7 — Comprometimento visceral e 6sseo de paciente com doenca de Gaucher
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2.10 Diagnéstico da doenca de Gaucher

Durante muitos anos, o diagnostico da DG foi baseado na identificacdo da CG
em tecidos de individuos que apresentavam anemia, hepatoesplenomegalia e dores
6sseas®. As CG sdo caracterizadas por citoplasma com aparéncia fibrilar, ntcleo

excéntrico, semelhante aos macréfagos alternativamente ativados®?.

Nos dias atuais, entretanto, o diagndstico da DG tem sido feito pela avaliacdo
da atividade enzimatica da GCase em leucécitos de sangue periférico® ou por
cultura de fibroblastos colhidos por biopsia de pele, ou pela analise molecular das
mutacdes®. Atividade de GCase em leucdcitos ou fibroblastos menor do que 10%
do valor normal ainda é o padrdo de diagnéstico de DG. A avaliacdo enzimética,
entretanto, apresenta algumas dificuldades. As principais limitacdes dos testes
enzimaticos sdo a labilidade da atividade enzimatica, a falta de correlagdo entre a
atividade enzimatica in vitro com o tipo e a gravidade da doenca, e também néo

permitirem a diferenciacao entre individuos portadores e normais®V.

O diagnéstico de mutacBes patogénicas no gene da GBA € de grande
importancia, pois podem, em alguns casos, predizer a gravidade do prognéstico,
permitindo aconselhamento genético adequado e facilitando a realizacdo dos
programas de rastreamento populacional em grupos de risco® %). As correlacdes
entre o genotipo e fendétipo na DG séo Uteis, principalmente, para a distincdo entre
as formas neuropaticas e nao-neuropaticas, embora ndo sejam tdo precisas na
predicdo de gravidade dentro de cada tipo da doenca, em especial, na DG1, que é a

forma mais prevalente e variavel da enfermidade®V.

A principal limitagdo da anélise molecular € quanto a sensibilidade. Como a DG
é de transmissdo autossomica recessiva, os individuos afetados deverao ter dois
alelos com a mesma mutagdo ou uma mutacéo diferente em cada um dos alelos.
Assim, a sensibilidade real da analise de DNA depende do conhecimento prévio de
quais mutacdes deverdo ser pesquisadas e da frequéncia combinada dessas

mutacdes em pessoas de um mesmo grupo étnico®.
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2.11 Diagnéstico de portadores de mutacbes da doenca de Gaucher

Muitas vezes, o0s termos portadores e heterozigotos sdo usados como
sinbnimos. Todavia, portadores sdo pessoas que apresentam apenas um alelo
mutante, enquanto heterozigotos podem apresentar alelos com duas mutacdes
diferentes. Apesar de os individuos portadores terem atividade da GCase suficiente
para uma vida saudavel, a determinacdo da condicdo de portador € importante por

suas implicacdes reprodutivas®?.

Os testes enziméticos tém grande utilidade para diagnosticar afetados da DG,
mas nao podem distinguir com seguranca os portadores dos individuos néo-
portadores. Embora se saiba que os individuos portadores tém, em média, metade
da atividade enzimética da GCase em leucécitos ou fibroblastos apresentada pelos
individuos nao-portadores, a sobreposicédo de valores entre as duas condigdes nao
permite a distingdo entre eles. Isso porque, apesar de varias tentativas de refinar o
ensaio enzimatico, cerca de um terco dos portadores apresenta atividade de GCase

definida como normal, levando ao diagndstico equivocado de néo-portador®.

Ao contrario dos testes enzimaticos, o exame de DNA é inequivoco para as
mutagcOes identificadas previamente. Portanto, em familias com mutacdes
conhecidas, a andlise molecular de DNA identifica portadores e néo-portadores com
precisdo absoluta. Nas familias em que uma ou ambas as mutacfes sado
desconhecidas, a identificacdo de individuos portadores deve estar fundamentada
na pesquisa da mutagédo familiar por sequenciamento completo do gene GBA. Por
motivos técnicos e financeiros, a realizacdo em larga escala de exames de
sequenciamento do gene GBA é complicada, e, raramente, eles sédo realizados fora

do ambiente de pesquisa®.
2.12 Avaliacdo complementar por imagem na doenca de Gaucher

Alteracdes clinicas ou radioldgicas relacionadas a doenca 6ssea acometem de
70% a 100% os pacientes com DGL1. As lesGes dsseas podem variar de osteopenia
assintomatica a lesdes liticas ou esclerdticas e, até mesmo, osteonecrose®®. A

doenca também pode causar dores 6sseas cronicas, fraturas patologicas e colapso
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subcondral associado a artrite degenerativa, sendo, muitas vezes, 0 aspecto mais
debilitante da DG1®".

Os achados radiograficos dos ossos demonstram o grau de infiltracdo e
substituicdo da medula 6ssea pelas CG, que resultam em perda do trabeculado
0sseo, e a diminuicdo da densidade ocorre com mais frequéncia na epifise e

s 99 Uma das caracteristicas mais relevantes é o

metafise dos o0ssos longo
alargamento 6sseo associado ao afilamento da cortical, causando alteracdo da
concavidade, abaulando o contorno da porgcao distal do fémur, resultando na
classica imagem em “frasco de Erlenmeyer’. Na superficie endosteal, ocorre

esclerose ou erosio do cortex®.

A RM revela o grau de infiltracdo da medula 6ssea que, em geral, se estende
dos esqueletos axial até o apendicular. O envolvimento maior ocorre nas
extremidades inferiores e proximais dos ossos afetados. As epifises sdo geralmente
poupadas, exceto em casos avancados. Estudos de densitometria 6ssea podem

avaliar o grau de osteopenia®®.
2.13 Biomarcadores da doenca de Gaucher

Algumas substancias quimicas apresentam alteracfes consideraveis durante a
evolucdo da DG e, por isso, podem ser utilizadas como biomarcadores para fins de
monitorizacdo da doenca. Entretanto, ndo € possivel ainda fazer recomendacdes
formais de tratamento baseadas somente no uso de marcadores especificos da
DG, Além disso, ndo se sabe se os niveis dos biomarcadores, por ocasido do
diagnéstico da DG, podem prever progndésticos de pacientes e a resposta deles a

terapia*®V.

A quitotriosidase, uma quitinase humana, é produzida acentuadamente pelas
células de armazenamento, sendo considerada como o mais importante biomarcador
na DG°?. Uma relacéo linear entre os niveis de quitotriosidase e de GlcCer, assim
como uma diminuicdo drastica nos valores da quitotriosidase foram relatadas em
pacientes submetidos & TRE®®. Por isso, Hollak e colaboradores (2001)
propuseram que a reducdo da atividade da quitotriosidase de menos que 15%

depois de 12 meses de TRE associada a uma resposta insuficiente de pelo menos
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um parametro clinico poderia ser motivo para considerar um aumento de dose do
medicamento. Além disso, a persisténcia de niveis elevados de quitotriosidase
durante o tratamento deveria alertar o médico para a possibilidade de piora clinica e
da necessidade de ajuste de dose*®?,

Uma limitacdo para a utilizacdo de quitotriosidase como um marcador da DG
ocorre em 3% a 5% dos individuos da populacéo geral, nos quais a presenca de um
alelo nulo no gene da quitotriosidase faz com que eles n&o produzam nenhuma

atividade dessa enzima'®®.

Os niveis de Fosfatase Acida Tartarato Resistente (TRAP), da Enzima
Conversora de Angiotensina (ACE) e de ferritina também se alteram durante a
evolucao clinica da DG (103, 106). Devido a ativacao de macréfagos, os niveis
séricos desses marcadores aumentam com a progressédo da doencga e regridem, em
geral, com a TRE"?"). Essas alteracdes podem ser (teis para predizer complicacdes

6sseast®,

A origem de TRAP no soro de pacientes de DG é complexa, mas a TRE tem
sido importante para promover uma reducao parcial da atividade dessa enzima no

plasma*®®

. TRAP e quitotriosidase parecem ser 0s Unicos marcadores que nao
apresentam sobreposicdo de valores entre pacientes da DG e individuos

controles®®?.

ACE e lisozimas, cujos niveis estdo aumentados no plasma em resposta a
ativacdo de mondcitos e macrofagos, tém também sido usadas como marcadores da
DG1%), A sintese ativa de ACE nas CG pode ser responsavel pelos niveis elevados
da enzima no soro e no baco de pacientes com DG, enquanto altos niveis elevados
de lisozima podem refletir um aumento do nimero de células reticuloendoteliais**?.
Apesar da falta de diretrizes oficiais a respeito do uso de marcadores na
monitorizagdo da DG, na prética, a quitotriosidase, a TRAP e a ACE séo usadas com

essa finalidade™*Y,

Niveis elevados de ferritina em pacientes da DG1 também podem refletir a
ativacdo de macrofagos desencadeada pelo acumulo de substratos, demonstrada

pelo aumento de CCL18 (citoquina), e de proteinas 1a ou 18“*Y. A diminuicdo
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acentuada dos niveis de ferritina no sangue esta associada a TRE, especialmente,

em pacientes que n&o realizaram esplenectomia®*?.

Alteracdes nas concentragdes séricas de osteocalcitonina, de fosfatase alcalina
O0ssea e de proteinas inibidoras de macréfagos 1a e 1B, assim como nas
concentracdes urinarias de hidroiprolina, de deoxipiridinolina e de calcio tém sido
registradas em pacientes com DG. Entretanto, a utilidade clinica desses achados

ainda é indeterminada®*® 4.

Alteracdes hematoldgicas comuns na DG, como anemia e trombocitopenia, sdo
causadas pela infiltracdo de CG no baco, levando ao hiperesplenismo, e pela
diminuicdo da producdo de hemacias na medula 6ssea*'®. Assim sendo, de forma
mais simplificada, os niveis de anemia e de trombocitopenia podem ser usados

como parametros no acompanhamento de tratamento de pacientes com DG®?.

Recentemente, tem sido proposto o uso da glucosilesfingosina plasmatica
como um biomarcador para DG, podendo também refletir os niveis intracelulares de

GlcCer acumulados em pacientes com doenca em atividade®.
2.14 Tratamento da doenca de Gaucher

O elevado custo do tratamento para doencas genéticas raras (para DG, cerca
de $200,000/paciente/ano) representa um problema de importancia crescente para
todos os sistemas de saude do mundo, especialmente dos paises pobres, onde os
recursos financeiros devem cobrir despesas com outras doencas mais

prevalentes®*® 117,

No Brasil, o tratamento para DG encontra-se custeado pelo Sistema Unico de
Saude (SUS), regulamentado pela Portaria N° 1.266, de 14 de novembro de 2014,
publicada no Diario Oficial da Uni&o n° 223, de 18 de novembro de 2014, Secgéo 1,
pagina 53, que aprovou o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da DG no

Brasil®*®.

A complexidade do quadro clinico, a natureza genética da enfermidade, o

envolvimento de familiares no aconselhamento genético e a busca pela identificacéo
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de portadores e afetados exigem o trabalho de uma equipe multidisciplinar para

abordagem de pacientes da DG.

Até o inicio da década de 90, o tratamento da DG se limitava a medidas de
suporte terapéutico e ao alivio dos sintomas de dores, desconforto respiratorio e
alteracdes hematoldgicas. Para os casos de esplenomegalias volumosas associadas
a trombocitopenia, o tratamento sintomatico consistia em esplenectomia total ou
parcial. ApoOs a cirurgia da retirada do bacgo, porém, as dores dsseas continuavam a

causar grande sofrimento aos pacientes*'9),

Outros cuidados de suporte ao paciente incluem: transfusdo de sangue e
derivados para casos de anemia severa e sangramentos; analgésicos para dores
0sseas; cirurgias ortopédicas para aliar dores cronicas e restauracao de funcdes
articulares; e bifosfonatos e célcio para combater a osteoporose ).

As duas principais estratégias de tratamentos especificos para DG consistem
na TRE e na TRS. A TRE representa a primeira op¢ao para o tratamento da DG

|(120)

viscera por ser bem tolerada e apresentar raros e leves efeitos colaterais“?V. O

tratamento deve ser realizado por toda a vida e ndo ser interrompido sem uma

cuidadosa monitoracéo da evolucdo da enfermidade™??.

2.14.1 Terapia de Reposi¢cao Enzimatica (TRE)

No mundo inteiro, a maioria dos pacientes com DG1 em tratamento recebe
enzimas exdgenas na forma de TRE. As terapias enzimaticas disponiveis incluem: a
imiglucerase (aprovada pelo US-FDA, 1994; e pela European Medicines Agency -
EMA, 1997); a velaglucerase alfa (aprovada pelo US-FDA e EMA, 2010); e a
taliglucerase alfa (aprovada para adultos pelo US-FDA, 2012). Todas elas sé&o
administradas por via endovenosa, a cada duas semanas, em centros
especializados de infusdo, clinicas médicas ou, até mesmo, em infusdo domiciliar

supervisionada®?**2",

A imiglucerase, nome comercial CEREZYME?®, é um anélogo da enzima GCase
humana produzida por tecnologia de DNA-recombinante com origem em células de

ovarios de hamster chinés, sendo fabricada pelo laboratério farmacéutico



45

Genzyme/Sanofi-Aventis. Essa € a droga mais usada comercialmente e, pelo maior

tempo de uso, é também a mais avaliada em estudos clinicos?: 129,

Até os dias atuais, os estudos demonstram que o0s pacientes em TRE
apresentam melhoras de todos os parametros e confirmam que os efeitos da TRE se
mantém apos cinco anos™?. Além disso, a maioria dos parametros clinicos se torna

normal ou préximo da normalidade no periodo de oito anos de tratamento*3V,

Melhoras significantes na contagem de plaquetas e no nivel de hemoglobina
apés o uso da TRE foram relatadas em varios estudos?® 33139 A reducéo no
volume do baco e do figado até o sétimo e oitavo ano de tratamento € progressiva,

permanecendo estavel apds esse periodo!28 131133, 135)

Os estudos tém relatado que a esplenectomia esta associada ao aumento no
nimero de eritrécitos e de plaquetas®®® 39139 todavia tem sido associada ao risco

aumentado de complicacdes dsseas*3® 37,

Sabe-se que as manifestacdes 6sseas sdo as maiores causas de incapacidade
fisica dos pacientes®” e a melhora desses sintomas é mais lenta que do que as
respostas hematoldgicas e viscerais™®. Dados mais recentes apontam que a
melhora das manifestacBes esqueléticas estdo relacionadas ao aumento da
densidade mineral dos o0ssos® ¥V e a melhora das dores dsseas e das crises

5sseas 130 139, 140)

Por fim, numa revisdo sistemética e meta-analise, encontrou-se que a TRE é
muito efetiva em melhorar o envolvimento da medula 6ssea, mas os efeitos da TRE
na Densidade Mineral Ossea (DMO) s&o muito variaveis e necessitam de novos

estudos®*Y,

Recentemente, dois novos medicamentos foram aprovados como TRE para
uso comercial: velaglucerase alfa e taliglucerase alfa. A velaglucerase alfa, nome
comercial VPRIV®, fabricado pela Shire HGT, Dublin, Ireland, é uma enzima
lisossdmica hidrolitica glucocerebrosidio-especifica, uma forma recombinante da
GCase produzida por tecnologia de ativacdo de genes numa linhagem celular
humana, com uma sequéncia de aminoacidos idéntica a enzima natural, indicada

como TRE prolongada para pacientes da DG114?),
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A taliglucerase alfa, comercialmente conhecida na América Latina por
UPLYSO, é um medicamento biofarmacéutico desenvolvido pelos laboratérios
Protalix e Pfizer. A taliglucerase alfa € uma forma recombinante da GCase, fabricada
a partir de plantas (cenoura) e aprovada pelo US-FDA para uso em adultos
(2012)¥ e para uso pediatrico em agosto de 20149, No Brasil, a taliglucerase
alfa foi aprovada pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria em marco de 2013 e, em 2014,
torna publica a decisé@o de incorporar a taliglucerase alfa para o tratamento da DG no
ambito do SUS™),

As principais desvantagens da TRE incluem infusGes intravenosas regulares,
poucos efeitos nas manifestacdes neuroldgicas do SNC, por sua inabilidade de

atravessar a barreira hematoencefalica, e o alto custo do tratamento49,
2.14.2 Terapia de Reducao do Substrato (TRS)

A TRS se baseia na reducdo do acumulo do substrato GlcCer pela inibicdo da
enzima glucosilceramida-sintetase, responsavel pelo primeiro passo na sintese da
maioria dos glicolipidios, inclusive do GlcCer. O exemplo dessa estratégia de
tratamento é o Miglustat, cujo nome comercial é ZAVESCA®. Esse medicamento foi
aprovado em 2002 para ser fabricado por Almac Pharma Services Limited.
Craigavon, Armagh, Irlanda do Norte, importado e distribuido por Actelion

Pharmaceuticals do Brasil Ltda.

Miglustat é indicado para o tratamento oral de pacientes adultos com DG de
leve a moderada gravidades para os quais a TRE com imiglucerase nao esta
disponivel ou ndo esta indicada, como nos casos de pacientes que apresentaram
reacOes adversas graves a imiglucerase®®®. Devido ao pequeno tamanho de sua
molécula, o miglustat pode atravessar a barreira hematoencefélica e tem potencial

para tratamento da DG com manifestacées neurolégicas da DG,

Apesar das expectativas positivas para as manifestacdes 6sseas de pacientes
tratados com TRS, numa revisdo sistematica, observou-se que a TRS nao melhorou
o envolvimento da medula 6ssea e, em geral, aumentou apenas 0s Z-scores da
DMO. Contudo, os efeitos da TRS na DMO estdo baseados em apenas um estudo,

portanto novos estudos s&o necessarios para confirmacéo desses resultados®*?.
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Eliglustat, a mais recente droga oral aprovada parara tratamento da DG1, é
farmacologicamente diferente da TRE que é considerada tratamento padrdo para
pacientes com DG1. Enquanto a TRE supre a deficiéncia enzimética com GCase
exogena para metabolizar o substrato GlcCer acumulado, o Eliglustat, um analogo
da ceramida, inibe a sintese do substrato GlcCer, reduzindo, portanto, a quantidade
de substrato, mantendo o equilibrio entre a producédo e a taxa de degradacdo do
GlcCer®),

O tratamento prolongado com Eliglustat de pacientes com DG1 néo tratados
previamente melhorou e manteve os parametros hematoldgicos, volumes dos
6rgdos, diminuicdo dos biomarcadores, e parametros 6sseos*®. O Eliglustat
também manteve os parametros hematolégicos e volume dos érgaos de pacientes
adultos com DG1 estabilizados com TRE e poderéd ser uma opgéo terapéutica Util
para esses pacientes*?.

Foi proposta a associacdo da TRE e da TRS como uma alternativa de
tratamento dos pacientes com DG3, entretanto a associacdo das duas formas de
terapias nao parece alterar o prognostico final dos pacientes com DG3 com doenca

neurolégica progressiva®?.

Outras formas de terapias ainda continuam em estudo e representam
esperancas para os pacientes com DG. E o caso da terapia génica que tenta suprir

uma cépia (ou copias) com objetivo de repor a funcéo perdida do gene™®%3).
2.15 Doencga de Gaucher e patologias correlatas

Estudos epidemiolégicos tém revelado elevado risco de predisposicdo de
pacientes com DG para patologias malignas, tais como mieloma maltiplo®* %9,

((155)

carcinoma hepatocelula , linfoma néo-Hodgkin, melanoma e céancer

pancreatico®®®.

Criancas ou adultos com DG podem ter gamopatia policlonal®™”, e o aumento
de casos de gamopatias monoclonais também foi relatado em pacientes adultos*®.
Pacientes com DG podem apresentar baixa circulagdo de adiponectina e insulina

periférica e elevado gasto de energia mesmo em repouso, possivelmente resultado
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dos niveis elevados de citoquinas. O aumento do metabolismo néo tem relacdo com

a resisténcia alterada aos horménios tireoidianos®® 169,

Alteracdes metabdlicas na DG1 consistem em propensdo para célculos de
colesterol na vesicula biliar, diminuicdo nos niveis de lipoproteina de alta densidade
(HDL-colesterol), lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol) e do indice de
massa corporal (IMC) associados com alteracdes na secrecéo de lipidios biliares®V.
Os baixos niveis de HDL-colesterol em pacientes com DG1, contudo, ndo levam a

um risco aumentado de doenca cardiovasculart*®?,

Embora tenha sido registrado um aumento na formacao de célculos na vesicula
biliar em pacientes com DG1%?, as relacdes desse achado com a natureza quimica
dos calculos, com as alteragdes metabdlicas e com a composicao da bile ainda ndo

estdo completamente esclarecidas*®Y.

Pacientes com DG também podem apresentar alteracdes psicolégicas, como
somatizacdo e depressdo, semelhantes as complicacdes de pacientes de outras

doencas cronicas™®?.
2.16 Avaliagao familiar na doenca de Gaucher

E recomendavel oferecer exames de avaliagdo diagndstica aos familiares
assintomaticos para que aqueles, com deficiéncia da enzima GCase ainda nao
diagnosticada, possam ser beneficiados com diagndstico precoce e tratamento da
DG, quando indicado. O rastreamento de mutacBes a partir do diagnéstico
enzimatico de um “paciente indice” podera ser importante para o aconselhamento
genético por identificar mutacdes causadoras da doenca e detectar individuos

portadores entre os familiares de alto risco™?.

Inicialmente, essa avaliagdo envolve testes moleculares e enzimaticos dos pais
e de outras pessoas com riscos de serem portadores (irméos dos pais) ou afetados
(irmaos do primeiro afetado). Como os pacientes com DG1 podem ser
assintomaticos ou sintomaticos ainda ndo diagnosticados, é importante orientar as
familias de que o teste pode revelar outras pessoas afetadas e nao apenas
portadoras. Isso pode ser vantajoso em pacientes sintomaticos ainda nao

diagnosticados, pois se beneficiariam com diagnostico correto e, talvez, o tratamento



49

(se necessario e disponivel), todavia também pode estigmatizar individuos
assintomaticos, como sendo “doentes”, embora possam permanecer assintomaticos

por toda vida, sem necessidade de tratamento®.

O rastreamento de mutagbes entre familiares pode ser feito com base na
pesquisa de um numero limitado de mutacdes previamente identificadas. Entretanto,
0 sequenciamento da regido codificadora da GBA poderad ser necessario para
diagnosticar mutagdes que nao foram identificadas pelo rastreamento de mutacdes
especificas. Todavia, o sequenciamento pode nao identificar alguns tipos de
mutacOes. Nesses casos, € conveniente pesquisar dele¢cdes ou duplicacbes que

podem néo ser diagnosticadas rotineiramente®?.

2.17 Rastreamento populacional para doenca de Gaucher

Em geral, um programa de rastreamento populacional seguido por testes
confirmatoérios € uma poderosa ferramenta de salde publica para populacbes de
risco. Um bom programa de rastreamento de doencas deve ser de relativo baixo-
custo, de facil realizacdo e comprovacao, com resultado rapido, e deve ser capaz de
determinar quem, dentro de um grupo de baixo risco, €, de fato, de alto risco para
determinada patologia®®®.

A existéncia de tratamento eficaz para DG, com impacto positivo na qualidade
de vida do paciente, torna relevante a realizacéo de rastreamento em populacdes de
alto risco, visando diagnosticar casos novos e iniciar o tratamento precocemente,
quando for indicado®®. A analise das atividades de GCase e da quitotriosidase em
amostras de SSPF, seguida da medida da atividade enzimética em leucdcitos para
0S casos suspeitos, pode ser utilizada na triagem para DG em populacdes

reconhecidamente de risco %% 1¢7),

2.18 Aconselhamento genético

O aconselhamento genético pode ser entendido como 0 processo educacional
que fornece informagdes e orienta¢des aos individuos ou familiares sobre a condi¢éo
genética que pode afeta-los®. Uma das metas prioritarias do aconselhamento

genético é ajudar individuos ou familias que estdo, ou supdem estar, sob risco de
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ocorréncia ou recorréncia de defeitos genéticos a tomar decisdes racionais a

respeito da procriacéo.

De acordo com o principio da autonomia em bioética, o aconselhamento
genético ndo deve ser diretivo e deve proporcionar aos consulentes ampla
compreensao de todas as implicacdes dessas doencas ou riscos geneéticos e as
opcOes oferecidas pela medicina atual para sua terapia ou profilaxia. Portanto, a
finalidade do aconselhamento genético seré alcangada tanto se o casal decidir evitar
0 nascimento dessa crianca quanto, ao contrario, se esse casal permitir o

nascimento, desde que o faca com consciéncia®®®.

Considerando que a DG é hereditaria, com transmissdo autossémica recessiva,
a andlise de mutacfes pode ser usada para detectar portadores em populacdes de
alto risco. Devido a elevada prevaléncia de portadores para DG em certas
populacbes (1:18 em judeus Ashkenazi) e ao fendtipo dos homozigotos
N370S/N370S ser muito variavel, individuos submetidos ao rastreamento para
portadores podem ser diagnosticados como afetados homozigotos assintomaticos ou
com poucos sintomas. Uma avaliagdo pré-natal para casais em risco pode ser feita
pela medida da atividade enzimética da GCase ou pela analise molecular, se ambas

as mutacdes na familia sdo conhecidas®®.
2.19 Consanguindade e efeito fundador

Nos pequenos povoados isolados, a existéncia de um Udnico individuo
altamente fecundo, ou com descendentes muito fecundos, pode provocar a
predominancia de um ou mais genes na populacédo originéria de tais isolados, ainda
gue um desses genes conferisse baixo valor adaptativo a seus portadores. Quando
se reconhece a existéncia desse processo, costuma-se falar em “Efeito Fundador”
(EF)19),

Por conseguinte, EF acontece quando um subgrupo pequeno de uma
populacao grande se estabelece como uma entidade separada e isolada. O conjunto
de genes do subgrupo transporta somente uma fracdo da diversidade genética da
populacdo parental, resultando em frequéncia aumentada de certas doencas no

subgrupo, especialmente aquelas conhecidas como doengcas autossdmicas
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recessivas®®. Por isso, o EF tem sido utilizado para explicar o aumento da

frequéncia de doencas mendelianas em muitas populacdes isoladas®® 1™,

O EF pode resultar de um evento fundador verdadeiro ou de uma reducgdo
brusca no tamanho da populacdo, ou seja, o estabelecimento de uma nova
populacao de individuos provenientes de uma populacdo muito maior, ou a partir de
uma extrema reducédo no tamanho da populagcédo, um “efeito gargalo” de tamanho.
Em ambos os casos, os alelos presentes num exemplar imediatamente apds o
evento fundador ou afunilamento podem ser encontrados com uma frequéncia muito
mais elevada do que eram anteriormente observados. Os alelos mutantes podem
chegar a frequéncias ainda mais altas por causa da forte deriva genética que pode

ter ocorrido enquanto a populacao ainda era pequena®’™.

A hipotese de EF tem dois componentes: o alelo € neutro, e todas as copias
sdo descendentes de uma copia transmitida de um dos individuos fundadores, ou

7)) Determinar a descendéncia de um individuo é

surgiu depois por mutacdo
possivel porque o parentesco genético entre duas pessoas pode ser medido por
intermédio da probabilidade de eles terem genes idénticos, herdados de um
ancestral comum a ambos, independentemente de tais genes condicionarem
fendtipos dominantes ou recessivos, normais ou anbmalos. Essa medida do
parentesco, ou da correlacdo genética entre dois individuos, € denominada

“coeficiente de consanguinidade” ou “coeficiente de parentesco”®.

Assim sendo, o termo consanguinidade pode ser usado para descrever uniées
entre casais que sabidamente compartiham genes herdados de um ou mais
ancestrais comuns. A forma mais comum de casamento consanguineo ocorre entre
primos de primeiro grau, quando se pode afirmar que eles tém 12,5% de seus genes
em comum e, assim, em média, seus descendentes serdo homozigotos em 6,25%
dos locos génicos, o equivalente a um coeficiente de consanguinidade de
0,06257?, Portanto, o aumento da consanguinidade entre os conjuges favorece a

queda da variabilidade genética em pequenas populacdes*©®.

De um modo geral, um casamento € considerado como consanguineo quando

ele aconteceu entre cbnjuges que sao primos em segundo grau ou mais
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aproximados. Nos casamentos entre primos além do segundo grau, os efeitos da

consanguinidade sdo somente um pouco maior do que a populagéo geral™?.

Em populagdes onde o coeficiente de consanguinidade € muito elevado, existe
uma probabilidade de um individuo ser homozigoto em decorréncia do encontro de
dois alelos idénticos derivados de gene herdado de um Unico ancestral. Essa
probabilidade pode ser expressa pelo “coeficiente de endocruzamento” que indica a
probabilidade de um individuo ser autozigoto de um gene qualquer presente em um
de seus ancestrais. Desse modo, os filhos de casais consanguineos podem ser
homozigotos por serem autozigotos, mas, evidentemente, eles também podem ser
homozigotos sem que tenha ocorrido autozigose, isto €, 0s genes em homozigose
nos filhos de consanguineos podem ser oriundos de dois ancestrais e ndo de um

Unico™%®,

Relatos histéricos de unibes consanguineas sao comuns em comunidades bem
estabelecidas. Sob esse aspecto, € muito importante estudar varias geracdes, pois 0
nivel acumulativo de endogamia pode ser significativamente mais elevado do que os

valores calculados com base em uma Unica geragao™’?.

Quando se estuda padrdo de heranca de mutagbOes recessivas, enfatiza-se
que, entre os individuos afetados por elas, a percentagem dos que séao filhos de
casais consanguineos pode atingir valores muito altos, porque esses casais
possuem maior probabilidade de gerar filhos homozigotos do que os casais nao
consanguineos™®®. Portanto, sabendo que a transmissdo hereditaria da DG é
autossbmica recessiva, podemos inferir que a consanguinidade nos matriménios
pode levar a manifestacdes fenotipicas de genes da enfermidade em grau muito
mais elevado em populacbes onde a endogamia € mais frequente do que na

populacao geral ao longo de muitas geracgoes.

Apesar de existirem restricbes aos casamentos consanguineos, mesmo em
sociedades primitivas, a existéncia de endogamia em alta propor¢do em épocas
pregressas é o que melhor serve para explicar o fendmeno da perda de ancestrais.
Assim, por exemplo, enquanto os filhos de casais ndo consanguineos tém oito
bisavés, os filhos de primos em primeiro grau tém seis e os filhos de primos duplos

em primeiro grau tém somente quatro bisavos. O fendmeno da perda dos ancestrais
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nos leva, pois, a concluir que, do ponto de vista evolutivo, a fraternidade na espécie

humana né&o é um mero conceito espiritual, mas uma realidade genética™®®.

Ha evidéncias de que o0s casamentos consanguineos nao ocorrem
aleatoriamente na maioria das populacées humanas™’ ™). No Brasil, por exemplo,
constatou-se que o casamento de primos em primeiro grau filhos de pais irméos é
mais frequente do que entre primos filhos de maes irméas. Esse fato demonstra a
influéncia direta ou indireta dos genitores masculinos no casamento de seus
filhos®"?),

Na maior parte dos paises, entretanto, a tendéncia atual é a diminuicdo
acelerada das taxas de casamentos consanguineos, em decorréncia do processo de
urbanizacdo, com a formacédo de grandes aglomerados humanos, das conquistas
femininas, que tornam a mulher cada vez mais independente, e das facilidades de
locomocéo e comunicagdo, que propiciam maior contato entre pessoas de origens
diversas. Assim, por exemplo, a Arquidiocese de Florianopolis, que registrava 4,5%
de casamentos consanguineos em 1920, passou a assinalar 1% desses matrimonios
em 1980%79),

O EF e o efeito de “vantagem do heterozigoto” tém sido invocados para
explicar a elevada prevaléncia de varios alelos associados a quatro doencas de
depdsitos de esfingolipidios (de Tay-Sachs, de Gaucher, mucolipidose de tipo 1V, e
de Niemann-Pick) na populag&o de judeus Ashkenazi. Apesar das incertezas sobre a
histéria demogréfica dos judeus Ashkenazi e de seus ancestrais, os dados genéticos
disponiveis sdo consistentes com um EF resultante de um gargalo grave no tamanho
da populacéo entre 1100 D.C. e 1400 D.C. e outro gargalo anterior no ano 75 D.C., o
inicio da diaspora judaica®™.
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3 JUSTIFICATIVAS

TN é uma cidade do Ceara de aproximadamente 28.500 habitantes, situada a
214 km da capital do Estado. Atualmente, a cidade conta com 33% dos pacientes da
DG do Ceara e uma prevaléncia de 1:4000 habitantes. Esse fato motivou a
realizacdo do estudo populacional da DG em TN, fundamentada em 3 pilares
estratégicos: educacdo em saude, rastreamento enzimatico em papel de filtro e
estudo de genealogia das familias envolvidas®.

Os dados preliminares do rastreamento enzimatico realizado entre 2007/2008

indicaram um ““grupo de risco” para DG em TN. Contudo, as medidas enziméaticas
ndo foram capazes de distinguir com seguranca os individuos nao-portadores dos
portadores, e estes dos afetados, por causa das sobreposicbes de valores entre

essas categorias®.

Por conseguinte, o estudo molecular com base no rastreamento de quatro
mutacdes no “grupo de risco” se fez necesséario para esclarecer as duvidas das
andlises enzimaticas, diagnosticar com precisdo os individuos portadores e afetados
e fornecer informacdes para o aconselhamento genético. A deteccdo precoce de
alguns tipos de mutacBes pode ser fundamental para se estabelecer progndstico,
tratamento adequado, prevenindo ou mitigando a presenca de manifestacdes
clinicas debilitantes e irreversiveis da DG®.

O programa de aconselhamento genético apds o diagnoéstico molecular €
importante para que as pessoas envolvidas possam tomar decisdes conscientes
sobre a constituicdo de futuras familias. O conhecimento da condicdo de portador
eventualmente pode afetar escolhas reprodutivas e determinar as decisGes a

respeito de exames em outros familiares.

Finalmente, o conhecimento do perfil genético dessa populagdo se torna
relevante para se tentar buscar explicacdes para a elevada prevaléncia da DG na
cidade e para avaliar se esse fato estaria relacionado a vinda dos colonizadores

portugueses de origem judaica para a cidade na segunda metade do século XVII.
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4 OBJETIVOS

A pesquisa das quatro principais mutagdes brasileiras da DG em individuos do
“‘grupo de risco” e em pacientes de TN representa uma importante etapa
complementar ao rastreamento enzimatico realizado em 2007/2008 que nao foi
capaz explicar completamente as causas da elevada prevaléncia da enfermidade

nessa populacéo.
4.1 Objetivo geral

Conhecer e analisar o perfil genético relacionado a DG de individuos do “grupo
de risco” selecionados pelo rastreamento enzimatico e de pacientes de TN, a fim de

buscar explicacdes para elevada prevaléncia da enfermidade nessa populagéo.
4.2 Objetivos especificos

1. Fazer o rastreamento enzimatico das mutacbes N370S, L444P, G377S e

55del em pacientes e nos individuos de risco para DG;

2. Buscar evidéncias sobre a influéncia da consanguinidade e de um possivel

EF de uma mutagcéo da DG em TN;

3. Estudar a genealogia das familias de pacientes e portadores de mutacdes
da DG em TN;

4. Correlacionar genétipos e fenotipos de pacientes da DG de TN,

comparando-os com resultados divulgados na literatura;

5. Disponibilizar para pacientes e demais participantes os resultados dos
exames moleculares, para que possam ser utilizados no tratamento dos pacientes e

no aconselhamento genético;

6. Esclarecer duvidas diagnosticas referentes aos resultados enzimaticos das

etapas anteriores do rastreamento populacional com base nas analises enzimaticas;

7. ldentificar e referenciar os participantes com diagndsticos confirmados de
DG para aconselhamento genético, acompanhamento e tratamento da DG, se

necessario;
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8. Divulgar para a comunidade cientifica os achados do estudo molecular
realizado em TN e colaborar com futuros projetos relacionados a DG e a outras

doencas correlatas na cidade;

9. Avaliar a correlacdo entre os achados moleculares e o fato historico da vinda
de portugueses de origem judaica que fundaram TN na segunda metade do século
XVII.
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5 METODOLOGIA

Este estudo molecular compreende a terceira etapa do rastreamento
populacional para DG realizado em TN. A pesquisa das mutagdes N370S, L444P,
G377S e 55del foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa, do Hospital Geral
Dr. César Cals de Oliveira, Fortaleza, e pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), em fevereiro de 2009. A coleta das amostras de DNA foi
realizada durante o periodo de 01 de mar¢o de 2009 a 31 de dezembro de 2010, na
Unidade Béasica de Saude da Familia Alcides Monteiro Chaves, situada na Avenida
Ziltamir Chaves, s/n, onde funciona o Centro de Referéncia dos Erros Inatos do
Metabolismo (CREIM), de TN.

5.1 Desenho do estudo

A pesquisa € caracterizada como um estudo de caso (estudo de um grupo de

pessoas selecionadas) com finalidade exploratéria.

O estudo populacional da DG foi estruturado em trés eixos estratégicos:
educacdo em saude, rastreamento populacional para DG e estudo da genealogia

das principais familias envolvidas (APENDICE B).
O rastreamento populacional foi realizado em trés etapas (Figura 8):

12 Etapa: Analises das atividades de GCase e quitotriosidase em SSPF de
voluntérios da cidade. (APENDICE C)®.

22 Etapa: Analises das atividades de GCase em leucdcitos e quitotriosidase do

“grupo de risco” selecionado na etapa de papel de filtro®.

32 Etapa: Rastreamento das mutacbes N370S, L444P, G377S e 55-del em
cinco pacientes com DG da cidade e nos individuos selecionados com base nas

analises enzimaticas.

Os cinco pacientes, filhos de pais descendentes de familias da cidade, j& em
tratamento para DG, foram acrescentados para estudo molecular com o objetivo de
diagnosticar seus genotipos e compara-los as mutacdes apresentadas pelos

individuos selecionados pelo rastreamento enzimatico. A identificacdo dos gendtipos
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dos pacientes foi necesséaria, pois, apesar de ja estarem em TRE, suas mutacdes
ainda ndo haviam sido completamente pesquisadas. Sabia-se apenas que um dos
pacientes apresentava genotipo G377S/G377S. As informagfes clinicas dos
pacientes foram obtidas por anamnese e exame fisico e a pesquisa dos resultados

laboratoriais foi também autorizada por eles.

RASTREAMENTO POPULACIONAL PARA DOENCA DE GAUCHER

EM TABULEIRO DO NORTE, CEARA, BRASIL

Ftapa 1 Avaliacdo das atividades enzimaticas
P GCase e Quitotriosidase em SSPF

v I—Ir

Normal Risco para DG
GCase >2,19 nmol/h/mL GCase <2,19 nmol/h/mL
Quito < 44,00 nmol/h/mL Quito 244,00 nmol/h/mL

\ 4

Ftapa 2 Avaliacdo das atividades enzimaticas
P GCase em leucécitos e Quitotriosidase no plasma

I
v v ¥

Normal Risco para DG Alto risco para DG
GCase >16.4 GCase 5.6-16.4 GCase £5.5 ]
nmol/h/mg de proteina nmol/h/mg de proteina nmol/h/mg de proteina
I I |
v
Ft 3 Rastreamento das mutagc")es
apa N370S, G377S, L444P e 55-del
|
v v v Y
Afetado Portador N3do portador Sequenciamento DNA
I I Avaliagdo Clinica
Exames laboratoriais
I Ultrassonografia
Aconselhamento Densitometria dssea
Genético <€ Exames radioldgicos
Ressonancia magnética

FONTE: Elaborada pelo autor, 2014.
Figura 8 — Desenho do rastreamento populacional para DG em Tabuleiro do Norte
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A estratégia de iniciar a pesquisa pelas analises enzimaticas foi adotada por
nao se conhecer previamente o perfil genético da populacdo, pelo alto custo das
andlises de DNA em grande escala e por falta de estrutura para pesquisas genéticas

na regiao.
Os critérios de inclusdo no estudo molecular sao:

a) ser paciente da DG com descendéncias materna e paterna em familias de
TN;

b) ter sido selecionado pelo rastreamento enzimatico para DG realizado em na
cidade em 2007/2008;

c) ter assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE D).

Os individuos participaram da pesquisa de forma voluntaria e sem
recompensas financeira ou material. Os parentes em primeiro grau dos atuais
pacientes da cidade nao participaram do estudo porque ja tinham sido avaliados por

ocasido do diagndstico da DG em membros da familia.
5.2 Coleta de amostras para estudo molecular

A coleta das amostras para a pesquisa das mutacdes foi realizada em duas

etapas.

12 Etapa: Rastreamento das mutacfes G377S, N370S, L444P e 55del cinco

pacientes com DG da cidade;

22 Etapa: Rastreamento das mesmas mutagbes no grupo formado de 131
individuos selecionados pelo rastreamento enzimatico em SSPF.

As mutacdes N370S e L444P foram escolhidas para rastreamento no ““grupo
de risco” para DG por serem as mais frequentes do Brasil. A mutacdo G377S foi
incluida no estudo por ter sido identificada em homozigose no Unico paciente da
cidade que conhecia seu genotipo. Além disso, a mutagdo G377S foi encontrada em
pacientes de Portugal® de onde vieram os primeiro imigrantes para TN. A mutagéo
55del foi incluida no rastreamento porque se identificada pode ser motivo de erro no

diagnoéstico de homozigose para as demais mutacoes.
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Para cada participante foi preenchida uma ficha de identificagcdo com cdédigo
formado pelas iniciais do nome do paciente seguidas da data de nascimento e sexo.
As fichas permanecerdo sob a responsabilidade do pesquisador principal até mesmo
apos término da pesquisa, e copias delas foram enviadas ao laboratério para anélise

molecular.

As amostras, acompanhadas de copias dos Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLES) e fichas de identificacédo, foram enviadas pelos Correios para o
Laboratorio de Genética Molecular do IB-USP. Os resultados das andlises
moleculares foram enviados diretamente ao pesquisador para serem entregues aos
participantes ou aos seus responsaveis legais por ocasido do aconselhamento

genético.

O destino das amostras, apdés a andlise molecular, estd sob a inteira
responsabilidade do Instituto de Biociéncias-USP, coordenado pela pesquisadora

Dra. Lygia da Veiga Pereira.
5.3 Andlises moleculares

O estudo molecular, incluindo o rastreamento de quatro mutacdes e o
sequenciamento do DNA, foi incluido no estudo para se conhecer o perfil genético
da populacgéo, para esclarecer duvidas diagndsticas das analises enzimaticas e para
identificar com preciséo os individuos portadores e afetados a fim de encaminha-los

ao aconselhamento genético.
5.4 Rastreamento das mutacdes

A pesquisa das mutacbes G377S, N370S, L444P e 55-del foi realizada a partir
de DNA extraido de material coletado por escovacdao da mucosa bucal, utilizando-se
a técnica descrita por Richards e colaboradores (1993)*"". Foram analisadas
amostras de 136 participantes (131 individuos selecionados pelo rastreamento
enzimatico e 5 pacientes da cidade). As mutacdes foram detectadas através do
método de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), que consiste na
amplificagéo do DNA por PCR e digestédo dos produtos amplificados com enzimas de

restricao®®.
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As regibes do gene que contém as mutacOes foram amplificadas por PCR,
utilizando-se de um termociclador MJ ptc-150 Minicycler ou MJ ptc-200 Peltier
Thermal Cycler (MJ Research). A programacéo do PCR foi modificada dos trabalhos
originais para aumentar a eficiéncia das reacdes e dos primers utilizados para cada

uma das analises realizadas.

Os fragmentos amplificados foram degradados por enzimas de restricao,
respectivas para cada mutacdo que, na presenca de mutacgles, clivardo o DNA,
indicando a presenca de mutacOes (Quadro 5). A visualizagcdo dos resultados foi
realizada a partir da eletroforese em gel de acrilamida 12% com Tampédo TBE1Xx,
digestdo do produto de PCR com Pvull (10U/amostra — 37°C 16 horas) para as
mutacOes N370S e G377S ou gel de agarose 2% para a mutacdo L444P, 55del,

conforme figura 9.
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FONTE: Foto cedida pelo pesquisador Fabiano Tofoli de Aradjo, 2015.
Figura 9 — Resultado de uma andlise molecular em PCR e RFLP.
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Quando foram detectados homozigotos para a mutacdo G377S, foi feita a
pesquisa da mutacdo 55del para confirmar sua auséncia. Esta delecdo de 55pb esta
localizada numa regido que abrange os sitios de anelamento dos primers nas
estratégias de deteccdo das mutagbes N370S, L444P e G377S. A presenca de
55del leva a um resultado falso-positivo de homozigose (N370S/N370S,
L444P/L444P ou G377S/G377S) para individuos heterozigotos (55del/N370S,
55del/G377S ou 55del/L444P) porque o alelo normal ndo é amplificado no PCR e a
banda correspondente ndo aparece no gel©® %9

Quadro 5— Primers e enzimas de restricbes usadas para detec¢cdo das mutacbes
da doenca de Gaucher rastreadas em populacdo de Tabuleiro do
Norte, CE-Brasil

Mutacéo Efeito Primers Fe R Enzima de restri¢céo
(sequéncia do cDNA) | Fenotipico

N370S (c.1226A>G) Leve F- Sgecttigtecttaccetegd” Xhol
R: 5’acgaaagttacgcacccaatt3

G377S (c.1246G>A) | Levelgrave | - 29cctiigtecttaccctegd” Alul ou Pvull
R: 5’acgaaagttacgcacccaatt3

L444P (c.1448T>C) Grave | [ Sctgaaccecgaaggaggacd Ncil
R: 5'tgaatggagtagccaggtga3

55 del Alelo nulo F: 5’aaccatgattccctatcttc3d’ Visualizada diretamente
(c.1263_1317del) R: 5’gctceccctegtggtgtagagtd’ apo6s PCR

FONTE: Adaptado Rozenberg, et al., 20069

5.5 Sequenciamento de DNA

Para excluir a presenca de mutacdes diferentes das quatro rastreadas,
amostras de sangue de quatro individuos considerados de “alto risco” para DG,
cujas atividades enzimaticas de GCase em leucdcitos eram compativeis as
apresentadas por pacientes com DG (GCase em leucdcitos <4,0 nmol/h/mg de
proteina), foram encaminhadas para sequenciamento do gene codificador da
GCase. Para isso, foram usadas amostras de sangue em papel de filtro FTA Classic
Card, fabricado pela Whatman - Whatman, por permitir uma analise eficaz das
mutacOes e pela facilidade de envio de amostras para centros especializados a

longas distancias, conforme descrito por Devost e Choy*’®.
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5.6 Andlise estatistica dos dados

Os resultados foram analisados pelo programa IBM SPSS Statistics, Versao 20
(2011), considerando as medidas de distribuicdo de frequéncias, medidas de
tendéncia central, de dispersdo, valores minimos e maximos. Para comparar
resultados entre duas ou trés categoriais, foram utilizados os testes estatisticos ndo
paramétricos de Dwass-Steel-Chritclow-Fligner e Kruskal-Wallis, respectivamente. O

nivel de significancia estatistica foi definido para 5% (p<0,05).
5.7 Estudo da genealogia

A reconstituicdo da genealogia das familias envolvidas foi realizada a partir de
entrevistas realizadas com os participantes da pesquisa e seus familiares. O
professor Marcondes Andrade, profundo conhecedor da histéria da cidade,
colaborou com relatos detalhados sobre as familias do municipio e sobre a vinda dos
primeiros imigrantes para TN. As informacdes obtidas das entrevistas também foram
confirmadas e comparadas com relatos das familias envolvidas disponiveis em
estudos genealdgicos de outros autores’. Os dados coletados foram inseridos no
programa GenoPro®2011, verséo 2.5.4.1, Copyright© 1998-2012 para a construcao
do heredograma.
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6 RESULTADOS

A pesquisa das mutacdes N370S, L444P, G377S e 55del representa a
terceira etapa do rastreamento populacional. Os resultados das duas primeiras
etapas realizadas com base nas analises enzimaticas serdo descritos abaixo para
melhor conhecimento do perfil enzimatico dos individuos selecionados para o estudo
molecular.

6.1 Analises enziméticas

O rastreamento com base nas atividades enzimaticas da GCase e da
quitotriosidase em SSPF foi feito com amostras de 740 individuos voluntarios
(496/67% mulheres), com média de idade de 31,4+19,2 anos (variagdo 2-81 anos).
Foram selecionados 135(18,2%) individuos com atividade em SSPF de GCase
<2,19nmol/h/mL ou quitotriosidase = 44nmol/h/mL, considerados “grupo de risco”
para DG®.

Quatro individuos (3%) optaram por ndo continuar no estudo do rastreamento
enziatico. Amostras de sangue dos 131 participantes restantes (86 mulheres; idade
meédia de 34,17 £ 19,62 anos; variacdo 2-77 anos) foram coletadas para andlise das
atividades enziméaticas da GCase em leucdcitos e da quitotriosidase no plasma, que

consistiu na segunda etapa do rastreamento.

As andlises das atividades da GCase em leucdcitos e da quitotriosidase no
plasma identificaram os individuos de maiores riscos para DG em TN, mas nado
foram capazes de distinguir com seguranca os individuos afetados dos portadores, e
estes dos nao-portadores”. Por isso, amostras de DNA de todos os 131
participantes foram encaminhadas para estudo molecular (FIGURA 8).

6.2 Analises moleculares

Amostras de DNA dos 131 selecionados pelo rastreamento enzimatico e de
cinco pacientes da DG foram submetidas ao rastreamento das mutagcbes N370S,
L444P, G377S e 55-del.



65

O rastreamento molecular para as quatro mutacdes nesse grupo revelou uma
Gnica mutacdo (G377S), permitindo classificar os participantes em trés genotipos

distintos: ndo-portadores, portadores e afetados (TABELA 1).

Quatro individuos classificados como de “alto risco” para DG (GCase em
leucdcitos < 4,0nmol/h/mg de proteina) foram submetidos ao sequenciamento
completo do gene da GBA. O resultado do sequenciamento confirmou que as
amostras eram de dois individuos portadores (G377S/wt) e de dois ndo-portadores
(w/wt)@.

Tabela 1 - Individuos afetados, portadores e nao-portadores da mutacao
G377S distribuidos quanto ao sexo, a idade e as atividades de
GCase em leucoécitos e de quitotriosidase no plasma - 2014

Tipos de individuos por mutac6es

A Valor de
Variaveis Né&o- Portadores Afetados Total
portadores (G377S/wt) (G377S/G377S)

n (%) 111 (81,6) 20 (14,7) 5(3,7) 136
Sexo

- 69 (62,2) 14 (70,0) 3 (60,0) 86(63)
Feminino n(% 0,791
Masculino rg(o/z) 42 (37,8) 6 (30,0) 2 (40,0) 50(37)
|d<’ild.e em anos 35,51 26,70 33,40 34,14
Média (20.20) (14,25) (10,35) (19,34)
Desvio padrédo [2_’7 6] [6 — 48] 22 - 45] [2 - 76] 0,242
Minimo-Maximo (31,71 — 39,31) (20,03- (20.54-46 26) (30,86-
Intervalo de Confianga 95% ’ ' 33,37) ' ' 37,42)
32;? (nmol/h/mg proteina) 10,47 6,70 1,92 0.48

. ~ (3,01) (2,03) (1,78) (3,48)
Eﬁ:ﬁ;‘;ﬁgj&o [4,00 - 20,00] |[2,60-10,00] | [0.13-4,80] [0,13-20,00] ~°:001
Intervalo de Confianca 95% (9,90-11,40) | (5,74-7,65) (0,00-4,14) |(9,0110,20)
Sﬂzz?gr'os'dase (nmol/h/mL) 51,46 51,54 18.129,40 716,10
Desvio padréo (57,42) (32,64) (8.714,61) 3.729,00 | _ 000
Minimo-pMéximo [0,80381,00] |[0,80144,00] |[9.110-31.543] |[0,8-31.543] '
Intervalo de Confianca 95% (40,6662,26) ((36,2666,81) | (7.30828.950) |(83,561349)
Tipo de mutacao wit/wt G377SIwt  |G377S/G377S - -

FONTE: Elaborada pelo autor (2014).

NOTA:
@

estatistico de Kruskal Walllis.

comparacdes envolvendo as trés categorias simultaneamente foram realizadas pelo teste

@ comparacdes de duas categorias entre si foram realizadas pelo teste estatistico ndo paramétrico de

Dwass-Steel-Chritclow-Fligner.
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6.3 Estudo da genealogia

O estudo da genealogia incluiu 12 geracdes de familias, 583 individuos (52,6%
mulheres) e 181 familias de TN que estabeleceram 778 lagcos familiares, durante
aproximadamente 300 anos. A figura 10 apresenta o heredograma das familias
envolvidas criado a partir das entrevistas com participantes, familiares e com o

professor Marcondes Andrade, um historiador local.

Entre os 136 individuos pesquisados, h4 66 pessoas com sobrenomes
diferentes, sendo 50% deles pertencentes a apenas oito familias diferentes. Os vinte
individuos portadores identificados pelo estudo molecular apresentam apenas 21
sobrenomes diferentes. Quase metade dos participantes (47%) tém pelo menos um
sobrenome em comum, e 40% deles relataram que seus pais s&0 primos em

primeiro grau.

Os cinco individuos afetados pertencem a quatro familias que descendem de
ancestrais comuns. Duas pacientes sdo irméds e todos eles sdo primos entre si,

sugerindo uma forte relacdo de consanguinidade entre eles.



FAMILIA 1

Heredograma das familias com mutagao G377S da
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Figura 10 — Heredograma das familias de pacientes da DG e portadores da mutacdo G377S em Tabuleiro do Norte-CE
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7 DISCUSSAO

A mutacdo G377S é a quarta mutacdo mais prevalente da DG na Espanha
(n=25; 3,0%), a terceira mais frequente em Portugal (n=4; 7,4%) e no Brasil (n=11,
2,2%)®7 69180 Em TN, a mutagdo G377S foi a Ginica mutacao identificada entre os

individuos portadores e os afetados.

No inicio, a mutacdo G377S foi considerada neuroprotetora, com base no efeito
leve da mutacéo, na elevada atividade enzimética residual e no fato de que todos os
pacientes portugueses homozigotos para G377S apresentarem DG1®Y, Entretanto,
a mutacdo G377S foi encontrada em pacientes com DG3, no Brasil e na Peninsula
Ibérica®” %9, Nesse estudo, todos os pacientes apresentam DG1 e nenhum deles

apresentam manifestacdes neuroldgicas.

Embora tenham sido identificados pacientes de DGl homozigotos
(G377S/G377S) com estenose severa e fibrose de valvula adrtica na Croacia®”,
nenhum dos pacientes desse estudo apresenta sintomas cardiovasculares. Esse fato
sugere que 0s pacientes com o mesmo genoétipo podem ter diferentes fendétipos e
enfatiza a influéncia de outros fatores genéticos e/ou ambientais nas manifestacoes

clinicas da DG®" 182,

Com base na identificacdo da mutacdo G377S nas amostras analisadas, 0s
individuos foram classificados em trés categoriais de gendtipos: afetados
(G377S/G377S), portadores (G377S/wt) e ndo-portadores. Ndo houve diferenca
significativa de média de idade (p=0,242) e nem de género entre as trés categorias
(p=0,791), (Tabela 1).

Com relacao as atividade enziméaticas, nesse estudo, os portadores (G377S/wt)
produziram, em média, 56,72% da atividade de GCase em leucdcitos dos individuos
nao-portadores, enquanto os individuos afetados (G377S/G377S) produziram, em
média, 18,3% da atividade de GCase em leucécitos dos sujeitos nao-portadores.
Embora tenham sido encontradas diferencas significativas nas meédias de atividades
enzimaticas de GCase em leucdcitos entre as trés categorias (p<0,001), os testes
enzimaticos ndo foram capazes de distinguir com segurangca os portadores dos

individuos n&o-portadores®.
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A medida da atividade enzimética da quitotriosidase estda aumentada na
maioria dos pacientes com DG, sendo, portanto, 6tima ferramenta para o diagndéstico
e monitorizacdo do tratamento dos pacientes com DG"%). No presente estudo, os
afetados apresentaram atividade média de quitotriosidase maior do que o0s
portadores (p=0,002) e cerca de 350 vezes maior do que a atividade meédia de
quitotriosidase dos sujeitos nao-portadores (p<0,001). Entretanto, ndo houve
diferenca significativa de atividade enzimatica de quitotriosidase no plasma entre os

individuos ndo-portadores e os portadores (p=0,34).

Em relacdo a consanguinidade matrimonial, observa-se que em populacfes
muito pequenas, 0s casamentos consanguineos podem ocorrer ndo porque sejam
preferenciais, mas porque o tamanho reduzido da populacdo aumenta a
probabilidade de parentesco consanguineo préximo entre os conjuges®. E
provavel que esse fato tenha contribuido para o elevado grau de consanguinidade
matrimonial em TN, pois entre os 136 individuos pesquisados, ha somente 66
sobrenomes diferentes e a metade dos participantes pertence a apenas somente

oito familias distintas.

A constatacdo da consanguinidade nessa populacdo é ainda maior quando
analisamos os vinte individuos portadores e os cinco afetados. Cerca de 40% dos
individuos portadores relataram que seus pais sao primos em primeiro grau. Entre os
portadores ha apenas 21 sobrenomes diferentes, e quase a metade deles (47%) tem
pelo menos um sobrenome em comum. Entre os afetados, os lagcos de
consanguinidade também sdo muito intensos. Duas pacientes séo irmas e todos eles

sao primos entre si.

O estudo da genealogia revelou ainda que a endogamia se tornou muito
comum ao longo do tempo nessa isolada comunidade rural, o que pode ter
favorecido o surgimento de homozigotos e portadores da mutacdo G377S ao longo
de varias geragbes (FIGURA 10). Segundo os relatos do professor Marcondes
Andrade, o mais antigo ancestral identificado por nome nesse estudo nasceu em
Cartaxo, Portugal, em 1646 (Familia 1). Ele teria vindo para o Brasil em 1690,
juntamente com quatro filhos. Dois deles se estabeleceram na regido onde surgiu TN
e, posteriormente, casaram-se com duas filhas de outro casal de descendentes

portugueses (Familia 2). Desses dois casamentos entre primos surgiram varios filhos
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que, a partir dai, constituiram novas familias, sendo a consanguinidade nos

matrimonios um fato comum nessa populacao.

Os fatos de os individuos afetados e os portadores identificados nesse estudo
serem descendentes de imigrantes portugueses provenientes de Cartaxo!?, e a
mutacdo G377S ter sido observada em homozigose em um paciente portugués
descendente de judeus Sefarditas sugerem que essa mutacdo podera ser de origem
Sefardita®®®, embora a frequéncia génica da mutacdo G377S entre os judeus nado

seja significante® 69,

Perfis genéticos incomuns relacionados a DG também foram identificados em
outras populacdes. Dentre eles, destacam-se trés grupos étnicos nos quais ha uma
elevada prevaléncia de pequeno nimero de mutacdes: os judeus Ashkenazi (maior
prevaléncia da DG1 no mundo), os suecos de Norrbotten (com destaque para DG3)
e os arabes de Jenin (elevada prevaléncia da DG3)®Y. A identificacdo de uma Unica
mutacdo entre os individuos portadores e os afetados coloca TN entre as

populacdes com perfis diferenciados da DG.
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8 CONCLUSAO

A identificagcdo de um so tipo de mutacdo em 20 individuos portadores e em
cinco afetados descendentes de ancestrais comuns, pertencentes a diferentes
geracdes, sugere que a elevada prevaléncia de DG em TN seja resultado da
combinacéo de EF para a mutacdo G377S e da consanguinidade matrimonial entre

as familias envolvidas.

Os resultados deste estudo rednem evidéncias preliminares de que o EF para
mutacdo G377S observado na populacdo de TNpode ser atribuido a descendéncia
portuguesa de algumas familias do povoado, tendo em vista o contexto historico da

estruturacdo deste povoado e a ocorréncia desse gene recessivo nas familias atuais.

Novos estudos, entretanto, serdo necessarios para afirmar se a mutacao
G377S encontrada nessa populacdo estaria relacionada a origem Serfadita de

judeus que migraram de Portugal para TN na segunda metade do século XVII.
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| Gaucher's disease (GD) is caused by a p-glucocerebrosidase deficiency,

| leading to the accumulation of glucocerebroside in the reticuloendothelial
system. The prevalence of GD in Tabuleiro do Norte (TN) (1:4000) is the

highest in Brazil. The purpose of this study was to present evidence of

| consanguinity and founder effect for the G377S mutation (c.1246G>A)

| among GD patients in TN based on enzyme, molecular and genealogical

studies. Between March 2009 and December 2010, 131 subjects at risk for

GD (GC in dried blood <2.19 nmol/h/ml) and 5 confirmed GD patients from

the same community were submitted for molecular analysis to characterize

| the genetic profile of the population. Based on the enzymatic and molecular

analysis, the subjects were classified into three categories: affected (n =35),

carrier (n=20) and non-carrier (n = 111). All carriers were (G377S/wt).

Affected subjects were homozygous (G377S/G377S). The identification of a

single mutation in carriers and homozygotes from different generations, the

history of the community and the genealogy study suggest that the high

prevalence of GD in this population may be due to a combination of

consanguinity and founder effect for the G377S mutation.
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Founder effect is observed when a small subgroup of
a larger population establishes itself as a separate and
isolated entity (http:/decs.bvsalud.org).

Gaucher’s Disease (GD) is caused by a deficiency of
the enzyme p-glucocerebrosidase (GCase, EC 3.2.1.45),
leading to the accumulation of glucocerebroside in
tissues, especially in the cells of the reticuloendothelial

system (1). Because the transmission of GD is autosomal
recessive, marital consanguinity favors the emergence
of phenotypic manifestations of recessive genes over
several generations.

Over 300 GD-related mutations have been described.
These may be classified into three types (null, severe
and mild) according to their phenotypic effect (2).

1
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The presence of mutations in both alleles may lead to
one of thrpe phenotypical manifestations: type | non-
neuropathic (MIM 230800), type 2 neuropathic (MIM
230900) and type 3 subacute neuropathic (MIM 231000).
The genotype/phenotype correlation is limited owing to
many variations in the clinical manifestations of patients
with t.he same genotype (3), although some genotypes are
associated with milder symptomatology.

The diagnosis may be established by the detection of
Gaucher cells in tissues, by GCase activity in leukocytes
or cultured skin fibroblasts, or by molecular analysis
(1, 4, 5). Populations at risk may be screened for GCase
and chitotriosidase activity using dried blood spots on
filter paper (DBS-FP) (6, 7).

GD is panethnic but is particularly prevalent among
Ashkenazi Jews. In the United States, the estimated
incidence is 1:40,000 (8). In Brazil, 566 GD patients had
been diagnosed by March 2014 (9).

In Tabuleiro do Norte (TN), a town in Northeastern
Brazil with approximately 28,500 inhabitants, the preva-
lence of GD is 1:4000 (10). The town was founded in the
sccond half of the 17th century by Portuguese settlers
of Sephardic Jewish extraction (11). A combination of
inbreeding, a common local practice until a few decades
ago, and founder effect for the G377S mutation, may
explain the high prevalence of GD in this population.

The objective of the study was to present evidence of
founder effect for the G377S mutation in a population of
GD patients and carriers from TN.

Methods

The molecular study protocol was approved by the
National Research Ethics Commission (CONEP) in
February 2009. The sampling was done in TN between |
March 2009 and 31 December 2010.

The population study was based on three strategic pil-
lars: health education, screening for GD and genealogy
study of the families involved. Screening was done in

three steps (Fig. 1).

e Step 1: Evaluation of GCase and chitotriosidase activ-
ity in DBS-FP collected from residents of TN volun-
teering for the study (10).

o Step 2: Evaluation of GCase activity in leukocytes
and of chitotriosidase in plasma collected from par-
ticipants selected in Step 1 (10).

o Step 3: Molecular analysis of participants selected in
Step 2 and of five residents with confirmed GD.

The study started with population screening for GCase
activity for three reasons: (i) the genetic prqﬁle of the
population was unknown prior to the stqdy,_ (ii) the c9§t
of large-scale DNA analysis was p!'Ohlbll‘lve and glll)
genetic research facilities were unavailable in the region.

The participants were volunteers residing in TN
descended from local traditional families. All partici-
pants were required to attend at least one GD-related
health education session and to sign an informed con-
sent form. No financial or material compensation was

provided. Having been evaluated previously, relatives in
the first degree of patients with confirmed diagnosis of
GD were not invited to participate in the screening.

The evaluation of enzyme activity in DBS-FP was per-
formed with the technique developed by Civallero (7).
The cutoff values were <2.19 nmol/h/ml for GCase activ-
ity in leukocytes and >44.00 nmol/h/ml for chitotriosi-
dase activity in plasma.

Participants below the GCase cutoff value or above
the chitotriosidase cutoff value in the first step of the
screening process were referred for evaluation of GCase
activity in leukocytes and chitotriosidase activity in
plasma according to standard methods described in
the literature (12, 13) and to DNA screening for four
common Brazilian mutations.

Screening for G377S, N370S, L444P and 55-del, the
most relevant mutations in Brazil (14), was performed
on exfoliated buccal mucosa cell DNA, as described in
the literature (15).

Patients found to be homozygous for G377S were
referred for screening for 55-del in the pseudogene
contiguous to the GBA gene (psGBA). When present, this
deletion occurs at the annealing sites of the primers used
for detecting N370S, L444P and G3778S. If the presence
of 55-del is due to a recombination event, a false positive
result of homozygosis may occur.

To rule out the presence of mutations other than the
four mutations screened for, blood samples of partici-
pants with GCase activity in leukocytes <4.0 nmol/h/mg
protein were submitted for DNA sequencing of the gene
region encoding for GCase.

The statistical analysis was performed with the soft-
ware IBM SPSS version 20 (2011). The results were
expressed as distribution of frequencies, central ten-
dency, dispersion, minimum values and maximum
values. Categories were compared pairwise with
the Steel-Dwass—Critchlow—Fligner test for non-
parametric data. The Kruskal-Wallis test was used to
compare three categories simultaneously. The level of
statistical significance was set at 5% (p < 0.05).

The reconstruction of the genealogy of the involved
families was based on interviews with the participants,
their relatives and information provided by Prof Mar-
condes Andrade, a local historian. Using the software
GenoPro® 2011 version 2.5.4.1, genograms were built
from the collected data.

Results

During Step 1 of the population screening, 740 DBS-FP
samples were evaluated for GCase and chitotriosidase
activity. The participants were aged 31.4 + 19.2 years
(range: 2-81) and most were women (n =496; 67%). As
participation in this study was voluntary, we found that
women were more prone to collaborate. Nearly one fifth
(n=135; 18.2%) were found to be at risk for GD (GCase
in DBS-FP <2.19 nmol/h/ml) (10).

In Step 2, four of the 135 participants at risk declined
participation. Thus, 131 participants (86 women) aged
34.17 + 19.62 years (range: 2—77) were submitted for
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Population screening for Gaucher's disease
in Tabuleiro do Norte - Brazil

Stept Evaluation of glucocerebrosidase and chitotriosidase
activity in dried blood on filter paper

|

—

Normal

Chito < 44.00 nmol/h/mL

GCase > 2.19 nmol/h/mL

At risk
GCase < 2.19 nmol/h/mL
Chito 2 44,00 nmol/h/mL

Step2 Evaluation of glucocerebrosidase activity in
leukocytes and chitotriosidase activity in plasma

) ) ¥
Normal At risk At high risk
GCase >16.4 GCase 5.6 -16.4 GCase<5.5
nmol//mg nmol//mg nmol/h/mg
protein protein protein

[ I

Molecular analysis of mutations
N370S, G377S, L444P and 55-del

|

I Non-carrier I | Carrier I lAﬁectedl

DNA sequencing

Clinical

Lab tests
Ultrasonography
Bone densitometry

| Genetic counseling l(— Magnetic resonance

Radiology

Fig. 1. Design of population screening for Gaucher's disease in Tabuleiro do Norte, Ceard, Brazil, 2009-2010. Source: the authors,

evaluation of GCase activity in leukocytes, chitotriosi-
dase activity in plasma and screening for the mutations
N370S, L444P, G377S and 55-del (10).

A group of five patients with confirmed diagnosis of
GD and both parents descended from early settlers of
TN was added to the group of 131 participants selected
for screening for the mutations N370S, L444P, G377S
and 55-del in order to compare their genotypes to the
mutations identified in the 131 selected participants in
Step 1. The five patients were diagnosed between 1977
and 2007 based on GCase levels in leukocytes and
clinical symptoms only.

Screening for the four most common mutations in
Brazil resulted in the identification of G377S only,
making it possible to classify the participants in three
categories according to genotype: non-carriers (n=111;
81.6%), carriers (n=20; 14.7%) and affected (n=35;
3.7%) (Table 1).

The DNA sequencing based on DBS-FP of the four
participants with GCase in leukocytes <4.0 nmol/h/mg
protein confirmed the diagnosis of two carrier subjects
(G377S/wt) and two non-carriers (wt/wt) (10).

Our genealogy study included 12 family generations
and 583 subjects (52.6% women) from 181 nuclear
families in TN who established 778 pedigree links

during a period of over 300 years. The earliest ancestor
identified by name was born in Cartaxo, Portugal, in
1646 (Family 1) and migrated to Brazil in 1690 along
with four children. Two of these settled in what was to
become TN and married the two daughters of a couple of
Portuguese descendants (Family 2). Inbreeding became
commonplace over time in the isolated rural community

of TN, favoring the emergence of homozygotes and-

carriers of the mutation G3778S (Fig. 2).

Our data provide evidence of significant levels of
inbreeding. Thus, although 66 different surnames were
registered among the 136 individuals in the final sample,
50% belong to only 8 families. The 20 carriers have 21
different surnames, but 47% have at least one surname in
common. Forty percent of the carriers reported that their
parents were cousins in the first degree,

The five affected subjects belong to four families
descended from common ancestors. Two are sisters, and
all are cousins of the second or third degree, suggesting
a strong pattern of consanguinity.

Discussion

The G377S mutation is the fourth most prevalent
GD-related mutation in Spain (n=25; 3.0%) (2) and

3
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Table 1. Affected subjects, carriers and non-carriers of mutations for Gaucher's disease according to gender, age and enzyme activity
(GCase activity in leukocytes and chitotriosidase activity in plasma)?

Subjects according to genetic status

Variables Non-carrier Carrier G377S/wt Affected G377S/G377S Total p-value
n (%) 111 (81.6) 20 (14.7) 5(3.7) 136 (100)
Gender

Female n (%) 69 (62.2) 14 (70.0) 3(60.0) 86 (63)

Male n (%) 42 (37.8) 6(30.0) 2(40.0) 50 (37) 0.791
Age (years)

Average 35.51 26.70 33.40 34.14

Standard deviation 20.20 14.25 10.35 19.34

Minimum-maximum 2-76 6-48 22-45 2-76

Confidence interval (95%) 31.71-39.31 20.03-33.37 20.54-46.26 30.86-37.42 0.242
GCase (nmol/h/mg protein)

Average 10.47 6.70 1.92 9.48

Standard deviation 3.01 2.03 1.78 3.48

Minimum-maximum 4.00-20.00 2.60-10.00 0.13-4.80 0.13-20.00

Confidence interval (95%) 9.90-11.40 5.74-7.65 0.00-4.14 9.01-10.20 <0.001
Chitotriosidase (nmol/h/ml)

Average 51.46 51.54 18,129.40 716.10

Standard deviation 57.42 32.64 8714.61 3729.00

Minimum-maximum 0.80-381.00 0.80-144.00 9110-31,543 0.8-31,543

Confidence interval (95%) 40.66-62.26 36.26-66.81 7308-28,950 83.56-1349 <0.001
Type of mutation wt/wt G377S/wt G377S8/ G377S - 2

GCase, B-glucocerebrosidase.

#Comparisons involving three categories simultaneously were done with the Kruskal-Wallis test. Pairwise comparisons of categories

were done with the Dwass—Steel-Critchlow—-Fligner test for non-parametric data.

Source: The authors, 2010.

the third most prevalent in both Portugal (n=4; 7.4%)
(16) and Brazil (n=11; 2.2%) (14). Initially, it was
believed to be neuroprotective owing to its mild effect,
high residual enzyme activity and the fact that all known
Portuguese homozygotes for G377S have type | GD
(17). However, the G377S mutation has been observed
in patients with type 3 GD in both Brazil and the Iberian
Peninsula (2, 14).

Although cardiac valvulopathies have been observed
in a homozygous patient from Croatia, all our subjects
had type 1 GD and no cardiovascular symptoms. This
suggests that individuals with the same genotype may
have different phenotypes and highlights the influence of
other genetic and/or environmental factors on the clinical
manifestations of GD (2, 18).

The fact that the carriers and affected subjects identi-
fied in this study are descendents of Jewish immigrants
from Cartaxo, Portugal (11), and that the mutation
G377S has been observed in homozygosis in one Por-
tuguese Sephardic Jewish patient suggests that the
G377S mutation may be Sephardic in origin (16),
although the gene frequency of this mutation is not
significant among Jewish subjects (3, 19).

Genotype/biochemical phenotype correlations

The participants were classified into three genotype
categories: affected, carriers and non-carriers. The

4

categories did not differ significantly with regard to
average age (p=0.242) or gender (p=0.791) (Table 1).

In our sample, carriers and affected subjects dis-
played 56.72% (p <0.001) and 18.3%, respectively, of
the average GCase activity in leukocytes of non-carriers.
However, despite the significant differences in average
GCase aclivity in leukocytes between the three categories
(p<0.001), the enzyme tests were unable to distinguish
carriers reliably from non-carriers.

Chitotriosidase activity in plasma is usually above nor-
mal in GD. This makes the chitotriosidase test a use-
ful tool in the diagnosis and follow-up of GD patients
(12). In this study, average chitotriosidase activity levels
were significantly higher in affected subjects than in car-
riers (p=0.002) and approximately 350 times higher in
affected subjects than in non-carriers (p<0.001). How-
ever, carriers and non-carriers did not differ significantly
(p=0.34).

We believe that the observed founder effect for the
G377S mutation may be attributed to the Portuguese
ancestors of the early settlers of TN. However, it remains
to be determined whether the presence of G377S in this
population is related to the Sephardic Jewish origin of
these ancestors,

In conclusion, the identification of a single mutation
(G377S) in 20 carriers and five affected subjects, belong-
ing to different generations but descending from com-
mon ancestors, suggests that the high prevalence of GD
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Fig. 2. Genogram of homozygotes and carriers of the mutation G377 in Tabuleiro do Norte. Source: the authors.

in TN is due to a combination of founder effect for the
G377S mutation and consanguinity.
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Anexo F — Pdster apresentado e premiado no 11" The European Working
Group on Gaucher Disease — 11" EWGGD, Haifa, Israel, junho de 2014.

GAUCHER’S DISEASE: EVIDENCE OF FOUNDER EFFECT IN
A POPULATION FROM TABULEIRO DO NORTE, BRAZIL

rac.  AUTHORS: Rigeberto Gadelha Chaves'-2, Lygia Veiga Pereira®, Fabiano Téfoli?, Roberto Rosemberg?®, Maria Denise Femandes

i

JUNHO, 2014
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INTRODUCTION: High incidences of Mendelian diseases
in isolated populations have been explained by the concept
of “founder effect’. Gaucher's Disease (GD) is caused by a
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prevalence of
Gaucher’s

disease in Brazil

(1: 4,000)
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-glL (GBA) deficiency leading to the
accumulation of glucocerebroside in the reticuloendothelial
system. Molecular analysis can predict the GD phenotype
and is essential in genetic counseling. The prevalence of
GD in Tabuleiro do Norte (1:4.000) is the highest in Brazil.
The purpose of this study was to present evidence of a
founder effect for GD in Tabuleiro do Norte based on
enzyme and molecular analysis, and a genealogical survey.

METHODS: Between March 2009 and December 2010,
131 subjects at risk for GD (GBA in dried blood =2.19
nmol/h/mL) were submitted to analysis of GBA in leucocytes
and molecular analysis. In addition, 5 confirmed GD patients
from the same community were submitted to molecular
analysis to characterize the genetic profile of the population.

RESULTS: Based on the enzymatic and molecular analysis,
the subjects were classified into 3 categories: affected
(n=5), carrier (n=20), and non-carrier (n=111). All carriers
were G377S/+ and affected subjects were homozygous
(G377S/G377S). The groups differed significantly with
regard to enzyme activity: affected subjects displayed the
Iowest Ievels of GBA activity and the highest levels of
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homozygotes from different families and generations), the
history of the settlement and the results of the genealogical
survey suggest a founder effect for GD in this population.
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Tabuleiro do Norte, clarify diagnostic doubts, provide
adequate genetic counseling, subsidize genealogical
studies, produce evidence of founder effect for G377S and
acquire diagnostic experience to the benefit of future
patients.

We believe the observed founder effect may be attributed to
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do Norte. However, it remains to be determined whether the
presence of G377S in this population is related to the
Jewish origin of these ancestors.

Finally, it is hoped the unusual genetic profile of the
population of Tabuleiro do Norte will draw the attention of
researchers interested in the study of disorders related to
G377S or associated with high levels of consanguinity.
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Anexo G — Certificado do prémio recebido pela apresentacéo do poster
“Gaucher’s disease: evidence of founder effect in a population from
Tabuleiro do Norte, Brazil” — 11" EWGGD, Haifa, Israel, junho de 2014.
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Apéndice A — Comentarios, criticas e sugestoes

O projeto de rastreamento populacional consistia nas dosagens das enzimas
GCase e quitotriosidase em SSPF, seguida da avaliacdo das enzimas GCase em
leucdcitos e quitotriosidase no plasma. Esse rastreamento foi capaz de selecionar
um “grupo de risco” de individuos que apresentou baixa atividade da enzima GCase.
Entretanto, ndo foi possivel identificar com precisdo os individuos portadores e os
afetados desse grupo.

Desse modo, foi necesséario realizar o estudo molecular dos individuos
selecionados com bases nas medidas das atividades enzimaticas para identificar
com seguranca os individuos portadores e os afetados, permitindo, desse modo, a
realizacdo do aconselhamento genético.

Apbs o rastreamento molecular inicial das quatro mutacdes, algumas duvidas
ainda persistiram e foi necessario realizar sequenciamento do DNA em amostras
colhidas da mucosa bucal de quatro individuos assintométicos e com baixas
dosagens de GCase. Percebe-se, portanto, que alteracdes foram sendo realizadas
ao projeto inicial, sobretudo, para esclarecimentos de duvidas surgidas a partir dos
dados coletados.

As principais dificuldades encontradas durante o projeto foram: evitar a
formacao de estigmas em relacdo aos individuos afetados e os portadores; coletar
informacdes relacionadas aos diagnésticos dos pacientes que ja faziam tratamento
em Fortaleza e que foram incluidos no estudo molecular.

A cidade é muito pequena e as pessoas se conhecem muito. Para que
individuos afetados e os portadores ndo sofressem danos causados pela formacéo
de estigmas, as atividades de educacdo em salde nas escolas, unidades de saude
e nos meios de comunicacdo locais e regionais foram intensificadas para que a
populacao entendesse o significado dos resultados da pesquisa.

Quatro dos cincos pacientes que participaram desse estudo realizam
tratamento para DG em Fortaleza. Inicialmente, planejava-se obter as informacdes
desses pacientes a partir da revisdo dos prontuarios na unidade de saude onde eles
realizam o tratamento. Grandes dificuldades, entretanto, foram impostas ao autor
para acesso aos prontuarios. Esse problema foi, sem duvidas, o mais dificil de ser

contornado, pois as informacdes sobre o gendtipo dos pacientes sdo fundamentais
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para a conclusdo do estudo. A solucdo veio do apoio e adesdo dos pacientes a
pesquisa, assinando TCLE, fornecendo as informacdes e permitindo a avaliacdo
clinica e coleta de amostras de DNA para o estudo molecular.

Esse projeto tornou TN conhecido na comunidade cientifica nacional e
internacional interessada no estudo da DG e tem despertado grande interesse de
pesquisadores brasileiros e até de outros paises.

Estudos complementares para identificar a origem étnica da mutacdo G377S
encontrada nessa populagdo ja estdo sendo elaborados e deverédo ser realizados em
parceria com universidades portuguesas e de Israel.

Projeto de pesquisa envolvendo DG e doenca de Parkinson nessa
comunidade estd sendo preparado em parceria com instituicbes nacionais e
internacionais.

Dentre os méritos desse trabalho, o destaque vai para as sessbdes de
educacdo em saude realizadas nas escolas, nas unidades de saude locais e
regionais. Entrevistas nas emissoras de radio e de televisdo, assim como em jornais
impressos durante anos divulgaram a DG em TN e por todo Brasil.

No Vale do Jaguaribe, regido onde se situa TN, as atividades educativas
também contribuiram para o diagnéstico de novos pacientes provenientes de
cidades vizinhas a TN que nem participaram da pesquisa, mas procuraram o CREIM
de TN para realizar diagnéstico e tratamento da DG. A procura dessa unidade de
salde para avaliacdo de pacientes com sintomas da DG tem tornado o CREIM de
TN um centro de referéncia nos erros inatos do metabolismo para toda regido.

A descoberta do possivel EF da mutacdo G377S em TN é também de grande
importancia porque facilitard o diagnostico molecular de novos pacientes e podera
orientar futuros projetos de rastreamento da DG na cidade.

Ndo menos relevante foi a reconstituicio da genealogia das familias
envolvidas e a confeccdo do heredograma das familias envolvidas, uma importante
ferramenta que podera ser atil em futuros estudos sobre DG ou outras doencas
correlatas nessa comunidade, além de clarear estreitos lacos familiares, até entao,
desconhecidos.

Os estudos moleculares foram publicados no artigo Consanguinity and
founder effect for Gaucher disease mutation G377S in a population from Tabuleiro
do Norte, Northeastern Brazil (Anexo A) e apresentado em eventos cientificos
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internacionais, como European Human Genetics Conference, 2015 — Glasgow,
Escocia, em junho de 2015 (S B, C,E e F).

O pbster com o mesmo titulo foi apresentado e premiado no 11nd The
European Working Group on Gaucher Disease - 11nd EWGGD - Haifa, Israel, em
junho de 2014 ( G). Nova apresentacao e premiacdo do estudo molecular para DG
ocorreram durante 2nd Latin American Gaucher Disease Round Table — Rio de
Janeiro em maio de 2015 ( D), confirmando o reconhecimento da comunidade
cientifica internacional ao trabalho realizado em TN.

Enfim, espera-se que o perfil genético incomum da populacéo de TN desperte
interesse de outros pesquisadores que desejarem estudar populacdes com doencas
relacionadas a mutacdo G377S ou que possam ser influenciadas pelo elevado grau
de consanguinidade.

Finalmente, para pesquisadores interessados em realizar estudos de
rastreamento populacional envolvendo pequenas comunidade e doencas rars
recomendamos:

a) Dar prioridade as atividades de educa¢cdo em saude como estratégias

de mobilizag&o social;

b) Envolver-se culturalmente na comunidade para compreender melhor os

fenbmenos sociais;

C) Estabelecer parcerias com autoridades e liderangas locais para facilitar

0 acesso a populacdo e o apoio da comunidade;

d) Segquir rigorosamente os principios de ética em pesquisa, mantendo

vigilante a possiveis estigmas que possam surgir durante o desenvolvimento

do estudo.

e) Observar atentamente os problemas que poderdo surgir quando 0s

resultados de analises genéticas ndo sejam compativeis com o estudo da

genealogia das familias.
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Apéndice B — Mapa conceitual do Estudo Populacional da doenca de Gaucher

em Tabuleiro do Norte-CE: eixos estratégicos e as principais acfes utilizadas

para desenvolvimento do projeto de pesquisa.

PROJETO GAUCHER DE TABULEIRO DO NORTE

ESTRATEGIAS

incentivou a
: Rastreamento
comunidade a ——— Populacional

participar do

Educagao
em Saude

T —_— iniciando com
p B :
L) Educagdo comunitaria Explicagao do-projeto
em Salde pelo Rédio e obtengao do consgqtlmento
L informado dos participantes
( palestras educati |
alestras educativas :
seguida de coleta
—»| para autoridades e g

de sangue para

Analisar Atividades
da B-Glicosidase e quito-
triosidase em Papel Filtro

LIl'deres comunitarios

-
Educacdo em salde

L’kna escola e no CREIM]
N

-

Treinamento para |
profissionais da Salde selecionando

Participantes para
Tratamento e a confirmagdo do

acompanhamentOJ diagnéstico da DG

N |

avaliando a conduta houve nova coleta

| de sangue para
|
Pacientes com ¢ pode
Sintomas da DG tornar-se
x T Pacientes sem
ldentnfllcando—b

Avaliagdo clinica e de

Exames complementares | ¢—— seguida de ——p
de pacientes

Seguimento
sem terapia

[

Analisar atividades
da B-Glicosidase
em leucdcitos e
Quitotriosidase
no soro

Estudo da Genealogia
das familias dos pacientes

J

e estruturagao
do

Heredograma da
Doenca de Gaucher
em Tabuleiro do Norte

Aconselhamento genético
de pacientes e familiares

A

seguida de

Pesquisa das 4 principais
mutagdes da DG no Brasil
(N370S, G377S, L444P, 5del)

Fonte: Préprio autor (2007).
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Apéndice C — Atividades da B-glicosidase acida e quitotriosidase em amostras

de sangue seco em papel de filtro em Tabuleiro do Norte-CE.

Atividade da B-Glicosidase Acida
(nmol/h/mL)

Atividade da Quitotriosidase
(nmol/h/mL)

Categorias . . L :
2 n Média + Mediana n Média + Mediana
() ariacao ) ariacao
% DP IV % DP IV
Sexo
. 3.00 19.00
Masculino 244(33) | 329156 | ;40715 00 232(33) | 24.14%2099 | %0000
L 3.10 27.00
Feminino 496 (67) 3.46x1.50 (0.50-10.40) 470 (67) 34.13+£27.23 (0 -242.00)
3.10 24.00
Total 740(100) | 3.40£152 | 5077500 | 702(100) | 30.83:25.76 | % o)
Faixa Etaria
(anos)
3.30 20.00
(h1-20 255 (34.5) | 3.53%1.63 (0.40-11.00) 244 (34.8) | 27.41+25.27 (0-170.00)
3.00 27.00
(1) 21- 40 246 (33.2) | 3.32t146 | 4 507100g) | 229(326) | 32.64£27.62 | %5 o)
3.00 28.00
(1) 41 - 60 177(23.9) | 341150 | g01040) | 174(24.8) | 33.30x2484 | (\%c0 )
2.95 55 26.00
(IV) 61 -85 62 (8.4) | 3.13+1.37 (0.55-9.00) (7.8) 30.33£21.28 | (5 300
Niveis de
atividades da
GBA (nmol/h/mL)
1.10 20.00
(A)0.12-1.37 18 (2.4) 1.00+0.28 (0.40-1.30) 17 (2.4) 22.29+17.95 (0-67.00)
1.57 20.00
(B) 1.38 —1.60 24 (3.2) 1.53+0.08 (1.40-1.60) 23 (3.3) 30.94+24.11 (2.8-86.00)
2.00 18.00
(C)1.61-2.18 93(12.6) | 1.94+0.13 (1.70-2.13) 87 (12.4) | 24.55+21.93 (0-90.00)
3.40 25.00
(D) 2.19-16.8 605 (81.8) | 3.77+1,43 2.20-12.00) | 57° (81.9) | 32.03+26,41 (0-242.00)
Niveis de
Atividades da
Quitotriosidase
(nmol/h/mL)
3.10 19.00
(E)0-44 549 (78.2) | 3.34+1.44 (0.40-12.00) 549 (78.2) | 20.07+11.40 (0-44.00)
3.30 63.00
(F) 45 — 242 153 (21.8) | 3.69+1.79 (1.30-10.40) | 183 (21.8) | 69.42+25.99 (45-242.00)

FONTE: dados coletados pelo autor, 2008
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Apéndice D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Nome do Estudo: ANALISE MOLECULAR PARA DOENGCA DE GAUCHER (DG) EM PACIENTES
E FAMILIARES DE TABULEIRO DO NORTE - CE.

Médico Responsavel pelo Estudo: Dr. RIGOBERTO GADELHA CHAVES

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa. Este Termo de Consentimento
contém informacdes importantes que vao ajudar a vocé decidir se quer ou nao participar deste
estudo. Leia este termo bem devagar ou peca alguém que seja responsavel por vocé para ler (se
vocé ndo tiver condi¢gbes de ler), e se tiver alguma davida peca explicacdes ao médico do estudo ou a

alguém de sua equipe.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO

A doenca de Gaucher é uma doenca genética rara, hereditaria, que acontece porque ha uma
deficiéncia na producdo de uma substancia muito importante produzida pelo organismo, chamada
enzima. Quando ha deficiéncia dessa enzima, o paciente pode ficar com uma doencga séria, que pode
atingir varios 6rgédos como o baco, figado, sangue, 0ssos, pulmdes e o cérebro. Assim essa doenca
pode causar anemia, sangramento, alterac6es nos 0ssos e aumento do figado e do baco e até levar a
morte, quando ndo tratada. O diagndstico é baseado nas manifestacfes clinicas (sinais e sintomas)
do paciente e na dosagem da enzima deficiente (que é chamada “B-glicosidase acida”). Existe um
exame chamado “analise molecular”, realizado a partir da coleta de material da mucosa bucal (a parte
internada da bochecha), por meio de uma escovacéo do local (raspado bucal) que permite identificar
alteragBes genéticas relacionadas a doenca de Gaucher. Esse exame é muito importante para o
aconselhamento de pessoas quanto a possibilidade de apresentar a doenga de Gaucher ou transmitir
as alteracfes genéticas para seus descendentes e também para acompanhamento do tratamento dos
pacientes que dele necessitarem. Esse aconselhamento genético sera oferecido para todos 0s casos,

e nessa oportunidade serdo esclarecidas sobre o resultado do exame com total privacidade.

QUEM PODE PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

As pessoas convidadas a participar da pesquisa serdo aquelas que JA TENHAM realizado a
dosagem da enzima descrita acima, chamada “B-glicosidase acida”, com valores abaixo do normal.
Essa dosagem é feita a partir de pequena quantidade de sangue coletada, colocada em “Papel de
Filtro” e analisada em laboratério especializado na doen¢a de Gaucher. Portanto, se esse exame do
papel de filtro for anormal, essas pessoas serdo submetidas a coleta de material da mucosa bucal
(parte interna da bochecha) para analise da genética molecular (saber quais os genes daquela
pessoa que podem estar relacionadas com a doenca) com o objetivo de identificar a provavel

alteracdo responsavel pela deficiéncia da enzima relacionada & doenca de Gaucher. Antes do estudo,
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essas pessoas participardo de sessdo educativa para esclarecimento sobre os procedimentos a

serem submetidos, sobre a doenca de Gaucher e suas implicag8es para a saude.

O QUE O PACIENTE PRECISA FAZER PARA PARTICIPAR DESTE ESTUDQO?

Se vocé quiser participar do estudo, tera de fazer o seguinte:

- Visitar o médico do estudo no ambulatério do Centro de Referéncia de Erros Inatos do Metabolismo
que funciona na Unidade do Programa Saulde da Familia, situada na Avenida Ziltamir Chaves,S/N,
Vila Macena, Tabuleiro do Norte — CE, conduzindo Carteira de Identidade (RG) e resultado do exame
da dosagem da enzima pB-Glicosidase acida, realizado em Papel de filtro durante o Estudo
Populacional sobre a doen¢a de Gaucher do qual participou anteriormente. Serdo preenchidas as
fichas de identificagdo e planilhas de coleta de amostras. Sera realizada sessdo educativa
relacionada a pesquisa sobre a doencga de Gaucher e, somente ap6s vocé ou seu representante legal
assinar esse documento, é que vocé serd encaminhado para a coleta da amostra da mucosa bucal,
realizada pelo pesquisador, individualmente, na Sala do Projeto Gaucher. O material sera colocado
em frasco especialmente feito para esse tipo de exame e enviado por meio dos Correios, em forma
de SEDEX, para o Laboratério do Instituto de Biociéncias da USP(IB-USP) coordenado por Lygia V
Pereira, Ph.D. e sob a responsabilidade de Roberto Rozenberg, Ph.D. Os resultados serédo enviados
somente ao pesquisador que entregara ao participante, individualmente, com toda privacidade, para
que possam ser esclarecidas as eventuais duvidas apresentadas pelo participante. Esse resultado
podera demorar, dependendo do tipo de exame e da quantidade de exames coletados, em média de

3 a 6 meses a partir do dia da coleta, salvo imprevistos durante a realiza¢do da pesquisa.

QUAIS OS EFEITOS INDESEJAVEIS (RUINS) QUE OS EXAMES PODEM PROVOCAR?

A coleta da amostra da mucosa bucal é realizada com uma escova especialmente desenvolvida para
essa finalidade e o paciente sentira a sensagdo de uma escovacdo um pouco mais firme da parte

interna da bochecha.

ARMAZENAMENTO DE DADOS E AMOSTRAS

O armazenamento das amostras coletadas pelo pesquisador, devidamente identificadas, enviadas
para analise no Laboratério de Genética Molecular do IB-USP, ficara sob responsabilidade de
Instituto de Biociéncias, USP coordenado por Lygia da Veiga Pereira e do Roberto Rozenberg, PhD,
e serdo utilizadas unicamente para as finalidades dessa pesquisa. Os resultados enviados somente
ao pesquisador serdo armazenados sigilosamente por ele para garantia de privacidade do paciente e

entregues diretamente ao participante ou ao seu responsavel legal, devidamente identificado

QUE BENEFICIOS POSSO TER COM A PARTICIPACAO NESSE ESTUDO?

Com o diagnéstico molecular da alteracao relacionada & doenca de Gaucher, o participante podera se

beneficiar com a deteccdo de condicdo de portadores da alteracdo genética ou de individuos



90

afetados, ou seja, com a possibilidade de ter ou vir a desenvolver a doenca de Gaucher. Com esses
resultados, o médico pode fazer o Aconselhamento Genético. Esse aconselhamento significa orientar
0s participantes sobre quais as possibilidades de duas pessoas apresentarem filhos afetados ou
portadores da alteragcao genética relacionada a doenga de Gaucher, a partir do conhecimento da sua
condicdo genética revelada pela pesquisa. Em se tratando de um doente ou possivel doente no
futuro, os resultados da pesquisa ajudarao no melhor direcionamento do tratamento médico, de forma

mais precoce (mais cedo) e até o diagnostico pré-natal, se necessario.

A QUEM DEVO PROCURAR SE TIVER ALGUMA DUVIDA sobre...?

O estudo ou um dano relacionado ao estudo: Dr. Rigoberto Gadelha Chaves.
Telefones: (88)3424-1190 ou (88)8809-91-97

Meus direitos como pessoa no estudo: Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Geral César Cals de
Oliveira, na Avenida do Imperador 445, Centro, Fortaleza-CE ou pelo telefone 85-3101-5354

Assinando abaixo, estou reconhecendo que:

A natureza e 0 objetivo do projeto de pesquisa foram explicados a mim/a meu filho e compreendo

que eu (ou meu filho) poderei ndo ter beneficio direto no estudo.

- Eu entendo e concordo com os procedimentos necessarios para coleta do material da mucosa

bucal, seu acondicionamento e seu destino.

- Eu compreendo e concordo que, apesar das informag¢des obtidas no estudo poderem ser

publicadas, elas serdo confidenciais e eu (ou meu filho) ndo serei identificado a partir delas.

- Eu compreendo que posso me retirar (ou retirar meu filho) do estudo em qualquer etapa e que isto
ndo ira afetar os cuidados médicos ou quaisquer outros aspectos da relacdo minha (ou do meu

filho) com esta Instituig&o.

- Eu compreendo que ndo havera pagamento para mim (ou meu filho) por participar da pesquisa. O
pagamento pela participacdo em estudo de pesquisa ndao € permitido por lei. Mas néo terei

despesas com relacédo ao estudo (exames do estudo, transporte e alimentagéo)

- Eutive a oportunidade de discutir a minha participacao (ou de meu filho) neste projeto de pesquisa
com um membro da familia ou amigo e/ou tive a oportunidade de ter um membro da familia ou

amigo presente enquanto o projeto de pesquisa estava sendo explicado pelo pesquisador.

- Eu estou ciente que os resultados desta andlise genética molecular da mucosa bucal poderao

demorar a ficar prontos.

Se o estudo for interrompido, o motivo devera ser aceito pelo Comité de Etica que o aprovou,
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antes da interrupcdo. Exceto, em caso urgente para proteger o participante da pesquisa, devendo
ent&o ser comunicado ao Comité de Etica, na primeira oportunidade.

Receberei uma copia assinada deste termo de consentimento.

Tabuleiro do Norte: de de
Nome do Participante Voluntario: RG:

Orgéo Expedidor:
Assinatura: DatadeNasc: /[
Nome do Representante Legal: RG:

Orgéo Expedidor:
Assinatura: Datade Nasc: [/ [/
Nome do Apresentador do TCLE ! RG:

Orgéo Expedidor:
Assinatura: DatadeNasc: /[
Nome do Pesquisador: RIGOBERTO GADELHA CHAVES RG:

Orgéo Expedidor:
Assinatura: Data de Nasc: [

Nota: * Colaborador que apresentou o TCLE para o Participante.
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