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Resumo

Resumo

Os estudos de variabilidade genética ao nivel populacional podem-se centrar na
histéria evolutiva das populages ou na histéria de certos genes em particular. A
andlise da histdria das populacOes estd na base de progressos muito importantes na
interpretagdo das rela¢des interpopulacionais e dos principais padroes de migragao,
mas tende a ndo aprofundar o estudo das propriedades especificas de cada marcador
genético. A caracterizagdo da variagdo genética locus a locus € inadequada para a
descri¢gdo da histéria populacional, mas permite uma andlise mais detalhada dos
aspectos que condicionaram a actual diversidade das regides codificantes do genoma
humano, incluindo o estudo das variedades de processos mutacionais, a pesquisa de
diferencas funcionais entre alelos e o seu impacto no risco de doenga, a avaliagdo do
papel da selec¢do, bem como a identificagio do local de origem de certas mutagdes € a

andlise das forgas que influenciaram a sua subsequente dispersao.

Esta tese constitui uma contribui¢do para a compreensio dos padrdes de variagdo
genética em trés genes polimérficos: apolipoproteina E (APOE), al-antitripsina (PI) e
grupo sanguineo Duffy (FY). A variagdo alélica do locus da APOE determina uma
importante frac¢do da variabilidade nos niveis de colesterol total e estd associada ao
risco de doenga de Alzheimer, proporcionando um bom exemplo da influéncia de um
polimorfismo genético comum na susceptibilidade a doengas degenerativas e nao
infecciosas. O gene PI apresenta um elevado grau de polimorfismo com diversos
alelos normais e muitas variantes patogénicas que causam a deficiéncia da proteina,
constituindo um bom modelo para o estudo da histéria natural de um polimorfismo. O
grupo sanguineo FY estd associado a resisténcia & maldria por Plasmodium vivax e é
particularmente adequado ao estudo do impacto das doengas infecciosas na modulagio

da variagdo genética.

Com o objectivo de caracterizar a diversidade genética da apolipoproteina E,
estudaram-se as distribui¢des conjuntas dos fendtipos da APOE e de um polimorfismo
de restricio no locus vizinho da apolipoproteina C1 (APOCL), em amostras da

populagio portuguesa, do Pais Basco e de Sdo Tomé e Principe (Golfo da Guiné), uma

13



Andlise dos padrées de diversidade genética

ex-colonia portuguesa originalmente povoada com escravos importados da Africa
continental. As frequéncias dos alelos da APOE (*2, *3 e *4) nas amostras ibéricas e
sdo-tomenses incluem-se na gama de valores geralmente observados nas populagdes
europeias e africanas, respectivamente. Em Sio Tomé, observaram-se diferencas
significativas entre as frequéncias da APOE nas localidades situadas a norte e a sul da
ilha, como seria de esperar de um padrio de povoamento caracterizado pela restrigio
do fluxo génico entre as duas regides. De acordo com a tendéncia global da
distribuigéo da variagdo genética humana, a amostra europeia de Portugal apresentou
desequilibrios gaméticos mais intensos do que a amostra africana de Sio Tomé onde,
apesar da pequena distancia de 5 kb que separa os dois loci, 0 nivel de associagdo
entre os alelos de APOC1 e APOE*4 ndo € significativo. Esta diferenca pode
contribuir para explicar a heterogeneidade dos resultados dos estudos de associagio
entre APOE e vdrias patologias realizados em diferentes populagdes. Adicionalmente,
a andlise haplotipica demostrou que, quer em Portugal, quer em Sdo Tomé, a
intensidade do desequilibrio gamético ¢ mais elevada para APOE*2 e mais reduzida
para APOE*4, o que indica que a geragio dos alelos da APOE se deu pela ordem:
4—3—2. As estimativas da idades dos alelos APOE*2, APOE*3 e APQE*4,
calculadas com base na intensidade do desequilibrio gamético, foram de 109 200 (5
730 - 235 800), 575 100 (353 400 - 945 000) e mais de 1 300 000 anos,
respectivamente. Estas estimativas indicam que os trés alelos da APOE estavam
presentes numa populagdo ancestral comum, anterior a hipotética migragdo para fora
de Africa postulada pelo modelo unirregional de origem do Homem Moderno. Por
outro lado, os alelos APOE*2 e APOE*3 parecem ser suficientemente antigos para

terem alcangado as suas actuais frequéncias em condi¢des de neutralidade selectiva.

A fim de investigar a histéria natural do polimorfismo da ol-antitripsina (PI),
analisaram-se os niveis de diversidade haplotipica associados aos diferentes alelos de
Pl, através do estudo de trés microssatélites, localizados na proximidade dos loci da
globulina transportadora de corticoesterdides (CBG), da ol-antitripsina [PI(TG)n] e
do inibidor da proteina C [PCI(TG)n], em quatro populagdes com diferentes histérias
evolutivas: Portugal, Pais Basco, S0 Tomé e amerindios de lingua Quechua dos

Andes centrais peruanos. A andlise da diversidade dos microssatélites revelou que hé
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Resumo

diferencas substanciais nos padrdes de variacdo interpopulacionais e interalélicos. De
acordo com as respectivas histérias populacionais, as amostras basca e amerindia
apresentam niveis de variacio mais reduzidos. Nos amerindios, a redugio de variagdo
no locus PI(TG)n é compativel com um estrangulamento de efectivo suficientemente
acentuado para eliminar completamente a diversidade, seguido de uma expansdo
populacional ocorrida hé cerca de 9 300 anos. Na amostra africana, apesar de se terem
registado os valores mais elevados de diversidade no locus PCI(TG)n, observou-se
uma redugdo da heterozigotia associada d linhagem mais antiga M1Ala213 no
marcador PI(TG)n, que pode ter resultado de 1) selecgdo num locus flanqueante ou 2)
enviezamentos no processo mutacional do microssatélite, conducentes a um equilibrio
caracterizado por uma distribuicdo estivel. Ao contririo do microssatélite mais
distante PCI{TG)n, a variagdo alélica em PI(TG)n reflecte distintas fases de
recuperagdo mutacional da diversidade, associadas a niveis considerdveis de
diferenciac@o entre as variantes proteicas da c.l-antitripsina. As estimativas da idade
dos alelos da ol-antitripsina, baseadas na variagdo acumulada nos microssatélites,
sugerem que o alelo de deficiéncia PI*Z terd surgido hd 3 600 - 7 400 anos e se terd
dispersado no periodo Neolitico ou pés-Neolitico. Por outro lado, a observacio de que
os niveis de diversidade associados aos alelos Z na amostra portuguesa Ssao
semelhantes, ou até superiores, aos encontrados no norte da Europa indica que a
mutagdo Z pode nao ter tido origem na Escandindvia, como foi proposto com base
apenas na distribui¢do das frequéncias génicas. A idade da mutacéo S foi estimada em
8 300 - 16 300 anos e sugere que as frequéncias elevadas deste alelo na Peninsula
Ibérica ndo resultaram de deriva genética recente e que PI*S pode ter tido origem
nesta regido, tendo sido dispersado, posteriormente, através da expansido populacional

associada a recolonizagio da Europa no periodo pos-glaciar.

Para caracterizar o espectro mutacional da c1-antitripsina foram sequenciadas 36
variantes raras independentes pertencentes a 15 classes alélicas, detectadas por
focagem isoeléctrica em amostras do Pais Basco, Portugal e Sdo Tomé: I (Arg39Cys;
n=7); Slisboa (Ser47Arg; n=2); Mmalton (Phe52del; n=2); T (ArglOlHis ou
Glu264Val; n=3); M4 (Argl01His ou Asp376Glu; n=8); V (Gly148Arg; n=1); Plowell
(Asp256Val; n=1); leuskadi (Arg281del, n=1); Pdonauwoerth (Asp341Asn; n=2),
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Andlise dos padrdes de diversidade genética

Zaugsburg (Glu342Lys; n=1); QOourém (Leu353framStop376; n=1); Sio Tomé
(Pro362His; n=1); Mheerlen-2 (Pro369Leu; n=3); Mwiirzburg (Pro369Ser; n=2);
QOporto (IVS1C+1G-A; n=1). Cinco destas mutagdes foram descritas pela primeira
vez no decurso do presente trabatho: Ser47Arg, Arg281del, Pro362His, Pro369Ser e
IVS1C+1G-A. As mutagdes Serd7Arg, Arg281del e Pro362His estdo associadas a
concentrages de PI normais. A substituicio de Pro369Ser esta associada a uma
deficiéncia da proteina de 85% causada pela acumulagio intrahepitica da ol-
antitripsina. A mutagdo IVSIC+1G-A afecta o processamento normal do RNA
produzindo um alelo nulo. As restantes mutages ji tinham sido anteriormente
descritas noutras populagdes. A revisio das mutagdes no gene da ol-antitripsina
anteriormente publicadas demonstrou que, de acordo com resultados obtidos para
outros loci, os diferentes eventos mutacionais ndo estio distribuidos ao acaso. As
indels estdo concentradas na proximidade de motivos TG(A/G)(A/G)(G/T)(A/C), ou
no seio de repeticdes de mononucleotideos ou de sequéncias com motivos reiterados.
As substitui¢des nucleotidicas estio sobrerepresentadas nos dinucleotidos CpG. A
analise das relagdes genealdgicas entre diferentes variantes de PI permitiu identificar
nove coddes homoplisicos que podem ser especialmente mutdveis: 51/52, 101, 115,
148, 256, 342, 353, 362 e 369. A comparagio da sequéncia da PI com as de outras
proteinas homélogas revelou que as mutagOes patogénicas estio concentradas nos

aminodcidos mais conservados.

A historia evolutiva do grupo sanguineo FY foi analisada através do estudo da
distribui¢do da diversidade do microssatélite D1S2635, de elevada mutabilidade, nas
linhagens mais estdveis definidas pelos alelos FY*A e FY*B de Portugal e FY*O de
Sao Tomé. A anélise conjunta de polimorfismos de sequéncia encontrados na regido
flanqueante do microssatélite e de duas posigdes polimérficas descritas previamente
permitiu definir diferentes hapldtipos na regidio 5' do gene FY. De acordo com o actual
padréo de distribui¢do dos alelos FY, a maioria dos haplétipos derivados encontra-se
repartida pelos alelos FY*O ou ndo FY*O. No entanto, verificou-se que duas
linhagens derivadas sdo partilhadas por todos os alelos FY, o que mostra que os alelos
FY*O e ndo FY*O estiveram presentes numa mesma populagio ancestral antes da

fixacdo de FY*O em Africa, tendo trocado sequéncias por recombinagio ou conversao
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génica. A anilise das distribuicdes das repeticdes do microssatélite D1S2635 nos
haplétipos associados aos alelos FY sugere que as duas principais linhagens de FY*O
podem ter surgido por recorréncia da transi¢do T46-C que caracteriza este alelo. Com
base na acumulacio de diversidade no microssatélite D1S2635, calculou-se um limite
superior para a data de fixac@o do alelo FY*O em Africa de 14 700 (5 100 - 31 800)
anos. Esta estimativa é consideravelmente mais recente do que um cdlculo anterior de
33 000 anos e aproxima a data de fixacdo de FY*O das alteragdes ecoldgicas e
demograficas associadas a transi¢do Paleolitico/Neolitico e a concomitante dispersao
da maldria como uma pressio selectiva generalizada em Africa. Tendo em conta estes
resultados, € possivel que o aumento das frequéncias de FY*O iniciado no final do
Paleolitico na Africa Ocidental tenha sido amplificado pela introdugio da agricultura

tropical e facilitado pelos movimentos populacionais associados a expansdo Bantu.
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Summary

Summary

The study of genetic variation at the population level may focus either on the
evolutionary history of populations or on the history of particular genes. The analysis
of population history has led to substantial advances in the interpretation of population
relationships and major migration patterns but tends to overlook the specific properties
of each genetic marker. The characterisation of single locus variation cannot lead to an
adequate description of population history, but it allows a more detailed analysis of the
features that have shaped the present diversity in the coding regions of the human
genome. This includes the study of the variety of mutation processes, the assessment
of functional differences between alleles and its impact on disease risk, the evaluation
of the role of selection, as well as the identification of the place of origin of specific

mutations and the analysis of the forces that have influenced their subsequent spread.

This thesis is a contribution to the understanding of genetic variation in three
polymorphic genes: apolipoprotein E (APOE), ct1-antitrypsin (PI) and the Duffy blood
group (FY). The allelic variation at the APOE locus determines an important fraction
of the variability in total cholesterol levels and is associated with the risk of Alzheimer
disease, thus providing a good example of the influence of common genetic
polymorphisms in the susceptibility to non-infectious and degenerative disease. The PI
gene his highly polymorphic and has several normal alleles and several pathogenic
variants that cause protein deficiency, thus providing a model for studying the natural
history of a polymorphism. The FY blood group is associated with the resistance to
Plasmodium vivax malaria and is particularly adequate to study the impact of

infectious disease in the shaping of genetic variation.

To characterise the apolipoprotein E genetic variation, the joint distributions of
phenotypes from APOE and from a closely linked restriction site polymorphism at the
apolipoprotein C1 locus (APOC1) were studied in population samples from Portugal,
the Basque Country and Sio Tomé island (Gulf of Guinea), a former Portuguese
colony that was originally populated by imported slaves from the African mainland.

The frequencies of the APOE alleles (*2, *3 and *4) in the Iberian samples and Sio
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Tomé fitted the ranges of variation generally observed in European and African
populations, respectively. Within Sio Tomé, there were significant differences
between the APOE allele frequencies from localities in the northern and southern
regions of the island, reflecting a settlement pattern characterized by the restriction of
gene flow between the two regions. In accordance with global trends in the
distribution of human genetic variation, the European sample from Portugal presented
more intense linkage disequilibrium between APOE and APOC] than the African
sample from S. Tomé where, despite the short 5 kb distance that separates the two
loci, the level of association between the APOCI alleles and APOE*4 was non-
significant. This difference may provide a basis for understanding the heterogeneity of
disease association studies involving the APOE locus in distinct populations.
Haplotype analysis has also shown that, both in Portugal and Sdo Tomé, the strength
of linkage disequilibrium was highest for APOE*2 and lowest for APOE*4, indicating
that the origin of the APOE alleles followed a 4—3—2 pathway. Age estimates of the
APOE*2, APOE*3 and APOE*4 alleles based on the decay of linkage disequilibrium
were calculated at 109 200 (5 730 - 235 800), 575 100 (353 400 - 945 000) and more
than 1 300 000 years, respectively. These estimates indicate that all three APOE
alleles were present in a common ancestral population prior to the putative out of
Africa migration postulated by the uniregional model of modern human origins.
Moreover, both APOE*2 and APOE*3 alleles seem to be old enough to have reached

their current average frequencies under selective neutrality.

In order to investigate the natural history of the al-antitrypsin (PI) polymorphism
the levels of haplotype diversity associated with different PI alleles were assessed
through the analysis of three microsatellites located within or close to corticosteroid-
binding globulin (CBG), al-antitrypsin [PI(TG)n] and protein C inhibitor [PCI(TG)n])
loci in four populations with different historic backgrounds: Portugal, Basque
Country, Sdo Tomé and Quechua speaking Amerindians from the Peruvian Central
Andes. This survey of microsatellite diversity has revealed substantial differences in
the patterns of allelic variation both between populations and between protein variants
in the same population. In accordance with population history, the Basque and the

Amerindian samples presented overall reduced levels of microsatellite variation.
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Among the Amerindians, this reduction at the PI(TG)n locus is compatible with a
strong bottleneck effect leading to a complete reset to zero of variation followed by a
population expansion occurring 9 300 years ago. The African sample, while
presenting the highest PCI(TG)n diversity, showed a lineage specific reduction in
PI(TG)n heterozygosity within the oldest M1Ala213 variant that could have been
caused by 1) selection at a closely linked locus or 2) biases in the microsatellite
mutation process leading to a stable equilibrium distribution. Unlike the more distant
PCI(TG)n repeat, allelic variation at PI(TG)n reflected distinct phases of mutational
recovery of microsatellite diversity around different founder alleles and showed a
considerable differentiation between oul-antitrypsin protein variants. Age estimates of
ol -antitrypsin variants based on microsatellite variation suggest that the Z deficiency
allele has appeared 3 600-7 400 years ago and was spread in Neolithic or post-
Neolithic times. Moreover, the observation of levels of microsatellite diversity in Z
types from Portugal that are similar to, or even higher than those found in northern
Europe indicates that Z mutation might have not originated in Scandinavia as
proposed on the basis of gene frequencies alone. The S mutation has an older 8 300 -
16 300 years age estimation, indicating that its high frequencies in Iberia didn’t result
from a recent bottleneck and that PI*S could have been originated in this region and
dispersed by population expansions associated with postglacial recolonization in

Europe.

To characterise the mutation spectrum of cl-antitrypsin we have sequenced 36
unrelated rare variants, belonging to 15 allelic classes, which were detected by protein
isoelectric focusing in samples from the Basque Country, Portugal and Sdo Tomé: I
(Arg39Cys; n=7); Slisboa (Ser47Arg; n=2); Mmalton (Phe52del; n=2); T (ArglO1His
or Glu264Val; n=3); M4 (ArglO1His or Asp376Glu; n=8); V (Glyl48Arg; n=1);
Plowell (Asp256Val; n=1); leuskadi (Arg281del, n=1); Pdonauwoerth (Asp341Asn;
n=2); Zaugsburg (Glu342Lys; n=1); QOourém (Leu353framStop376; n=1); Sdo Tome
(Pro362His; n=1); Mheerlen-2 (Pro369Leu; n=3); Mwiirzburg (Pro369Ser; n=2);
QOporto (IVS1C+1G-A; n=1). Five mutations were reported for the first time during
the course of this work: Serd7Arg, Arg281del, Pro362His, Pro369Ser and IVS1C+1G-
A. The mutations Ser47Arg, Arg281del and Pro362His are associated with normal PI
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concentrations. The Pro369Ser substitution is associated with a 85% proteiﬁ
deficiency and causes intrahepatic ol-antitrypsin accumulation. The TVS1C+1G-A
affects normal RNA splicing and produces a null allele. All the remaining mutations
had been previously described in other populations. The review of the data on
published mutations has shown that, in accordance with the results from other loci,
mutation events are not randomly distributed in the PI gene. Indels are either
concentrated in the vicinity of TG(A/G)YA/G)G/TXA/C) motifs or within
mononucleotide runs and reiterated sequence stretches. Nucleotide substitutions are
disproportionately represented among CpG dinucleotides. The analysis of the
genealogical relations between different PI variants has led to the identification of 9
homoplasic codons that can be especially mutable: 51/52, 101, 115, 148, 256, 342,
353, 362 and 369. Sequence comparisons with PI protein homologues has shown that
pathogenic mutations are disproportionately concentrated in the most conserved

residues.

The evolutionary history of the FY blood group was approached through the
study of the distribution of the faster-mutating D152635 microsatellite polymorphism
within the more stable lineages defined by FY*A and FY*B alleles from Portugal and
FY*O alleles from Sdo Tomé. The combined analysis of microsatellite flanking
sequence variation and previously described polymorphic positions led to the
definition of different haplotypes in the 5’ region upstream the FY gene. In accordance
with the present patterns of distribution of FY alleles, most derived haplotypes were
sorted along with either FY*O or non-FY*O alleles. However, two derived lineages
were found to be shared by all FY alleles, indicating that FY*Q and non-FY*O
lineages were present in the same ancestral population and exchanged sequences
through gene conversion or recombination, prior to FY*Q fixation in Africa. The
analysis of the distributions of D1S2635 repeat sizes within the haplotypes carried by
FY alleles suggests that two major lineages linked to FY*O could have arisen by
recurrence of the T-46C transition that characterises this allele. Based on the
accumulation of D1S52635 microsatellite diversity the upper limit of the date of
fixation of FY*O in Africa was estimated at 14 700 (5 100 - 31 800) years. This

estimate is considerably more recent than a previous 33 000 years calculation and
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places the fixation date of FY*O closer to the ecological and demographic changes
associated with the Palaeolithic/Neolithic transition and to the concomitant spreading
of malaria as a generalised selective pressure in Africa. On the basis of these results, it
is possible that a selective increase of FY*O frequencies, starting in late Palaeolithic
in West Africa, was further amplified by the introduction of tropical agriculture and

followed by the dispersion of the allele during the Bantu expansion.
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Résumé

L’étude de la variation génétique au niveau populationnel peut étre centré, soit
dans 1’histoire évolutive des populations, soit dans 1’histoire de certains génes en
particulier. L’'analyse de [lhistoire populationnelle a conduit & des progres
considérables dans l'interprétation des relations entre populations et de leurs
principaux patrons de migration, mais elle a tendance 4 ne pas caractériser les
propriétés spécifiques de chaque marqueur génétique avec une profondeur suffisante.
La caractérisation de la variation & chaque locus ne peut pas conduire a une
description adéquate de I’histoire populationnelle, mais elle permet une analyse plus
détaillée des aspects qui ont déterminés 1’actuelle diversité des régions codantes du
génome humain. Ce type d’analyse comprend 1’étude de la variété des processus de
mutation, 1'évaluation des différences fonctionnelles entre les alléles et son impact
dans le risque de maladie, la caractérisation du role de la sélection, aussi bien que
I'identification du lieu d’origine de certaines mutations et I’analyse des forces qui ont

influencé leur dispersion.

Cette thése est une contribution a la compréhension de la variation génétique en
trois loci polymorphes: apolipoprotéine E (APOE), ol-antitrypsine (PI) et le groupe
sanguin Duffy (FY). La variation allélique au locus APOE est un bon exemple de
I'influence de la variation génétique commune & la susceptibilité aux maladies
dégénératives et aux maladies non-infectieuses, puisqu’elle détermine une fraction
importante de la variabilité des niveaux de cholestérol total et est associée au risque de
la maladie d’Alzheimer. Le géne PI fourni un bon modéle pour étudier I’histoire
naturelle d'un polymorphisme, puisqu’il est hautement polymorphe et a plusieurs
alleles normaux et plusieurs variantes pathologiques qui produisent un déficit de
protéine. Le groupe FY est associé a la résistance au paludisme provoqué par
Plasmodium vivax et il est particuliérement adéquat pour étudier I'impact des maladies

infectieuses dans la variation génétique.

Pour caractériser la variation génétique de I’apolipoprotéine E, les distributions

des phénotypes de APOE et d’un site de restriction polymorphe du locus de
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I"apolipoprotéine C1 (APOCI), étroitement lié 3 APOE, ont été étudiés dans les
populations du Portugal, du Pays Basque et de I'fle de Sdo Tomé (Golfe de Guinée),
une ancienne colonie portugaise qui a été peuplée par des esclaves importés des cotes
voisines d’Afrique. Les fréquences des alleles de APOE (*2, 3 et 4) dans les
populations Ibériques et de Sdo Tomé sont comprises dans les intervalles de variation
observés en Europe et en Afrique, respectivement. A Sio Tomé, les fréquences des
alleles de APOE dans les villages du nord et du sud de I'ile sont significativement
différentes et reflétent un patron de peuplement caractérisé par la restriction des
¢changes génétiques entre les deux régions. En accord avec la tendance globale de
distribution de la variation génétique humaine, I’échantillon européen du Portugal a
montré un plus fort déséquilibre de liaison entre APOE et APOCI que I’échantillon
Africain de Sdo Tomé ou, malgré la petite distance de 5 kb qui sépare les deux loci, le
niveau d’association entre les alléles de APOC1 et APOE*4 n’est pas significatif.
Cette différence peut expliquer ’hétérogenité des études d’association entre le locus
APOE et différentes maladies dans plusieurs populations. L’analyse haplotypique a
aussi montré que, dans les échantillons du Portugal et de Sdo Tomé, le déséquilibre de
liaison est plus fort pour APOE*2 et plus faible pour APOE*4, ce qui indique que
I'origine des alléles de APOE a suivi ’ordre 4—53—2. Les dges des alléles APOE*2,
APOE*3 et APOE*4, calculé a partir des intensités du déséquilibre de liaison, ont été
estimés a 109 200 (5 730 - 235 800), 575 100 (353 400-945 000) et plus de 1 300 000
années, respectivement. Ces valeurs indiquent que les trois alléles dehors étaient
présents dans une population ancestrale commune avant 1’hypothétique migration en
d’Afrique proposée par le modéle unirrégional de 1’ origine de 1'Homme Moderne. En
plus, les dges calculés suggérent que les alleles APOE*2 et APOE*3 sont
suffisamment anciens pour atteindre leurs fréquences moyennes actuelles en condition

de neutralité sélective.

Afin de caractériser I’histoire naturelle du polymorphisme de 1’al-antitrypsine,
les niveaux de diversité haplotypique associés aux différents alléles de PI ont été
évalués par I'analyse de trois microsatellites localisés prés des loci de la globuline de
transport des corticostéroides (CBG), de 1" al-antitrypsine [PI(TG)n] et de I’inhibiteur

de la protéine C [PCI(TG)n] pour quatre populations avec différentes histoires:
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Portugal, Pays Basque, Sdo Tomé et amérindiens parleurs du Quechua des Andes
centrales du Pérou. L’étude de la diversité des microsatellites a révélé d’importantes
différences dans les patrons de variation, soit entre populations, soit entre variants
protéiques de la méme population. En accord avec I'histoire des populations, les
échantillons basque et amérindien ont présenté un niveau global de diversité plus
réduit. Chez les amérindiens, au locus PI(TG)n, cette réduction est compatible avec un
fort bottleneck génétique conduisant 3 la perte compléte de variation, suivie d’une
expansion populationnelle il y a 9 300 années. L’échantillon africain a présenté des
niveaux plus hauts de diversité au locus PCI(TG)n, mais a subi une réduction
d’hétérozygotie pour I'alléle plus ancien M1Ala213 qui peut étre causée par 1) la
sélection dans un locus voisin ou par 2) les particularités du processus de mutation qui
pourraient conduire & une distribution d’équilibre stable. Contrairement au locus PCI-
(TG)n plus éloigné, la variation allélique du microsatellite PI-(TG)n est associée a
différentes phases de récupération mutationnelle de la diversité et est caractérisée par
une différenciation considérable entre les alléles de I’atl-antitrypsine. Les estimations
de I’dge des alléles de 1’cl-antitrypsine, basées sur la variation des microsatellites,
suggerent que I alléle de déficit Z est né il y a 3 600 - 7 400 années et que sa
dispersion date de la période Néolithique ou post-Néolithique. Le fait que les niveaux
de diversité des alléles Z du Portugal et du nord de I'Europe sont équivalents indique
que la mutation Z n’est pas originaire de Scandinavie comme on 1’a proposé en tenant
compte seulement de la distribution des fréquences de I’allele. L’age de la mutation S
est estimé 2 8 300-16 300 années ce qui indique que les plus hautes fréquences de
PI*S observées en Ibérie ne sont pas dues i un bottleneck récent et que I’alléle peut
gtre apparu dans cette région et avoir été dispersé par les expansions populationnelles

associées a la recolonisation de 1’Europe aprés le dernier climax de glaciation.

Afin de caractériser le spectre des mutations de I’ cl-antitrypsine, on a séquencé
36 produits géniques rares et indépendants, appartenant a 15 classes alléliques qui ont
été détectées par focalisation isoélectrique des protéines dans des échantillons du Pays
Basque, du Portugal et de Sao Tomé : I (Arg39Cys; n=7); Slisboa (Ser47Arg; n=2);
Mmalton (Phe52del; n=2); T (ArglO1His ou Glu264Val; n=3); M4 (Argl01His ou
Asp376GluVal; n=8); V (Glyl48Arg; n=1); Plowell (Asp256Val; n=1); Ieuskadi
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(Arg281del, n=1); Pdonauwoerth (Asp341Asn; n=2); Zaugsburg (Glu342Lys; n=1),
QOourém (Leu353framStop376; n=1); Sdotomé (Pro362His; n=1); Mheerlen-2
(Pro369Leu; n=3); Mwiirzburg (Pro369Ser; n=2); QOporto (IVS1C+1G-A; n=1). Cinq
mutations ont €té rapportées pour la premiére fois pendant la réalisation du travail:
Serd7Arg, Arg28ldel, Pro362His, Pro369Ser et IVS1C+1G-A. Les mutations
Serd7Arg, Arg281del et Pro362His sont associées 4 des concentrations normales de
PL La substitution Pro369Ser est associée 4 un déficit de protéine de 85% et cause
'accumulation intra-hépatique de 1'ol-antitrypsine. La mutation IVS1C+1G-A
perturbe la maturation du RNA et produit un alléle nul. Toutes les autres mutations ont
€té décrites antérieurement. La révision des mutations publiées a montré que, en
accord avec les résultats d’autres loci, les mutations ne sont pas distribuées au hasard
dans le géne de PIL Les indels se trouvent prés des motifs TG(A/G)A/G)G/T WA/C)
ou dans les répétitions de mononucléotides et dans d’autres séquences répétitives. Les
substitutions de nucléotides sont surreprésentées dans les dinucléotides CpG.
L’analyse des relations généalogiques entre les différents variants de PI a permis
I'identification de 9 codons homoplasiques qui peuvent étre spécialement mutables :
51752, 101, 115, 148, 256, 342, 353, 362 et 369. Les comparaisons avec les séquences
homologues ont montrés que les mutations pathogeniques sont beaucoup plus

fréquentes dans les aminoacides plus conservés.

L’histoire évolutive du groupe sanguin FY a été étudiée i travers 1’analyse de la
distribution du polymorphisme du microsatellite D1S2635, qui a un taux de mutation
élevé, parmi les lignées plus stables définies par les alléles FY*A et FY*B du Portugal
et par I'alléle FY*O de Sdo Tomé. L’analyse combinée de la variation de séquence
dans les régions flanquantes du microsatellite et au niveau des positions polymorphes
déja connues a permis la définition de différents haplotypes dans la région 5’ voisine
du géne FY. En accord avec les patrons actuels de distribution des alléles FY, la
plupart des lignées dérivées sont associées, soit avec 1'alléle FY*O, soit avec les
alleles non FY*O. Cependant, deux haplotypes dérivés sont partagés par tous les
alleles FY, ce qui indique que les lignées FY*O et non FY*O étaient présentes dans
la méme population ancestrale et qu’elles ont échangées des séquences par conversion

génique ou recombinaison, avant la fixation de FY*O en Afrique. L’analyse des
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distributions du nombre de répétitions du locus D1S2635 parmi les haplotypes
associés aux différents alléles FY suggére que les deux principaux haplotypes de
FY*O ont pu apparaitre par récurrence de la transition T-46C, caractéristique de
I'alléle FY*O. L’accumulation de diversité au microsatellite DIS2635 a pu étre
utilisée pour établir une limite supérieure de I'age de fixation de FY*O en Afrique qui
a été estimée a 14 700 (5 100 - 31 800) années. Cet age est plus récent que la valeur de
33 000 années proposée antéricurement et place la fixation de FY*O plus proche des
altérations écologiques et démographiques associées a la transition du
Paléolithique/Néolithique et de la généralisation de la pression sélective du paludisme.
Dans le cadre de ces résultats, il est possible que I'augmentation sélective des
fréquences de FY*O, a commencé & la fin du Paléolithique dans 1'Afrique
Occidentale, et a été amplifiée par I'introduction de I’agriculture tropicale et suivie par

une plus grande dispersion pendant 1’expansion Bantou.
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Introducdo Geral

Os recentes progressos tecnoldgicos registados na drea da biologia molecular e 0
desenvolvimento do Projecto do Genoma Humano conduziram a um aumento sem
precedentes da precisio com que a variagio genética da nossa espécie pode ser
descrita e interpretada.

Hoje em dia, é possivel utilizar, com relativa facilidade e um elevado grau de
automatizacio, vdrios tipos de polimorfismos de DNA altamente informativos,
localizados em diferentes regides do genoma, com diferentes categorias de variagdo de
sequéncia e distintas taxas de mutagdo. Estes polimorfismos tém sido fundamentais
para a andlise de um grande nimero de questdes em dreas de investigagdo muito
diversas, que vdo desde as ciéncias biomédicas, a genética evolutiva e a
antropogenética ou a genética forense (Przeworski et al., 2000; Risch, 2000; Roses,
2000; Jorde et al., 2001).

Apesar desta amplitude, podem-se distinguir, no que respeita aos estudos
centrados na genética das populagdes, pelo menos dois grandes grupos de abordagens
da diversidade humana (Livingstone, 1991; Bertranpetit, 2000). Na primeira dessas
abordagens, procura-se analisar as implicagdes evolutivas dos actuais padrdes de
variabilidade usando os diferentes tipos de marcadores genéticos para reconstruir a
histéria das populagdes humanas. Numa fase inicial, a maior parte destes estudos
baseou-se apenas na distribui¢do das frequéncias dos alelos de loci independentes, sem
que houvesse informagdo disponivel sobre as relages genealdgicas entre as diferentes
formas alélicas (Cavalli-Sforza et al., 1994; Templeton, 1996; Avise, 2000). Mais
recentemente, tem-se privilegiado a investigacdo da distribuigdo geogrifica de
haplétipos (ou linhagens) definidos por locais polimérficos adjacentes, cujas relagdes
evolutivas podem ser reconstituidas, de tal modo que é possivel incorporar principios
da andlise filogenética interespecifica na interpretacio da microevolugdo das
populacdes de uma mesma espécie (Avise, 2000). Este tipo de andlise, correntemente
designado por filogeografia (Avise, 2000), comegou por se alicergar nos resultados do
estudo de locais polimérficos do DNA mitocondrial (mtDNA) e, posteriormente, do
cromossoma Y, devido 4 auséncia de recombinacgdo e a relativa simplicidade da
inferéncia haplotipica associada ao modo transmissdo uniparental destas regides do
genoma (Jorde er al., 1998). No entanto, o interesse crescente na ressequenciagdo de

segmentos do DNA autossémico tem permitido alargar o &mbito dos estudos
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filogeogrificos a um nimero cada vez maior de loci situados em diferentes
cromossomas (Przeworski et al., 2000; Jorde et al., 2001).

Em conjunto, os resultados obtidos com diferentes tipos de polimorfismos de
DNA permitiram esclarecer muitas questdes importantes sobre a origem e evolugio
das populagGes humanas e, apesar de ainda persistirem diferengas na interpretagio das
causas dos padrdes observados (Relethford, 2001), é inegdvel que as relagdes
histéricas entre vdrias populagdes ji se encontram relativamente bem estabelecidas.

Um dos principios fundamentais dos estudos sobre a evolugdo das populages é o
de que as inferéncias se devem alicerar na andlise combinada do maior nimero
possivel de sistemas genéticos, geralmente localizados em regides ndo codificantes, de
modo a evitar os enviezamentos associados ao comportamento individual de cada
locus e assegurar que os efeitos da selecgdo ndo interferem com o pressuposto de
neutralidade selectiva com base no qual as principais conclusdes sio estabelecidas
(Livingstone, 1991; Cavalli-Sforza et al., 1994). Neste contexto, os resultados obtidos
podem ser considerados tendéncias médias em que as propriedades especificas de cada
locus ndo tém de ser conhecidas com detalhe.

Pelo contrdrio, no segundo tipo de abordagem da diversidade humana
privilegiam-se as andlises locus a locus e, em vez de se reconstruir a histéria das
populagdes, procura-se fazer a caracterizagdo pormenorizada de cada gene com o
objectivo de elucidar a histéria natural da variagdo observada. Por motivos ébvios, a
maior parte destes estudos é realizada em regides funcionalmente relevantes do
genoma, em particular nos loci cuja variagdo alélica estd associada a doengas
hereditérias ou a susceptibilidade a patologias de determinismo multifactorial. Nestes
casos, € dada especial énfase as diferencas funcionais associadas aos vdrios alelos e
influéncia da diversidade genética no desenvolvimento de doengas e na
heterogeneidade da resposta a riscos ambientais (Bertranpetit e Calafell, 1996; Hill e
Motulsky, 1999; Tishkoff e Williams, 2002). As anélises da distribui¢do geogréfica da
variacdo alélica sio muitas vezes acompanhadas da tentativa de determinar a origem e
a idade das diferentes mutacdes e de identificar os factores que condicionam a sua
frequéncia e dispersio, incluindo a pesquisa de correlagdes com varidveis ambientais e
a ponderagdo de possiveis efeitos selectivos (Lewontin, 1991; Bertranpetit e Calafell,

1996, Weiss, 1996, Barbujani, 2000). Adicionalmente, em particular nos loci
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envolvidos em doengas de determinismo simples, hd a preocupacio de identificar o
maior nimero possivel de mutagdes, a fim de esclarecer os principais mecanismos de
mutagénese e caracterizar as relacOes entre a estrutura e funcdo de cada produto
génico (Cooper et al., 1995).

Como € evidente, as duas perspectivas da diversidade genética sdo
complementares. O conhecimento da histéria das populagdes é uma condi¢do
necessaria a interpretacdo dos padrdes de heterogeneidade geografica observados em
cada locus individualmente considerado. Sem esse conhecimento, ndo é possivel
avaliar se as distribui¢des dos alelos dos genes estudados sdo condicionadas por
factores histérico-demogrificos ou se, pelo contrdrio, estao dissociadas da tendéncia
média observada e resultam de particularidades dos mecanismos mutacionais ou da
accdo da selecgdao (Barbujani, 2000). Por outro lado, a estrutura genética das
populagdes pode influenciar o grau da associagdo entre variacdo alélica e patologia.
Actualmente, hd mesmo um debate importante sobre a utilidade relativa de populagoes
com diferentes histérias evolutivas para a identifica¢do de loci associados a doengas
de determinismo genético simples ou complexo (Jorde, 2000; Jorde et al., 2001,
Tishkoff e Williams, 2002).

Por sua vez, os estudos locus a locus, apesar de terem um cardcter monografico,
podem contribuir para abordar questdes de 4ambito geral relacionadas com a estrutura e
evolugdo das populagdes humanas. A andlise das propriedades dos espectros
mutacionais, por exemplo, permite definir modelos de mutacdo e estimar parimetros
que sdo usados para calcular distdncias genéticas e calibrar relégios moleculares (Nei,
1987; Krawczak e Cooper, 1996). No estudo de loci com interesse clinico, a elevada
intensidade de amostragem num grande nimero de popula¢Ges permite documentar a
diversidade genética com um detalhe poucas vezes alcangado, o que facilita a analise
da dispersdo de alelos raros, relativamente recentes, que nem sempre sio incluidos em
comparacOes globais da diversidade humana (Bertorelle e Rannala, 1998). Por dltimo,
o estudo detalhado de cada locus € fundamental para determinar o grau de
concordancia dos resultados obtidos com virios marcadores genéticos e identificar as
causas de possiveis discrepincias entre reconstrucSes da histéria das populacdes
baseadas em diferentes tipos de polimorfismos (Barbujani, 2000; Przeworski et al.,
2000; Jorde et al., 2001).
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O trabalho desenvolvido nesta tese insere-se no dmbito das andlises locus a locus
e pretende contribuir para o melhor entendimento dos actuais padrdes de diversidade
genética de trés loci polimérficos: apolipoproteina E (APOE), ol-antripsina (PI) e
grupo sanguineo Duffy (FY). A tese estd dividida em trés partes que correspondem a
cada um dos polimorfismos estudados e incluem resultados de artigos ja publicados ou
aceites para publicagio.

Para além da sua importéncia especifica, estes polimorfismos permitem ilustrar a
utilidade do estudo aprofundado de regides funcionalmente relevantes do genoma para
caracterizar o contexto evolutivo da variabilidade genética das populacdes humanas e
elucidar os factores que condicionam a frequéncia e distribuicdo geogrifica das
mutagOes responsédveis por essa variabilidade. A varia¢do alélica da APOE, determina
uma frac¢do importante dos niveis de colesterol e estd associada ao risco de doenca de
Alzheimer, pelo que este locus é um bom exemplo da influéncia que um polimorfismo
pode ter na predisposi¢do a doengas cronicas de determinismo complexo. O gene da
PI, com virios alelos normais e alelos patogénicos que causam a deficiéncia da
proteina, € um excelente modelo para estudar a histéria natural de um polimorfismo e
entender os mecanismos envolvidos na origem e dispersio das mutagdes que
provocam doencas hereditdrias. O grupo sanguineo FY est4 associado 3 resisténcia a
maldria provocada por Plasmodium vivax e permite estudar a importincia dos agentes
infecciosos como factores selectivos que influenciam a distribuicio da diversidade

genética.
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Introducgdo

A apolipoproteina E (APOE) é uma glicoproteina polimérfica que se associa aos
quilomicra e as lipoproteinas de tipo VLDL (very low density lipoproteins) e HDL
(high density lipoproteins) e promove a remogao destas particulas do plasma através
da ligacdo a receptores celulares de superficie (Kamboh, 1995; Mahley e Rall, Jr.,
2000). A proteina ¢ também o principal veiculo de transporte de lipidos no fluido
cerebroespinal e intervém ainda nos processos de regeneragdo do tecido nervoso, na
regulagdo imunoldgica e na modulagio do crescimento e diferenciagio celulares (Siest
et al., 1995; Mahley e Rall, Jr., 2000).

A APOE constitui, juntamente com outros nove tipos de apolipoproteinas, uma
familia de moléculas que apresentam semelhangas estruturais assinaldveis e cujos
genes terdo divergido a partir de um ancestral comum com mais de 680 milhdes de
anos através de processos de duplicagdo e translocagdo (Li ef al., 1988). Do ponto de
vista funcional, a participagdo no metabolismo dos lipidos constitui o principal
denominador comum das apolipoproteinas, embora se registem diferencas importantes
no tipo de particula lipoproteica a que cada molécula se liga e no modo como cada
uma interfere no processo. A unidade funcional destas proteinas ¢ ilustrada pela
atencdo crescente que vem sendo dedicada a influéncia da sua variagdo genética no
risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares (Kardia et al., 1999; Mahley e
Rall, Jr., 2000).

Embora a maioria dos genes das apolipoproteinas se situe em diferentes regides
do genoma, o locus da APOE constitui, juntamente com os [oci das apolipoproteinas
CI (APOCI), CII (APOCII) e CIV (APOCIV) e um pseudogene de APOCI (APOCT),
um agrupamento génico sinténico que ocupa uma regido de ~ 44 kb no cromossoma
19q13.2 (Figura. 1.1). De entre as apolipoproteinas que se encontram ligadas 4 APOE,
a apolipoproteina CIV (APOCIV) ¢é a que foi descrita mais recentemente € a sua
estrutura foi deduzida a partir da identificagdo do gene correspondente, por nio se
terem encontrado vestigios de proteina circulante (Jong et al, 1999). E assim
improvavel que esta proteina tenha um papel relevante no metabolismo dos lipidos
(Jong et al., 1999). A apolipoproteina C-II liga-se aos quilomicra e as particulas
lipoproteicas VLDL e actua como cofactor da lipase das lipoproteinas (LPL) que
hidrolisa os triglicerideos e liberta os acidos gordos que sdo absorvidos pelos tecidos

(Bowman, 1992). A apolipoproteina CI liga-se preferencialmente as particulas VLDL
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117 kb

APOCIV APOCI

Figura I.1- Agrupamento génico das apolipoproteinas na regido cromossomica
19q13.2. As distancias intergénicas estdo de acordo com a descrigdo de Jong et al.
(1999), e com a sequéncia disponivel do cromossoma 19 (Genbank Accession n°
NT_011109).

e HDL e é um cofactor da acil-transferase de lecitina/colesterol (LCAT) que promove
a esterificagdo do colesterol durante o transporte reverso dos tecidos periféricos para o
figado (Smit ef al., 1988; Jong ef al., 1999).

O locus da APOE apresenta, na maioria das populagdes humanas, trés produtos
génicos comuns que diferem na sua composigdo em arginina (Arg) e cisteina (Cys)
nas posigGes 112 e 158 das respectivas cadeias polipeptidicas (Rall, Ir. et al., 1982b):
APOE*2 (Cys112-Cys158), APOE*3 (Cys112-Argl58) e APOE*4 (Argl12-Argl58).
Estes alelos tém diferentes capacidades de ligagdo aos receptores celulares e
influenciam de forma significativa a variagdo interindividual dos niveis de colesterol
no plasma. Em média, calcula-se que a variagdo alélica da APOE determine cerca de 5
a 10% da variagdo total nos niveis de colesterol em populagdes de origem europeia
(Sing e Davignon, 1985; Boerwinkle ef al., 1987; Davignon et al., 1988).

O produto génico APOE*2 tem uma capacidade de ligagdo correspondente a
apenas 2% do normal e a sua ocorréncia em homozigotia ¢ uma condi¢do necessaria,
mas ndo suficiente, para o desenvolvimento da hiperlipidémia de tipo III, que se
caracteriza pela elevagdo dos niveis de colesterol devido a persisténcia de particulas
VLDL em circulagdo (Mahley e Rall, Jr., 2000). Como apenas cerca de 10% destes
homozigdticos acabam por manifestar a doenga, € necessaria a presenga de outros
factores, genéticos e/ou ambientais, para que haja progressio da patologia (Mahley e
Rall, Jr., 1995). Na auséncia destas contribui¢des adicionais, o alelo APOE*2 esta
associado a um decréscimo efectivo da concentragdo de colesterol total e é o alelo

APOE*4 que esta ligado a um aumento significativo dos niveis deste factor de risco de
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doencas cardiovasculares (Davignon er al., 1988; Kardia er al., 1999; Mahley e Rall,
Jr., 2000).

Para além do envolvimento no metabolismo dos lipidos e nas patologias que lhe
estdo associadas, o polimorfismo da APOE é um dos principais factores genéticos de
susceptibilidade as formas comuns de manifestag@o tardia da doenga de Alzheimer
(Petersen et al., 1996; Selkoe, 2001). O alelo APOE*4 esta associado a um claro
aumento do risco de doenga e a antecipagdo dos seus sintomas, ¢ este efeito € mais
pronunciado nos homozigéticos que nos heterozigéticos (Corder et al., 1993,
Strittmatter et al., 1993). O alelo APOE*2, pelo contrério, parece conferir protecgdo
contra o desenvolvimento da patologia (Corder e al., 1994).

A associagdo entre a variagdo alélica na APOE e a doencga de Alzheimer, ou as
patologias do metabolismo lipidico, tem sido considerada um caso exemplar de
predisposi¢do genética as doencas cronicas de determinismo complexo, comuns na
espécie humana (Kardia et al., 1999; Martin et al., 2000; Roses, 2000). Por esta razio,
a APOE é uma das apolipoproteinas mais bem estudadas e o seu polimorfismo estd
documentado num grande nidmero de populacdes. Embora haja uma significativa
varia¢do geogrifica nas frequéncias génicas, verifica-se que APOE*3 € o alelo mais
comum em todas as populagdes analisadas e APOE*2 o alelo mais raro (Kamboh,
1995). Em muitos estudos realizados em diferentes populagdes foi possivel replicar a
tendéncia para um aumento dos riscos de patologia associados a APOE*4 e, em
determinadas regides, observaram-se correlagdes positivas entre as diferengas
interpopulacionais na prevaléncia de algumas patologias e a variagdo na frequéncia do
alelo. Por exemplo, na Europa observa-se uma associag@o entre o aumento gradual da
frequéncia de APOE*4 com a latitude e a elevagdo da prevaléncia das doengas
cardiovasculares nos paises nordicos (Lucotte et al., 1997; Kardia et al., 1999). No
entanto, apesar destas correlacdes, também se verificou que hd uma grande
variabilidade interindividual e interpopulacional nos riscos correspondentes a cada
gendtipo e que a intensidade das associagOes pode variar consideravelmente de
populagio para populagio (Kardia et al., 1999; Fullerton et al., 2000; Nickerson et al.,
2000). Esta variabilidade mostra que a influéncia do polimorfismo da APOE depende
de multiplos factores ambientais e da composi¢do genética das populacdes em outros

loci (Kardia et al., 1999; Fullerton et al., 2000).
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Em contraste com a abundincia de estudos centrados apenas no locus da APOE, a
investiga¢do da variagdo haplotipica associada aos seus alelos mais comuns tem sido
reduzida e limitada a um nimero relativamente pequeno de populagdes (Fullerton et
al., 2000). Este tipo de andlise pode, no entanto, revelar-se fundamental para a
interpretacao da relacdo entre a variacdo genética da APOE e diferentes patologias,
uma vez que € possivel que as associacOes observadas sejam modificadas pelos niveis
de desequilibrio gamético com mutacdes de outros loci (Templeton, 1995). E o caso,
por exemplo, das mutacdes recentemente descritas em regides reguladoras da
expressdo do locus da APOE, que podem influenciar significativamente os niveis de
sintese dos seus produtos génicos (Mui et al., 1996, Artiga ef al., 1998; Bullido et al.,
1998; Lambert et al., 1998).

Outra das questdes importantes relacionadas com o polimorfismo da APOE, e
com a epidemiologia das doencas a ele associadas, consiste na interpretacdo do
significado evolutivo das distribui¢cdes de frequéncias dos seus principais alelos e na
identificagdo dos factores que determinaram a sua origem e dispersdo geografica. Para
tal, € fundamental estabelecer as relacées filogénicas entre esses alelos e conhecer a
respectiva antiguidade, dado que a idade das mutagdes que lhes deram origem é um
pardmetro crucial a ter em conta na ponderagdo dos processos que podem ter
influenciado os actuais padrdes de diversidade genética (Clark, 1999; Fullerton e? al.,
2000; Mabhley e Rall, Jr., 2000).

Os alelos APOE*3 e APOE*4 tém sido alternativamente considerados as formas
ancestrais do polimorfismo da APOE com base em diferentes critérios. A frequéncia
mais elevada de APOE*3 e a possibilidade de ele originar as variantes APOE*2 e
APOE#*4 através de um unico passo mutacional nos coddes 112 e 158,
respectivamente, constituem os principais argumentos favordveis a hipdtese de que
este alelo seria 0 mais antigo (Figura 1.2 A) (Rall, Jr. et al., 1982a; Mahley e Rall, Jr.,
2000). Pelo contrario, a presenga de residuos de Arg nas posigdes 112 e 158 das
proteinas homoélogas de Primatas ndo humanos sugere que, apesar de ocorrer em
frequéncias mais baixas, APOE*4 pode representar a forma alélica primitiva (Figura
1.2 B) (Hixson et al., 1988; Hanlon e Rubinsztein, 1995). No entanto, a possibilidade

de esta situagio se poder dever a uma reparticio de linhagens alélicas de um
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A B
APQE*2
APOE*2 APOE*4
T Arg158-4Cys
Argis8—=Cys Cysl12—Arg APOE*3
APOE*3 Argl12—Cys
APOE*4

Figura L2- Hipdteses alternativas sobre a filogenia dos alelos da APOE. A-
Assumindo APOE*3 como o alelo ancestral. B- Assumindo APOE*4 como a forma
alélica mais primitiva.

polimorfismo ancestral, anterior & divergéncia das espécies comparadas, ou &
ocorréncia de mutagdes paralelas (Clark, 1997; Hacia et al., 1999), implica que as
relagdes filogenéticas entre os alelos de APOE devam ser confirmadas com outro tipo
de evidéncia.

A identificacio da filogenia dos alelos da APOE estd intimamente ligada a
avaliagdio do impacto relativo da selecgdo natural e dos factores historico-
demograficos na sua actual distribui¢do geografica. Em principio, considera-se que se
APOE*3 for o alelo mais antigo, a distribui¢ao global das frequéncias génicas pode ter
resultado inteiramente de factores demogréificos, uma vez que em condi¢bes de
neutralidade o alelo mais comum €, normalmente, o ancestral (Watterson e Guess,
1977, Clark, 1997, Hacia et al., 1999). Inversamente, a hipétese de que APOE*4 € o
alelo mais antigo tem sido associada a necessidade de invocar mecanismos selectivos
que justifiquem o aumento da frequéncia de APOE*3 e a diminui¢do da frequéncia de
APQE*4 (Fullerton ez al., 2000; Mahley e Rall, Jr., 2000). A razoabilidade da hipétese
selectiva depende, contudo, da idade absoluta das mutagSes caracteristicas de cada
alelo e do intervalo de tempo que decorreu entre a sua origem. Por exemplo, se
APOE*4 for suficientemente antigo, é natural que a sua frequéncia esteja a decrescer a
partir de um estado anterior em que o alelo estava fixado sem que seja necessério
invocar a accdo da selecg¢do (Kimura, 1983).

No trabalho que agora se apresenta, analisa-se a evolugido do polimorfismo da
APOE através da caracterizagio da sua diversidade haplotipica em diferentes

populagdes e da datagdo dos seus alelos com base nos niveis de desequilibrio gamético
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que lhes estdo associados. Os resultados iniciais desta abordagem foram publicados no

artigo 1, que € apresentado apés uma discussdo mais alargada que integra novos dados

obtidos posteriormente.
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Resultados e Discussdo

2.1 Variagio alélica no locus APOE

A variagdo alélica no locus APOE foi estudada em individuos ndo
aparentados provenientes das populagdes de Sdo Tomé e Principe, Portugal e Pais
Basco. Na populagio de Sdo Tomé e Principe, foram analisados dois conjuntos
independentes de amostras. O primeiro conjunto engloba cerca de 60% de individuos
residentes na Cidade de Sdo Tomé (capital do pais) e 40% de residentes em
localidades situadas no norte da ilha de Sdo Tomé (Figura 1.3). Este conjunto,
designado por “Sdo Tomé-Norte”, foi estudado previamente no artigo 1. O segundo
conjunto é constituido por individuos provenientes de diferentes comunidades situadas
na costa leste da ilha de Sdo Tomé, incluindo a cidade capital (Figura. 1.3). Em
Portugal, a principal amostra é constituida por individuos nascidos na érea urbana do
distrito do Porto, tendo-se incluido, adicionalmente, os resultados obtidos na
localidade rural de Ribeira de Pena (distrito de Vila Real), que foi analisada no 4mbito

de uma colaboragdo num estudo longitudinal de avaliagdo do perfil lipidico daquela

Sio Tomé

Cidade
de S. Tomé

@7 Santana

Ribeira Afonso

S. Joido dos Angolares

Figura L.3- Locais de amostragem na ilha de Sio
Tomé. A 4rea a sombreado corresponde o conjunto
designado por Sio Tomé-Norte. Os pontos a vermelho
indicam as diferentes comunidades da costa leste da
ilha.
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populagdo. A amostra do Pais Basco ¢ constituida por individuos residentes nas
provincias da Biscaia e Guipuzcoa com oito ancestrais de apelido Basco e quatro avos
nascidos em territorio Basco.

As distribuigoes de frequéncias no distrito de Porto e no Pais Basco (Tabela 1.1)
sdo semelhantes as encontradas noutras amostras do sul da Europa e enquadram-se no
gradiente Norte-Sul de decréscimo das frequéncias de APOE*4 e aumento das
frequéncias de APOE*3 previamente observado neste continente (Figura 1.4) (Lucotte
et al, 1997). No entanto, verificou-se que na amostra do Pais Basco ndo ha
conformidade com o formalismo de Hardy-Weinberg devido a um défice de
heterozigoticos, o que sugere a possivel ocorréncia de subestruturagdo no seio desta
populagdo ou a inadequagdo do esquema amostral que foi seguido. Na amostra rural
de Ribeira de Pena observou-se uma distribuigdo significativamente diferente das duas
anteriores, com um aumento das frequéncias de APOE*2 ¢ APOE*4. Esta diferenca
indica que, mesmo no seio de sociedades industrializadas, ¢ ainda possivel detectar

vestigios de microdiferenciagdo em nucleos populacionais mais isolados e periféricos.

Tabela I.1- Distribuigdo das frequéncias dos alelos de APOE nas duas amostras
Portuguesas ¢ no Pais Basco.

Portugal Ribeira de Pena P. Basco
APOE (N"=149) (N=55) (N=92)
2 0,044+0,012 0,091+0,027 0,038+0,014
*3 0,882 £0,019 0,791+0,039 0,918+0,020
*4 0,074+0,015 0,118+0,031 0,043+0,015
HW® p=0,424+0,001 p=0,796+0,002 p=0,002+0,000

* Nimero de individuos.
" Probabilidades correspondentes ao teste exacto do equilibrio de Hardy-Weinberg
disponibilizado no programa ARLEQUIN (Schneider et al., 1997).
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M APOE*2 B APOE*3 [JAPOE*4

Figura 1.4 - Distribui¢fio das frequéncias dos alelos de APOE no
continente Europeu de acordo com o presente trabalho e Lucotte ef al.
(1997).

Na ilha de Sdo Tomé (Tabela 1.2) observou-se uma notdvel variagdo nas
frequéncias de APOE calculadas em diferentes localidades, com 40% (6/15) das
comparagdes entre amostras a revelarem valores significativos de diferenciagdo
(Tabela 1.3). As frequéncias observadas na regiio Norte (“Sdo Tomé-Norte” e
Trindade) enquadram-se no intervalo de variagdo definido pela maioria das
populagdes do continente africano onde, apesar das diferencas interétnicas, a
frequéncia média de APOE*4 ¢é superior a registada na Europa (Zekraoui et al., 1997)
(Figura 1.5). Nas amostras do sul da ilha (S3o Jodo dos Angolares ¢ Ribeira Afonso), a
frequéncia média de APOE*4 (0,443) € superior em cerca de 70% a encontrada no
Norte (0,255) e representa um dos valores mais elevados alguma vez registados nas
populagdes até agora estudadas (Sandholzer et al., 1995, Zekraoui ef al., 1997). Em
Africa, apenas a amostra de Pigmeus estudada por Zekraoui et al. (1997), e a
populagio de Khoi-San analisada por Sandholzer et al, (1995) exibem valores
semelhantes (0,41 e 0,37, respectivamente). As amostras da Cidade de S3o Tomé ¢ de
Santana apresentam frequéncias intermédias, a que também correspondem valores

intermédios de probabilidade de diferenciagdo (Tabelas 1.2 e L3).
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B APOE*2 |l APOE*3 [] APOE*4

Figura L5- Distribui¢do das frequéncias dos alelos de APOE no
continente Africano de acordo com o presente trabalho e Zekraoui et
al. (1997).

A sobreposigdo entre as diferengas de frequéncia de APOE e a posigdo geografica
relativa das amostras de S#o Tomé (Figura 1.3) é ilustrada no ordenamento produzido
na Figura 1.6, em que é evidente a presen¢a de dois grupos extremos, constituidos
pelas amostras do Norte e do Sul, e de um grupo intermédio que inclui a amostra de
Santana e a populagio mais cosmopolita da Cidade de Sdo Tomé.

Esta microdiferenciagio pronunciada ao longo de um percurso de apenas 50 Km
da costa oriental da Tlha de Sio Tomé podera ser explicada pelas caracteristicas do
povoamento de Sdo Tomé durante a sua colonizagdo com escravos trazidos das costas
africanas adjacentes a partir do inicio do século XVI. Durante este processo, € até ao
século XIX, as regides do sudeste da ilha ndo foram afectadas pela instalagio de
plantagdes de cana do aglicar e foram povoadas por comunidades de africanos livres,
mais tarde designados por angolares (Tenreiro, 1961). Segundo a tradigdo oral, as
comunidades angolares, onde se fala um tipo de crioulo mais influenciado por
dialectos Bantu do que no resto da ilha (Hagemeijer, 1999), teriam sido fundadas por

sobreviventes do naufrigio de um navio negreiro proveniente de Angola, em meados
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Figura 1.6- Ordenagfio bidimensional das seis amostras da ilha de Sao Tomé
apds andlise multidimensional MDS (multidimensional scaling), utilizando a
medida de disténcia genética Fgr calculada com base nas frequéncias de APOE.
As distdncias genéticas foram calculadas com o programa ARLEQUIN
(Schneider et al, 1997) e a anélise multidimensional efectuada com o programa
STATISTICA (hitp//www.statsoftinc.com).

do século XVI (Tenreiro, 1961; Caldeira, 1999). De acordo com uma versio
alternativa, preferida pelos historiadores, os angolares seriam descendentes de
escravos fugitivos, que teriam abandonado as plantagdes e se teriam instalado em
aldeias auténomas, semelhantes aos quilombos ou mocambos mais tarde encontrados
no Brasil (Caldeira, 1999). Em qualquer dos casos estas populagfes ter-se-iam
mantido numa situagdo periférica, afastadas do contacto com as regiGes mais
densamente povoadas do norte e nordeste da ilha de Sdo Tomé. A diferenciagiio
genética da populagdo angolar foi recentemente notada através da anilise de
microssatélites do cromossoma Y em individuos que se auto-identificaram com este
grupo etno-linguistico numa amostra ndo estratificada geograficamente (Trovoada et
al., 2001). Os resultados agora obtidos com o polimorfismo da APOE, apesar de
limitados a um Unico sistema genético, sugerem que esta diferenciagdo terd promovido
uma marcada divisio entre o Norte e o Sul da ilha, posteriormente atenuada pelo fluxo
génico que tera originado o gradiente Norte-Sul agora observado. A andlise de um
maior nimero de marcadores de diferentes tipos, em amostras seleccionadas segundo

critérios geograficos, permitird avaliar melhor a extensdo da diferenciagio observada e
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verificar se ela resulta de uma diversificagdo in situ ou da ocupagio de diferentes dreas

da ilha por escravos provenientes de distintas regides do continente africano.

2.2 Diversidade haplotipica no locus APOE

2.2.1 Diferencgas interpopulacionais

A diversidade haplotipica foi avaliada através da andlise da distribuicdo conjunta
dos fendtipos da APOE e de um polimorfismo de restrigio que resulta da
inser¢@o/delecgéo do tetranucleotideo CGTT na regido promotora do gene da APOCI,
localizada a 317 bp do local de inicio da transcri¢do (Figura. 1.1) (Smit er al., 1988;
Xu et al., 1999). Os pormenores dos métodos de fenotipagem destes polimorfismos
encontram-se no artigo 1. Nas amostras de Trindade, Cidade de Sdo Tomé e Santana,
nio foi possivel realizar a anélise de APOCI. A amostra do Pais Basco foi excluida da
andlise conjunta devido a auséncia de verificagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg
nos {oci APOE e APOCI.

A comparacdo das medidas de desequilibrio gamético nas duas amostras
portuguesas (Tabela 1.4) mostra que a diferenciagdo observada na distribuigdo das
frequéncias génicas de APOE em Ribeira de Pena é acompanhada de um aumento da
intensidade do desequilibrio gamético que conduz a uma associagio completa entre os
alelos APOE*4/APOCI*2, APOE*3/APOCI*1 e APOE*2/APOCT*2. Este resultado
sugere que na origem da referida diferenciacio poderdo ter estado efeitos de deriva
genética que homogeneizaram a variagdo haplotipica pré-existente.

Uma andlise semelhante nas amostras de Sio Tomé nido mostra uma tendéncia tao
marcada para a correlag@o entre a diferenciagao das comunidades do Norte e do Sul da
ilha e a variagdo nos niveis de associagio entre alelos dos loci APOE e APOCIL Em
nenhuma amostra h4 um aumento sistemitico de todos os valores de 8* (ou D’).
Quando as comunidades de Sao Jodo dos Angolares e Ribeira Afonso sdo comparadas
com a de “Sdo Tomé-Norte”, que se encontra no pdlo oposto de diferenciacio das
frequéncias de APOE, apenas em Sdo Jodo dos Angolares se registam maiores valores
de desequilibrio gamético, com associagdes mais acentuadas entre os alelos
APOE*3/APOCI*1 e APOE*2/APOCI*2 (Tabela 1.4). Por outro lado, a amostra de
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Tabela L.4- Frequéncias haplotipicas e intensidade do desequilibrio gamético entre os loci APOE e
APOCI nas populagBes portuguesas e sdo-tomenses.

Frequéncias Medidas de desequilibrio gamético
APOC1
Populagdes ~ APOE *1 *2 P D g+ ©
Portugal "2 0,000 0,044+0,012 0,000 -1,00 1
*3 0,865+0,022 0,017+0,007 0,000 0,865 0,841
*4 0,014+0,006 0,060+0,013 0,000 -0,785 0,785
Ribeira de *2 0,000 0,091+0,028 0,000 -1 1
Pena %3 0,791 +0,039 0,000 0,000 1 1
*4 0,000 0,118+0,030 0,000 -1 1
Sdo Tomé 2 0,012+0,006 0.088+0,016 0,000 -0,825 0,825
Norte 3 0,521+0,033 0,131+0,022 0,000 0,362 0,362
*4 0,150+0,022 0,098+0,021 0,18620,001 -0,117 0,117
Ribeira » 0,010+0,010 0,097+0,029 0,000 -0,869 0,869
Afonso *3 0,343+0,044 0,077+0,029 0,116+0,001 0,359 0,359
*4 0,361+0,047 0,112+0,036 0,392+0,002 0,172 0
Sio Jodo dos 2 0,000 0,145+0,026 0,000 -1 1
Angolares *3 0,413+0,037 0,029+0,016 0,000 0,795 0,795
*4 0,268 +0,034 0,145+0,028 0,770+0,002 -0,068 0,046

" Probabilidades correspondentes ao teste de desequilibrio gamético disponibilizado no programa ARLEQUIN
(Schneider et al., 1997).

® D' coeficiente de desequilibrio gamético segundo Lewontin (1964) obtido considerando a associagio dos alelos de
APOE ao alelo marcador APOCI*1.

¢ Fracgdo de cromossomas que mantém o arranjo haplotipico ancestral (Bengtsson e Thomson, 1981; Devlin e Risch, 1995).

Ribeira Afonso, € Unica em que a associagdo entre os alelos de APOC1 e APOE*3 se
revela nao significativa.

A comparagdo dos padrdes de desequilibrio gamético observados em Portugal e
Sdao Tomé mostra que os valores de D’ e 6* sdo consistentemente mais baixos nas
amostras africanas, onde os niveis de associagio entre APOE*4 e os alelos de APOCI
sdo mesmo nao-significativos, apesar da curta distincia de 5,3 kb que separa os dois
loci (Tabela 1.4). Também no que se refere 4s medidas sintéticas da diversidade
genética se observam diferengas entre os dois grupos de amostras, com a populagio de
Sdo Tomé a registar os valores mais elevados de heterozigotia, quer em cada locus

considerado individualmente, quer no conjunto dos dois loci estudados (Tabela 1.5).
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Tabela I.5- Valores de heterozigotia esperada calculados com base nas frequéncias
génicas e haplotipicas dos loci APOE e APOCI nas diferentes amostras estudadas.

Heterozigotia esperada

Populagdes APOE APOCI APOE-APOCI
Portugal 0,215+0,031 0,213x0,029 0,247+0,032
Ribeira de Pena 0,355+0,053 0,334+0,045 0,355+0,056
Sdo Tomé-Norte 0,505+0,024 0,433+0,019 0,673+0,022
Trindade 0,485+0,039 na na
Cidade de S, Tomé 0,601+0,027 na na
Santana 0,605+0,026 na na
Ribeira Afonso 0,594+0,021 0,411+0,036 0,731+0,023
S, Jodo Angolares 0,617+0,016 0,438+0,026 0,719+0,019

pa - nio analisado.

A diferencga entre a diversidade haplotipica das amostras portuguesas e de Sdo
Tomé sugere a existéncia de padrdes de desequilibrio gamético muito distintos em
amostras de origem europeia e africana nos loci da APOE e da APOCI. O mesmo tipo
de diferencga, inicialmente observado no artigo 1, foi confirmado em pelo menos um
estudo independente, em que se detectaram niveis menos elevados de desequilibrio em
afro-americanos (Xu er al., 1999). Estes resultados mostram que a tendéncia registada
noutros marcadores para a ocorréncia de maior diversidade haplotipica em populagdes
de origem africana (Tishkoff er al., 1996; Reich et al., 2001, Relethford, 2001)
também € captada pelo sisterna formado pelos loci APOE/APOCIL

Esta observacdo tem consequéncias adicionais importantes ao nivel da
interpretacdo dos estudos de associagdo entre a variagdo alélica da APOE e diferentes
patologias. Como se referiu anteriormente, se estas associa¢Oes ndo resultarem de um
efeito directo dos alelos da APOE e puderem ser modificadas pela ligagdo a outras
muta¢des num mesmo haplétipo, € provavel que a variagdo interpopulacional na sua
intensidade se possa dever a heterogeneidade dos niveis de desequilibrio gamético.
Por exemplo, a incapacidade para detectar, em amostras de origem africana, a forte
associacdo entre o alelo APOE*4 e a doenga de Alzheimer (Tang ef al., 1996; Sahota
et al., 1997) pode resultar da quebra de desequilibrio gamético naquelas populagdes. O
mesmo se aplica a variabilidade das associagdes entre o polimorfismo da APOE e os

niveis lipidicos encontradas em diferentes populagdes (Xu et al., 1999).
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2.2.2 Histéria evolutiva do polimorfismo da APOE

A comparagdo da variagdo haplotipica nas diferentes amostras indica que em
todos os casos em que se registam valores significativos de desequilibrio gamético, os
alelos APOE*4 e APOE*2 encontram-se associados a APOC1*2 (valores de D’
negativos), enquanto o alelo APOE*3 est4 sempre associado a APOC1#1 (Tabela 1.4).
Este padréo esta de acordo com resultados de outros estudos efectuados em amostras
de individuos Afro-Americanos (Xu et al, 1999), europeus (Klasen er al., 1987;
Chartier-Harlin ef al., 1994; Poduslo et al., 1995) e japoneses (Kamino ef al., 1996) e
sugere que APOE*4-APOCI*2, APOE*3-APOCI*1 e APOE*2-APOCI*2
representam os hapldtipos ancestrais originados pelas mutagdes que criaram a variagio
alélica de APOE.

Por outro lado, a andlise dos niveis de desequilibrio gamético associados aos
diferentes alelos de APOE mostra que, com excepgdo da amostra portuguesa de
Ribeira de Pena, os alelos APOE*4 e APOE*2 apresentam, em todas as populagdes,
0s niveis mais baixos e mais altos de desequilibrio gamético, respectivamente (Tabela
1.4). Tendo em conta que a ruptura das associagdes ancestrais entre alelos dos loci
APOE e APOCI, promovida pela recombinagdo, depende do tempo decorrido desde a
sua origem, estes resultados indicam que os alelos de APOE foram gerados pela
ordem 4—3—2, através de substituigdes sequenciais Arg—Cys nos coddes 112 e 158
(Figura 1.2 B).

A quantificagdo dos niveis de desequilibrio gamético também pode ser usada para
tentar realizar a datac@o absoluta dos alelos da APOE. Se os alelos APOE*2, APOE*3
e APOE*4 forem tratados como populagdes sujeitas a fluxos migratérios
bidireccionais que em cada geragio promovem a troca de alelos da APOCI com a
populagdo geral devido 4 recombinagio, a frequéncia de qualquer alelo de APOCI no

seio de cada alelo da APOE pode-se expressar por (Hartl e Clark, 1989):

Pe=U-0)p,+0°p ~e%p 11— )p L1
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em que p € a frequéncia de um dado alelo de APOCI nos cromossomas portadores do
alelo de APOE que se pretende datar, calculada na geragdo inicial em que este surgiu
por mutagdo; p, corresponde a essa frequéncia na geracdo g; p € a frequéncia do
mesmo alelo de APOCI na populagao geral; & € a fraccio de recombinagio entre
APOE e APOCI; g é nimero de geragdes decorrido desde a origem do alelo de APOE
que se pretende datar.

Assumindo que na geragdo inicial (g=0) hd desequilibrio gamético total entre
APOE e APOCI (ps=1) e que as frequéncias dos alelos de APOCI (p) ndo sofrem
alteragdo ao longo do tempo na populagio geral, a resolugdo da expressdo 1.1 em

ordem a g da:

g={—ln[(pg -p)+(1-p)|+6 12

Esta expressdo € equivalente a2 do método dos momentos normalmente utilizado
na avaliacdo da idade de alelos patogénicos raros com base nos valores de
desequilibrio gamético, assumindo a auséncia de selec¢@o ou deriva genética (Risch er
al., 1995; Jorde, 2000; Slatkin e Rannala, 2000). A quantidade (pg-p)+(1-p),
usualmente designada por &*, corresponde a frac¢do de cromossomas que mantém o
arranjo haplotipico ancestral e ja foi usada para avaliar a intensidade do desequilibrio
gamético na tabela I.4. O intervalo de confianga minimo de 95% para as estimativas
de g, pode ser obtido através da avaliagdo do modo como a incerteza no cilculo de p,
se reflecte nas idades calculadas para os alelos de APOE. Esta avaliacio foi feita
através do cilculo de 8* com valores extremos de p, obtidos através de p, #2 x V{[p,
(1- pg)i/n,} (Goldstein et al., 1999), em que n, € o nimero de cromossomas com o
alelo de APOE que se pretende datar.

Na Figura 1.7 exemplifica-se graficamente a evolucdo esperada das frequéncias
do alelo marcador APOCI*1 no seio dos alelos da APOE de acordo com o modelo de
datag@o utilizado. Na Tabela 1.6 apresentam-se os resultados da datagdo absoluta dos

alelos de APOE obtida com a expressdo [.2.
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Freq. Portugal Sao Tomé-Norte
1 1
0.8 0.8
0.6 0.6
0.4 0.4
02 0.2
0 0
1 501 501

W APOE*2 A APOE*3} @ APOE*4

Geragoes (x100)

Figura L.7- Exemplos da evolugdo esperada da frequéncia do alelo marcador APOCI*1 no seio dos
alelos de APOE de acordo com o modelo utilizado na datagdo dos alelos. A curva azul representa a
evolugdo de APOCI*1 no seio dos alelos APOE*3 e a curva vermelha a evolugdo de APOCI*2 no seio
dos alelos APOE*2 e APOE*4. Os simbolos indicam a posi¢do correspondente 2 idade dos alelos de

APOE nas respectivas curvas tedricas.

Tabela 1.6- Estimativas da idade dos alelos da APOE, em nimero de geragbes, obtidas com a
expressdo .2 assumindo uma fracgio de recombinagdo 6 = 0,000053 (1cM=1000kb) entre o locus

da APOE e o locus marcador APOCI.

Portugal S.Tomé R. Afonso S J Angolares  R. Afonso +
APOE Norte Angolares
*2 0 3640 2660 0 857
(191-7860) (0-8620) (0-2550)
*3 3490 19170 >43450 4340 8270
(366-6720)  (11780-31500) (528-9110) (3560-14580)
*4 4600 >43450 >43450 >43450 >43450
(483-9810)

Os intervalo de confianga a 95% séo dados entre parénteses.
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A auséncia de desequilibrio gamético entre APOE*4 e o locus APOCI nas
amostras de Sdo Tomé apenas permitiu realizar uma estimativa minima do nimero de
geragdes decorrido desde a origem deste alelo. Esta estimativa foi feita através do
cdlculo do tempo necessdrio para desfazer 90% do desequilibrio inicial, obtendo-se
um valor de ~ 43 450 geragdes para a idade minima de APOE*4 (Tabela 1.6),
correspondente a 1 300 500 anos, se cada geragdo corresponder a 30 anos (Tremblay e
Vezina, 2000). Este valor é da mesma ordem de grandeza das datacSes da coalescéncia
da diversidade alélica realizadas noutros loci autossomicos (Labuda et al., 2000;
Templeton, 2002) e é muito préximo, por exemplo, de uma estimativa de ~40 000
geragdes obtida para a idade da linhagem mais antiga do gene da -globina (Harding
et al., 1997).

As idades mais elevadas de APOE*3 também foram obtidas nas amostras de Sdo
Tomé, embora as estimativas reflictam a maior diversidade dos valores de
desequilibrio gamético das diferentes localidades. Na amostra de "Sdo Tomé-Norte" o
valor encontrado de 19 170 (11 780-31 500) geragdes corresponde a uma idade de 575
100 anos (Tabela 1.6). Nas restantes amostras obtiveram-se valores mais extremos que
vio de ~ 43 450 geragdes, correspondentes 4 auséncia de desequilibrio gamético na
amostra de Ribeira Afonso, a 4 340 (528-9 110) geracdes calculados com os dados de
Sdo Jodo dos Angolares (Tabela 1.6). Estas duas amostras tém contudo um efectivo
reduzido, e a sua combinagdo, ap6s confirmagio da inexisténcia de diferengas
significativas nas respectivas distribuigdes haplotipicas, conduz a uma estimativa de 8
270 (3 560-14 580) geragdes (Tabela 1.6).

A datag@o mais antiga de APOE*2, também obtida em Sao Tomé, sugere que este
alelo se terd originado hd cerca de 3 640 (191-7 860) geragcbes ou 109 200 anos
(Tabela 1.6).

Tal como seria de esperar, na amostra do distrito do Porto, que € a amostra
portuguesa com maior diversidade haplotipica, as datagdes dos alelos da APOE
correspondem sempre a valores mais recentes do que as estimativas equivalentes
obtidas em Sdo Tomé (Tabela 1.6). Por outro lado os intervalos de variagdo das
estimativas de idade de APOE*3 e APOE*4 encontram-se sobrepostos, indicando que
ao aumento do desequilibrio gamético nesta amostra correspondeu um esbatimento

das diferengas na intensidade das associagdes haplotipicas dos alelos de APOE.
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Apesar de as datagdes absolutas aqui tentadas assentarem em pressupostos
demasiado simplificadores, as idades mais antigas calculadas para os trés alelos
comuns de APOE, obtidas em Sio Tomé, sdo inteiramente compativeis com actual
distribuicdo geogrifica desses alelos e com a sua ocorréncia na grande maioria das
populagdes humanas. A idade minima de ~ 43 450 geracdes (1 300 500 anos)
calculada para APOE*4 ¢ da mesma ordem de grandeza dos tempos de coalescéncia
obtidos noutros sistemas autossémicos, e corresponde a aproximadamente o quadruplo
das idades dos ancestrais comuns das linhagens dos cromossomas Y e mitocondrial,
como seria esperar num alelo neutro (Templeton, 2002). Por outro lado, a idade
méxima de 109 200 anos obtida para o alelo mais recente APOE*2 indica que ele
podera ter sido originado pouco tempo antes da expansdo das populagdes humanas
para fora de Africa hd cerca de 100 000 anos, segundo o modelo unirregional de
origem do Homem Moderno (Relethford, 2001).

A diferenga observada nas idades dos alelos de APOE nas amostras portuguesas e
sdo-tomenses também € compativel com as previsdes do modelo unirregional e pode
ser atribuida ao estrangulamento de efectivo populacional que hipoteticamente terd
estado associado a dispersio do Homem Moderno de Africa para as regides euro-
asiaticas. Assumindo que a obtengdo de estimativas de idade sistematicamente mais
recentes na populagio portuguesa resulta desse efeito de fundador, € que o processo
conduziu ao restabelecimento de todas as associagdes haplotipicas ancestrais, a data
mais antiga associada a APOE*4 em Portugal indica que esse efeito poderd ter
ocorrido hd ~ 4 600 geracdes, ou seja ha 138 000 anos (Tabela 1.6). Esta datacio
coincide notavelmente com estimativas obtidas noutros sistemas com outras
metodologias (Tishkoff et al., 1996; Relethford, 2001). Futuramente, seri necessario
alargar a proveniéncia geogréfica das amostras, a fim de garantir que o padrio agora
observado ndo resulta de peculiaridades da histéria demogréfica das populagdes
estudadas. Por outro lado, deve ter-se em conta que a presenca de niveis menos
clevados de desequilibrio gamético nas populacdes africanas pode ndo implicar uma
relagio de ancestralidade com outras populag¢Ges, mas apenas uma menor intensidade
de deriva genética resultante de um maior efectivo populacional (Relethford, 2001).

Recentemente, Fullerton et al. (2000), ressequenciaram o gene da APOE em 96

individuos de quatro populagdes e identificaram 23 polimorfismos de sequéncia



Resultados e Discussdo

distribuidos por 31 haplétipos. Aplicando a estes polimorfismos intragénicos um
método de mixima verosimilhanca baseado na teoria da coalescéncia, estes autores
obtiveram idades dos alelos APOE*2 e APOE*3 que ndo sdo significativamente
diferentes das aqui obtidas (Tabela 1.7), embora o acordo verificado se deva, em parte,
i grande amplitude dos intervalos de confianga associados a ambos os tipos de
estimativa. Relativamente a APOE*4, os métodos de mdxima verosimilhanga
conduziram a uma datagdo bastante mais recente, correspondente a um méximo de 28
950 geragdes ou 868 500 anos (Tabela 1.7).

E dificil comentar esta discrepancia entre célculos efectuados com metodologias
e pressupostos muito diferentes. Em principio, ao maior nimero de polimorfismos
usado por Fullerton et al. (2000), deverd corresponder uma estimativa com maior
precisdo. No entanto, o facto de nessa estimativa ndo terem sido usadas populag¢es
Africanas, mas apenas uma amostra de negros americanos, provavelmente
miscigenada, poderd ter conduzido a uma subavaliagao da diversidade haplotipica e do
tempo necessdrio para acumuld-la. Em qualquer caso, os dois grupos de estimativas
mostram que os alelos da APOE foram gerados pela ordem 4—3—2, que entre a sua
origem decorreram considerdveis intervalos de tempo e que todos se originaram antes

da divergéncia das populagdes humanas postulada pelo modelo unirregional.

Tabela 1.7- Comparacio das estimativas médias da idade dos
alelos da APQE, em ndmero de geragSes, obtidas no presente
trabalho com as publicadas por Fullerton et al. (2000).

Idade dos alelos
Este Trabalho Fullerton et al. (2000)
APOE
*2 3640 4500
(191-7860)
*3 19170 11000
(11780-31500) (6100-22000)
*4 243450 15550

(8800-28950)

Os intervalo de confianga a 95% sdo dados entre parénteses.
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Como ja se referiu, o reconhecimento de que APOE*4 € o alelo mais antigo estd
normalmente associado a hipétese de que s6 com a acgdo favordvel da selecgio se
poderiam ter atingido as elevadas frequéncias do alelo APOE*3 que se observam na
maioria das populagSes humanas. No entanto, o facto de as patologias associadas a
APOE*4 até agora descritas se manifestarem depois da idade reprodutiva, dificulta a
aceitagdo de uma hipétese selectiva consensual.

Fullerton et al. (2000), propuseram que o aumento da frequéncia de APOE*3
pode ter resultado de uma vantagem selectiva com base na observagio de niveis de
diversidade intraespecifica mais baixos do que seria de esperar a partir da elevada
divergéncia interespecifica registada na regido vizinha da mutagio que originou o
alelo.

Uma forma alternativa de testar a acgdo da selecgdo, consiste em comparar as
datagdes obtidas com a frequéncia de uma mutacio e com a diversidade haplotipica
acumulada desde a sua origem. O principio desta abordagem é o de que a selecgio
pode levar a que mutagdes muito recentes atinjam frequéncias elevadas sem terem tido
tempo para acumular diversidade haplotipica (Slatkin e Rannala, 2000; Rannala e
Bertorelle, 2001).

No caso da APOE, pode utilizar-se a teoria de Kimura e Ohta (1973), para
calcular o nimero de geragdes necessdrio para que a substituigio Argl12Cys, que
separa APOE*4 dos restantes alelos, atinja a sua actual frequéncia assumindo
neutralidade selectiva. Usando a expressio —4Ne/p(In p){(1-p)], em que p € a
frequéncia da mutagio que se pretende datar e Ne o tamanho efectivo da populagdo e
considerando o um valor de p=0,75, correspondente 2 frequéncia de Cys na posicio
112 (APOE*3+APOE*2) na amostra com a data mais antiga deduzida pela variacdo
diversidade haplotipica (“Sdo Tomé- Norte”; Tabelas 1.6 e 1.7), e assumindo que
Ne=10 000 (Harpending et al., 1998; Zietkiewicz et al., 1998), obtém-se uma datacio
de ~ 34 500 geragBes, com um intervalo de 10 800 a 39 000 geracdes, calculado
segundo Slatkin e Rannala (2000). Embora a estimativa anterior de 19 170 (11 780-31
500) geragdes, baseada na diversidade haplotipica de APOE*3, sugira que a mutacdo
Argl12Cys ¢ mais recente do que seria necessario para, em condi¢des de neutralidade
selectiva, alcancar a sua presente frequéncia, verifica-se uma sobreposicio dos

intervalos de variagao dos dois tipos de datagdo. Esta sobreposigio sugere que poderd
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ser prematuro abandonar a hipétese de neutralidade selectiva do polimorfismo da
APOE, pelo menos com base na evidéncia reunida pela datacdo dos alelos. No
entanto, a grande amplitude dos intervalos de confianga observados, bem como a
introdu¢dao de simplificagdes excessivas nos cidlculos efectuados neste exercicio,
obrigam a um estudo mais aprofundado, envolvendo mais amostras provenientes de

diferentes regides e a simulagdo de vdrios cendrios demogréaficos alternativos.
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Haplotype Analysis of the Apolipoprotein E and

Apolipoprotein C1 Loci in Portugal and Sdo Tomé e Principe
(Gulf of Guinea): Linkage Disequilibrium Evidence That

APOE*4 Is the Ancestral APOE Allele

SUSANA SEIXAS." MARIA JESUS TROVOADA.S AND JORGE ROCHA'”

Abstrac:  The joint distributions of phenotypes from the apolipopro-
win E gene (APOE) and from a closely linked restriction site polymor-
phism at the apolipoprotein C1 locus (APOCT) were studied in population
samples from Portugal and S3o Tomé e Principe (Gulf of Guinea). a
former Purtuguese colony that was originally populated by slaves im-
ported from the African mainland. The {requencies of the APOE alleles
(*2, *3, and *4) in Portugal and Sio Tomé fitted the ranges of variation
generally observed in European and African populations, respectively.
Haplotype analysis showed that in both populations the strength of link-
age disequilibrium was highest for the APOE*2 allele and lowest for the
APOE*4 allele, suggesting that the origin of the APOE alleles followed
a4 — 3 — 2 pathway and thus providing independent confirmation of
the results from sequence homology studies with nonhuman primates. In
accordance with global trends in the distribution of human genetic varni-
ation, the European sample from Portugal presented more intense linkage
disequifibrium between APOE and APOC] than the African sample from
S3o Tomé where, despite the short 4-kb distance that separates the 2 loci,
the level of association between the APOC! alleles and APOE*4 was
nonsignificant.

Apolipoprotein E (apoE) is a polymorphic glycoprotein that is found in sev-
eral major classes of lipoproteins and functions as a ligand for the receptor-
mediated uptake of lipoprotein particles from plasma [reviewed by Mahley
(1988)]. The apolipoprotein E gene (APOE) is located on chromosome
19q13.2 in a gene cluster of related apolipoprotein genes that spans approx-
imately 48 kb and includes the apolipoprotein C1 (APOCT) and apolipopro-
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tein C2 (APOC2) loci, which code for activating cofactors of lecithin-
cholesterol acyltransferase and lipoprotein lipase, respectively (Smit et al.
1988).

The APOE locus encodes 3 common isoforms that differ in their Cys-
teine and arginine composition at positions 112 and 158 (Rall et al. 1982);
E2 (Cys 112. 158), E3 (Cys 112, Arg 158) and E4 {Arg 112, 158). These
isoforms have different affinities for the apoB/apoE cellular receptor and in-
fluence the variability of plasma cholesterol levels (Mahley 1988). In addition,
the APOE™*4 allele has been found to be associated with an increased risk of
Alzheimer’s disease [reviewed by Kamboh (1995)],

Because of its clinical significance, the APOE polymorphism has been
studied in several different human populations where, despite the wide vari-
ation abserved in allele frequency distributions, APOE*3 was found to be the
most common APOE allele (Haliman et al. 1991; Gerdes et al. 1992: Kamboh
1995). Interspecies sequence comparisons have shown that APOE molecules
from nonhuman primates possess arginine residues in the positions corre-
sponding to human codons 112 and 158, indicating that APOE*¢ is more
likely to be the ancestral human APOE allele than the common APOE*3 allele
(Hixson et al. 1988; Hanlon and Rubinsztein 1995). This has been further
supported by the observation that the highest APOE*4 frequencies occur
among African populations, such as the Khoi San and the Pygmies, who are
thought to retain a more archaic genetic make-up than other human groups
(Sandholzer et al. 1995; Zekraoui et al. 1997).

In this study we present additional population genetic evidence that
APOE™4 is the human ancestral allele by evaluating the association between
the APOE alleles and a closely linked restriction site polymorphism at the
APOCI locus in 2 different populations: Portugal and So Tomé, the major
island of the 830 Tomé e Principe archipelago located in the Gulf of Guinea,
which was a former Portuguese colony that started to be peopled at the end
of the 15th century by slaves imported from the African mainland.

Materials and Methods

Blood samples collected by venipuncture into tubes containing EDTA
were obtained from unrelated individuals bom and living in northern Portugal
{(n = 149) and in different places covering Sdo Tomé island (n = 165). DNA
was prepared from the whole blood using standard phenol-chloroform ex-
traction protocols.

APOE types were determined using the polymerase chain reaction
(PCR) followed by restriction enzyme digestion with Cfol, as described by
Wenham et al. (1991). Genetic variation at the APOC] locus was assessed
by typing an Hpal restriction site polymorphism located upstream from the
5" end of the APOCI gene (Klasen et al. 1987; Smit et al. 1988) after PCR
amplification according to the conditions described by Nillesen et al. (1990).
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Digested DNA fragments were separated by horizontal electrophoresis
in 12% polyacrylamide gels using the buffer system described by Luis and
Caeiro (1995). DNA was visualized by silver staining according to the method
of Budowle et al. (1991).

Allele frequencies at the individual loci were calculated by gene
counting.

Haplotype frequency estimates, expected heterozygosity calculations,
and statistical analyses for testing Hardy-Weinberg equilibrium and linkage
disequilibrium were done using the ARLEQUIN software package (Schneider
et al. 1997). In ARLEQUIN divergence from Hardy-Weinberg expectations is
assessed by a modified version of the exact test described by Guo and Thomp-
son (1992). Expected heterozygosities are estimated according to the method
of Nei (1987). Maximum-likelihood estimates of haplotype frequencies are
computed using an expectation-maximization algorithm (Dempster et al.
1977), and linkage disequilibrium is tested using a likelihood ratio test whose
distribution is obtained by permutation (Slatkin and Excoffier 1996).

The relative amounts of association between the APOE and APOCI
alleles were quantified by the standardized linkage disequilibrium coefficient
D' (Lewontin 1964).

To test for linkage disequilibrium in the different APOE alleles, we split
the overall 6 X 3 matrices with the joint APOE-APOC] phenotype distri-
butions into 3 different 3 X 3 separate distributions in which APOE was
treated as a biallelic locus with each of its alleles segregating with the sum
of the remaining 2 alleles.

Results and Discussion

Table 1 presents the joint phenotype distributions and allele frequencies
of APOE and APOC! in Portugal and Sdo Tomé. No significant departures
from Hardy-Weinberg equilibrium were found for either locus in the 2
populations.

The APOE allele frequency distribution in Portugal is similar to distri-
butions observed in other populations from southern Europe and supports the
previously reported gradual decrease in APOE*4 frequencies and increase in
APOE*3 frequencies along a north to south cline in European populations
[reviewed by Lucotte et al. (1997)].

In Sio Tomé the frequencies of the APOE alleles fall within the range
of variation so far reported for other African populations from the continental
mainland where, despite the interethnic variation, the average APOE*4 fre-
quency is higher than the frequency from Europe (Zekraoui et al. 1997).

Table 2 presents the haplotype frequency estimates, the probability val-
ues from the linkage disequilibrium tests, and the D’ values for the nonrandom
association between the 3 APOE alleles and the APOCI*] allele in Portugal
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Table 3. Single Locus Expected Heterozygosities and Haplotype Diversities in Portugal
and Sio Tomé

Expected Heterozygosity
Papulation APOE? APOCTE Huaplotype®
Portugal 0.214 = 0.031 0.213 = 0.029 0.246 = 0.032
Sdo Tom¢ 0.505 = 0.024 0433 = 0.019 (1674 = 0.022

a. Calculated using the allele frequencies for any piven locus.
b. Culculated using the haplotype frequencies for APOE and APOC].

and Sao Tomé. In both populations the APOE*4 and APOE*2 alleles are
associated with the APOCI*2 allele (negative D' values), whereas APOE*3
is associated with APOCI*] (positive D’ values), in accordance with APOE-
APOC1 haplotype information derived from case-control studies of European
patients with type III hyperlipidemia (Klasen et al. 1987) or Alzheimer’s
patients of European and Japanese ancestry (Chartier-Harlin et al. 1994;
Poduslo et al. 1995; Kamino et al. 1996). Such associations in different pop-
ulations suggest that APOE*4-APOCI*2, APGE*3-APOCI*1, and APOE*2-
APOCI *2 represent the ancestral haplotypes arising from the mutations that
created the different APOE alleles.

In addition, clear differences in the amount of linkage disequilibrium
were found between the 3 APOE alleles in both Portugal and Sio Tomé, with
APOE*4 and APOE*2 presenting the lowest and the highest absolute D’
values, respectively. Because the initial amount of linkage disequilibrium
between APOE and the marker APOC! locus is expected to decrease over
time as a result of recombination, these results indicate that the origin of
APOE gene products followed a 4 — 3 — 2 pathway with successive single
Arg — Cys substitution events at codons 112 and 158. This is independent
confirmation of previous suggestions that APOE*4 is the ancestral APOE
allele on the basis of sequence homology with nonhuman primates (Hixson
et al. 1988; Hanlon and Rubinsztein 1995).

Comparison of D’ values in the 2 study populations shows that linkage
disequilibrium for all APOE alleles is consistently stronger in Portugal than
in S3o Tomé, where the allelic association between APOE*4 and APOC!
alleles is not even statistically significant (p = 0.186), despite the short 4-
kb distance that separates the 2 loci (Smit et al. 1988). Together with the
higher single locus heterozygosity and haplotype diversity observed in So
Tomé (Table 3), this weaker linkage disequilibrium supports the global pat-
terns of genetic diversity showing that African populations were less sub-
jected than non-African human groups to genetic drift events interrupting the
breakdown of linkage disequilibrium (Tishkoff et al. 1996). On a more local
scale this observation also suggests that the peopling of Sdo Tomé island may
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not have been accompanied by a significant reduction in genetic diversity and
therefore agrees with recent research by Mateu et al. (1997), who found that
mitochondrial DNA genetic variation in S8c Tomeans remains comparable
to that of mainland African populations.

The extension of the APOE-APOCI haplotype analysis to a more sig-
nificant number of human populations will lead to a more reliable interpre-
tation of the evolution and dispersion of the APOE alleles.
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1. Introducao



Introducéo

A ol-antitripsina (PI) ¢ uma glicoproteina monomérica de sintese
predominantemente hepatica, que se localiza na frac¢do electroforética das globulinas
ol e constitui o principal inibidor plasmatico das proteases que possuem serina no
centro activo. Apesar do nome utilizado para a designar - resultante de os primeiros
estudos sobre a sua capacidade inibidora terem sido realizados com tripsina — e apesar
de poder inibir um amplo espectro de proteases, a principal fun¢@o da al-antitripsina é
a protecgdo do trato respiratorio inferior da acgdo proteolitica da elastase dos
neutrofilos (Cox, 1995).

O Jocus da PI situa-se na regido cromossomica 14q32.1, num agrupamento
sinténico que ocupa aproximadamente 320 kb e que inclui um pseudogene da al-
antitripsina (PIL) ¢ os genes paralogos da al-antiquimotripsina (AACT), da globina
transportadora de corticosterdides (CBG), do inibidor da proteina C (PCI) e da
calistatina (PI4) (Figura IL.1) (Byth et al., 1994; Rollini e Fournier, 1997). Estas
proteinas fazem parte de uma familia mais vasta de moléculas homoélogas, que terdo
sido originadas por processos de duplicacédo a partir de um {nico locus ancestral e que
sdo designadas pelo acrénimo SERPIN (serine protease inhibitors) (Salzet et al.,
1999; Irving et al., 2000). Com excepgao de um pequeno conjunto de moléculas que, a
semelhanga da CBG, tém fungdes de transporte, a maioria das proteinas da familia
SERPIN participa no sistema defensivo que regula os fendmenos proteoliticos
envolvidos em diferentes processos fisioldgicos, incluindo a regeneragéo dos tecidos,

a activagdo do complemento e o controlo da coagulagio (Salzet ef al., 1999; Irving et

al., 2000).

90 kb 170 kb 63 kb
| 40 kb 12kb” Hllkb 19kh|
| — m
CBG PIL PI1 Pl4 PC1 AACT
Cen i A i Tel

Figura IL1- Agrupamento génico das serpinas na regido
cromossomica 14g32.1 (distdncias intergénicas de acordo Rollini e
Fournier, 1997).
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A ol-antitripsina € a proteina mais bem caracterizada da familia SERPIN e
apresenta um amplo espectro de formas variantes que inclui mais de 75 produtos
génicos diferentes que podem ser, na sua maior parte, discriminados por técnicas de
focagem isoeléctrica. Os alelos PI*M1, PI*M2, PI*M3, PI*M4, PI*S ¢ PI*Z sdo os
mais comuns ¢ atingem frequéncias polimorficas em varias populagdes humanas. A
analise da base molecular destes alelos conduziu & diferenciagio de dois subtipos
comuns de M1 (M1Ala213 ¢ M1Val213) - que apenas podem ser distinguidos por
andlise de DNA - e permitiu estabelecer uma sequéncia filogenética em que
MI1Ala213 ¢ considerado o alelo mais antigo por apresentar maior homologia com as
sequéncias ortdlogas de Primatas ndo humanos (Figura 11.2) (Brantly er al., 1988;
Nukiwa et al., 1996a).

As mutagdes que caracterizam os diferentes alelos da PI podem causar variagdes
significativas na concentragdo sérica da proteina. Os alelos M mais comuns estdo
associados a valores considerados normais. Os produtos génicos S ¢ Z tém niveis
circulantes que correspondem, respectivamente, a apenas 60% e 15% daqueles valores
e originam constelagdes genotipicas em que se verifica a deficiéncia aprofundada da
proteina, a que correspondem aumentos do risco de ocorréncia de condigdes
patologicas (Cox, 1995). A deficiéncia associada ao alelo Z ¢ causada pela
substituicdo Glu342Lys e resulta de uma alteragio conformacional que induz a
polimerizagdo da proteina e leva a acumulagdo no reticulo endoplasmatico dos
hepatdcitos de cerca de 85% da al-antitripsina produzida (Lomas et al., 1992). Esta
acumula¢do intra-hepdtica gera depdsitos que podem ser observados histologicamente
como granulos PAS positivos diastase-resistentes (Cox, 1995; Massi, 1996). O

produto génico S tem uma mutagdo Glu264Val que também aumenta a instabilidade

M4

Argl01—His Asp376—Glu

M1Ala213 A2E=Vall M1Val2l 3 G376 »Asp M3 AL His Y rs

lGIuMZ—»Lys 1Glu264~>\!al

V4 S

Figura II.2- Filogenia dos alelos da ol -antitripsina.
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conformacional e a susceptibilidade a polimerizagio. Contudo, a retengdo intracelular
associada a esta mutagdo € muito mais moderada do que a da variante Z e ndo leva a
formacgao de granulos visiveis (Elliott et al., 1996; Mahadeva et al., 1999).

Além das substitui¢des Glu342Lys e Glu264Val, jd se identificaram pelo menos
30 mutagdes, muito mais raras, que conduzem a deficiéncia de ol-antitripsina
(Crystal, 1990; Brantly, 1996). A maioria destas mutagfes ocorre nas regides
codificantes do gene da PI e provoca a redugio dos niveis circulantes ou a auséncia
total de proteina no plasma (alelos nulos). A diminui¢do da concentragio plasmatica
estd sobretudo associada a substitui¢des de aminodcidos que alteram a estabilidade
conformacional da proteina e causam a sua retengéo intra-hepitica, ou o aumento da
sua susceptibilidade a processos de degradagdo intra e extracelulares. Os alelos nulos
resultam de um conjunto mais variado de processos mutacionais que incluem a
substitui¢do de aminodcidos, a delecgdo parcial ou total do gene, ou a formacdo de
coddes de terminagdo prematuros, com sintese de proteinas truncadas ou degradacido
de mRNA (Crystal, 1990; Lee e Brantly, 2000).

A principal manifestagdo clinica do défice de ol-antitripsina € o enfisema
pulmonar precoce, que se desencadeia na terceira ou quarta década de vida como
resultado do decréscimo dos niveis de protecgio das fibras eldsticas alveolares do
ataque proteolitico da elastase leucocitdria a que estdo cronicamente sujeitas (Cox,
1995; WHO, 1997). A homozigotia para o alelo Z representa cerca de 95% das formas
mais graves de deficiéncia de PI e € o principal gendtipo associado a este tipo de
enfisema. No entanto, todas as combinagdes alélicas que conduzam a niveis séricos da
proteina inferiores a 11uM (cerca de 30% da concentragdo normal) comprometem a
barreira  antiproteolitica e aumentam o risco de patologia pulmonar,
independentemente dos mecanismos moleculares envolvidos na deficiéncia (Crystal,
1990). O tabagismo contribui significativamente para gravidade da doenga e antecipa
em cerca de 10 a 15 anos o aparecimento dos seus primeiros sintomas (Cox, 1995;
WHO, 1997). Nas situacdes de deficiéncia menos acentuadas, como na heterozigotia
SZ, a que correspondem concentragdes da proteina situadas no limiar de risco, e
mesmo em condigGes de défice mais atenuado, a existéncia de habitos tabagicos pode
desencadear enfisema precoce em individuos que, de contririo, ndo estariam expostos

a uma probabilidade acrescida de o contrair (Cox, 1995; WHQO, 1997).
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A segunda consequéncia clinica mais frequente do défice de ol-antitripsina é
constituida por formas de doenca hepatica, geralmente associadas ao genétipo ZZ, que
podem manifestar-se na infincia ou em adultos de idade mais avancada (Crystal,
1990; Cox, 1995; Massi, 1996). Na infancia, a patologia mais comum € a sindroma da
hepatite neonatal, caracterizada pela ocorréncia de hiperbilirrubinémia conjugada,
hepatomegalia e elevagdo das transaminases.

No estudo longitudinal mais completo até hoje realizado (Sveger, 1976),
verificou-se que 17% das criancas ZZ apresentaram sinais de disfuncfio hepitica.
Destas, 41% (~7% do total de individuos ZZ) tiveram formas mais graves da doenga
que evoluiu para cirrose fatal em cerca de 1/3 dos casos (~2,5% do total de individuos
ZZ). Nos adultos, a doenga manifesta-se sob a forma de hepatite crénica, cirrose,
hipertensdo portal ou carcinoma hepatocelular (Eriksson et al., 1986; Cox, 1995;
Massi, 1996). Os dados epidemioldgicos sobre estas manifestagdes clinicas sdo mais
escassos e dificeis de interpretar do que as formas pedidtricas, mas indicam que o risco
de doenca € maior no sexo masculino e que a frequéncia da cirrose pode atingir
valores entre 15 ¢ 20% em individuos ZZ com mais de 50 anos (Cox e Smyth, 1983;
Cox, 1995; Massi, 1996). A evidéncia disponivel sugere que a patologia do figado
resulta, quer nas criangas quer nos adultos, dos efeitos toxicos da acumulag3o da ol-
antitripsina nos hepatdcitos, e nao da deficiéncia da proteina em circulagio. A doenga
ndo se manifesta em individuos que possuem genétipos raros em que, apesar de niveis
de PI mais baixos do que os causados pela homozigotia para o alelo Z, ndo hd
deposicdo intrahepdtica da proteina (Crystal, 1990). Inversamente, foram descritos
casos de patologia hepdtica associados a outras variantes raras que partilham com o
alelo Z a tendéncia para formar agregados visiveis no interior dos hepatdcitos, apesar
de haver alguma secrecdo da proteina para o plasma (Curiel ez al., 1989a; Seyama et
al., 1991). Por outro lado, verificou-se que em ratos transgénicos que expressam o
alelo Z, mas tém niveis de PI normais, formam-se glébulos da proteina no interior dos
hepatdeitos e hd marcas histolégicas e sintomatologia tipicas de disfuncio do figado
(Dycaico et al., 1988; Carlson ef al., 1989). Para além da constitui¢do genotipica, hd
factores adicionais, como a elevagio da temperatura corporal ou o aumento da sintese
da ol-antitripsina no decurso de inflamagdes sistémicas, que podem favorecer a

polimerizagdo da proteina, exacerbar a sua acumulagdo e contribuir para a
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manifestagio da doenga (Lomas et al., 1992; Dafforn et al., 1999). A diminui¢do da
capacidade de degradar a proteina acumulada também pode provocar o aparecimento
da sintomatologia e justificar a sua distribuicio etdria. Nos casos de expressdo
pedidtrica, essa diminuigdo poderd estar relacionada com a imaturidade do
metabolismo hepitico, enquanto que nos adultos a expressdo clinica resultard da perda
da capacidade de degradagio com o avango da idade (Carrell e Lomas, 2002). Ha
também evidéncia de que diferencas constitucionais no metabolismo de degradagdo
intracelular podem contribuir para a variagdo interindividual na manifestacdo da
doenga, em qualquer das idades de risco (Wu et al., 1994; Teckman ef al., 2001).
Devido 4 sua associagdo com as condigbes patoldgicas mencionadas e ao seu
interesse como marcador genético, o polimorfismo da oul-antitripsina foi ja estudado
num niimero muito significativo de popula¢des humanas. Os alelos M1, M2 e M3 tém
ampla distribui¢io e foram descritos em quase todas as populagdes analisadas, embora
haja variagBes considerdveis nas respectivas frequéncias (Figura I1.3). O alelo M4 ¢é
menos comum e mais dificil de discriminar por focagem isoeléctrica, mas também foi
detectado em amostras geograficamente afastadas. A ocorréncia de PI*S e PI*Z
limita-se, com excepgao de casos de miscigenagio, as populacdes de origem europeia
(Figura I1.3). As frequéncias mais elevadas de PI*Z sio observadas na regifo da
Escandindvia (Figura IL4 A), onde podem atingir valores médios préximos de 0,02
correspondentes a uma incidéncia do défice grave de ol-antitripsina de 1 em cada
2000 recém-nascidos (Sveger, 1976; Hutchison, 1998). Nas regides do Sul da Europa,
a frequéncia de PI*Z é mais baixa, mas mantém-se nos limites das proporgdes
polimérficas (~0,01) (Figura IL4 A). Estas frequéncias fazem com que o défice de PI
devido a homozigotia ZZ constitua uma das principais causas de transplante hepatico
pedidtrico e colocam-no, juntamente com a fibrose quistica, entre as doengas
hereditdrias mais comuns nas populacdes europeias. Apesar de também se encontrar
confinado 2 Europa, o alelo S tem uma distribui¢do muito diferente, caracterizada por
um vincado gradiente em que as frequéncias decrescem de sudoeste para mordeste
(Figura I1.4 B). As frequéncias mais altas de PI*S observam-se na Peninsula Ibérica
onde chegam a atingir valores de 0,15, cerca dez vezes mais elevados do que os

observados, por exemplo, em algumas amostras do norte e no centro da Europa.
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Figura IL3- Exemplos de frequéncias dos alelos de PI em diferentes populagdes
humanas. A cada alelo corresponde um circulo cuja drea é proporcional a sua frequéncia
na populagfio. As setas indicam as relagdes filogenéticas esquematizadas na figura [1.2. H-
heterozigotia.

O polimorfismo da al-antitripsina constitui, sob muitos aspectos, um modelo que
permite investigar algumas das questdes centrais relacionadas com a interpretagéo das
causas e consequéncias da variagio genética em regides funcionalmente relevantes do
genoma humano. Do ponto de vista bioquimico, a molécula € considerada um
arquétipo das proteinas da familia SERPIN e muitas das suas mutag¢des tém permitido
compreender melhor as relagdes entre a estrutura e a fungéo destas proteinas (Stein e
Carrell, 1995; Irving et al., 2000). O entendimento dessas relagdes também conduziu a
identificagdo de mecanismos comuns de patogénese em doengas aparentemente muito
dispares que ndo envolvem inibidores de proteases (Carrell e Lomas, 2002). Por

exemplo, a alteragdo conformacional que ocorre no produto génico Z € hoje em dia

considerada um protétipo dos processos moleculares que poderdo estar na base de
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Figura IL.4- Distribui¢do da frequéncia dos alelos PI*Z ¢ PI*S no continente europeu. A-
PI*Z B- PI*S. Os valores de frequéncia encontram-se expressos em numero de genes Z e S
por 1000 (figura de Hutchinson 1998).

patologias como as encefalopatias espongiformes, a doenga de Alzheimer ou a
paramiloidose, em que se regista a acumulacio anormal de proteinas muito
diversificadas devido a uma tendéncia partilhada para a excessiva agregagdo (Dafforn
et al., 1999; Carrell e Lomas, 2002). Muitos dos conceitos e metodologias envolvidos
na caracterizagido molecular da fisiopatologia do défice de otl-antitripsina e no seu
diagnostico sdo comuns as indmeras outras doengas de determinismo genético
simples. Por outro lado, a variedade das manifestagdes clinicas que lhe estdo
associadas e a importincia de factores adicionais, hereditdrios ou ambientais, no
desencadeamento ou gravidade dessas doengas, conferem a deficiéncia da ol-
antitripsina caracteristicas proprias de algumas patologias de determinismo complexo
cujas bases genéticas tém sido recentemente estudadas. O elevado grau de variagio
genética da aul-antitripsina permite ainda investigar questdes relacionadas com a sua
diversidade populacional que sdo comuns a muitos outros loci polimérficos, tais como
a comparagao dos padrdes de distribui¢do de alelos patogénicos ou nido patogénicos e
a andlise do contexto evolutivo que influenciou a heterogeneidade geografica
observada nessas distribuigdes. Por fim, a localizacio do gene da ol-antitripsina na
vizinhanga de genes que lhe sio homdlogos, cria uma oportunidade para a realizagéo
de estudos sobre a diversidade haplotipica e a organizacio da variabilidade genética

em grupos de loci filogeneticamente relacionados.
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O estudo da variagdo genética da al-antitripsina realizado neste trabalho foi
dividido em duas partes. Na primeira parte, procurou-se elucidar a histéria natural do
polimorfismo através da anélise dos padroes de diversidade haplotipica associados aos
seus alelos mais comuns em diferentes populagbes. Para tal, seleccionaram-se
microssatélites localizados em diferentes regides da familia de genes SERPIN do
cromossoma 14q32.1 e as respectivas distribui¢des de frequéncias alélicas foram
ancoradas nas linhagens definidas pelas mutagdes dos produtos génicos da PI. Com
esta abordagem, os microssatélites puderam ser usados como relégios moleculares
capazes de registar a diversidade acumulada por cada um dos alelos da c1-antitripsina
ao longo do seu percurso evolutivo. A informagdo assim obtida foi analisada no
ambito da histéria das populagdes estudadas e no contexto filogenético definido pelas
mutagOes pontuais caracteristicas de cada alelo. Reciprocamente, a reparticdo da
variagio de microssatélites por segmentos genémicos com diferentes idades permitiu
analisar aspectos da dindmica evolutiva deste tipo de marcadores. O essencial dos
resultados deste estudo € apresentado no artigo 2. A integragéio desses resultados com
novos dados obtidos depois da publicag@o deste trabalho e a discussdo mais detalhada
de abordagens alternativas ou complementares as interpretagdes que nele foram
expostas sdo apresentadas, posteriormente, sob a forma de um comentério.

A segunda parte do estudo foi dedicada a caracterizagdo do espectro mutacional
da ol-antitripsina e resultou de um esfor¢o de identificagio das bases moleculares de
alelos raros que foram, na sua maioria, detectados no decurso da fenotipagem da
proteina como meio auxiliar de diagndstico. Apesar da sua baixa frequéncia, estes
alelos sdo numerosos e muito heterogéneos, pelo que a sua caracterizagio é
fundamental para evitar os problemas de diagnéstico muitas vezes associados a
estratégias de rastreio que apenas se centram na detec¢do das mutagdes tipicas das
variantes mais comuns. Por outro lado, a caracteriza¢do dos alelos raros, normais ou
patogénicos, também € essencial para a localizagdo das regides funcionalmente mais
importantes da proteina, para o conhecimento da variedade dos mecanismos que
provocam a sua deficiéncia e para a avaliagdo das consequéncias clinicas que lhes
estdo associadas. As contribuigdes ja publicadas no dmbito deste estudo encontram-se

condensadas nos artigos 3 a 6. Estes artigos sdo apresentados depois de uma discussio
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mais alargada em que se procurou integrar os resultados obtidos na andlise das

propriedades gerais do espectro mutacional da cl-antitripsina.
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Abstract The levels of haplotype diversity associated with
different ctl-antitrypsin (PI) alleles were assessed by the
analysis of three microsatellites located within or close
to corticosteroid-binding globulin (CBG), a.l-antitrypsin
[PI-(TG),] and protein C inhibitor [PCI-(TG),] loci in
three populations with different historic backgrounds:
Portugal, the Basque Country and S0 Tomé e Principe
(Gulf of Guinea). Unlike the more distant PCI{TG), re-
peat, allelic variation at PI-(TG), reflected distinct phases
of mutational recovery of microsatellite diversity around
different founder alleles and showed a considerable dif-
ferentiation between ol-antitrypsin protein variants. In
accordance with population history, the Basque sample
presented overall reduced levels of microsatellite varia-
tion. The African sample, although presenting the highest
PCI-(TG), diversity, showed a lineage-specific reduction
in PI-(TG), heterozygosity within the oldest M1Ala213
variant that could have been caused by (1) selection at a
closely linked locus or (2) biases in the microsatellite mu-
tation process leading to a stable equilibrium distribution.
Age estimates of ol-antitrypsin variants based on mi-
crosatellite variation suggest that the Z deficiency allele
appeared 107-135 generations ago and could have been
spread in Neolithic times. The S mutation has an older
279- to 470-generation age, indicating that its high fre-
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quencies in Iberia did not result from a recent bottleneck
and that PI*S could have originated in this region. M2 and
M3 types had lower age estimates than would be expected
from their wide geographical distributions, suggesting
that their dispersion in Europe might have been preceded
by important bottlenecks.

Introduction

Human otl-antitrypsin (PI) is a glycoprotein that is mainly
synthesised in the liver and functions as the major in-
hibitor of neutrophil elastase in the lower respiratory tract.
The PI gene is located on chromosome 14q32.1, within a
cluster of related serine protease inhibitor (serpin) genes
that spans approximately 320 kb and additionally includes
a ol-antitrypsin pseudogene sequence (PIL) and the loci
coding for al-antichymotrypsin (ACT), corticosteroid-
binding globulin (CBG), protein C inhibitor (PCI) and
kallistatin (PI4; Sefton et al. 1990; Billingsley et al. 1993;
Byth et al. 1994; Rollini and Fournier 1997; Fig. 1).

PI has a wide spectrum of protein variants that can be
distinguished by isoelectric focusing including several
rare variants and six common alleles that reach polymor-
phic frequencies in different human populations: M1, M2,
M3, M4, S and Z. Sequence characterisation of these alle-
les has led to the differentiation of two subtypes of M1
{M1Ala213 and M1Val213) and has shown that common
M variants differ in their amino acid composition at
codons 101, 213 and 376 (reviewed in Brantly et al. 1988).
Interspecies sequence comparisons have shown that PI
molecules from non-human primates possess Ala at the
position corresponding to human codon 213 suggesting
that common M alleles originated according to the fol-
lowing pathway: M1Ala213 (Argl01-Ala213-Glu376) —
M1Val213 (Argl01-Val213-Glu376) — M3 (ArglOl-
Val213-Asp376) — M2 (His101-Val213-Asp376). Within
this framework, the M4 allele (His101-Val213-Glu376)
could have been derived either from M1Val213 or M2 or
from intragenic recombination between both, whereas the
Z variant was derived from a Glu342Lys substitution on
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Fig.1 Map of the serpin gene cluster showing the relative loca-
tions of the microsatellites used in the haplotype studies. Distances
are as in Rollini and Fournier (1997). The position of PI-(TG}, is
as in BAC R-34911 (GenBank Accession no, AL132708)

an MI1Ala213 background and PI*S resulted from a
Glu264Val replacement on a M1Val213 ancestral allele
(Brantly et al. 1988; Nukiwa et al. 1996).

Whereas the PI M alleles have normal circulating pro-
tein concentrations and are widely dispersed, the § and Z
types have serum levels 60% and 15% of normal, respec-
tively, and are virtually restricted to populations of Euro-
pean descent (for a review, see Cox 1995). PI deficiency
caused by homozygosity for PI*Z is one of the most com-
mon genetic disorders among Europeans and is associated
with an increased risk for early onset pulmonary emphy-
sema in adults and liver disease in children (Cox 1995).
Since the frequency of PI*Z is highest in Scandinavia
(>0.015), it has been suggested that its present distribution
resulted from a spreading process along a north to south
gradient in European populations (Cox et al. 1985;
Hutchison 1998). On the basis of the observation of the
highest PI*S frequencies in Portugal and Spain (>0.090),
the Iberian Peninsula has been considered the most likely
place of origin for the S mutation (Hutchison 1998).

Recently, several microsatellite polymorphisms have
been described for each of the serpin genes (Byth and Cox
1993a, 1993b; Byth et al. 1993, 1994). The use of these
polymorphisms to assess the haplotype homogeneity of
the Z deficiency allele in northern Europe has shown a
considerable amount of allelic association throughout the
cluster, indicating that Z gene products are derived from a
single mutation that has been dated to approximately
66 generations ago (Byth et al. 1994). However, much
less is known about the relative antiquity of the more dis-
persed, common protein variants.

Using a highly polymorphic dinucleotide repeat close
to the PI gene, we have previously shown that the levels
of microsatellite variation within both normal and dis-
ease-associated PI alleles in the Portuguese population are
in good agreement with their sequence of origin and
therefore represent a useful tool for studying the evolution
and dispersion of the different PI variants (Rocha et al.
1997). In an attempt to provide a deeper insight into the
natural history of the PI polymorphism, we have used mi-
crosatellites located within or close to the PI, CBG and
PCI loci to perform an extended evaluation of haplotype
diversity among PI alleles from three populations with
different historic backgrounds: Portugal, the Basque
Country and Sao Tomé e Principe (Gulf of Guinea).
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Materials and methods
Sample composition

The Portuguese sample included 318 unrelated individuals from
the northern part of the country and families with at least one
member for whom PI typing was requested to confirm protein de-
ficiency after low serum level determinations. These were a super-
set of the data presented in a previous study (Rocha et al. 1997),
totalling 528 unrelated Pl chromosomes (60 M1Ala213, 123
MI1Val213, 32 M3, 97 M2, 6 M4, 103 S and 107 Z variants). The
Basque sample included 97 unrelated autochthonous individuals
from the provinces of Biscay and Guipuzcoa whose eight immedi-
ate forebears had Basque surnames and whose four grandparents
were natives of the Basque Country. The sample from the Sdo
Tomé e Principe archipelago, a former Portuguese colony lying
approximately 240 km off the coast of Gabon, in the Gulf of
Guinea, included 189 unrelated individuals from various places on
the major island of Sao Tomé.

Blood samples were collected by venipuncture into EDTA
tubes. DNA was prepared by using standard phenol-chloroform
extraction protocols after plasma separation for PI typing.

PI typing

The different PI protein variants were discriminated by means of
polyacrylamide gel hybrid isoelectric focusing (Rocha et al. 1997).
The Ala213/Val213 and Argl01/Hisl01 variation to distinguish
M1 _subtypes and M3 {Arg 101} and M4 (His101) alleles, respec-
tively, was analysed by polymerase chain reaction/restriction frag-
ment length polymorphism (PCR-RFLP) methods according to
Rocha et al. (1997) and Faber et al. (1990).

Microsatellite typing

Haplotype heterogeneity associated with the different PI alleles
was assessed by the analysis of three microsatellites (Fig. 1): (1) a
(TG), repeat that was originally located upstream the PI gene,
3.6 kb from the start of exon IC (Byth and Cox 1993a) but that
appears to lie 7.1 kb from its 3’ end in a recently released genomic
sequence of a bacterial artificial chromosome (BAC) from
human chromosome 14 (BAC R-34911; GenBank Accession no.
AL132708); (2) a (TG), repeat located in the first intron of the PCI
gene (Byth et al. 1993; GenBank Accession no. M68516); (3) a
(AAAC), repeat from a bacteriophage clone containing the CBG
gene (Byth et al. 1994).

PI and PCI microsatellites were amplified with fluorescently
labelled primers and separated in a ABI 310 DNA sequencer. CBG
repeat PCR products were separated by horizontal electrophoresis
in 9% polyacrylamide gels and visualised by silver staining. All
PCR amplifications were performed as described (Byth and Cox
1993a; Byth et al. 1993, 1994). Direct comparison of a common
sel of Centre d’Etude du Polymorphisme Humain (CEPH) refer-
ence individuals (10201, 10202, 88401, 88402) has shown that the
apparent sizes of microsatellite alleles are 22 bp and 11 bp shorter
than those initially reported for PI and PCI loci, respectively (Byth
and Cox 1993a; Byth et al. 1993). For comparison purposes, we
have chosen to keep the original allele nomenclatures but will re-
fer to the allele lengths determined according to our sizings.

DNA sequencing

DNA sequencing of rare PI alleles was performed after PCR am-
plification of all coding exons (II-V) as previously described
(Seixas et al. 2000). Sequencing of PI microsatellite alleles was
carried out by cloning their corresponding PCR products into a
pCR4 vector with the TOPO TA cloning kit for sequencing (Invi-
trogen). The products of ligation were used to transform One Shot
TOP 10 chemically competent Escherichia celi cells and sequenc-
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ing reactions were then performed by using the ABI Prism Big
Dye DydeoxyTerminator Cycle sequencing kit. Sequencing prod-
ucts were analysed in an automatic DNA sequencer (ABI 377).

Data analysis

Allele frequencies at the individual loci were calculated by direct
gene counting. In the Portuguese sample, haplotypes were deter-
mined either directly in homozygous individuals or by two-gener-
ation family studies. In the Basque Country and Sdo Tomé sam-
ples, maximum-likelihood estimates of haplotype frequencies
were computed by using an expectation-maximisation algorithm
(Dempster et al. 1977). Following an approach similar to that re-
ported in Bosch et al. (1999), the degree of structuring of mi-
crosatellite variation within PI alleles was assessed by an analysis
of molecular variance (AMOVA), with either Fst or Rst as mea-
sures of dissimilarity. All these analyses were performed with the
ARLEQUIN package (Schneider et al. 1997). Unbiased estimates
of expected heterozygosity were calculated according to Nei
(1987); 95% confidence limits of these estimates were established
by 10,000 bootstrap simulations with GENETIX software (Belkhir
et al. 1998), as described in Carvalho-Silva et al. (1999).

To estimate the age G of the most recent common ancestor of
haplotypes from the different PI variants, we simulated the over-
time decay in linkage disequilibrium in a population of infinite
size and calculated the microsatellite allele frequency distribution
in each generation by using the following relation:

PeiPig-1n (1-4-8) + 8g; + (W2) [pg1in + Pga, isn) n

where p, ; is the frequency of a marker microsatellite allele with
i repeats in generation g within a given PI variant, g; is the fre-
quency of that allele in the whole population, and © and W repre-
sent the recombination fraction and the microsatellite mutation
rate, respectively. The number of generations leading to a match
with the observed frequency of the ancestral microsatellite allele
within each protein variant was chosen as the estimate of G.

Results
ol-Antitrypsin protein variation

The frequencies of various PI alleles in Portugal, the
Basque Country and Sdo Tomé are presented in Table 1.
In accordance with previous results from other popula-
tions of West-African origin (DeCroo et al. 1991), the al-
lele frequency distribution in S3o Tomé is characterised
by the predominance of M1 types and by much lower fre-
quencies of M2 and M3 than in most Eurasian popula-
tions. The frequency of M1Ala213, which is though to be
the most ancient PI allele, represents 73% of all M1 alle-
les in Sdo Tomé, a considerably higher proportion than
that found in the Iberian samples and other European and
Asiatic populations where the M1Val213 allele predomi-
nates (Cox and Billingsley 1986; Nukiwa et al. 1996). A
higher frequency of M1Ala213 (0.55) over M1Val213
(0.45) has been also observed by Gaillard et al. (1994) in
black South Africans.

The major differences between the Iberian samples are
attributable to the reduction of the M1Ala213 frequency
in the Basque Country and an increase in the frequency of
M1Val213, which represents 84% of the Pl M1 types,
whereas the Portuguese sample has a 66% percentage,
similar to the previously reported values in other popula-
tions of European origin (Cox and Billingsley 1986).

Artigo 2

Table 1 PI allele frequency distributions in Portugal, the Basque
Country and Sdo Tomé (n number of individuals)

Alleles Populations
Portugal Basque Country ~ Sio Tomé
n=318 n=97 n=189
MIlAla213 0.194 0.090 0.661
M1Val2l3 0.377 0.482 0.246
M2 0.200 0216 0.019
M3 0.072 0.098 0.052
M4 0.010 0.021 =
S 0.124 0.072 0.008
Z 0.011 0.015 -
| 0.002 - -
T - - 0.005
Vv - - 0.003
Pdonauwoerth - - 0.003
Pro362His - - 0.003
Arg281del - 0.005 -

Apart from the common PI alleles, different rare vari-
ants have been also identified and subsequently charac-
terised by DNA sequencing. Arg281del and Pro362His
have only been found so far in the Basque Country and in
Sao Tomé, respectively, and have been characterised else-
where (Seixas et al. 1999a, 2000). PI*1, PI*T, PI*Pdonau-
woerth and PI*V have also been reported in other popula-
tions of European descent. The occurrence of PI*T and
PI* Pdonauwoerth alleles in Sdo Tomé is probably a result
of admixture, since they share the same microsatellite al-
leles at the closest P1 and CBG loci with variants drawn
from our Portuguese panel of rare alleles (results not
shown). PI*V was never found in the Portuguese material
and probably has an independent African origin, since it
has been found to reach polymorphic frequencies in South
African blacks and is absent in a sample from the white
population from the same region (Halkas et al. 1998).

Microsatellite variability within common PI alleles

In Fig.2, the most relevant data on the distribution of CBG
microsatellite alleles in the three populations studied are
summarised and compared with the information previ-
ously reported from a sample of northern European origin
(Byth et al. 1994). The CBG tandem repeat behaves as a sta-
ble bi-allelic polymorphism in all populations (Fig.2A).
Whereas, in the African sample, these alleles are evenly
distributed within the different Pl types, the CBG-1
(90 bp) allele occurs mainly among M1Val213 in the Iber-
ian populations where it defines a common M1Val213-
CBG-1 subtype (Fig.2B). As in northern European popu-
lations (Byth et al. 1994), 95% of the Portuguese Z types
have been found to be associated with the rare CBG-1 al-
lele, whereas variant haplotypes are associated with CBG-2
(86 bp) and have probably resulted from recombination
between PI and CBG (Fig. 2B). This further confirms that
PI*Z originated from a single mutational event, which
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Fig.2 A Comparison of CBG microsatellite allele frequencies in
northern Europe (EURO), the Basque Country (BASQ), Portugal
(PORT) and Sdoc Tomé (ST). Portuguese distributions were esti-
mated by weighting each CBG allele frequency with PI frequen-
cies from Table 1. B CBG microsatellite allele frequencies within
PI alleles from various populations (& number of chromosomes)

most probably occurred in a very rare haplotype, since
CBG-1 is infrequent within the putative M1Ala213 ances-
tral allele (Fig.2B).

The overall allele frequency distributions for the PI-
(TG), and PCI-(TG), microsatellites in the three popula-
tions are presented in Fig. 3. The Portuguese distributions
are similar to those previously reported from unrelated
Evropean individuals taken from CEPH pedigrees (Byth
and Cox 1993a; Byth et al. 1993). Compared with the Por-
tuguese sample, the Basques show a consistent trend of
reduced diversity at both loci, with higher homozygosi-
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ties, lower repeat number variances and increased fre-
quencies of the most common allele. Interestingly, PI-
(TG), in the African population has a smooth unimodal
allele distribution with reduced diversity, although the
PCI-(TG), locus presents the highest heterozygosity.

When PI-(TG), allele frequency distributions are split
by PI gene product, there are considerable differences be-
tween the patterns of allelic diversity within the protein
variants in each population (Fig.4). In contrast, PCI-
(TG), allele distributions within the different protein vari-
ants are generally similar to the pattern of variation ob-
served in each population as a whole (results not shown),
This is reflected in the results from the analysis of molec-
ular variance, which show that, independently of the mea-
sure used to assess dissimilarity, the fractions of mi-
crosatellite variation that can be attributed to differences
among PI alleles are consistently higher for PI-(TG),, than
for PCI-(TG), (Table 2).
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Table 2 Fractions of the total genetic variation that can be attributed to differences in microsatellite allele distributions among P gene

products from the three sampled populations

Microsatellite

Percent fractions of genetic variation among PI alleles in the three samples?

Portugal Basque Country Sdo Tomé
Fast? Rste Fst Rst Fst Rst
Pl 28.86 53.47 23.81 30.77 5.36 11.95
(P<0.001) (P<0.001) (P<0.001) (P<0.001) (P<0.001) (P<0.001)
PCI 1.81 3.54 8.95 11.39 1.45 -0.63¢
(P<0.001) (P=0.018) (P<0.001) (P=0.003) (P=0.009) (P=0.564)

2As measured by AMOVA
bFraction of the total variance in microsatellite allele frequencies
attributable to differences among PI gene products

Freq.

2]
08

PORT M1Val 213-CBG-1
H=0.7%(0.73-0.82)
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N=3%

M1Val 213-CBG-2
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N=55

or
08
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04
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Fig.5 PI(TG), allele frequency distributions within M1Val213
sublineages defined by CBG alleles in the Portuguese (PORT) and
Basque (BASQ) samples (H heterozygosity, V variance in repeat
number, N number of chromosomes bearing each CBG-PI haplo-
type, N’ total number of chromosomes used for haplotype fre-
quency estimation)

A comparison of PI-(TG), allele frequencies among
M1 variants from the three populations shows that
P10 (149-bp) is the shared allele that remains common in
most distributions and probably represents either the an-
cestral type originally associated with the M1Ala213 and
M1Val213 lineages or the most stable of the PI-(TG),
length variants. M1Ala213 from the Portuguese sample
has the highest heterozygosity and repeat number vari-
ance and presents a multimodal distribution that shares a
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“Fraction of the total variance in microsatellite repeat number at-
tributable to differences among PI gene products
INegative variance components should be regarded as zero

peak at the P10 allele with the African sample (Fig.4). In
the Basque Country, M1Ala213 has a subset of the Por-
tuguese microsatellite allele distribution and shows a de-
rived pattern characterised by the loss of the ancestral P10
allele. In the African sample, M1Ala213 also has markedly
reduced levels of variation but shows a regular pattern
compatible with the stepwise accumulation of mutations
around the hypothetical ancestral modal P10 allele (Fig.4).

M1Val213 lineages present less divergent diversity
levels between the three populations and have similar
repeat number variances and overlapping ranges of het-
erozygosities (Fig.4). In the Iberian samples, M1Val213
distributions can be further subdivided according to
the associated allele at the CBG locus (Figs.2B, 5).
M1Val213-CBG-2 is likely to be the older sublineage and
exhibits, in both populations, a more diverse bimodal dis-
tribution, which shares a frequent ancestral P10 allele
with the African sample. M1Val213-CBG-1 is less di-
verse and presents more pronounced differences between
the two samples, with the Basque Country showing a
marked predominance of the P8 (153 bp) allele.

Unlike the M1 types, the distributions of microsatellite
variation among M3, M2 and S variants in the Iberian
samples generally have more regular patterns, typically
centred around one modal allele, shared by both popula-
tions. The modal P4 (161 bp) microsatellite allele from
Portuguese Z types is also strongly predominant in Z vari-
ants from northern Europe (Byth et al. 1994} and occurs
among the only three Z-bearing phenotypes observed in
the Basque sample, whereas the predominant P8 allele in
Iberian M2 variants is also present in all seven M2-bear-
ing phenotypes observed in the African sample. The M3
variant from S3o Tomé has a different PI-(TG), distribu-
tion characterised by a highly irregular allele spectrum
(Fig.4).

DNA sequences of PI microsatellite alleles

In order to investigate whether the observed differences in
the diversity levels of the PI microsatellite could be re-
lated to specific structural features affecting the mutation
process, we sequenced several microsatellite alleles from
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the Porguese and Sao Tomean samples: three P22 (125 bp),
one P16 (137 bp), five P10 {149 bp), three P9 (151 bp),
one P8 (153 bp), seven P7 (155 bp), one P5 (159 bp) and
six P4 (161 bp). Sequence information confirmed that the
allele sizes in this microsatellite are 22 bp shorter than
those originally reported by Byth and Cox (1993a). All
microsatellite alleles presented an interrupted (TG),AT(TG)s
structure and no differences were observed between the
base composition of the flanking regions. The P7 (155 bp)
allele was found to have a (TG),AT(TG)s structure iden-
tical to the sequence found in BAC R-34911 from human
chromosome 14 {(GenBank Accession no. AL132708).

Age estimates of ¢t1-antitrypsin variants

Table 3 shows the age estimates for PI variants presenting
more regular microsatellite distributions in the Iberian
populations (M3, M2, S and Z). Calculations for northern
Europe were performed with data taken from Byth et al.
(1994). PI(TG), haplotype diversification was assumed
to be entirely caused by stepwise mutation and an average
figure of 0.001 was used as the mutation rate (Weber and
Wong 1993). Estimates for the Z allele based on CBG
variation were made by assumning that recombination was
the only factor leading to the breakdown of linkage dise-
quilibrium, by using the general relationship 1000 kb=
1 cM. Calculations with the PCI-(TG), marker took into
account the effects of both mutation and recombination.
In addition to the genetic distance calculated from the
standard 1 ¢cM to 1000 kb translation, a 2 ¢M recombina-
tion fraction between PI and PCI was also used. This was
based on previous studies derived from family data,
which suggested that the levels of recombination between
the CBG-PIL-PI and the PI4-PCI-ACT subclusters could
be higher than would be expected from their physical dis-
tance (Sefton et al. 1990; Byth et al. 1994; GDB Mapview
http://www.gdb.org).
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Although values derived from CBG tend to be lower
than those calculated from PI-(TG),, age estimates for
PI*Z based on these loci are globally concordant in the
Portuguese and northern European samples, leading to an
average estimate of approximately 4070 years, if a mean
value of 30 years per generation is assumed (Tremblay
and Vezina 2000). Results based on PCI-(TG), show
larger differences between the estimates from the two Eu-
ropean samples. Byth et al. (1994) have found that 41% of
northern European Z chromosomes share a unique exten-
sive haplotype encompassing the whole serpin gene clus-
ter and defined by alleles 1 (90 bp), P4 (161-bp) and B13
(121-bp) at the CBG, PI and PCI microsatellite loci, re-
spectively. However, we have found the same predomi-
nant haplotype only in 21 of 79 (27%) Z chromosomes in
which the three locus haplotypes could be defined (results
not shown), leading to older age estimates in the Por-
tuguese sample (Table 3). This discrepancy could have re-
sulted from an early recombination or a multistep muta-
tion leading to additional founder PCI-(TG), haplotypes
that could have persisted only in the Portuguese sample;
neverthelss, no further predominant microsatellite allele
could be found in this population (results not shown).
When the data from PCI-(TG),, PI-(TG), and CBG are
combined, average estimates of 6070 and 3210 years are
obtained, depending on whether the recombination rate
between PCI and PI is calculated from physical distance
or from family data, respectively. The use of the 2-cM dis-
tance leads to PCI-(TG), age estimates closer to the val-
ues obtained from CBG (Table 3), thus adding indirect ev-
idence supporting previous suggestions that the region be-
tween the two serpin subclusters recombines in excess of
the genome average (Sefton et al. 1990).

Age estimates for PI*S based on PI-(TG), are higher in
Portugal (14,100 years) than in the Basque sample (5490
years), which showed substantially lower levels of mi-
crosatellite diversity, consistent with the general pattern
observed in other PI variants (Fig.4). Estimates based on

Table 3 Estimates of the num-

ber of generations to the most Pl variants  Sample Estimates based on different marker loci
recent common ancestral of )
haplotypes from different P CBG* PI® PCI PCT
Nananls z Portugal 102 194 448 66
(20-187)° (104-297) (322-657) (48-95)
Northern Europe 61 185 2247 34¢
(0-145) (73-319)
S Portugal - 470 619 88
(312-672) (451-973) (65-139)

sAgsuming 6=0.0006, p=0 and Basque Country - 183 - -
60 kb between CBG and Pl (0-511)
bAssuming 6=0 and p=0.001
cAssuming 8=0.002, p=0.001 M2 Portugal - 23?561_782) = -
and 200 kb between PCI and
i Basque Country - 453 - =
dAssuming 6=0.02, p=0.001 (216-807)
*Support bounds calculated by p4q3 Portugal B 739 N _
using +2x the standard devia- (360-1489)
tion of p, , in equation (1)
fNo data Gvailable for support Basque Country - 522;50_]573 - -
interval calculation ( )
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PCI«(TG), were derived from the B10 (127 bp) allele,
which was found to be shared by 22% of the Portuguese S
alleles and had a 0.073 frequency in the whole population
(data not shown). Combination of the values obtained
from both PCI-(TG),, and PI-(TG), loci leads to estimates
of 16,335 and 8370 years for PI*S in the Portuguese pop-
ulation, according to the two different values used for the
recombination rate between PI and PCI (Table 3). In the
Basque sample, no B10 alleles were found among the S
variant; B14 (119 bp) and B6 (135 bp) were the predomi-
nant PCI-(TG), alleles. This discrepancy could have re-
sulted from the loss of the ancestral microsatellite allele in
the Basque population caused by drift.

Age estimates for PI*M2 were found to be very close
to PI*S in the two Iberian populations and showed over-
lapping support intervals with the M3 dates. Both variants
showed PCI-(TG), distributions similar to the whole pop-
ulation confirming that the traces of ancestral types in this
locus are lost much more rapidly than in PI-(TG), as indi-
cated by AMOVA (Table 2).

Discussion

Patterns of microsatellite variation
within ocl-antitrypsin alleles

We have characterised the patterns of haplotype variation
within the lineages defined by ol-antitrypsin alleles in
three populations with different histories. Sao Tomé e
Principe was uninhabited before its discovery by Por-
tuguese sailors in the early 1470s and began to be peopled
by slaves brought from different regions of Africa, be-
coming an important stepping-stone in the massive relo-
cation of African populations promoted by the Atlantic
slave trade. This settlement pattern is reflected in the re-
tention of the globally high levels of mitochondrial and
nuclear DNA diversity that are generally observed in the
continental mainland (Mateu et al. 1997; Albarrdn et al.
1998; Prata et al. 1996; Seixas et al. 1999b). Portugal and
the Basque Country are two geographically close popula-
tions that have been differently exposed to cultural and
genetic exchange, with the Basques remaining substan-
tially more isolated and maintaining a remarkable linguis-
tic differentiation. This is reflected in the position of the
two populations in the genetic tree of Europe where the
Portuguese are clustered together with most other popula-
tions, whereas the Basques are outliers, although they
have noticeable similarities with their neighbours (Ca-
valli-Sforza et al. 1994),

Our survey of serpin microsatellite diversity has re-
vealed substantial differences in the patterns of allelic
variation both between populations and between protein
variants within each population. Differences in PI-(TG),
distributions among PI variants reflected distinct levels of
variability restoration around different founder alleles and
can be used for age estimation. In addition, since mi-
crosatellite distributions are anchored in point mutations
with a different age, the analysis of microsatellite varia-
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tion within PI alleles provides a set of natural replicates
that allows the study of the interplay between mutation
processes and population history along different stages
of microsatellite evolution. In contrast, the more distant
PCI-(TG), locus presents a much lower level of diversity
compartmentalisation indicating that recombination be-
tween the two serpin subclusters is sufficiently high to
wipe out the diversity differences between PI gene prod-
ucts with a different age.

As expected, the Iberian populations presented the
most similar allele distributions, although the Basques
showed a consistent pattern of reduced diversity at both
PI-(TG), and PCI-(TG), loci and had a subset of Por-
tuguese genetic variation, in accordance with the pattern
of restricted gene flow and increased drift that is believed
to have produced their present genetic peculiarity
(Bertranpetit and Cavalli-Sforza 1991; Calafell and Bertran-
petit 1994),

The African population, although presenting the high-
est PCI diversity, showed unexpectedly reduced levels of
variation at the PI-(TG), locus, especially within the old-
est M1Ala213 allele. Unlike the Basque sample, this lo-
cus- and lineage-specific reduction is difficult to explain
by local population history and might have resulted either
from (1) selection at a closely linked locus or (2) special
features of the microsatellite mutation process.

If positive selection were favouring an advantageous
allele at any locus tightly linked to PI microsatellite, the
allele at the microsatellite locus that was initially linked 1o
the advantageous variant would become predominant,
leading to reduced levels of genetic variability (Slatkin
1995; Schldtterer and Wiehe 1999). A possible target for
selection could be the PI gene itself and, more specifi-
cally, the M1Ala213 allele. However, the type of effect
that could account for the observed microsatellite distrib-
ution would imply an increase in the frequency of a previ-
ously rare variant. As M1Ala213 is likely to be the primi-
tive human PI allele, any hypothetical selective advantage
over other normal variants would not be linked to a spe-
cific reduction in microsatellite variation. CBG is the next
closest active serpin gene and has been suggested to be
implicated, through linkage disequilibrium, in inflamma-
tory diseases that appear to be associated with the Pl Z de-
ficiency allele (Billingsley et al. 1993; Byth et al. 1994),
Whereas this points to a possible link between CBG func-
tional variants and PI alleles that could lead to lineage-
specific selective effects within the CBG-PIL-PI subclus-
ter, no systematic mutational screening in the CBG gene
has been performed so far to establish this concept.

As an alternative to selection, the PI-(TG), allele
distribution of M1Ala213 in Sao Tomé could have re-
sulted from increased mutational stability of the modal
P10 (149 bp) allele. There is increasing evidence that mi-
crosatellite alleles from the same locus can have different
mutation rates and that these can be influenced by factors
such as the number of repeats or the regularity of the se-
quence structure of the repeat blocks (Jin et al. 1996;
Goldstein and Pollock 1997; Brinkmann et al. 1998; Car-
valho-Silva et al. 1999). We have found no difference be-
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tween the structures of the PI-(TG), alleles. However,
pedigree data, population surveys and theoretical analyses
of microsatellite variation suggest that, even in the ab-
sence of structural differences, allele size constraints
caused by centrally directed mutation biases can lead to
stationary allele distributions (Garza et al. 1995; Nauta
and Weissing 1996; Amos 1999; Xu et al. 2000). PI mi-
crosatellite distribution in the M1Ala213 lineage from
Sao Tomé could thus represent an example of such a sta-
tionary distribution resulting from mutation biases leading
to an increased mutational stability at the critical modal
P10 (149 bp) allele.

The finding of equilibrium distributions caused by size
constraints would depend on the combination of large pop-
ulation effective sizes and increased age of the lineages
with which microsatellite variation is associated. Gener-
ally, the effects of genetic drift are thought to be more im-
portant than mutation in the shaping of microsatellite dis-
tributions in different human populations (Pérez-Lezaun et
al, 1997). In addition, the origin of new lineages defined
by recent unique mutation events resets microsatellite
variation to zero, so that younger variants would be further
from mutational equilibrium than the older ones. Since
African populations have been less subjected than non-
African human groups to genetic drift events (Tishkoff et
al. 1996), stable equilibrium distributions shaped by muta-
tional patterns are expected to be more easily found in
Africa among ancestral lineages that have remained com-
mon in these populations, as in the present case of
M1Ala213 from Sdo Tomé. Distributions in other M1 alle-
les may have been considerably disturbed by genetic drift
and therefore show more irregular patterns, which are
shifted towards large sized regions of the allele spectrum
where mutation occurring at a higher rate could lead to a
transitory increase in microsatellite variation.

Age estimates of oul-antitrypsin variants

The use of microsatellite variation to estimate the age of
lineages defined by unique mutational events is typically
hampered by the need to rely on assumptions that cannot
be verified about the relevant parameters, However, at-
tempts to establish relationships between time and levels
of variation can still be useful for evaluating the relative
antiquity of different variants or for analysing the factors
that might produce inconsistencies between age estimates
and the geography of each mutation.

Qur age estimates for the S and Z alleles are consistent
with their virtual confinement to populations of European
descent. Moreover, the finding that both variants share a
large sized P4 (161 bp) PI microsatellite allele common
only in the non-African M1 alleles adds further support
for a European origin of S and Z and allows relative age
comparisons to be made without the distortions that could
be caused by allele-specific mutation rates (Carvalho-
Silva et al. 1999).

The global estimate of 4070-3210 years for the coales-
cent times of Z haplotypes obtained from the information
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provided by the CBG, PI-(TG), and PCI(TG), loci lies
between a previous estimate of 6840 years based on RFLP
haplotypes (Cox et al. 1985) and one of 2000 years de-
rived solely from CBG microsatellite variation (Byth et
al. 1994). This suggests that the Z mutation could have
been dispersed during Neolithic times, similar to the cys-
tic fibrosis AF508 mutation, if its more recent age esti-
mates are accepted (Serre et al. 1990; but see Morral et al.
1994). The observation of levels of microsatellite diver-
sity in Z types from Portugal that are similar to, or even
higher than, those found in northern Europe contrasts with
the stepwise reduction in variation that would be expected
if the mutation was spread from north to south, Thus, the
Z mutation might not have originated in Scandinavia as
proposed on the basis of gene frequencies alone (Hutchi-
son 1998).

The estimate of 14,100-8370 years for the S allele in
the Portuguese population indicates that the high frequen-
cies of this variant in the Iberian Peninsula did not result
from a recent bottleneck and that the occurrence of PI*S in
this region could have predated the pronounced differenti-
ation of the Basque population. Subsequent drift in the
Basque Country could have reduced microsatellite diver-
sity, leading to younger age estimates in this population.
When the ages of S and Z are compared with their present
gene frequencies in different populations (Hutchison
1998), it is interesting to see that, in spite of an age esti-
mate that is more than two times younger than that of S,
the Z variant is more homogeneously distributed, indicat-
ing that its spread has probably been aligned with major
population movements within Europe. On the contrary, the
older S variant still presents a well-defined SW-NE gradi-
ent consistent with an origin in Iberia followed by disper-
sion against the main directions of demic diffusion in Eu-
rope. A controversial proposal of a population expansion
from the Iberian Peninsula occurring 10,000-15,000 years
ago based on the distribution of mtDNA haplogroup V
could provide a basis for such dispersion (Torroni et al.
1998; but see Izaguirre and de la Rda 1999).

In contrast to the S and Z alleles, M2 and M3 variants
in the two Iberian samples had much lower age estimates
than would be expected from their wide distributions in
most human populations. If the variation in mutation rates
along the microsatellite allele spectrum is not strong
enough to have produced such distortions, this indicates
that previous bottlenecks might have affected their mi-
crosatellite variation. A comparison of M3 microsatellite
distributions in African and Iberian populations (Fig.4)
suggests that the modal allele in Tberian samples could
have become fixed after a drastic bottleneck upon the pre-
existing African distribution. However, the possibility of
an independent mutation from a non-African M1Val213
variant implying a multi-regional origin for the P1 M3 al-
lele cannot be excluded. Given the small number of M3
chromosomes analysed, a more extensive study involving
other African, European and Asian populations, including
the further evaluation of the molecular homogeneity of
M3 and M2 in different samples, will be needed to pro-
vide a more reliable interpretation of the present results.
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2.1.1 Comentario



Resultados e Discussédo

2.1.1.1 Distribuicéio das frequéncias dos alelos da o1-antitripsina

As distribuigdes de frequéncias dos alelos comuns da ol-antitripsina em
Portugal, Pais Basco ¢ Sdo Tomé analisadas no artigo 2 foi possivel acrescentar os
resultados do estudo de uma amostra de 68 amerindios de lingua Quechua das
provincias de Tayacaja e Arequipa dos Andes centrais peruanos (Luiselli et al., 2000;
Tarazona-Santos ef al., 2001). Esta amostra caracteriza-se pela quase total auséncia do
alelo ancestral M1Ala213 (0,016), pela baixa frequéncia de M2 (0,023) e por uma
frequéncia de M3 (0,555) situada muito acima do intervalo de variagdo registado em
populacdes de fora do continente americano (Figura IL5). A presenga do alelo S com
uma frequéncia muito baixa (0,008) é provavelmente devida a miscigenagdo com
individuos de origem espanhola.

A relativa raridade de PI*M1Ala213 ndo tinha sido notada anteriormente em
populagdes amerindias devido 4 ndo discriminacido de PI*M1Ala213 e PI*M1Val213.
Dado que PI*M1Ala213 nio foi detectado no Japdo, na Gnica andlise de uma amostra
asidtica em que se procurou identificar este alelo (Figura I1.3) (Nukiwa ef al., 1996b),
¢ provével que a distribui¢do agora observada reflicta a proximidade genética entre as
populac@es da Asia e das Américas. A elevagdo da frequéncia de PI*M3 é semelhante
i registada noutras amostras origindrias de regides muito dispersas da América do Sul
(Figura IL.3 e IL5) e constitui uma caracteristica distintiva das populagdes do sub-
continente, 4 semelhanca da quase fixagio do alelo O do grupo sanguineo ABO, da
maior frequéncia do alelo DI*A do grupo sanguineo Diego ou da predominéncia de
um tnico haplogrupo do cromossoma Y (Cavalli-Sforza et al., 1994; Pena et al., 1995;
Santos et al., 1996; Underhill et al., 1996; Crawford, 1998). A auséncia de dados
sobre populagdes de diferentes locais da América do Norte e da Asia em que todos os
produtos génicos tenham sido discriminados impede, contudo, a identificagdo da drea
em que se deu a alteragdo das frequéncias dos alelos ol-antitripsina durante a
colonizagdo do continente americano.

A anilise das distincias genéticas entre as populagSes em que se discriminaram
completamente os alelos comuns da ol-antitripsina revela uma hierarquia de
semelhangas parecida com a que se obtém com a utilizagio de varios loci polimérficos

simultaneamente (Figura I1.6). Se a amostra Quechua for removida (Figura IL.6 A),
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Figura IL5- Distribui¢io das frequéncias dos alelos de PI nas populagdes estudadas no
presente trabalho. A drea dos circulos € proporcional & frequéncia dos alelos. H-
heterozigotia.

verifica-se que a primeira dicotomia separa as populagdes africanas das populagdes
euroasidticas que so posteriormente se dividem entre si, tal como acontece na maioria
dos padrdes de agrupamento das populagdes humanas (Figuras I1.6 B e C). Na
populagio Quechua, o aumento da frequéncia de M3 ¢ o resultado provavel da acgdo
marcada da deriva genética que acompanhou a colonizagido das Américas (Cavalli-
Sforza et al., 1994; Pena et al., 1995; Santos et al., 1996; Mesa et al., 2000) embora,
neste caso, o grau de diferenciagdo seja superior & média e coloque aquela amostra
numa posigdo excéntrica que ndo reproduz a proximidade entre os amerindios e as
populagdes asiaticas revelada pelo estudo de um maior nimero de marcadores
(Figuras 11.6).

A semelhanga do que se observa com outros polimorfismos electroforéticos, ou
com polimorfismos de tamanho de fragmentos de restrigio (RFLPs), é também nas
populagdes europeias que se registam os valores mais elevados de heterozigotia para a
ol-antitripsina (Figura I1.6 A), ao contrario do que acontece com os microssatélites e
o DNA mitocondrial, que apresentam maior diversidade genética na Africa sub-

shariana (Relethford, 2001). A discrepancia entre as estimativas de diversidade obtidas
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Africa do Sul (H=0,539)
I—: Saio Tomé (H=0,501)
Alemanha (H=0,705)

Suécia (H=0,685)

Espanha (H=0,757)
Portugal (H=0761)

Pafs Basco (H=0,701)

Japao (H=0.441)
Quechua (H=0,536)

Africa (H=0,317)

Africa (H=0,297)

e Europa (H=0,357)
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r—- Asia (H=0,334)
l_ Asia (H=0,329) l__

América (H=0.289)

Figura IL6- Agrupamentos de populagdes humanas obtidos com o método de UPGMA (Unweigthted
Pair Group Method with Arithmetic Mean) com base na distincia genética Fgr utilizando diferentes tipos
de loci. A- Agrupamento com base no locus P1. B- Agrupamento com base em 79 RFLPs (polimorfismos
de tamanho de fragmentos de restrigdo) (Mountain e Cavalli-Sforza, 1994). C- Agrupamento com base
em 42 polimorfismos de proteinas (Cavalli-Sforza er al, 1994). As distancias genéticas foram calculadas
com o programa ARLEQUIN (Schneider et al, 1997) e os agrupamentos efectuados com o programa
STATISTICA (http://www.statsoftinc.com). H- heterozigotia.

com diferentes tipos de marcadores é geralmente atribuida ao enviezamento
provocado pela amostragem preferencial de populagbes europeias na pesquisa de
polimorfismos electroforéticos e RFLPs (Mountain e Cavalli-Sforza, 1994). Como a
intensidade do enviezamento € inversamente proporcional d heterozigotia real, € mais
provavel que os loci com baixa taxa de mutagdo, nos quais se incluem aqueles
polimorfismos, tenham uma diversidade genética sobreavaliada (Mountain e Cavalli-
Sforza, 1994; Rogers e Jorde, 1996; Relethford, 1997). Se as relagdes filogenéticas
entre alelos forem conhecidas, € contudo possivel diminuir os efeitos desta distorgdo e
conciliar os padrdes de variagdo observados em diferentes tipos de sistemas genéticos.
Por exemplo, a observagio de maior variabilidade genética em Africa em estudos de

DNA mitocondrial e microssatélites € normalmente considerada uma indicagao de que
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as populagdes africanas estiveram historicamente menos sujeitas 4 ac¢do da deriva
genética do que as populagdes euro-asidticas (Rogers e Jorde, 1995; Relethford, 2001).
A ser assim, € de esperar que o enviezamento amostral nos sistemas electroforéticos e
RFLPs conduza a uma maior frequéncia de alelos derivados na Europa, enquanto que
a menor diversidade registada em Africa deve estar associada a retengdo de
frequéncias elevadas dos alelos ancestrais. Por outro lado, a maior proximidade
genética das populagdes asidticas relativamente & fonte de enviezamento (Europa) e a
colonizagdo das Américas partir da Asia Oriental implicam que, nessas populagdes,
existam também frequéncias proporcionalmente mais elevadas dos alelos derivados.
Estas previsdes foram confirmadas em estudos de RFLPs em que a distingiio de alelos
primitivos e derivados foi feita através de comparacdes com Primatas ndo-humanos
{Moutain e Cavalli-Sforza 1994; Watkins et al., 2001). O mesmo se verificou numa
andlise alargada da distribuicdo de inser¢des Alu polimérficas (Watkins ez al., 2001),
embora neste caso as populagdes africanas registassem as heterozigotias mais elevadas
e 0 enviezamento amostral se restringisse a sobrevalorizagdo da frequéncia do alelo
derivado (presenca da insercao).

O conhecimento das relagdes filogenéticas entre as mutagdes da oul-antitripsina
permite verificar que a distribuicio dos seus alelos derivados também tem um padrio
concordante com os resultados obtidos em loci com propriedades semelhantes
(Figuras IL3, IL5 e I1.6): a baixa heterozigotia das amostras africanas resulta da
preservagéo de frequéncias elevadas do alelo ancestral M1Ala213; a maior diversidade
das amostras europeias estd associada a elevagdo das frequéncias dos alelos derivados
M1Val213, M2 e M3; 4 menor heterozigotia da amostra japonesa corresponde a perda
de M1Ala213; a diferenciacdo da amostra Quechua resulta do forte aumento da
frequéncia do alelo derivado M3. Tendo em conta as irregularidades que caracterizam
a analise da diversidade de um tinico Jocus, é notdvel o modo como a distribuigio das
frequéncias al€licas da ol-antitripsina capta os principais sinais da hist6ria evolutiva

das popula¢des humanas reconstruida a partir da ponderagio de diferentes loci.
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2.1.1.2 Variacio genética em microssatélites associados aos alelos da ol1-

antitripsina

2.1.1.2.1 Comparagdes interpopulacionais

Os padrdes de diversidade haplotipica definidos pela combinagio de
microssatélites com as mutagdes pontuais da ol-antitripsina podem ser interpretados a
nivel interpopulacional ou a nivel interalélico. As comparagdes entre populagdes
permitem examinar o impacto dos principais acontecimentos demogrificos da sua
histéria evolutiva e aumentam a resolugdo dos estudos que apenas se baseiam em
distribuicdes de frequéncias alélicas. As comparagdes interalélicas podem ser usadas
para avaliar a antiguidade relativa das mutagdes pontuais ou, em casos mais
favordveis, para fazer a sua datagdo absoluta. Embora estas duas perspectivas nio
possam nem devam ser completamente separadas, € conveniente comegar por
comentar a congruéncia entre a diversidade haplotipica associada aos alelos da o1-
antitripsina e a historia evolutiva das popula¢des estudadas no artigo 2, as quais se
acrescentam agora resultados obtidos na amostra Quechua.

A comparagdo das distribui¢des dos microssatélites PI(TG)n ¢ PCI(TG)n nos
alelos M1Ala213, M1Val213 e M3 de Portugal e do Pais Basco ilustra bem os efeitos
que a histéria populacional pode provocar na variagdo haplotipica observada (Figuras
I1.7 a 11.9). Estes alelos sdo os que apresentam maiores diferencas de frequéncia entre
as duas populagdes (Tabela 1 e Figura 4 do artigo 2) e registam, na amostra basca,
uma diminui¢io da diversidade genética em ambos os microssatélites. Para além da
redugio de diversidade, as distribuigdes das frequéncias alélicas dos microssatélites no
Pais Basco tém configuragdes mais irregulares, caracterizadas por um niimero elevado
de modas e descontinuidades (Figuras I1.7 a I1.9), como acontece, tipicamente, nas
populacdes sujeitas & acgdo da deriva genética (Reich e Goldstein, 1998). De um modo
geral, estas observagdes estdo de acordo com a histéria das duas populagdes ibéricas e
apoiam a hipétese de que a singularidade basca terd resultado de uma redugio do
efectivo populacional durante um periodo de maior isolamento em relacédo as regides
vizinhas (Calafell e Bertranpetit, 1994; Cavalli-Sforza et al., 1994). No entanto, deve

salientar-se ~ que muitos outros  marcadores, incluindo  polimorfismos
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Figura IL7- Distribui¢io das frequéncias dos alelos dos loci PI(TG)n e PCI(TG)n no seio dos alelos
M1Ala213 na populagdio portuguesa (PORT), basca (BASQ) e sdo-tomense (ST). Na coluna do lado
direito mostra-se a relagfio filogenética e as frequéncias dos alelos da o1-antitripsina em cada populago.
O alelo em andlise esta representado a cheio. H- heterozigotia , V- varidncia do nimero de repetigdes, N-
cromossomas MIAla213 e N'- total de cromossomas utilizados na estimativa das frequéncias
haplotipicas.

do cromossoma Y e do DNA mitocondrial, ndio mostram uma diferenciag@o tdo clara
do Pais Basco (Bertranpetit ef al., 1995; Hurles et al., 1999), o que sugere que o seu
isolamento pode ja ter sido contrariado, em grande parte, pelo fluxo génico causado
pela migragdo. Harpending e Eller (2000), por exemplo, calculam que se tiver havido
um nivel de fluxo génico, a partir das populagdes adjacentes, equivalente a 1% por
geragdo durante 250 geragdes, € provadvel que apenas cerca de 8% dos genes bascos
retenham os niveis de diferenciagcdo ancestrais. Em face dos resultados obtidos, pode
ser que o Jocus da ol-antitripsina seja um desses genes, juntamente com 0s grupos
sanguineos ABO e RH e com um numero restrito de polimorfismos electroforéticos
(Calafell e Bertranpetit, 1994; Cavalli-Sforza et al., 1994) que contribuem para que a

populagdo  basca se distinga das restantes populagdes  europeias.
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Figura II.8- Distribuigio das frequéncias dos alelos dos Joci PTG)n ¢ PCI(TG)n no scio dos alelos
M1Val213 na populagfio portuguesa (PORT), basca (BASQ) sao-tomense (ST) e quechua (QUE). Na
coluna do lado direito mostra-se a relagfio filogenética e as frequéncias dos alelos da o l-antitripsina em
cada populagio. O alelo em analise esta representado a cheio. H- heterozigotia , V- varifincia do nimero
de repetigdes, N- cromossomas M1Val213 e N- total de cromossomas utilizados na estimativa das
frequéncias haplotipicas.

Ainda assim, € interessante verificar que a diferenciagio observada na al-antitripsina

s0 ¢é visivel se a variagfo haplotipica for tida em conta e se todos os alelos puderem ser

discriminados. Na auséncia de informagdo sobre os microssatélites e em caso de

jungdo de M1Ala213 e MI1Val2l3 num unico electromorfo, a distribuigio de

frequéncias obtida no Pais Basco ¢ praticamente indistinguivel da observada noutras

regides da Peninsula Ibérica.
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Figura IL9- Distribuigio das frequéncias dos alelos dos /oci PI{TG)n € PCI(TG)n no seio dos alelos M3
na populagio portuguesa (PORT), basca (BASQ) sdo-tomense (ST) e quechua (QUE). Na coluna do lado
direito mostra-se a relag3o filogenética € as frequéncias dos alelos da «.1-antitripsina em cada populagéo.
O alelo em anélise estd representada a cheio. H- heterozigotia , V- varidncia do nimero de repetigdes, N-
cromossomas M3 e N'- total de cromossomas utilizados na estimativa das frequéncias haplotipicas.

A andlise da amostra da populagdo Quechua é também um bom exemplo da
forma como a variagdo haplotipica pode acrescentar informagdes importantes para a
interpretagdo dos padrdes de heterogeneidade geografica de um polimorfismo. As
distribui¢des de frequéncias do locus PI(TG)n, o unico microssatélite que pdde ser
testado nesta amostra, revelam que houve uma redugéo significativa da diversidade
genética associada a M1Val213 e M3 (Figuras 11.8 e I1.9). Isto indica claramente que a

alteragdo nas frequéncias destes dois alelos foi causada por deriva genética resultante
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de um estrangulamento do efectivo populacional. No entanto, contrariamente ao Pais
Basco, as distribui¢des da populagdo Quechua sdo mais regulares e unimodais e
sugerem que esse estrangulamento terd tido maior duragio e intensidade nas
populactes da América do Sul. Este resultado estd de acordo com a observagao de
uma diminui¢do da diversidade genética em outros loci autossémicos (Cavalli-Sforza
et al., 1994; Mesa et al., 2000), no DNA mitocondrial e (Horai et al., 1993) e
sobretudo, no cromossoma Y que, como ji se referiu, tem um haplogrupo
predominante em regides do continente americano geograficamente muito afastadas
(Pena et al., 1995; Santos et al., 1996, Underhill ez al., 1996). Admitindo que a
colonizag¢do dos Andes pelos Quechua se fez a partir da expansido de uma populagio
fundadora que perdeu completamente a variagao alélica do microssatélite PI(TG)n nas
linhagens M1Val213 e M3, é possivel tentar datar essa colonizagdo através da
estimativa do tempo necessdrio a recuperagdo dos niveis de diversidade actualmente
observados. Recorrendo ao formalismo exposto no Artigo 2 (equagio 1), e assumindo
que houve uma acumulagio regular de mutagdes & taxa média de 0,001 por cada
geracdo de 30 anos, o tempo necessdrio para as frequéncias dos alelos ancestrais P6
(157 bp) e P7 (155 bp) das linhagens M1Val213 e M3 (Figuras 1.8 e I1.9) baixarem
para os valores actualmente observados é de 11 820 (6 090-19 470) e 6 930 (3 450-11
400) anos, respectivamente. Estas estimativas referem-se apenas ao inicio da expanséo
no efectivo populacional que permitiuv acumular as mutacSes do microssatélite e
podem ter pelo menos dois tipos opostos de enviezamento. Se ndo tiver havido perda
total de diversidade, o que € sugerido pela data mais antiga ter sido obtida com a
linhagem mais antiga (M1Val213), a idade pode estar sobreavaliada. Se, no entanto, a
perda total de diversidade tiver de facto ocorrido, a expansdo de tamanho pode ter
acontecido muito depois da fundagio da populagio e as datas estardo subestimadas.
De qualquer modo, as duas datas tém intervalos de varia¢do sobreponiveis e um valor
médio de 9 375 (3 450-19 470) anos, semelhante a estimativas recentes de 9 000-11
000 anos para a idade do haplogrupo predominante do cromossoma Y em indios
colombianos (Ruiz-Linares et al., 1999). Por outro lado, a aplicagdo da metodologia
agora utilizada aos dados de Tarazona-Santos er al. (2001), sobre a variagdo de
microssatélites desse haplogrupo na populagio Quechua conduz a uma estimativa

pontual de 8 710 anos, compativel com a obtida com as linhagens da ol-antitripsina.
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Estes valores sdo também concordantes com a evidéncia paleo-ecoldgica, que indica
que o povoamento maci¢o da regido Andina sé teria sido possivel no fim da dltima era
glaciar hd cerca de 10 000 - 12 000 anos (Dillehay, 1999; Tarazona-Santos et al.,
2001). No futuro, seria interessante fazer uma pesquisa de polimorfismos nas
sequéncias de DNA dos intrdes e das zonas adjacentes do gene da ot1-antitripsina para
estabelecer linhagens que permitam utilizar esta regido do genoma numa abordagem
filogeografica mais detalhada da colonizagio das Américas.

Ao contririo das amostras do Pais Basco e do Peru, os padrdes de variagdo
haplotipica na populacdo de Sdo Tomé sé muito dificilmente sdo compativeis com a
sua histdria evolutiva. Tendo em conta que esta populagio retém, para os loci até
agora analisados, os niveis elevados de diversidade genética caracteristicos do
continente africano (Prata et al., 1996; Mateu et al., 1997; Albarrdn ef al., 1998), seria
de esperar que a variabilidade dos microssatélites associados as linhagens da ol-
antitripsina fosse mais elevada em Sdo Tomé, a semelhanca do que acontece noutras
populacgdes da Africa sub-sahariana para este tipo de loci (Jorde et al., 1997; Calafell
et al., 1998; Jorde et al., 2000). No entanto, apesar de se observarem valores de
heterozigotia mais elevados no microssatélite PCI(TG)n, a variabilidade associada ao
alelo M1Ala213 no locus PI(TG)n € significativamente mais baixa do que a registada
na populagdo portuguesa (Figura I1.7).

A primeira questdo que se coloca com este resultado € a de saber se a redugdo de
diversidade que se observou € excepcional ou se, pelo contrdrio, ¢ um acontecimento
fortuito que se inclui na gama de variacdo esperada quando se analisam diferentes loci
com a mesma histéria evolutiva. No artigo 2, o facto de, ao contrdrio da populagio
basca, a reducgio de heterozigotia em Sdo Tomé se restringir ao microssatélite PI(TG)n
e a linhagem mais antiga M1Ala213, foi tomado como uma indicagio informal de que
este resultado ndo se obteve por acaso. No entanto, s6 a comparagao entre os valores
de diversidade observados em Sdo Tomé e na populagdo portuguesa para vérios loci
poderd sustentar formalmente essa conclusdo. Na impossibilidade de realizar esta
anilise, procurou-se avaliar até que ponto os resultados obtidos se enquadravam nas
diferencas de diversidade registadas numa recente comparagio global de populagtes
africanas e nao-africanas com um conjunto de 94 microssatélites (Schlétterer, 2002).

De acordo com a metodologia desenvolvida nesse estudo, a comparagdo da
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diversidade genética de duas populagdes para um dado microssatélite pode ser feita
através do logaritmo natural da razio entre as varidncias do respectivo nimero de
repeti¢des (In RV). Quando calculado para virios microssatélites, o pardmetro In RV
tem uma distribui¢do normal que permite atribuir a cada locus uma probabilidade P do
respectivo valor de In RV se dever ao acaso. No conjunto dos loci comparados por
Schlstterer (2002), os dois unicos microssatélites com redugdes significativas de
diversidade em Africa, D10S249 e D6S303, tinham valores de In RV de -2,107 e -
1,239 com P igual a 0,002 ¢ 0,023, respectivamente. Uma vez que o valor de In RV
para o microssatélite PI(TG)n na linhagem M1Ala213 é igual a —1,355, € provavel que
a redugdo de diversidade agora observada ndo tenha sido originada por acaso.

Normalmente, considera-se que a selec¢do pode causar desvios significativos em
relagdo ao padrao médio observado na generalidade dos loci, com base no conceito de
que os fen6menos selectivos tendem a repercutir-se apenas em regides delimitadas do
genoma (Lewontin e Krakauer, 1973). Teoricamente, se um alelo for favorecido
(selec¢@o positiva) ou se, em alternativa, houver a remocio recorrente de mutagdes
deletérias (selec¢do negativa), verificar-se-4 uma perda de diversidade genética numa
extensdo inversamente proporcional a fracgdo de recombinagdo entre a regido
seleccionada e as regides vizinhas (Schlotterer e Wiehe, 1999). Por esta razdo, a
reducdo na heterozigotia do microssatélite PI(TG)n na linhagem M1Ala213 pode ter
sido provocada por selec¢ido nos genes da CBG e da PI que lhe estido préximos. Como
o processo de eliminagio de mutacdes deletérias é equivalente a uma redugio
localizada do tamanho da populagdo (Charlesworth ez al., 1995; Schlétterer e Wiehe,
1999), seria de esperar que, em caso de selec¢do negativa, a perda de diversidade no
microssatélite fosse acompanhada de uma distribuigio irregular de frequéncias
alélicas, o que nao se verifica (Figura IL7). Pelo contririo, a selec¢do positiva €
equivalente a uma expansdo populacional e as distribuicGes dos microssatélites
associados as regides seleccionadas tendem a apresentar uma moda predominante
(Slatkin, 1995), como de facto acontece na linhagem M1Ala213.

A pressdo causada pelas proteases de agentes infecciosos pode ser um factor
importante de selec¢do positiva e tem sido apontada como uma das causas da
acelaragdo da divergéncia evolutiva das proteinas da familia SERPIN (Hill e Hastie,

1987; Goodwin et al., 1996). Estas proteases estio envolvidas nos processos de
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penetragdo no hospedeiro e na digestio da matriz extracelular de muitos tecidos
afectados. Por exemplo, a actividade elastinolitica é um dos factores de viruléncia
mais importantes nas infec¢cdes causadas por bactérias do género Pseudomonas e a
elastase produzida pelas formas larvares de Schistosoma mansoni ¢ essencial para
destruir a pele durante a fase invasiva do hospedeiro (Werb et al., 1982; Potempa et
al., 1994). E assim possivel que, em condi¢des de elevada carga parasitdria, as
mutacdes que melhorem a capacidade inibidora da PI, ou aumentem a sua
concentracdo plasmdtica, possam ser selectivamente favorecidas. Por outro lado, a
participagdo da CBG no controlo da resposta inflamatéria, também pode expor este
locus a pressdes selectivas equivalentes, relacionadas com a optimizagio da
distribui¢do de glucocorticéides. De qualquer forma, sé uma andlise sistemdtica das
regides codificantes e reguladoras destes genes, permitird verificar se hd mutagdes
associadas a linhagem M1Ala213 que possam sustentar a hipdtese de selecgao.

Tal como foi discutido no artigo 2, as particularidades do processo mutacional
dos microssatélites também podem conduzir a situacdes de reducdo de diversidade
sem ser necessdrio invocar a ac¢do da selecgdo. Hd evidéncias crescentes de que a
frequéncia e o sentido das mutagdes podem variar com o nimero de repeti¢es dos
alelos num mesmo locus (Jin et al., 1996; Goldstein e Pollock, 1997; Brinkmann et
al., 1998; Carvalho-Silva et al., 1999). Em geral, os alelos de menor tamanho tendem
a expandir-se, enquanto os alelos mais longos podem ter taxas de mutagdo mais
elevadas ¢ uma maior tendéncia para a contracgio (Garza er al, 1995; Nauta e
Weissing, 1996; Xu et al, 2000; Buard et al, 2002). Uma das consequéncias
interessantes deste tipo de comportamento mutacional € a possibilidade de as taxas de
mutagdo de um mesmo locus poderem variar de populagdo para populagdo, ou de
linhagem para linhagem, devido as diferencas nas distribui¢des do tamanho dos alelos.
Por outro lado, se o efectivo de uma populagao for suficientemente grande, € provivel
que o tamanho dos alelos convirja para distribuicOes estaciondrias, regulares e
unimodais, que se manterdo inalteradas se ndo forem perturbadas pelos efeitos da
deriva genética (Garza et al., 1995; Nauta e Weissing, 1996; Xu et al., 2000; Buard et
al., 2002). Nestas condigdes, é concebivel que, na linhagem M1Ala213 de Sao Tomé,
o locus PI(TG)n possa ter atingido um equilibrio inteiramente determinado pela

dindmica mutacional, com valores de heterozigotia paradoxalmente menores do que os
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observados em linhagens menos antigas ou em populagSes mais sujeitas a deriva
genética.

A pesquisa de polimorfismos na sequéncia dos intrdes do gene da PI podera ser
uma boa forma de discriminar as hipéteses de seleccdo e de equilibrio mutacional. Se
o padrdo observado tiver sido provocado por selecglo, a reducio de diversidade do
microssatélite deverd ser acompanhada de menor variagdo de sequéncia na linhagem
MI1Ala213. Se, pelo contrdrio, houver uma distribui¢do de equilibrio causada pelas
propriedades mutacionais especificas do microssatélite, a linhagem M1Ala213 devera
ser mais varidvel ao nivel das sequéncias intronicas e haverd uma discordancia entre

os padrdes observados com os dois tipos de polimorfismo.

2.1.1.2.2 Comparacgées interalélicas

De cada vez que uma variante da ¢l-antitripsina € originada numa populacgio,
forma-se uma nova linhagem em que a diversidade dos microssatélites adjacentes é
completamente eliminada. Em condicdes ideais de efectivo infinito, a recuperagio da
diversidade serd proporcional ao tempo decorrido desde a origem da nova linhagem e
ocorrerd a um ritmo que sé depende da taxa de mutagdo dos microssatélites e da sua
distincia ao locus da PI. Assumindo que as taxas de mutag¢do ndo sdo muito desiguais,
a recombinagio restaurard mais rapidamente a variabilidade nos microssatélites mais
distantes e as distribui¢des de frequéncia nas diferentes linhagens tenderdo a
assemelhar-se. E o que acontece com o microssatélite PCI(TG)n, localizado a cerca de
200 kb da PI (Figura 1 do artigo 2), no qual apenas uma pequena frac¢io da
diversidade genética se deve a diferengas entre as linhagens definidas pelas mutag¢Ges
pontuais da ol-antitripsina (Tabela 2 do artigo 2). Pelo contrario, no locus PI(TG)n,
situado a apenas 7,1 kb (Figura 1 do artigo 2), ainda ha diferencas consideradveis entre
as distribui¢des observadas nos alelos da PI que correspondem, pelo menos em parte,
a distintas fases de recuperagdo de diversidade (Tabela 2 e Figura 4 do artigo 2). Por
exemplo, na populagdo portuguesa, o decréscimo de heterozigotia de PI(TG)n segundo
a ordem M1Ala213>M1Va213>M3>M2 (Figura 4 do artigo 2) estd de acordo com a
antiguidade relativa destes alelos, inferida a partir da sequéncia filogenética das

respectivas mutagdes (Figura I1.2). Por outro lado, os baixos niveis de diversidade
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associados a S ¢ Z, indicam que estes alelos sdo os mais recentes e que, por isso, tm
uma distribuicdo geogrdfica mais confinada. No entanto, o alargamento das
comparagdes interalélicas a outras populagdes mostra que, devido aos factores de
diferenciagdo interpopulacional acima discutidos, podem ocorrer excepgdes
importantes a este tipo de comportamento. Uma forma de avaliar as influéncias
cruzadas que a histéria evolutiva das populagdes e a filogenia dos alelos tém nas
distribui¢des dos microssatélites consiste em agrupar as diferentes linhagens de acordo
com a distdncia genética calculada com base nessas distribuigdes. Se os factores de
diferenciacdo interpopulacional tivessem uma importancia menor, seria de esperar que
os diferentes alelos da al-antitripsina se agrupassem entre si independentemente da
sua proveniéncia geografica. Porém, a andlise dos agrupamentos das linhagens de PI
obtidos com base no microssatélites PI(TG)n mostra que nem sempre isso acontece
(Figura II.10). Com excepgdo de M1Val213 de Portugal e do Pais Basco, as linhagens
MI1Ala213 e MI1Val213 das diferentes populagdes ndo se agrupam entre si.

M1AlaBASQ
MI1AIaPORT
M1ValST
M1AlaST
M1ValBASQ
M1ValPORT
M3ST

| M2BAS

| MZPORT
M3BASQ

l'_': M3PORT

L M3QuE

M1ValQUE

SBASQ

ZPORT

L SPORT

Figura IL10- Agrupamento dos alelos da ol-antitripsina de diferentes
populagbes obtidos com o método de UPGMA (Unweigthied Pair Group
Method with Arithmetic Mean) a partir da distincia genética Fgr calculada
com base nas frequéncias dos alelos do microssatélite PI(TG)n. As distancias
genéticas foram calculadas com o programa ARLEQUIN (Schneider et al,
1997) e os agrupamentos efectuados com o programa STATISTICA
(http:/fwww statsoftinc.com). PORT- Portugal, BASQ- Pais Basco, ST- Sdo
Tomé e QUE- Quechua.
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O alelo M1Val213 na populagdo Quechua tem uma distribuicio completamente
distinta da das outras amostras estudadas. A distribui¢do do alelo M3 em Sdo Tomé é
muito diferente da que se observa nos Quechua e nas duas populagdes ibéricas. Estas
discrepancias mostram que sé serd possivel fazer uma descricio completa das
diferencas interalélicas se forem analisadas varias populagdes com historias evolutivas
diferentes. A combinagdo de mutagdes pontuais com microssatélites serd tanto menos
informativa sobre a filogenia dos alelos quanto mais for influenciada pela histéria das

populagdes.

2.1.1.2.3 Datagdo dos alelos S e Z da ol-antitripsina

Como foi acima discutido, hd vdrios factores que podem afectar a estimativa
correcta da antiguidade absoluta ou relativa de mutacGes pontuais a partir da variacéo
acumulada em microssatélites. Por um lado, fendmenos como a deriva genética
associada a histdria das populagdes, a selecgio, ou a convergéncia para distribuicdes
de equilibrio, fazem com que muitos dos pressupostos do célculo das idades das
mutagdes ndo sejam verificados (de Knijff, 2000). Por outro lado, os pardmetros
bésicos necessarios para realizar estes cdlculos - tais como a taxa de mutagdo, a
frac¢do de recombinagdo ou intervalo de tempo entre geragdes - ndo sZo conhecidos
com precisdo. Ainda assim, vale a pena tentar utilizar a informagio disponivel para
realizar datagdes, uma vez que o conhecimento da idade de uma mutagfo contribui
para identificar os factores que determinaram a sua dispersdo geografica e permite
formular hip6teses que poderdo ser depois analisadas & luz de outros tipos de
evidéncia (Slatkin e Rannala, 2000; Rannala e Bertorelle, 2001).

Apesar da sua relativa simplicidade, o método de datacdo dos alelos da «l-
antitripsina desenvolvido no artigo 2 tem a desvantagem de se basear na média das
estimativas obtidas com cada um dos microssatélites isoladamente, ndo permitindo
incorporar informagdo sobre a respectiva mutabilidade relativa. A fim de combinar a
informacdo dos loci CBG, PI(TG)n e PCI(TG)n numa (nica estimativa de idade, foi
possivel aplicar um método alternativo a uma subamostra de 79 alelos Z e 59 alelos S
da populagdo portuguesa, em que se pode determinar a distribuicio dos haplétipos

definidos simultaneamente pelos trés loci (Tabelas I1.1 A e B). Neste método, baseado
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numa modificagdo da abordagem de Bertranpetit e Calafell (1996), comega-se por
reconstruir a relagdo filogenética entre os haplétipos associados a cada um dos aielos
que se pretende datar, utilizando critérios de mdxima parciménia (Figura II.11). Para
tal, € necessdrio definir os haplétipos ancestrais associados as mutagdes que
originaram os alelos S e Z e inferir o niimero minimo de acontecimentos mutacionais
ou recombinacionais que o ligam aos restantes haplétipos (Figura I1.11). No caso
presente, assumiu-se, tal como no artigo 2, que a variagdo haplotipica foi gerada por
recombinagdo nos loci CBG e PCI(TG)n, e por mutagio no locus PI(TG)n. Na
linhagem Z, o haplétipo ancestral (HZ1) pode ser facilmente inferido por ser o que
apresenta a combinagio dos alelos mais comuns dos trés microssatélites (Tabela II.1
A). Na linhagem S existem trés haplotipos equifrequentes (HS2, HS3 e HS4) que
diferem no alelo do microssatélite PCI(TG)n que lhes estd associado (Tabela II.1 B).
No entanto, a analise da correlacdo entre as frequéncias alélicas de PCI{TG)n na
linhagem S e na populagdo geral, mostra claramente que € o alelo B10 (127bp) que
mais se afasta da média, pelo que HS3 é muito provavelmente o haplétipo ancestral
(Figura I1.12).

Conhecida a genealogia dos haplétipos associados a cada linhagem, é possivel

estimar as idades de S e Z utilizando a expressido (Thomson et al., 2000):

Tzznxi/(n,u) .1
i=1

em que T € idade em geragdes da linhagem a datar, xi o nimero de diferengas
mutacionais e recombinacionais entre o i-€simo haplétipo e o haplétipo ancestral, n o
numero total de haplétipos e # uma taxa agregada de modificagio haplotipica que é a
soma das taxas de mutacio e das taxas efectivas de recombinagio entre os
microssatélites e o locus da PL

Nos 79 alelos Z, hd 14 haplétipos derivados com um total de 67 alteragdes
(mutagoes e recombinagdes): 2 em CBG, 16 em PI(TG)n e 49 em PCI(TG)n a que
correspondem mutabilidades relativas de 1:8:24,5, respectivamente. Aceitando que a
taxa de mutagio em PI(TG)n € de 0,001 e tendo em conta as diferencas de

mutabilidade entre os trés loci, obtém-se taxas efectivas de recombinacio de 0,000125
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Tabela IL1- Distribuigio dos haplétipos definidos pelos loci PI(TG)n, PCHTG)n e CBG em
cromossomas Z (A) e S (B). A nomenclatura dos alelos ¢ a mesma do artigo 2. Os haplétipos que
partilham alelos dos microssatélites CBG e PI(TG)n estdo destacados com a mesma cor. Os haplétipos

ancestrais estdo assinalados a negro. N- niimero de cromossomas.

A B
cBG PI(TG)n PCI(TG)n N CBG PI(TG)n PCI(TG)n N
HZ1 CBG1 P4-1681 B13121 21 HS1 CBG2 P4-161 B13-121 3
HZ2 CBG1 P4-161 B12-123 HS§2 CcBG2 P4-161 B12-123 1
HZ3 CBG1 P4-161 B10-127 8 HS3 cBG2 P4-161 B10-127 11
HZ4 CBG1 P4-161 B7-133 1 HS4 cBG2 P4-181 B7-133 1
HZ56 CBG1 P4-161 B6-135 6 HS5 CBG2 P4-161 B6-135 1
HZ6 CBG1 P4-161 B3-141 4 HS6 CcBG2 P4-161 B3-141 1
HZ7 CBG1 P4-161 B2-143 1 HST CBG2 P4-161 B1-145 1
HZB CBG1 P4-161 B1-145 1 HSB CBG2 P5-150 B13121 2
HZ9 CBG1 P5-159 B13-121 8 HS9 CBG2 P5-15¢ B12-123 2
Hz10 CBG1 P5-159 B12-123 1 HS10 CBG2 P5-159 B10-127 1
HZ11 CBG1 P5-159 B10-127 1 HS11 CBG2 P5-158 B7-133 2
HZ12 CBG1 P5-159 B7-133 5 HS12 CBG2 P5-158 B6-135 1
HZ13 CBG1 P3-163 B12-123 1 HS13 CcBG2 P3-163 B13-121 1
HZ14 CBG2 P4-161 B13-121 1 HS814 CBG2 P3-163 B12-123 3
HZ15 CBG2 P4-161 B7-133 1 HS15 CBG2 P3-163 B10-127 1
Total 79 HS16 CBG2 P3-163 B7-133 2
HS17  CBG2 P3163  B6-135 1
HS18 1
HS19 2
HS20 1
Total 59
A B
HS19
HZ13 -
HS1 e
HZ3
HZ2 HZ4 BSs . Bs10 // HS4
HZ]()\ //st HS9 / l HS3 \ HS5 HS20
HZ]I7HZ§ i HZI\ HZ6 HS11 HS12 \ HS6
HZ12 / \ HzT A
HZ8
HZ14 A
HS13
HS14 HS17
HZ15 HS16

Figura IL11- Filogenia dos haplétipos da tabela IL1 construida segundo critérios de maxima parcimonia.
A- Haplétipos de cromossomas Z. B- Haplétipos de cromossomas S. Os haplétipos ancestrais estdo
assinalados a negro. A cada passo mutacional ou recombinacional corresponde uma linha, vermelha, azul
ou verde consoante a sua ocorréncia no /ocus PI(TG)n, PC{TG)n ou CBG, respectivamente.
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z R*=0,624 .

R*=1033%9

03

L Populagio Geral

Figura IL12- A - Distribuicio das frequéncias dos alelos do locus PCI(TG)n no seio dos
alelos Z ¢ S e na populagiio portuguesa em geral. B - Graficos de correlagdo entre as
distribuigdes do microssatélite observadas nos alelos Z e S (ordenadas) e na populagio geral
(abcissas). Os alelos de PC{TG)n originalmente associados aos produtos génicos Z e S
(B13 e B10) estdo assinalados a vermelho.

e 0,0031 para CBG e PI(TG)n, respectivamente. Nestas condigdes, 1=0,0042 ¢ a
estimativa de T sera igual a 202 geragdes ou ~ 6000 anos.

Nos 59 alelos S, ha 19 haplotipos derivados com um total de 68 alteragdes
(mutagdes e recombinagdes): 1 em CBG, 22 em PI(TG)n ¢ 45 em PCI(TG)n, a que
correspondem mutabilidades relativas de 1:22:45, respectivamente. Usando de novo
uma taxa de mutagdo em PI(TG)n igual a 0,001, as taxas efectivas de recombinagio
para CBG e PI(TG)n serdo de 0,00005 e 0,002, com £=0,003 e 7=384 geragdes ou
~11 500 anos.

As idades dos alelos Z e S estimadas com esta nova abordagem sdo inteiramente
compativeis com os valores obtidos no artigo 2 (Tabela I1.2). As datas da mutago Z
calculadas em Portugal com diferentes tipos de pressupostos e metodologias variam
entre 3 630 e 7 440 anos sugerindo que, & semelhanga da mutagdio AF508 responsavel
pela fibrose quistica (Serre ef al, 1990), a dispersdo deste alelo pode ter ocorrido
durante a expansdo populacional do Neolitico, ou no periodo de intensificagdo de

movimentos migratdrios e crescimento urbano que se lhe seguiu. No norte da Europa,
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Tabela I1.2- Estimativas das idades dos alelos Z ¢ S obtidas a partir da analise dos
loci CBG, PI(TG)n ¢ PCI(TG)n, com base em duas metodologias distintas.

Estimativas de idade em anos®

Alelos Populagdes Andlise Analise
independente® simultinea’
z Portugal 3630-7440 6060
Europa Norte 2790-4710 ---
S Portugal 8370-16335 11490
Pais Basco 5460 -

30 anos =1 gerag#o.

®Média dos valores apresentados na tabela 3 do artigo 2.

¢ Estimativa efectuada com base na variagdo haplotipica definida pelos trés microssatélites
simultanecamente.

apesar da frequéncia de Z ser mais elevada (Figura I1.4), obtém-se datagdes mais
recentes que variam entre 2 790 e 4 710 anos (Tabela 11.2), possivelmente devido a
uma maior exposigdo das populagdes dessas regides aos efeitos da deriva genética. E
assim pouco provavel que a dispersao de Z na Europa se tenha dado a partir de
migragdes no sentido Norte-Sul depois de uma origem na Escandinavia, tal como foi
proposto apenas com base nas suas frequéncias (Hutchison, 1998). Também neste
aspecto o padrio do alelo Z é semelhante ao da mutagido AF508, que € mais frequente
nas populagdes norte-europeias, onde foram calculadas datagdes de 2 000 anos, do que
no Sul da Europa, onde se observa mais diversidade haplotipica e a idade da mutagéo
foi estimada em cerca de 6 900 anos (Serre et al., 1990; Guo e Xiong, 1997). Serre et
al. (1990). explicaram estas diferencas de idade com base na difusdo da mutagdo
AF508 através de duas ondas migratorias neoliticas distintas. No sul da Europa, a
dispersdo teria ocorrido ao longo da costa mediterranica e teria sido menos afectada
por estrangulamentos acentuados de efectivo populacional. A chegada ao norte da
Europa teria resultado de uma sucessio de efeitos de fundador ao longo de uma rota
continental alinhada segundo um eixo definido pelos rios Dantibio e Reno. A ideia de
diferentes intensidades de deriva genética é também apoiada pelas estimativas de
Bertranpetit e Calafell (1996), que sugeriram que, durante o periodo de dispersdo das
mutagdes da fibrose quistica, o efectivo populacional das populagdes do sul da Europa

era cerca de quatro vezes superior ao das populagdes do norte e centro do continente.
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E provavel que o padrio geogrifico das idades e frequéncias do alelo Z também se
possa dever a este tipo de diferenga.

Quanto as datas da mutagdo S, o intervalo de variagio entre 8 370 e 16 335 anos
(Tabela 11.2) indica que o alelo se pode ter originado na transi¢do do final do
Paleolitico para o Mesolitico, depois do climax do ultimo periodo glaciar ocorrido ha
cerca de 18 000 anos. Recentemente, Torroni ef ai. (2001), detalhando as conclusdes
de um trabalho anterior (Torroni et al., 1998), identificaram uma linhagem de DNA
mitocondrial (haplogrupo V) com cerca de 11 200 a 16 300 anos e um gradiente de
frequéncias muito semelhante ao do alelo S, centrado na Peninsula Ibérica e no sul de
Franga e orientado de sudoeste para nordeste (Figura 11.13). Este gradiente foi
interpretado como o resultado do movimento de populagdes que se terdo concentrado
nos refligios glaciares da Peninsula Ibérica e posteriormente reexpandido para o resto
do continente europeu apds a ultima glaciagdo (Torroni ef al., 2001). A concordéancia
com as datagdes e as distribuigdes do haplogrupo V, sugere que o alelo S da al-

antitripsina também pode ser um marcador dessa reexpansao.

Figura IL13- Distribuigdo das frequéncias do haplogrupo V do DNA mitocondrial (adaptado de Torroni
et al, 2001) e do alelo PI*S no continente europeu. A redugdo da intensidade de cor corresponde ao
gradiente decrescente das frequéncias. As setas indicam o sentido de um provével movimento migratdrio
que tera favorecido a difusdo destes marcadores genéticos a partir da Peninsula Ibérica.
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2.2.1 Mutacdes identificadas em alelos raros

A sequenciagio de DNA de 36 variantes raras da ol-antitripsina, detectadas na
sua maioria por focagem isoléctrica hibrida, permitiu identificar 14 mutagdes
distribuidas por 15 alelos diferentes nas populagdes de Sdo Tomé, Pais Basco e
Portugal (Tabela I1.3, Figura I1.14). Foi ainda possivel caracterizar a diversidade
haplotipica associada a cada variante através da andlise dos microssatélites estudados
no artigo 2 (CBG, PI(TG)n e PCI(TG)n) e de uma posigio polimérfica A/G localizada
no nucleotideo 95, no intrio IC (Long ef al., 1984; Cox et al., 1985; Faber ef al.,
1994). As mutagdes identificadas em Sio Tomé e no Pais Basco foram observadas nas
amostras descritas no artigo 2. A amostra portuguesa inclui individuos clinicamente
triados com suspeita de défice da proteina. Os pormenores dos métodos de focagem
isoléctrica e de sequenciagio encontram-se nos artigos 3 a 6.

Das 14 mutagdes identificadas, 5 foram pela primeira vez observadas no decurso
deste trabalho: IVS1C+1G—A, Serd7Arg, Arg281del, Pro362His e Pro369Ser.

As mutagdes IVSIC+1G—>A e Pro369Ser foram identificadas na amostra
portuguesa e provocam deficiéncias acentuadas da proteina. A transi¢do
IVS1C+1G—A, caracterizada no artigo 6, causa a auséncia total de al-antitripsina no
plasma devido 2 alteragfio do processamento do mRNA e estd associada ao enfisema
pulmonar. Esta mutagdo ainda ndo foi descrita noutras populagdes. A substituigdo
Pro369Ser, analisada no artigo 5, ocorre numa posigdo altamente conservada (Figura
I1.15) (Huber e Carrell, 1989; Irving et al., 2000) e, & semelhanca do alelo Z, leva a
retengdo intrahepdtica da proteina, podendo estar associada tanto a doenca hepatica
como ao enfisema pulmonar. Inicialmente depositada na base de dados HGMD (The
Human Gene Mutation Database Cardiff http://archive.uwcm.ac.uk/uwem/mg/hgmd)
(Rocha et al, 1999), a mutagdo Pro369Ser foi independentemente identificada na
Alemanha por Poller ef al. (1999), numa variante designada por Mwiirzburg, também
num alelo base M1Val213. Recentemente, Jardi et al. (2000), observaram a mutagéo
em Espanha, num alelo base M1Ala213, e designaram a variante correspondente por
Mvall d’hebron. A posigdo 369 ¢é também modificada pela mutagio Pro369Leu,
anteriormente identificada noutras regides da Europa (Hofker et al., 1989; Kalsheker

et al., 1992) e agora observada na amostra portuguesa (Tabela 11.3). No entanto, ao

143


http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmd

‘sodngjdey op olownu -N OpPEUTULIA}OP OBU -pU

‘eperpenbus gjaqe) eu as-urejussaide [ op

SO[oe SajuaIyIp sou owsgiowrjod 9)sap serougnbay sy (4861 “v 12 Fu0T) auad op euUNbIs B g6 0IPROAONT OU OPEZIEIO] ] ORNUI OP DY OWSTIOUN[O] ,
'{ 03I 0p € 9 SON[PIESSOIIUI SOP SO[A[€ S0 BINJE[OUAMIO ¥

‘ogdeinw eped e soperoosse sodno[dey sajuaiapp 1od sepeqqured s201Fa1 WRHWITEP $2100 SY |

b IELt8 5 £51-8d 1980 ZH
sdoing leBnpog ! ££1-L8 i) £61-8d 1980 IH %G1 cLZBALN  Bingziom  Jeseecold
edong leBnyog e [_ifita v 161-8d 1980 | %E CLZIBALN  Z-UslileeyN  neTe9Eoid
swo| 0gs  [_esrvE o SS1-Ld/IGI6d pu ] %001 €LZIEALW  BWol 0BS  S|HZ9EOM
|efinuod (| GEL-o8 v S61-4d zogd | %0 e waunogd  Weyegenat
edong [eBnpod bl U PU £61-8d Z585 | %St ] Bingsnez  sATzpenio
|eBnuod L SEl-98/2EL-I9 v 6¥1-0ld 7080 ZH
edaing leBnpog I 1z)-88 v 6¥1-0kd 980 ] %001 €LZIBALN Uueomneuopd UsY|pedsy
osseg sjed | [Evizacer-ia O [8}-¥d/EGl8d 980 | %001 ELZIBALN Ipexsna] |epLgzbly
vn3redoina  |ebnpod O 5 —golZd 42 to T %0E ELZIBALN llemold 1BAQSZdSY
edoing/eolly  guwoL ogs | [®TmeTed oV evr0id . 2oE0 | %004 ELZIBALN A BaygrLAID
[eBnuog ! ; SH
|eBnuod [ 1 G4 4 ] PH
osseq sjed I | ovi-iB/EEL-L8 v 651-Gd €H
|eBnuiog ! AN | v 6¥1-0id 7980 ZH 2N nog/edsy
oaseg sjed £ ££1-/8 v 6¥1-0ld 7080 LH no no
edoing leBnpod ! £EL~L8 v 6r1-0Ld Z980 WH %004 ELZIBALIN YW SIHLOLBY
9oL 0gg I BARAL] v £altd PN |BAPSZNID
9wo| ogg I sel-o8 v £8l-€d no no
edon3 [eBnuod I geL-g8 v £61-6d %09 s L sIHL0LBry
|ebnuod I [egi-iiarEzieig v €51-8d
vnaredonz  [eBnuod ! £€1-18 v SGl-2d %zh N uoyjeww |epzgetd
1eBnuod 1 v EGh6d
[eBnpog I £ri-28 v £51-8d %004 2N BOgSiIS Biy.iries
1eBnuod I ¥4 v EFI-0Kd z 9H
[eBnyod 1 lz1-88 9 £51-8d 1980 SH
T = 1efnuod ! 6Z1-68 v L¥i-bid 1980 | #H
B e § 1e6nuod ! geL-8 v L¥i-iid 1980 | eH
) ) |ebnpog I £rl-28 v Lyi-bid 1980 ZH
e w0 W edoing 1eBnuod z £€4-48 v Lyi-bid 1980 WH %09 SLZBALN I shoeebiy
680 1o W
€00 LTO  ETINATH [eBnuod I [ee-iEg ] €01-8d [GEEN| %0 SLZEALN  OModOD  V-DI+DLSAI
£2°0 LL'o EITHVIN
5 N .oieenE SEOURIIoo0  weblo N HoDIDd L0 OBl JOLd 080 BoneWiseE|d JUo) eseg ooy SIUBlEeA GESEINN
- B vk sBenng odigideq

" eoidniojdey oedezioiorreo vAnoadsal 2 oyjeqesn sjussaid ou sepeoynuapr eursdinnue-| 0 ep serel saoSemy -¢'[1 Bl9qE.L



Resultados e Discussdo
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Figura I1.14- Padrdes electroforéticos dos variantes raros da o l-antitripsina. As
amostras numeradas de 1 a 22 tém os seguintes fendtipos: 1- Ml; 2-
M1Sdotomé; 3 e 4-M1Pdonauwoerth; 5- M1V; 6 ¢ 7-MIS 8 ¢ 9-MIT; 10-
MI; 11- SPlowell; 12- M1Plowell; 13- M1S; 14-M2S; 15-MwiirzburgS; 16-
M3Mwiirzburg; 17-M1; 18-MI1T; 19-M3Slisboa; 20-MwiirzburgSlisboa; 21-
M2leuskadi; 22- MIL As bandas correspondentes aos diferentes produtos
génicos raros estdo assinaladas com T ou {.

contrario de Pro369Ser, esta substituigdo nfo estd associada a qualquer banda
identificavel por focagem isoeléctrica e o uinico estudo de material de bidpsia hepatica
efectuado num doente adulto com enfisema refere a auséncia de acumulagio
intracelular de ol-antitripsina associada a Pro369Leu (Hofker er al., 1989). Estes

resultados mostram que apesar da perda do residuo Pro369 provocar a deficiéncia
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A

Homeo sapiens

Papic cynocephalus
Cercopithecus aethiops
Sus scrofa

Ovis aries

Egquus caballus . .VAHQSNTTNIFFS. . . .MPISLPPDLKFNRPFVLIIY. .
Mesocricetus auratus . . LVHQSNTTNIFFS. . . . IPMSVPPEVNFNSPFIAIIY. .
Mus musculus . . LVHQSNTSNIFFES. . . .VPMSMPPILRFDHPFLFIIF. .

47 362 369
B v v v
PI . .AHQ-SNSTNIFFS. . «+ IPMSIPP----EVKFNKPFVFLMI . .
P14 . .ASE-TPGKNIFFS. . . .KFFSAQTNRH-TILRFNRPFLVVIF. .
BCI . .ASA-APSQNIFFS. . .. TFRSARLNSQ-RLVFNREFIMFIV, ,
TBG v LVE=TPDENIEES . . . SDQPENTFLHPITIQIDRSFMLLIL. .
CBG . .VAL-SPKKNIFIS. . . .NLTSKPI----ILRFNQPFIIMIF. .
ARCT . . VLK-ALDKNVIFS. . . . TLLSALVETRTIVRENRPFLMIIV. .
ZPI . +SMR~HDG-NMVES. . . . TAYSMPP-~---VIKVDRPFHFMIY. .
AT3 . .ADSKNDNDNIFLS. . . .AGRSLNPN-RVTFKANRPFLVFIR. .

47
v

. . LAHQSNSTNIFFS. .
. . LAHQSNSTNIFFS. .
. . LAHQSNSTNIFFS. .
. . VARQSNTSNIFLS. .
. . LAHQSNTSNIFFS. .

362 369
v v

.+ IPMSIPPEVKFNKPFVEFLMI. .
.+ IPMSIPPEVKFNKPFVELMI. .
. . IPMSIPPEVKFNKPFVFLMI . .
. . IPMSIPPNVEFNKPFLFLIY. .
. .IPMSLPPDVEFNRPFLCILY. .

Figura IL15- Alinhamentos parciais da sequéncia polipeptidica da «l-antitripsina humana em que se
destacam os residuos de aminodcidos 47, 362 ¢ 369 onde ocorreram as substitui¢des que caracterizam as
variantes Slishoa, Sio Tomé e Mwiirzburg. A- Alinhamento com sequéncias ortélogas de sete espécies de
mamiferos. B- Alinhamento com sequéncias paralogas de outras proteinas humanas. As sequéncias foram
retiradas da base de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e tém as seguintes referéncias: H.
sapiens (P01009), P. cynocephalus (P01010), C. aethiops (BAA20264), S. scrofa (CAA61259); O. aries
(CAA33561), E. caballus (AAC83412), M. auratus (BAA08557), M. Musculus (P07758), Pl4-
calistatina (P29622); PCI- inibidor da proteina C (P05154); TBG - globulina transportadora da tiroxina
(P05543); CBG - globulina transportadora dos corticoesteroides (P08185); AACT - antiquimiotripsina
(PO1011): ZPT - inibidor de proteases da proteina Z-dependente (Q9UKS55) e AT3- antitrombina 3
(PO1008). O alinhamento das sequéncias foi efectuado com o programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

severa da proteina, o tipo de aminoacido que o substitui pode influenciar a intensidade
e 0 mecanismo dessa deficiéncia.

A substitui¢do Serd7Arg ocorre no local de N-glicosilagdo Asn-Ser-Thr formado
pelos aminoacidos 46, 47 e 48, até agora, s6 foi observada na amostra portuguesa.
Neste tipo de locais de glicosilagdo ha uma sequéncia consensual Asn-X-Thr em que a
segunda posigdo (X) pode ser ocupada por qualquer aminoacido, com excepgido de
prolina, sem que haja perturbagdo do processo de glicosilagdo (Creighton, 1992). O
padrio de focagem isoeléctrica do produto génico correspondente a Serd7Arg esta
associado a concentragdes plasmaticas normais da ol-antitripsina e é o que seria de
esperar da substituicio de um aminoacido neutro por um aminoacido positivo,
confirmando a auséncia de alteragdes no padrdo de glicosilagdo da proteina (Figura

[1.14). Tendo em conta que o ponto isoeléctrico desse produto génico é semelhante ao
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do alelo S e atendendo ao local de nascimento do probando em que foi pela primeira
vez observado, o alelo correspondente foi designado por Slisboa. Um dos dois alelos
Slisboa agora detectados foi observado em heterozigotia com Pro369Ser, numa
crianga com sintomas de colestase neonatal de evolugido favordvel e evidéncia de
acumulagdo difusa de ol-antitripsina nos hepatdcitos, sem formagdo de grinulos
evidentes. Como a mutagdo Ser47Arg estd associada a concentragOes normais, ¢
provavel que esta acumulagdo se deva apenas a substituicio Pro369Ser (artigo 5). O
baixo grau de conservagdo da posi¢do 47 em outras moléculas ortélogas e pardlogas
sugere que a substitui¢do Ser47Arg ndo € patogénica (Figura II.15) (Huber e Carrell,
1989; Stein e Carrell, 1995; Irving et al., 2000).

A delecgdo Arg281del, descrita no artigo 4, foi observada num inico individuo
da amostra basca e € aqui designada por leuskadi de acordo os critérios acima
expostos. A presenca de uma banda de focagem isoeléctrica com intensidade normal
(Figura I1.2.1) indica que a variante ndo provoca a acumulagio da proteina nem uma
maior susceptibilidade & degradagio intra ou extra-celular. No entanto, dado que néo
se pode excluir que a perda do residuo Arg na posi¢do 281 nao cause uma diminui¢io
da capacidade inibidora de proteases, s6 a realizagdo de ensaios funcionais permitird
avaliar as consequéncias desta deleccao.

O mesmo problema coloca-se em relagio i substituigdo Pro362His, detectada na
amostra de SZo Tomé e descrita no artigo 3. Esta mutagio também estd associada a
concentragdes normais da proteina, mas pode originar uma molécula disfuncional,
uma vez que o residuo Pro362 se situa numa regifio rica em prolinas (posi¢des 357,
361, 362) que definem o dominio catalitico da al-antitripsina no qual o aminoicido
Met358 € o centro activo (Stein e Carrell, 1995). Com base em argumentos
semelhantes, Faber er al. (1994), propuseram que a substituicdo Pro—Thr do alelo
Loffenbach, que também ocorre na posi¢do 362, pode diminuir a capacidade inibidora
da proteina apesar de estar associada a concentragdes plasmaticas normais. A andlise
dos padrdes de conservagio também parece indicar que a posicio 362 €
funcionalmente relevante (Figura II.15). A conservagio do residuo Pro362 em
sequéncias ortélogas, juntamente com Pro357 e Pro361, sugere que este aminoicido
pode ser essencial para a actividade inibidora caracteristica da al-antitripsina (Figura

I1.15 A). A auséncia de conservagio de Pro362 em moléculas parilogas, 4 semelhanca
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do que acontece com Pro357 e Pro361, indica que a alteraciio do residuo 362 pode
estar associada ao processo de divergéncia funcional que originou outras proteinas da
familia SERPIN com diferente especificidade de substrato (Figura I1.15 B).

Todas as restantes mutagdes agora encontradas foram ja anteriormente descritas
noutras populagdes (Tabela II.14.1). A mutagido Leu353framStop376, que caracteriza
o alelo nulo QOourém analisado no artigo 6, ocorre num alelo base diferente do
originalmente descrito num doente de origem canadiana (Cox e Levison, 1988; Curiel
et al., 1989b) e resulta de um fendmeno de recorréncia mutacional. As outras
mutagdes foram observadas em alelos base iguais aos de variantes previamente
identificados em populagdes de origem europeia (Tabela I1.3) e ndo se pode excluir
que o fluxo génico interpopulacional tenha tido um papel essencial na sua actual
distribui¢io geogrifica.

A caracterizagio de polimorfismos flanqueantes permitiu analisar a
homogeneidade haplotipica das vdrias mutagGes e aprofundar a discussdo de hipéteses
alternativas sobre a sua origem e dispersdo (Tabela I1.3). A maior parte dos diferentes
haplétipos associados a cada mutagéo partilha os alelos da posigdo polimérfica A/G e
dos microssatélites CBG e PI(TG)n e apenas se distingue quanto ao microssatélite
PCI(TG)n. Este padrio indica que as mutagdes raras sdo relativamente homogéneas e
que a sua diversidade haplotipica se deve essencialmente a recombinagdo entre os
subagrupamentos CBG-PIL-PI ¢ PI4-PCI-AACT, que se encontram mais distanciados
no cromossoma 14q32.1 (Figura IL.1). No entanto, os alelos I ¢ M4 tém uma
heterogeneidade considerdvel. No caso do alelo I, resultante da substituicio
Arg39Cys, os haplétipos H5 e H6 diferem do grupo constituido pelos haplétipos H1 a
H4 em trés dos quatro loci analisados e sugerem a possibilidade de recorréncia da
mutagdo que provoca aquela alteragdo de aminodcidos. O alelo M4, que combina
mutagdes especificas de mais do que um alelo comum e pode ter sido originado a
partir de M1Val213 ou M2 (Figura IL.16 A), estd associado a dois grupos de
haplétipos definidos pela posigdo polimérfica A/G : H1 a H3 e H4 e H5 (Tabela I1.3).
Os haplétipos H1 e H2 do alelo M4 t€m um dos alelos do microssatélite PI(TG)n mais
comuns entre 0 variante M1Val213, bem como o alelo A da posigio polimérfica A/G,
que tem uma frequéncia de 84% entre as variantes M2 (Tabela I1.3). E assim provavel

que a linhagem M4 a que estes hapldtipos estio associados tenha resultado da
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recombinagdo entre M1Val213 e M2 (Figura I1.16 A). Os alelos do microssatélite
PI(TG)n e da posicdo polimérfica A/G nos haplétipos H5 e H6 sdo ambos comuns em
M1Val213 e é possivel, neste caso, que o alelo M4 possa ter resultado da recorréncia
da mutagio causadora da substituigio Argl01His (ver secgio -2.2.2.3). A semelhanca
de M4, o alelo T, que foi observado em Portugal e Sdio Tomé, também combina
mutagdes especificas de mais do que um alelo comum (Tabela I1.3). Faber et al
(1994), sugeriram que o alelo T resultou da recorréncia da mutac@o caracteristica da
variante S numa sequéncia base M4. No entanto, a associagdo com o alelo P3-163bp
do microssatélite PI(TG)n, que esta ausente de M4 e ocorre, ainda que com baixa
frequéncia, no alelo S (artigo 2), indica que este alelo teve um papel fundamental na
origem da variante T. A presenca na posi¢éo polimérfica A/G do nucleotideo A, que é
raro nos alelos S mas predomina nos alelos M2 e M4 (Tabela II.3), sugere que a
recombinagdo entre S e M2 ou S e M4 foi o processo que provavelmente originou a
variante T (Figura I1.16 B). A homogeneidade haplotipica deste alelo indica, por outro

lado, que a sua ocorréncia em Sdo Tomé e Portugal terd resultado de miscigenacdo.

A
PI(TGIn Exio V Exdo Il Intrilo IC
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Figura IL16- Representagdo esquemdtica dos processos de recombinagfio que podem estar na origem dos
produtos génicos M4 e T. O cruzamento define a regido na qual terd ocorrido a recombinagio e os
diferentes blocos correspondem as posi¢des polimérficas informativas.
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2.2.2 Propriedades gerais do espectro mutacional

Com o objectivo de analisar as propriedades gerais do espectro mutacional da ol-
antitripsina e identificar os principais factores que o influenciam, foi possivel compilar
um total de 54 mutagdes diferentes a partir da consulta da literatura e das bases de
dados disponiveis (Tabela I1.4). Destas 54 mutagdes, 24 ndo estio associadas a
deficiéncia de al-antitripsina e sdo aqui classificadas como ndo patogénicas, embora
nalguns casos, como por exemplo nas alteragdes que envolvem o residuo Pro362, a
auséncia de défice ndo garanta que ndo haja perturbagdes funcionais na proteina (ver
acima). Das restantes 30 mutac¢des, uma, Met358Arg, altera o centro do local reactivo
e transforma a ol-antitripsina numa potente antitrombina que provoca desequilibrios
da hemostase e estd associada a doen¢a hemorrdgica fatal (Owen et al., 1983). As
outras 29 causam deficiéncias mais ou menos acentuadas da proteina.

As substituigdes nucleotidicas e as inser¢des ou delec¢Bes (indels) representam
77% (23/30) e 23% (7/30) das mutagdes patogénicas, respectivamente. Setenta e oito
por cento (18/23) das substituigdes nucleotidicas patogénicas causam alteragdes de
aminodcidos, 13% (3/23) introduzem um coddo de terminagido prematuro e 9% (2/23)
afectam o processamento normal do mRNA (Tabela I1.4). Com excep¢io da delecgdo
Arg281del agora observada na amostra do pais Basco, todas as mutagdes ndo
patogénicas resultam de substitui¢cdes de aminodcidos (Tabela I1.4).

A andlise de bases de dados que retinem os espectros mutacionais de diferentes
loci tem vindo a demonstrar que os vérios tipos de muta¢io ndo ocorrem ao acaso e
tendem a concentrar-se num pequeno nimero de regides hipermutdveis, definidas por
segmentos especificos das sequéncias de DNA (Cooper e Krawczak 1990; Cooper et
al.,, 1995; Krawczak et al., 1998). A fim de esclarecer a influéncia das regides
potencialmente hipermutdveis na diversidade alélica da cl-antitripsina, realizou-se um

estudo da associagdo entre essas regides e os principais tipos de mutagdes observadas.
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Tabela I1.4 - Mutacdes no gene da ol-antitripsina identificadas neste trabalho e disponiveis em

bases de dados" .

Sequéncia de DNA®

Mutacdo Consequéncias N°
Ser-19Leu TCG—-TIG 1
Asp2Ala GAT—GCT 2
Ala34Thr GCC—ACC 3
Tyr38Stop TAC—-TAA auséncia de proteina 4
Arg39Cys CGC—TGC deficiéncia proteica (60%) 5
Leu41Pro CTG—CCG deficiéncia proteica (4%) 6
Ser45Phe TCC—TIC 7
SerdTArg AGC—CGC 8
Phe52del TTCttcTCC deficiéncia proteica (12%) 9

+ acumulagio intrahepitica
Ser53Phe TCC—-TIC deficiéncia proteica (7%) 10
+ acumulagdo intrahepitica
Ala60Thr GCC—ACC 11
Gly67Glu GGG—-GAG deficiéncia proteica (nd) 12
Thr68lle ACC—ATC auséncia de proteina 13
Thr85Met ACG—HATG deficiéncia proteica (60%) 14
Pro88Thr CCGoACG 15
N1e92Asn ATC—AAC auséncia de proteina 16
Argl01His CGT—CAT 17
Gly115Ser GGC—AGC deficiéncia proteica (nd) 18
Leul18Trp CTG-TTG 19
Gly148Trp GGG—TGG 20
Glyl148Arg GGG—AGG 21
Gln156Glu CAG—GAG 22
Tyr160framStop160 TAcGTG auséncia de proteina 23
Trp194Stop TGG—-TGA auséncia de proteina 24
Glu204Lys GAG—AAG 25
Ala213Val GCG—-GTG 26
Lys217Stop AAG—-TAG auséncia de protefna 27
Met221Thr ATG—ACG 28
Arg223Cys CGT—TIGT deficiéncia proteica (15%) 29
Pro255Thr CCT—ACT 30
Asp256Val GAT—-GTT deficiéncia proteica (30%) 31
Asp256Asp GAT—-GAC 32
Glu264Val GAA—GTA deficiéncia proteica (60%) 33
Arg281del CagaAGG ou CAGaagG 34
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Tabela I1.4 -(Continuagio)

Mutacgdo Sequéncia de DNA" Consequéncias N°
Leu318framStop334 CicTCC auséncia de proteina 35
Gly320Glu GGG—-GAG auséncia de proteina 36
Ser330Phe TCC—-TIC 37
Ala336Thr GCT—ACT deficiéncia proteica (60%) 38
Asp341Asn GAC—AAC 39
Glu342Lys GAG—AAG deficiéncia proteica (15%) 40

+ acumulag@o intrahepdtica
Leu353framStop376 TIT'T auséncia de proteina 41
Met358Arg ATG—AGG fungdo alterada 42
Pro362Thr CCC—ACC 43
Pro362His CCC—CAC 44
Pro362framStop373 CeeGA auséncia de proteina 45
Pro362framStop376 cccre auséncia de proteina 46
Glu363Lys GAG—AAG 47
Pro369Leu CCC—CTC deficiéncia proteica (2%) 43
Pro369Ser CCC—TCC deficiéncia proteica (15%}) 49

+ acumulagao intrahepdtica
Glu376Asp GAA—-GAC 50
Pro391His CCC—CAC deficiéncia proteica (nd) 51

Zonas de jungdo exdo/intrao

IVS1C+1GA GT—AT auséncia de proteina 52
IVS2+1GT GT-TT auséncia de proteina 53
IVS2-1Gdel AgGA auséncia de proteina 54

* SwissProt (http://www.expasy.ch/sprot/), Brantly (1996) e WHO (1997).

" As substitui¢Bes estdo sublinhadas, as delecgOes estio representadas com letras mintisculas ¢ as inser¢des sio
precedidas por “.

nd- nao determinado.

2.2.2.1 Insergdes e delecgdes (indels)

No total de muta¢des compiladas observaram-se 5 delecgles e 2 inser¢Oes na
regido codificante do gene da ol-antitripsina. Das 5 delecgdes, 3
(Tyr160framStop160, Arg28ldel e Leu318framStop334) foram encontradas a uma
distdncia igual ou inferior a 5bp de uma sequéncia TG(A/GHA/G)(G/T)(A/C), que
corresponde a locais de paragem da sintese de DNA mediada pela polimerase o e é

um factor conhecido de promocao deste tipo de mutagdes (Krawczak e Cooper, 1991).

152


http://www.expasy.ch/sprot/

Resultados e Discusséo

Tendo em conta que nas 1258bp da por¢édo codificante do gene 256bp estdo ocupados
pela sequéncia TG(A/G)(AJ’G)(GIT )J(A/C) e pelos 10 bp flanqueantes, a percentagem
de delecgdes que lhe estdo associadas € cerca de 3 vezes superior a que seria de
esperar por acaso [(1258x3)/(5x256)]. A delecgdo Phe52del ocorre numa regido ATC-
TTC-TTC-TCC definida pelos coddes 50 a 53, em que hd uma repeticio do motivo
TCT: ATCT/TCT/TCTCC. Este tipo de repeti¢Ges, que favorece os desalinhamentos
das sequéncias durante a replicacio do DNA, € considerado o principal factor de
mutagénese em microssatélites e também se encontra associado a delec¢les e
inser¢des em porgdes codificantes do genoma (Cooper et al., 1995). No caso da
mutacdo Phe52del, a sequéncia ATC-TTC-TCC, que resulta na perda do coddo 51 ou
52, pode ter sido provocada pela remogdo de um trinucleotideo TCT durante um
desalinhamento.

As 3 indels restantes (Leu353framStop376, Pro362framStop373 e
Pro362framStop376) sdo provocadas pela remocdo ou inser¢io de um Unico
nucleotideo. A inser¢io Pro362framStop376 e a delec¢do Pro362framStop373
ocorrem numa regido repetitiva (C)7 que abrange os coddes 360 a 362. A insercdo
Leu353framStop376 ocorre numa sequéncia (T)5 nos coddes 352 e 353. Os motivos
com pelo menos 5 mononucleotideos também sdo factores reconhecidos de promogao
de insercOes e deleccbes através de desalinhamentos, especialmente quando
compostos por pirimidinas (Kunkel, 1985). No caso da PI as sequéncias em que o
mesmo nucleotideo ocorre 5 ou mais vezes seguidas correspondem a um total de 37
bp, o que conduz a estimativa de que a percentagem de indels de um tinico nucleotideo
associado a este tipo de sequéncias € cerca de 25,5 vezes superior & que seria de

esperar por acaso (1258x3/37x4).
2.2.2.2 Substituicoes nucleotidicas

O dinucleotideo CpG € desde hd muito reconhecido como o principal motivo
hipermutivel associado as substituicbes de nucleotideos e tem uma taxa de
modificacdo que € cerca de 10 vezes mais elevada que a de qualquer outro
dinucleotideo (Cooper e Krawczack, 1990; Cooper et al., 1995). Esta

hipermutabilidade € essencialmente provocada pela metilagdo da citosina, que nos
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. genomas eucarilticos ocorre quase exclusivamente no motivo CpG, e que por
desaminag@o origina timina (Cooper et al., 1995; Krawczack et al., 1998). Duas das
consequéncias mais visiveis desta situagio sdo a frequéncia inusual de substitui¢des
dos tipos CG—TG e CG—CA e a marcada subrepresentagdo de CpG naqueles
genomas (Cooper e Krawczak, 1990; Cooper et al., 1995).

Nas regies codificantes do gene da al-antitripsina ha um total de 27 pares CpG
quando seria de esperar 83 com base nas frequéncias de C e G. Esta diferenca ¢
altamente significativa ()’= 40,45; 1gl; p<0,001) e corresponde a um nivel de
subrepresentagdo de 32,5%, semelhante ao observado nas porgdes codificantes de
outros loci onde, em média, a frequéncia observada de CpG é cerca de 37% do valor
esperado (x2= 0,71; 1gl; p>0,25) (Cooper e Krawczak, 1989; Cooper e Krawczak,
1990).

A percentagem de substituigdes que ocorrem em dinucleotideos CpG ¢ de 24%
(5/21) nas mutagdes patogénicas e de 39% (9/23) nas substitui¢des ndo patogénicas
(Tabela IL5). Estes valores ndo sdo significativamente diferentes (y°= 1,22; 1 gl;
p>0,25) e levam a uma estimativa conjunta de ~ 32% (14/44) que também nio se
afasta da percentagem média de 25% encontrada em bases de dados que compilam o
espectro das mutagdes patogénicas de vdrios loci autossémicos (x°= 1,09 ; 1 gl;
p>0,25) (Krawczak et al., 1998). A frac¢io das substituigdes em dinucleotideos CpG
que pertencem aos tipos CG— TG ou CG— CA, compativeis com a desaminagdo da
citosina promovida pela metilagdo, é de 93% (13/14) e assemelha-se 4 média de 90%
calculada com outros loci (Cooper e Krawczak, 1989). Tendo em conta que os 27
pares CpG ocupam 54bp na regido codificante da ol-antitripsina, a frequéncia de
substituigbes nestes motivos € 7,4 vezes superior ao esperado [(1258x14)/(44x54)], o
que representa uma mutabilidade ~ 10 vezes maior do que a de qualquer outro
dinucleotideo {(1204x14)/(30x54)] e estd de acordo com as médias obtidas para outras
regides codificantes do genoma (Cooper e Krawczak, 1990; Cooper et al., 1995).

O excesso de transi¢cdes em relagao a transversdes € outra das consequéncias da
hipermutabilidade dos pares CpG (Cooper e Krawczak, 1990; Cooper et al., 1995;
Krawczak ef al., 1998). Se as mutacdes se dessem ao acaso seria de esperar que 33%
das substitugdes nucleotidicas fossem transi¢des. No entanto, a percentagem média

observada em bases de dados de mutagOes patogénicas é de 62,5% (Cooper ¢
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Krawczak, 1990; Krawczak er al., 1998). A andlise dos padrdes de substitui¢do
nucleotidica (Tabela II.5) mostra que a fracgdo total de transicdes nos exdes da oul-
antitripsina é de 63,6% (28/44) e ndo difere da média geral (%= 0,02; 1 gl; p>0,75).
Também ndo hd diferencas significativas entre a percentagem de transigdes nas
mutag¢des patogénicas [66,7% (14/21)] e ndo patogénicas [60,9% (14/23)] (x2= 0,14; 1
gl; p>0,50). As mutagdes do tipo C—T ou G—A sdo claramente predominantes no
seio das transicoes. Representam 89,3% (25/28) do total e 92,9% (13/14) e 85,7%
(12/14) das transi¢des patogénicas e ndo patogénicas, respectivamente (Tabela II.5).
Este predominio é em grande parte explicivel pela ocorréncia das substituigcdes
CG—TG e CG—CA nos dinucleotideos hipermutdveis CpG, que correspondem a

52% (13/25) do total de transigdes do tipo C—T ou G—A (Tabela IL5).

Tabela IL5- Tipos de substituigbes nucleotidicas observadas na regido codificante do gene da ol-
antitripsina.

Substitui¢des Patogénicas Nio Patogénicas Total
Transigbes
C->T 7 (33,3%) 5 (21,7%) 12 (27.3%)
T—C 1 (4,8%) 2 (8,7%) 3 (6,8%)
A—-G 0 0 0
G—A 6 (28,6%) 7 (304%) 13 (29,5%)
Total 14 (66,7%) 14 (60,9 %) 28 (63,6%)
Transversdes
T—G 1 (4,8%) 0 1 (2.3%)
G—-T 0 1 (43%) I (2,3%)
T—A 1 (4.8%) 0 I (2,3%)
A>T 3 (14,3%) (V] 3 (6.8%)
C—-G 0 1 (4,3%) 1 (23%)
G—-C 0 0 0
C—A 2 (9,5%) 4 (17.4%) 6 (13,6%)
A—C 0 3 (13,0%) 3 (6,8%)
Total 7 (33,3%) 9 (39,1%) 16 (364%)
Total de substitui¢des 21 (100%) 23 (100%) 44 (100%)
mCpG*
CG—-TG 3 (14,3%) 2 (8,7%) 5 (11,4%)
CG—CA 2 (9,5%) 6 (26,1%) 8 (18.2%)
Total S5 (23.8%) 8 (34,8%) 13 (29,5%)
CpG total 5 (23.8%) 9 (39,1%) 14 (31.8%)

* Mutagdes em dinucleotideos CpG compativeis com a desaminagfio da citosina metilada.
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A utilizagdo diferencial de coddes sinénimos também pode ser influenciada pela
hipermutabilidade do motivo CpG através da diminuig¢do, por acgio da selec¢do, do
uso de coddes que contém este dinucleotideo, como forma de evitar a substituicio de
aminodcidos essenciais ao funcionamento das proteinas (Cooper e Krawczak, 1990).
Na ol-antitripsina verifica-se que, para os aminodciodos treonina e alanina, hd uma
subrepresentagdo dos coddes que contém CpG (Tabela I1.6), a semelhanca da média
dos genomas humanos e de outros vertebrados (Cooper e Krawczak, 1990). Nos
aminodcidos serina, prolina e arginina, os niveis de subrepresentacdo ndo sio
significativos (Tabela IL.6). Curiosamente, observaram-se mutagdes em 7 dos 8 coddes
com o dinucleotideo CpG, trés das quais associadas a défices da proteina: Arg39Cys,
Arg223Cys e Thr85Met (Tabela I1.6).

Tabela I1.6- Distribuigdo dos coddes sinénimos que podem ser influenciados pela
hipermutabilidade do motivo CpG no gene da ol-antitripsina .
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Aminodcido Codio
TCT 5 2%)
_ TCC 9 (36%) ,
Serina TCA 1 (4%) %=293 1gl,
N=25 TCG" 1 (4%) p>0.05
AGT 0 (0%)
AGC 9 (36%)
_ CCT 4 (21%) ;
Prolina cee 9 (47%) %=2,13 1¢gl,
N=19 CCA 4 (%) p>0.10
CCG 2 (11%)
_ ACT 6 (21%)
Treonina ACC 17 (58%) 1718 14,
N=29 ACA 5 (17%) p<0.01
ACGP 1 (3%)
‘ GCT 11 (@4l%)
Alanina GCC 11 (@1%) x’=6,53 1gl,
N=27 GCA 4 (15%) p<0.05
GCG® 1 (4%)
CGT 2 (29%)
o CGC 1 (14%)
Arginina CGA 0 (0%) =128 1gl
N=7 CGG 0 (0%) p>0.25
AGA 3 (43%)
AGG 1 (14%)

*0s dinucletideos CG estio sublinhados.

"Codées subrepresentados.
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Resumindo, os resultados da andlise agora efectuada indicam que a distribuicdo
dos principais tipos de mutagdes da «l-antitripsina (indels e substitui¢tes
nucleotidicas) ndo € aleatoria e € fortemente condicionada pelas sequéncias
hipermutédveis, a semelhanca do que € observado noutras regides codificantes do
genoma. Apesar dos espectros mutacionais destas regides serem obtidos a partir do
estudo de mutagdes patogénicas, a auséncia de homogeneidade na distribuigio da
variagdo genética nao parece resultar da selecg@o preferencial de mutagdes que causem
consequéncias clinicas evidentes, uma vez que também é observada em comparagdes
interespecificas (Krawczak e Cooper, 1996; Miller ¢ Kumar, 2001). E assim provével
que a andlise dos loci envolvidos em doengas hereditdrias permita destacar algumas
das principais propriedades mutacionais do genoma humano (Krawczak e Cooper,

1996; Miller e Kumar, 2001) A semelhanca entre os padrdes de substituicGes

patogénicas e nao patogénicas na otl-antitripsina apoia esta conclusao.

2.2.2.3 Locais hipermutdveis no gene da ol -antitripsina

No estudo acima efectuado, analisou-se a associacio entre as mutagdes da ol-
antripsina e locais hipermutdveis previamente reconhecidos, tendo-se contabilizado
apenas um exemplo de cada mutacdo, a fim de evitar distorcdes causadas pela
dificuldade em distinguir as mutages independentes das mutagdes idénticas por
descendéncia. Contudo, esta abordagem tem a desvantagem de ndo identificar os
episodios de recorréncia mutacional e ndo permite reconhecer pontos hipermutaveis
que ocorram em zonas diferentes das que foram anteriormente descritas. Com o
objectivo de minorar estas lacunas, utilizou-se a evidéncia disponivel para verificar se,
entre os locais varidveis até agora descritos, hi pontos que se destacam pela sua maior
mutabilidade.

Uma das propriedades notiveis do espectro mutacional da ol-antripsina é a
existéncia de vdrios casos de homoplasia, em que a mesma mutagio ocorre em
diferentes alelos-base, de modo que diversas variantes podem resultar da combinacdo
de um repertério limitado de mutacdes (Hildesheim et al., 1993). Na revisdo agora
efectuada foi possivel identificar nove posi¢cdes homoplasicas correspondentes aos

coddes 51/52, 101, 115, 148, 256, 342, 353, 362 e 369 (Figura IL.17).
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A T B
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362B: Pro362His
362C: Pro362framStop376
362D: Pro362framStop373

369: Pro369—Leu

Figura I1.17 - Filogenia dos alelos da ol-antitripsina associados a mutagdes homopldsicas. Os passos
mutacionais entre alelos estdo assinalados com setas e os processos recombinatérios estdo assinalados
com linhas. As posi¢des homopldsicas estdo representadas a cor. As opgdes filogenéticas que envolvem
possiveis recombinagdes entre alelos que diferem em mais do que uma posigdo, estdo representadas nos

esquemas enquadrados.
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Estas situagdes de homoplasia podem, em principio, ser originadas, quer por
recorréncia mutacional, quer por recombinagdo intragénica, sendo dificil fazer uma
distingdo clara entre estas duas causas. No entanto, é possivel estabelecer alguns
critérios adicionais que, a verificarem-se, favorecem a hipétese de hipermutabilidade.
Entre esses critérios, destacam-se os seguintes: 1) combinagio no mesmo alelo de
mutagdes que envolvam duas ou mais posigbes potencialmente hipermutdveis; 2)
fixagdo do aminodcido derivado de uma mutacio potencialmente recorrente numa
sequéncia ortéloga ou pardloga; 3) ocorréncia de duas ou mais mutagdes diferentes
num mesmo coddo ou nucleotideo (Cooper et al., 1995); 4) observagdo de mutagdes
em coddes vizinhos de posigdes potencialmente hipermutdveis; 5) observagio de uma
mutagdo potencialmente recorrente em populagdes com baixo fluxo genético
(Krawczak ef al., 1995); 6) localizagio de mutacdes em regides com motivos
hipermutdveis identificados a priori.

Por exemplo, a andlise da variag@o haplotipica de mutagGes raras mostrou que a
recombinagdo esteve provavelmente na origem do alelo T e de parte dos alelos M4,
ambos com a mutagdo Arg(CGT)—His(CAT) da posi¢do homopldsica 101 (Figura
IL16 e IL.17 A). No entanto, a evidéncia adicional sugere que algumas das situagdes de
homoplasia observadas para esta posicio também podem ter sido causadas por
mutac¢do recorrente: a mutagdo Argl01(CGT)—His(CAT) ocorre num dinucleotideo
CpG; o aminodcido correspondente a posigdo 101 na sequéncia pardloga da calistatina
e na sequéncia ort6loga da ol-antripsina de Cercophitecus aethiops é a histidina; no
alelo Pduarte a mutagio Argl01(CGT)—His(CAT) aparece combinada com a
muta¢do Asp(GAT)—Val(GTT) da posi¢do homoplésica 256 (Figura I1.17 A). Por sua
vez, nesta posi¢ao, hd uma mutacdo adicional Asp256(GAT)—Asp(GAC) e no codio
255 vizinho hd uma substituicio Asp(CCT)—Thr(ACT) (Tabela I1.4). A mutacio
Asp256(GAT)—Val(GIT) também estd associada & mutagfo rara Pro391(CCC)—
His(CAC) na variante Ybarcelona (Figura IL17 A). Embora a mutagio
Asp256(GAT)—Val(GIT) nio esteja associada a um dinucleotideo CpG, existe nos
coddes 252 a 253 uma repeticio do motivo CTT, que € um local consensual de
clivagem da topoisomerase I e, segundo Cooper et al. (1995), ocorre com uma

frequéncia superior a esperada nas 10bp flanqueantes de substitui¢des nucleotidicas.
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A delec¢do de um residuo de fenilalanina nas posigdes 51 ou 52 ¢ a mutagdo
Gly148(GGG)—Arg(AGG) estdo associadas no alelo Mnichinan (Figura I1.17 B). A
delecgdo ocorre numa regido repetitiva (ver acima - sec¢@o 2.2.2.1) e foi observada em
europeus e japoneses. A substitui¢do ocorre num dinucleotideo CpG e foi observada
em japoneses, europeus e africanos. Por outro lado, o aminodcido arginina encontra-se
na posicdo 148 das sequéncias pardlogas do inibidor de proteases da proteina Z-
dependente, do inibidor da proteina C e do pseudogene da cl-antitripsina, bem como
nas sequéncias homdlogas da ol-antitripsina de Sus scrofa, Ovis aries e Equus
caballus. No primeiro nucleotideo do coddo 148, observa-se ainda outra mutagdo
associada ao motivo CpG: Gly148(GGG)—Trp(TGG) (Tabela I1.4).

A mutagio Glyl115(GGC)—8Ser(AGC) e a substitui¢ido caracteristica do alelo Z
Glu342(GAG)—Lys(AAG) estdo associadas no alelo Znewport & ambas ocorrem em
dinucleotideos CpG (Figura I1.17 C). No coddo vizinho da posi¢io 342 hd uma
substituicdo Asp341(GAC)—Asn(AAC), também associada a um dinucleotideo CpG
(Tabela I1.4). Apesar da sua potencial hipermutabilidade, a esmagadora maioria dos
alelos Z deriva de uma inica linhagem (ver artigo 2) e a sua distribui¢do na Europa
deve-se ao fluxo génico entre populagdes.

A delecgdo homopldsica que origina os alelos QOmattawa e QOourém ocorre
numa regido repetitiva (T)5 que engloba os coddes 353 e 355 e foi encontrada em
regides relativamente isoladas de Portugal e do Canada (Figura IL17 D e artigo 6).

A posicdo 362 estd associada a 2 indels e duas substituicGes de aminoacidos
diferentes (Figura I1.17 E). As indels Pro362framStop376 e Pro362framStop373, que
originam os alelos QOsaarbruecken, QOclayton e QObolton, ocorrem na regido
repetitiva (C)7 que abrange os coddes 360 a 362. As substituicdes
Pro362(CCC)—Thr(ACC) e Pro362(CCC)—His(CAC) ndo estdo associadas a
qualquer motivo CpG ou outra sequéncia hipermutdvel definida a priori, nem sao
facilmente explicaveis pelos desalinhamentos produzidos pela sequéncia repetitiva
(Cooper et al., 1995). No entanto, a sua ocorréncia simultinea no mesmo codio ¢ a
presenca adicional da mutagdo Glu(GAG)—Lys(AAG) no coddo vizinho 363 indicam
que esta regido tem uma taxa de substituicdo nucleotidica elevada. Esta conclusédo €
ainda reforcada pela observagdo do aminodcido treonina nas posigdo 362 das

sequéncias pardlogas da calistatina e da globulina transportadora de tiroxina.
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No codio 369 ocorrem duas substituicdes de nucleotideos diferentes:
Pro369(CCC)—Leu(CIC) e Pro369(CCC)—Ser(TCC), ambas homoplasicas (Figura
II.2.4 F). O amino4cido serina também € observado na posicdo 369 da sequéncia
pariloga da globulina transportadora de corticosteréides. A semelhanca do que
acontece no codio 362, nenhuma destas mutagdes estd associada ao dinucledtido CpG,
embora nos coddes 371 a 373 exista uma repeti¢do do motivo CTT, tal como acontece
na vizinhanga do coddo 256.

Em conjunto, estes resultados mostram que todas as regiGes homopldsicas
analisadas satisfazem simultaneamente pelo menos trés critérios adicionais de
hipermutabilidade, e sugerem que nos locais varidveis do gene da ol-antitripsina hd
pontos que tém uma taxa de mutagdo mais elevada (Tabela I1.7). O facto de apenas
duas das nove posi¢cdes hipermutiveis ndo estarem associadas a deficiéncia da
proteina, deve-se, provavelmente, ao enviezamento provocado pela selecgdo de

mutagdes que chamem mais a atencdo devido as suas consequéncias clinicas.

Tabela IL7 - Propriedades das nove posigdes hipermutaveis identificadas no gene da al-

antitripsina.
Critérios de hipermutabilidade*
Coddes 1 2 3 4 5 6 7
51/52 + + + + +
101 + + + +
115 + + + +
148 + + + + + +
256 + + + + + +
342 + + + +
353 + + +
362 + + + + +
369 + + + +

* 1) homoplasia;
2) combinagdo no mesmo alelo de mutagdes que envolvam duas ou mais posigdes potencialmente
hipermutiveis;
3) fixag@o do aminodcido derivado de uma mutagio potencialmente recorrente numa sequéncia
ortdloga ou paréloga;
4) ocorréncia de duas ou mais mutagdes diferentes num mesmo codio ou nucleotideo;
5) abservagdo de mutagdes cm coddes;
6) observagio de uma mutagdo potencialmente recorrente em populagdes com baixo fluxo
genético;
7} localizagdo de mutagdes em regides com motivos hipermutdveis identificados a priori.
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Por outro lado, esta situagdo indica que os locais hipermutiveis ndo foram
selectivamente removidos das regides funcionalmente relevantes e que, apesar das
desvantagens associadas, hd um potencial de diversificagdo funcional que se pode

manifestar apos a criagdo de genes ortélogos por duplicagio.

2.2.2.4 Implicagdes funcionais

A andlise da distribuic@o de substitui¢des de aminodcidos na ol-antitripsina tem
sido fundamental para a identificacdo das regiGes mais relevantes para o
funcionamento da proteina. Nos estudos exaustivos que realizaram, Huber e Carrell
(1989), Stein e Carrell (1995) e Irving et al. (2000), demonstraram que as
substituicdes patogénicas permitem confirmar a importincia de zonas criticas
previamente definidas pela andlise da estrutura tridimensional da molécula e pelo grau
de conservagdo observado em comparagbes conjuntas de sequéncias parilogas e
ortélogas de vdrias proteinas da familia SERPIN. Com o objectivo de complementar a
informagdo fornecida por esses estudos, procurou-se fazer uma comparagdo das
distribuigdes das mutagOes patogénicas e ndo patogénicas e relaciond-las com os
padrdes de conservagdo observados separadamente em sequéncias ortélogas e
pardlogas.

A andlise das sequéncias ortélogas mostra que 95% (18/19) das substituigdes
patogénicas e apenas 47,8% das substituicdes ndo patogénicas (11/23) localizam-se
em residuos que sdo conservados numa frac¢io igual ou superior a 75% das espécies
comparadas (Figura II.18). Estas distribuicGes sdo significativamente diferentes
(x’=10,88; 1gl; p<0.001) e indicam que hi uma clara associacio entre as
consequéncias de uma mutagdo e o grau de conservagdo evolutiva dos residuos em
que ocorre, 4 semelhanca do que se observa em muitas outras proteinas (Miller e
Kumar, 2001).

Ao contrdrio das sequéncias ortdlogas em que a percentagem total de
aminodcidos conservados em pelo menos 75% das sequéncias analisadas é de 72%,
nas sequéncias pardlogas apenas 28,5 % dos coddes tém um nivel equivalente de
conservagao, devido ao relaxamento da pressdo da selec¢io negativa apds duplicagio
génica. Ainda assim, as distribui¢bes das mutagSes patogénicas e ndo patogénicas sdo

significativamente

162



"04G/ 9P OBdBAIOSUOD op Iewrejed O SUYSP [BIUCZLIOY
BUUI] ¥ “$'1] B[2gE} BP SOB wopuodsaliod s20dejnul s SOpINgipe SOLUNu O "djusureansadsal ‘seotupSored opu o seorupSoned sogdeioje se sajuopuodsaiioo m 2
sofoquuls sojad sepejuasardar ogiso [ B[9qE] BU SBILOSAP SaQdeinul Sy puswiny suisdLiiue- {0 BU OPBAIISQO OPIOBOUITIR OPEp Wn WU anb seJojouioy serougnbas
op susdejuooiad se 2S-UNBNSOW SEPEUSPIO SEN "OPIOBOUIITE BPEd op sagdisod sg sojuopuodsalioo soISWnU so as-wejuasaide sessioqe seN "G1 T endg eu sepusjal (g)
seBoered 2 (y) sefojouo sepugnbas sep opdereduwios ep spaeIe sopnqo euewmy sulsdinnue-[ 0 ep voipndedijod erougnbas ep opdealasucd ap sonoadsy - T°T1 wansig

ucmnuﬁmmmmnzuznmmmmmmmmmmmmmmuuunu_uuuu,....»wn_
z
14 tZ'o
F¥'o
s m Il {11}, o
ot Il E_Rﬁ __ L g0
mv €€
wn 4
o S |
g 3 285 2 88 28 % 8 3% RN ZZ 28 3% %8 %R I T s omooowosowono3o. o4on o
R i o o e oo, o S e e N o e R e i o
9T 1Z
. L1 Lt zo
vE 1€ sz 8
i _ _ 0| _ | _._._ | = B Yy e°
Wik LA WA ¥ T LU Wil MR L
t o il v
113 v £ et 86LE of £€ 0F 87 61 81 9ryr zrar L SE




Espectro mutacional da al-antitripsina

diferentes (xz= 4,37; 1 gl; p<0,05), registando-se uma sobrerepresentagdo das
mutages que conduzem ao défice da aul-antitripsina nas regides mais conservadas das
proteinas da familia SERPIN. Estas regides sdo provavelmente fundamentais para a
estrutura da proteina desta familia e € neles que ocorrem todas as substituigBes
patogénicas em que a deficiéncia da mutagio ¢ provocada pela acumulagdo
intracelular (Figura I11.18; Tabela I1.4).

Estes resultados indicam que, apesar de as mutagOes que provocam o défice da
al-antitripsina ndo estarem aparentemente associadas a fortes mortalidades pré-
reprodutivas, a selecgio negativa condicionou fortemente a divergéncia evolutiva

desta proteina.
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web address when available
Chromosomal location:
eg, 12q24.1
Inheritance:
Mutation / polymorphism name:
To follow nomenclature guide.
Nucleotide change—Systematic name:
Sequential no. in genomic or
cDNAsequence. e.g., ¢/227¢->T
Amino acid change-Trivial name:
Codon number and change. e.g,, RI108W
Mutation / polymorphism type:
Missense, deletion, splice, etc.
Polymorphism frequency:
e.g., 40/60 C/T
Detection method:
DGGE, etc.

Detection conditions
sequence of primers:

PCR conditions:
electrophoresis:

Diagnosis method developed:
ASQ, etc,

Alpha-1-antitrypsin
Pl

K02212

107400

14q32.1

codominant
transversion

g-1050 C->A

P362H

Missense

Sequencing of PCR amplified DNA from all coding exons
after detection of variant protein by high resolution hybrid
isoelectric focusing on a 4.3-4.8 pH gradient.

PCR primers {Graham et al. 1990): Al and A2 (exon 2); A3
and A4 (exon 3); A5 and A6 (exon 4); A7 and A8 (exon 5).
Sequencing primers: S1 from Graham et al. 1990 and 5'-
GGAGATTCCGGAGGCTCAGAT-3' (exon2), S3, S5 and
57 from Graham et al. 1990 for exons 3, 4 and 5,
respectively.

Subjected to the conditions described in Graham et al. 1990
Sequencing products obtained using the ABI Prism Big Dye
Dideoxy Terminator Cicle Sequencing Kit were separated
and analysed in a 6% acrylamide gel in an automatic ABI377
DNA sequencer.

Evidence for existence and effect (mutation) or lack of effect (polymorphism):
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Yes No Don’t know
1. Mutation found on repeat PCR sample X O O
2, Mutation segregates or appears with trait OJ D2 O]
3. Mutation affects conserved residue | | O
4. Expression analysis supports hypothesis O O X
5. Mutation not found in 50 normal subjects X O |
6. Polymorphism X [} O
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Ancillary data

1. Haplotype association : PI STRP-P7,P9/ PCI-B4,B4 the sample is heterozygous
for the novel mutation

2. Population association : unexplored

3. Geographic association : unexplored

4. Clinical phenotype of proband : normal subject

5. Homologous allele (if recessive trait):

6. Frequency: 1/368 p=0.003

7. PIC:

8. Ethnic background: 184 unrelated individuals from S. Tomé (Sio Tomé e
Principe archipelago in the Gulf of Guinea; West
Africa)

9. Other:

10. Present in HGMD listing: Yes [ No X

(http:/fwww cf.ac.uk/uwem/mg/hgmd0.html)
Comments

Alpha-1-antytripsin (PI), the major inhibitor of neutrophil elastase in the lower respiratory tract, is a

highly polymorphic glycoprotein synthesized in the liver with several variants that can be detected by protein
isoelectric focusing, While most variants are associated with normal circulating concentrations, several rare
alleles have been described in which serum PI values are reduced or even non-detectable due to defective
secretion, intracellular degradation or lack of synthesis (reviewed in Cox, 1995). Early- onset pulmonary
emphysema and neonatal cholestasis are the two most common clinical manifestations of PI deficiency and
are mainly associated with PI*Z (E342K), the most common PI deficient allele. Knowledge of the molecular
basis of rare variants, both normal and pathogenic, can be useful for the identification of the residues most
important for protein function. The rare novel variant we now describe was found by means of hybrid
isoelectric focusing in heterozygous state with the common normal M1Ala 213 allele in a healthy individual
from S. Tomé island (Sdo Tomé e Principe archipelago, Gulf of Guinea; West Africa). The variant protein
has an isoelectric point only slightly more acidic than that of the normal rare PI*Pdonauwoerth (D341N;
Faber et al. 1995) and its P362H substitution has occurred on the common normal M3 base allele. The
relative band intensity of the variant P362H protein upon densitometric analysis is compatible with normal
plasma PI level. To our knowledge this represents the fourth mutation involving codon 362 which, besides
the substitution now described, include the normal PI*Loffenbach variant (P362T; Faber et al. 1995) and the
null alleles PI*QOsaarbruecken (P362CCCC insertion; Faber et al. 1995) and PIQObolton (P362CC deletion;
Frazier et al.1989).
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Title : A novel alpha-1-antitrypsin R281del variant found in a population sample from the Basque country
Keywords: Alpha-1-antitrypsin, R281del mutation, Basque Country.
Species: Homo sapiens

Change is: Polymorphism

Gene/Locus
Name: Alpha-1-antitrypsin
Symbol: Pl
Genbank accession number:  K02212
OMIM accession number: 107400
Locus specific database:
Chromosomal location: 14q32.1
Inheritance: Codominant

Mutation / polymorphism name

Nucleotide change—Systematic name:  p.7727-7729delAGA or g.7729-7731del AAG
Amino acid change-Trivial name: R281del

Mutation / polymorphism type: Deletion

Polymorphism frequency:

Detection method: Sequencing of PCR amplified DNA from all coding exons after
detection of vaniant protein by high resolution hybrid isoelectric
focusing on a 4.3-4.8 pH gradient. Heteroduplexes are formed after
separation of exon 3 PCR products in 6% non-denaturing
polyacrylamide gels.

Detection conditions: Sequence of primers:
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PCR primers as in (Graham et al. 1990): Al and A2 (exon 2); A3 and
A4 (exon 3); A5 and A6 (exon 4); A7 and A8 (exon 5).

Sequencing primers: S1 from Graham et al. 1990 and 5'-
GGAGATTCCGGAGGCTCAGAT-3' (exon2), 83, S5 and S7 from
Graham et al. 1990 for exons 3, 4 and 5, respectively.

PCR conditions:

As described in Graham et al. 1990

Sequencing:

Sequencing products obtained using the ABI Prism Big Dye Dideoxy

Terminator Cycle Sequencing Kit were separated and analyzed in a

6% acrylamide gel in an automatic ABI377 DNA sequencer.
Diagnosis method developed:

Evidence for existence and effect of mutation:

Yes No Don’t know
1. Base change found on repeat PCR sample X
2. Base change segregates or appears with trait X
3. Base change affects conserved residue X
4. Expression analysis supports hypothesis for causation X
5. Normals tested (50 required) X
Ancillary data
1. Haplotype association : PI STRP-P4, P8 (153 bp, 161 bp)/ CBG-2, 2 (86bp, 86

bp). The sample is heterozygous for the novel mutation.

2. Ethnic background/Population association : 98 unrelated individuals from the Basque Country
autochthonous population.

. Geographic association : Unexplored
. Frequency (of mutation) in population: 1/196 p=0.005
. Clinical phenotype of proband : Normal subject.

. PIC: (if microsatellite)
. Other:

9. Present in HGMD listing:
(http://www.cf.ac.uk/uwem/mg/hgmd0.html)

3
4
5
6. Homologous allele (if recessive trait):
7
8

Yes: No: X
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Comments

Alpha-1-antytripsin (PI), the major inhibitor of neutrophil elastase in the lower respiratory tract, is a highly
polymorphic glycoprotein synthesized in the liver. In addition to a majority of normal alleles, several rare
variants have been described in which serum PI values are reduced or even non-detectable. Early- onset
pulmonary emphysema and neonatal cholestasis are the most common manifestations of protein deficiency
caused by these alleles (reviewed in Cox, 1995). The novel variant we now describe was found by means of
hybrid isoelectric focusing in heterozygous state with the common normal M2 allele in a healthy individual
from the Basque Country autochthonous population. The R281del occurs on the common normal M1Val 213
base allele and could have resulted from the in- frame deletion of AGA or AAG in the last five nucleotides of
exon 3. Consistently with the loss of a positively charged amino acid, the variant gene product has an
isoelectric point only slightly more acidic than that of the rare mildly deficient PI*I variant (R39C; Graham et
al., 1989). The relative band intensity of the R281del variant protein upon densitometric evaluation is
compatible with normal plasma PI levels. To our knowledge, this represents the second documented mutation
involving the loss of just one amino acid in alpha-1-antitrypsin, together with the deletion of Phe in codon 51
or 52 shared by Mmalton, Mnichinan and Mpalermo severe deficiency alleles. However, the finding of
normal gene product levels upon isoelectric focusing indicates that, contrary to these alleles, the deletion now
observed is neither associated with defective protein secretion nor to intracellular degradation due to
decreased stability of the molecule.
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Association between the defective Pro369Ser
mutation and in vivo intrahepatic al-antitrypsin

accumulation

Susana Seixas, Ana Isabel Lopes, Jorge Rocha, Lidia Silva, Carlos Salgueiro,

Jaime Salazar-de-Sousa, Amélia Batista

Eprror——aul-antitrypsin (PI), the major inhibi-
tor of neutrophil elastase in the lower respira-
tory tract, is a highly polymorphic glycoprotein
synthesised in the liver that has several rare
gene products in which serum protein levels are
reduced or even undetectable.' Early onset
pulmonary emphysema, resulting from unop-
posed elastase activity, and neonatal cholestasis
probably resulting from the retention of the
defective protein in the liver,’ are the two most
common clinical manifestations of PI defi-
ciency and are mainly associated with PI*Z, the
most common deficient allele. In additon,
other rare alleles occasionally associated with
liver injury have been shown to share with PI*Z
an increased tendency for intracellular accu-
mulation. Recently, a complete intracellular
transport block has been reported for a newly
identified’ '  defective  Pro369Ser  allele
(Mwiirzburg) by in vitro expression studies in
human cell cultures. Adenovirus mediated

transfer of the mutant gene into the mouse
reproduced the consequences of this block and
no traceable amounts of the variant protein
could be detected in the plasma after in vivo
recombinant expression.’ However, no detect-
able intrahepatocytic PI inclusions were found
in the mice expressing the Mwiirzburg mutant’

Figure 1

www, ]Yf!t'd,l,’f!ld(‘ com

and no liver biopsy material has yet been
presented from partients with this defective
allele.

Case report

We report a carrier of the Mwirzburg allele
with evidence for in vivo intrahepatic accumu-
lation of PI1. The patient is a white Portuguese
boy who presented at the age of 1.5 months
with cholestasis associated with a recent
cytomegalovirus (CMYV) infection. A percuta-
neous liver biopsy performed at the age of 2.5
months showed significant portal fibrosis with
porto-portal bridging, giant cell transforma-
tion, moderate cholestasis, and an intense
portal-acinar inflammatory infiltrate. Periodic
acid-Schiff staining after diastase treatment
(PAS-D) additionally showed the presence of
positive, diastase resistant, intracellular inclu-
sions. Immunoperoxidase staining specific for
PI was positive (fig 1). Serum PI concentration,
determined by automated nephelometry (Be-
hring), was found to be 92% of normal on
admission and dropped to 45% of normal at
the age of 24 months, after CMV serology
(IgM) and antigens became negative and
following progressive decline of transaminase
levels to their normal upper limit. The PI

Tissue section from the patient’s percutaneous liver biopsy. PAS positive diastase resistant inclusions were found
in the cytoplasm of several heparocytes (PAS-D). PI is identified by immunoperoxidase in inset (immunoperoxidase
staining).
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Figurc 2 Pl paiterns after
pohvacrylamide gel hybrid
ssoclectric focustng (pH
range of 4.3 to 4.8) and
Coomassie blue stairmng.’
From left (1) M2/§ =
panent’s mother, (2)
Muziirzburg/S = pavient,
(3) MutirzburgM3 =
patient’s father, (4) M1 =
control. The major band
corresponding to the
Muzdirzburg gene product is
indicared with an arrow.
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concentration in the patient’s father was 49%
of normal.

Isoelectric focusing analysis of PI types
showed that the patient was heterozygous for the
S allele and for a deficient variant gene product,
inherited from his father, which has an isoelec-
tric point identical to M1 and a band with
decreased intensity (fig 2). These patterns were
confirmed by print immunofixation (not
shown). DNA sequencing of all PI coding exons
(11-V), performed as previously described,” " has
shown that the patient and his father shared a C
to T transition leading to a 369Pro (CCC)-Ser
(TCC) substitution in the common M1Val213
allele, as in the variant Mwiirzburg.' * The pres-
ence of the Mwiirzburg allele was also con-
firmed by partial PCR amplification of exon V
with a mismatched primer that generates an 118
bp fragment: 5-CCCGAGGTCAAGTTCAA
CAgA-3' (bases 10049-10069, mismatched base
in lower case); 5- GAGGAGCGAGAGG
CAGTTATT-3' (bases 10166-10146). Thirty
five cycles of PCR were performed for one
minute at 94°C, one minute at 58°C, and one
minute at 72°C. The mismatched primer artifi-
cially introduces a Ndell restriction site in the
mutated Pro369Ser allele during PCR amplifi-
cation (fig 3, lanes | and 2). In addition, the
primer also generates a further Hinfl restriction
site in the presence of the Pro369Leu murtation
(fig 3, lanes 3 and 4), which characterises the
severely deficient variant Mheerlen.”

Discussion

To our knowledge the present case represents
the first reported association between the
defective al-antitrypsin Pro369Ser mutation
and in vivo intrahepatic protein accumulation.
Although the S variant has been found to show
increased intracellular retention and the ability
to form heteropolymers with Z,” "' this increase
is only marginal and no evident inclusions of 8
ul-antitrypsin have been found in most
pathology samples observed so far. Therefore,
the observation of PI liver inclusions in the
Mwiirzburg/S patient is most likely to be
predominantly caused by the Mwiirzburg vari-
ant and provides further in vivo evidence that
the severe deficiency resulting from the
Pro369Ser muration is caused by protein accu-
mulation, as in the case of the Z allele,

Since the patient’s PI type would be
expected to be similar to SZ, which is not asso-
ciated with increased risk of liver disease in
infancy, his liver injury is probably related more
to the CMYV infection than to the Mwiirzburg
variant. However, the similar behaviour of
Mwilrzburg and Z both in vitro and in vivo
indicates that it may lead to liver disease in
Muwiirzburg homozygotes or in Mwiirzburg/Z
heterozygous combinations.

Contrary to previous observations,’ the
present detection of a fant PI band with the
same isoelectric point of M1, both in the patient
and his father, indicates that Mwirzburg can
still be secreted in limited amounts into the
plasma. However, since the variant will remain
unidentified in combination with the common
normal M1 allele, the PCR introduction of a
Ndell restriction site is a simple alternative ol

wiwee. jmedgenet. com
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Figure 3 Detection of the Pro369Ser and Pro369L.eu
mutanons after PCR amplification with a mismatched
primer. (Lanes I and 2) Ndell digested fragments from the
Muoiirzburg!S patient (1) and from a normal M1 conerol
(2). The Pro369Ser mutated sequence generares one 98 bp
fragment and one 20 bp fragment (nor visible). (Lanes 3 and
4) Hinfl digested fragments from a M2/Mheerlen subject (3)
and from a normal M1 control (4). The normal sequence
produces one 84 bp fragment and one 34 bp fragment, The
Pro369Leu mutated sequence generates an additional
restriction site and 64 bp, 34 bp, and 20 bp (nor visible)
fragments are produced. MW= mofecular weight marker.
DINA fragments were visualised by sitver statmng after
non-denaturing electrophoresis on 9% polvacryvlanvde gels.

to detect the Pro369Ser mutation, especially in
cases where no unusual isoelectric focusing
patterns are associated with decreased PI
serum levels or with intrahepartic protein
accumulation.
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o1-Antitrypsin null alleles: evidence for the recurrence of
the 1L353fsX376 mutation and a novel G—A transition in
position +1 of intron IC affecting normal mRNA splicing

Seixas S, Mendonga C, Costa F, Rocha J. al-Antitrypsin null alleles: evidence for
the recurrence of the L353fsX376 mutation and a novel G—A transition in
position +1 of intron IC affecting normal mRNA splicing.

Clin Genet 2002:62:00-00.

al-Antitrypsin (PI) deficiency is a common autosomal recessive disorder
associated with emphysema and liver disease, which may result from a wide
spectrum of mutations causing a reduction of serum levels (deficient alleles) or a
total lack of circulating protein (null alleles). We report two different alleles
associated with the absence of isoelectric focusing banding patterns in Portuguese
patients with emphysema. The first allele, QOyyrem results from the recurrence of
the defining mutation of the QOyauaw, variant (L353fsX376) on a M3 normal
background. The second allele, QUpono, has 2 novel G—=A mutation at position +1
of the intron IC (IVS1C+1G—A), which restricts mononuclear phagocyte
transcripts to mRNA species resulting from the direct splice of exon IA to exon II.
The absence of this normal splice alternative in the liver, where PI is primarily
synthesized, provides a basis for the pathogenic effects of this mutation.
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Human o l-antitrypsin (PI) is a highly pelymorphic
glycoprotein that functions as the major inhibitor of
neutrophil elastase in the lower respiratory tract.
The protein is coded for by a 12.2 kb gene, located
on chromosome 14g32.1, which is organized into
three non-coding exons (1A, 1B, IC), four coding
exons (II-V) and six introns (1-3). The liver is the
major site of PI production, but lower levels of
expression are also found in diverse extrahepatic
cell types, including neutrophils, blood monocytes
and tissue macrophages (3-5). While in hepatocytes
transcription starts within exon IC, mononuclear
phagocytes use macrophage-specific start sites
located in exons IA and IB and generate a variety of
alternatively spliced mRNA species (2,6).

PI deficiency is one of the most common genetic
disorders among populations of European descent
(7) and may result from a wide spectrum of
mutations, which lead either to a reduction of serum

Tel.: +351+22-5570700;
Fax: +351+22-5570799
e-mail:;jrocha@ipalimup.pt

Received 9 January 2002, revised and
accepted for publication 11 April 2002

protein levels (deficient alleles) or to a total lack of
circulating PI (null alleles) (3, 8, 9). Early-onset
pulmonary emphysema, due to unopposed elastase
activity, and diverse liver diseases in children and
adults resulting from the retention of the defective
protein in hepatocytes are the most common clinical
manifestations of PI deficiency and are mainly
associated with PI*Z, the predominant deficient
allele (3, 8, 9). While deficient alleles result
predominantly from missense mutations, null alleles
can be caused by a variety of different mechanisms,
including gene deletion or the formation of
premature stop codons leading to the synthesis of
structurally unstable truncated proteins or to mRNA
degradation (3, 8-10). No known promoter
mutations have been described so far and only two
null variants were found to be associated with
abnormal mRNA splicing (QOonny biue and QOest) (8,
10, 11).
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In this report, we extend the sequence data on PI
deficiency by characterizing two different null
alleles associated with emphysema in two
Portuguese families. The first allele was found to
have the same insertional mutation of the QOmunawe
variant (12) on a M3 instead of a M1Val213 normal
background. The second allele results from a novel
mutation affecting normal mRNA splicing caused
by a G—A fransition at position +1 of intron IC.

Materials and methods
Identification of the at1-antitrypsin null alleles

The first null allele, named Q0,,:r was identified in
two siblings (index case 1 and index case 2) born in
Ourém, a small village in central Portugal. Index
case 1, a 46-year-old male, has had dyspnea for 5
years and a 12 pack-year cigarette smoking history.
Index case 2, a 44 year-old non-smoker female, had
had dyspnea for 10 years, asthma and an obstetric
history of four spontaneous abortions after an initial
successful gestation. Both patients had panlobular
emphysema, documented by chest computed
tomography (CT) scan, absence of liver disease and
no detectable serum PI levels, as determined by
automated  nephelometry  (Behring).  Serum
1soelectric focusing analysis of PI types followed by
print immunofixation, performed as previously
described (13), failed to reveal any PI bands in both
patients, indicating homozygosity for QUuem
Extension of PI typing to other family members was
compatible with the segregation of this null allele
and showed that both index cases had inherited
QO0yuem from a M3QO,y e father and a M1Q0,u4m
mother. Although no consanguinity was
acknowledged by the parents of the index cases,
they were both born in Ourém and are likely to be
related.

The second mnull allele, named QO,oq0, Was
identified in a 52 year-old male patient (index case
3), born in the urban area of Porto district (northern
Portugal), with panlobular emphysema documented
by chest CT scan since the age of 44 and no
evidence of liver disease. He had a 42 pack-year
cigarette smoking history until the age of 45, when
he stopped smoking. Serum PI concentration was
found to be 10% of normal. PI isoelectric focusing
has revealed a Z phenotype, tut confirmatory DNA
analysis, using a PCR-RFLP assay (14), has shown
that the patient was heterozygous for the Z specific
mutation, suggesting he was carrying an allele with
no detectable isoelectric focusing banding patterns,
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Two offspring from the patient were both typed as
M2Z.

RNA and DNA extraction and cDNA synthesis

RNA and DNA were isolated from whole peripheral
blood. RNA extraction, was done by using the
Tripure Isolation Reagent (Boehringer Mannheim)
according to the instructions provided by the
manufacturer. DNA was prepared with a salting-out
extraction protocol (15). First strand cDNA
synthesis was carried out by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) using the
Superscript II RT-PCR system (Life Technologies,
Gibco, BRL) and the manufacturers recommended
conditions.

DNA sequencing

Direct sequencing of genomic DNA was performed
after PCR amplification of all coding exons (II-V)
and exon-intron junctions as previously described
(16, 17). Additional sequencing of exon IC,
responsible for hepatocyte transcription, was done
by using the following primers anchored in exons IB
and intron IC: 5-ATCAGGCATTTTGG-
GGTGACT-3’; 5’ -ACTGGGAAACAGGACACA-
AC-3,

To further elucidate the basis for the PI null allele
in index case 3, cDNA was used as a substrate for
producing several PCR amplified fragments that
were subsequently cloned and sequenced (Fig. 1).
The various primers used in these amplifications are
as follows: IA, 5-TCCTGTGCCTGCCAGA-
AGAG-3’; IB, 5-ATCAGGCATTTTGGGGTG-
ACT-3%; IC, 5’-CTCTGGATCCACTGCTTAAAT-
3’; ICintR, 5’-CGCAGTGAAAGGCATACTTA-3’;
IIR, 5’-CTGATCATGGTGGGAT-GTAT-3’; 11, 5°-
GGAGATTCCGGAGGCTCAGAT-3’; IR, 5'-
GATGATATCGTGGGTGAGAACATTT-3’. The
reaction conditions of these experiments were: 94°C
(I min); 52-60°C (1 min); 72°C (2 min) for 30

R o e pcame ]
i =
ICinR nRr 11 mer

Fig. 1 Schematic representation of the 5'-portion of the PI gene. The
exons are represented as boxes (LA-III) and the introns as horizontal
lines. Approximate positions of the different primers used to amplify
RT-PCR products from index case 3 are indicated below the scheme by

amows.



cycles. Amplifications using primer pairs [A/IIIR
(Fig. 1) were performed with the Expand Long
Template PCR System (Roche).

PCR products were cloned into a pCR4 vector
using the TOPO TA Cloning Kit for sequencing
(Invitrogen) and the products of ligation were used
to transform One Shot TOP 10 chemically
competent E. coli cells.

All sequencing products were obtained by using
the ABI Pristn Big Dye Dydeoxy Terminator Cycle
Sequencing Kit and were analyzed in an automatic
ABI 377 DNA sequencer.

Results
Qoourém

DNA sequencing of exons IC-V and all exon-intron
junctions in index cases 1 and 2 has shown that
QOurem resulted from the insertion of a single T into
a stretch of 5 thymidines in codons 352-353 (exon
V), occurring in the background of a normal M3
allele (Val213-Asp376). This insertion results in a
frameshift that produces an altered reading frame
starting in codon 353 and generates a premature stop
codon (TGA) at position 376. Direct sequencing of
exon V in the remaining family members has
confirmed the segregation of the mutant allele.

A B
/IR

945 bp

C D
IBANIR

3 ~1220bp _
21018 bp __ L
1915 bp~"

ICAIR

[AMIIR
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QGgoro

DNA sequencing in index case 3 has shown that
QOpor, differed from the normal M1Val213 allele by
a G—A transition at position +1 of the splice donor
site of intron IC (IVS1C+1G—A). This position is
part of the invariant GT dinucleotide found in splice
donor sites at the 5’ end of introns.

In an afttempt to characterize the effects of the
G—A mutation on the PI primary transcripts, the
mRNA extracted from whole peripheral blood of the
Z Q. index case 3 was reverse transcribed and
the resulting cDNA used as substrate for PCR
reactions with various combinations of seven
different primers (Fig. 1).

Using primer pairs IMIIIR, IC/HIR, IB/IIIR and
IA/MIR, four specific RT-PCR products were
obtained, all including codon 213 in exon III. Since
the Z Glu342Lys defining mutation in exon V has
occurred in a M1Ala213 background (3), while
Q0pcne was found to be derived from a M1Val213
allele, codon 213 could be used to discriminate
between the mRNA species from the two variants
without the need of further extension of PCR
reactions to exon V. To analyze the
Ala213/Val213vanation, all four types of PCR
products were tested for the presence of a BstEIl

Fig. 2. Detection of the Ala213/Val213
varation in RT -PCR products from
index case 3 (ZQOporto) amplified with
2 primer pairs I/ITIR (A), IC/IIIR (B),
[B/IR (C) and IA/ITR (D). Non-
digested (1) and BstEIl digested (2)
fragments are shown for each primer
combination. Val213 is associated with
QOporto and generates a 180 bp band
and an additional fragment whose size
depends on the length of the
amplification product (A and D). Bands
marked with a * 1 (C) are likely to be
heteroduplexes resulting from sequence
heterogeneity due to alternative splice
donor/acceptor site utilization at the
exon IB and or IC boundaries, Bands 1,
2 and 3 in (D) correspond to mRNA
species with exons IA-[I-111, LA-IC-TI-I11
and IA -IB-1C-TI-I11, respectively. DNA
fragments were visualized by silver
staining after non-denaturing
electrophoresis in 9% polyacrilamide

2 gels.
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Table 1. Summary results from the analysis of RT-PCR products in index
case 3

Primer pair® BstEll :ypeh Exon composition ©
IR +- ND®

ICAIIR - ND° )
IB/IIR . IB-IC-lHil(Ala213)
AR +- 1A-| B-IC-IIHII{AIa213)

IA -IC-I-Ili{AIa213) ®
IA -lIH1I{Ala213) ©
1A -lH1I(val213) *

® Approximate positions of primer pairs are given in Fig. 1

Determined by BSIEIl digestion of the corresponding amplification
preducts; + = Val 213; - = Ala213
° As determined after cloning and sequencing of the amplification products
¢ ND: not determined
® The presence of Ala or Val at codon 213 in exon lll is additionally
indicated

restriction site in exon III, which is specifically
created by the Val213 codon (Fig. 2). This
evaluation has shown that Q.. was associated
with mRNA production but, contrary to the Z allele,
lacked mRNA species containing exons IB and IC
(Fig. 2; Table 1).

To further elucidate the exon composition of the
different mRNA species, the amplification products
from primer pairs IB/IIIR and [A/IIIR were cloned
and sequenced. Sequence analysis of 24 patient
clones confirmed that PCR products obtained with
primer pair IB/IIIR were exclusively associated with
the Z allele and had the expected exon structure of
mononuclear phagocyte transcripts containing exon
IB, which are invariably associated with exon IC (2,
6, 18) (Table 1). Morcover, sequence information
has also revealed an alternative splice
donor/acceptor site utilization at the exon IB and or
IC boundaries, precisely as recently described in
RT-PCR analyses of RNA products transcribed
from the human macrophage-specific promoter (18)
(results not shown).

When 23 clones containing the amplification
products from primer pair IA/IIIR were sequenced,
three different mRNAs were found to be associated
with Ala213, and therefore to the Z allele: IA-IB-IC-
II-11I (2 clones), IA-IC-II-1II (4 clones) and IA-II-111
(7 clones) (Table 1). Equivalent clones from the
patient’s M2Z sons yielded the same mRNA
populations (results not shown). The isoforms IA-
[C-TI-IIT and IA-IB-IC-II-III have been previously
recognized as alternatively spliced species from
mononuclear phagocytes (2, 6). The IA-II-IIT results
from the direct splice of exon IA to exon II and was
only recently reported as a splice variant of human
PI after RT-PCR analysis of macrophage-promoter
transcripts (18). Interestingly, this was the only
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RNA species that was found to be associated with
Val213 in the remaining 10 patient clones (Table 1).
This finding indicates that the IVSIC+1G—A
mutation has impaired the splice donor site of mtron
IC and restricted the alternatively spliced transcripts
from QU,qr, to the sole product that does not use this
site (Fig. 3). Since PI primary transcripts in
hepatocytes lack the splice donor site in intron IA
due to franscription initiation in exon IC, no
normally spliced Q0.+, RNA products are expected
to be produced in the liver under basal conditions.

In order to search for mRNA species resulting
from a read-through of intron IC that could have
failed to be amplified due to the long size of this
intron, we have performed additional cDNA
amplifications from index case 3 using primer pairs
[A/ ICintR and IB/ICintR. In both cases no further
amplification products were detected, while control
genomic DNA samples yielded expected 2072bp
and 452bp fragments from primers IA/ICintR and
IB/ICintR, respectively. This lack of detectable
mRNA sequences including the initial portions of
intron IC, suggests that aberrantly spliced transcripts
are likely to be degraded.

Discussion

We have characterized the nolecular basis for two
different PI variants, which illustrate the variety of

Normal

Fig. i Schematic representation of normal and QUum patterns of
alternative splicing as deduced from the exon composition of mRNA
species produced by macrophage-specific transcription start sites and
detected by RT -PCR analysis. In the presence of the intron IC +1 G—A
mutation, indicated by an arrow, production of normally spliced mRNA
depends on the use of the intron IA splice donor site that is absent in
liver transcripts.



mechanisms that may cause the absence of
detectable circulating protein.

The insertional mutation observed in QOuurem
which occurs in a M3 base allele, has been
previously described in a different M1Val213
(Val213-Glu376) normal allelic background in the
Qomallawa Va.riant, which was found in two
heterozygous patients from Canada that had also
inherited the Qobc]lingham allele (12, 19). While the
possibility of a recombination event between M3
and QO0,.mw. cannot be definitely excluded, the
geographical dispersion of Q0u.m and

QOmamawa, together with an expected increase in
mutational likelihood at codons 352-353 due to
slippage-mispairing promotion, suggests that it is
more probable that both variants have resulted from
independent mutations (20, 21). In this respect, the
352-353 region may be analogous to the mutational
hot spot located in the run of seven cytosines
encompassing codons 360-362, where a C deletion
and two likely independent C insertions have been
Tepcﬁe‘i in variants Qobolton, Qosaarbruckcn and rolnymn:
respectively (8, 22-24).

The variant QU,or, i, to our knowledge, the third
reported PI deficiency allele resulting from
mutations in RNA splice sites, together with Q0,5
and QObonny buwe, Which were found to have base
substitutions in splice donor and acceptor sites of
intron II, respectively (8, 10, 11). The present
finding of a novel [VS1C+1G—A transition extends
the mutation spectrum to the 5’ untranslated region
of the PI gene and highlights the potential
pathogenic effects that may result from restriction of
transcription start sites and splice alternatives in
liver-specific expression. Although it has been
shown that, during modulated expression by the
acute phase mediator interleukin 6, hepatocytes can
switch on transcription from exon IA transcriptional
initiation sites (6), these transcripts represent only a
minor fraction of the overall P mRNA production
(6). 1t is therefore unlikely that this mechanism
might compensate for the lack of correctly spliced
mRNA transcribed from exon IC. In this context,
the lack of detectable plasma isoelectric focusing PI
bands associated with QU is likely to be caused
by the absence of splice alternatives that could
buffer the effects of the IVS1C+1G—A mutation in
the liver, where the bulk of PI synthesis occurs.

Taken together, our results suggest that the
characterization of naturally occurring mutations
will continually provide further insights into the
diversity of mechanisms leading to PI deficiency.
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Introducdo

O grupo sanguineo Duffy tem um polimorfismo genético que € essencialmente
determinado por trés alelos: FY*A, FY*B e FY*O. Os produtos génicos dos alelos
FY*A e FY*B sdo glicoproteinas transmembranares que funcionam como receptores
de quimiocinas pro-inflamatérias e determinam as especificidades antigénicas deste
grupo nos eritréeitos. O alelo FY*O, pelo contrario, ndo estd associado a expressio de
qualquer antigénio eritrocitdrio caracteristico, embora produza glicoproteinas com a
estrutura do antigénio B nas membranas de outros tipos de células (Tournamille et al.,
1995a; Hadley e Peiper, 1997). Para além da sua fung¢fo de receptores de quimiocinas,
os antigénios FY sdo utilizados pelos merozoitos de Plasmodium vivax como locais de
ligagdo durante a invasdo dos eritrocitos e a sua auséncia confere aos homozigéticos
FY*QO/FY*O resisténcia total & forma de maldria causada por este parasita (Miller et
al., 1976; Hadley e Peiper, 1997).

A anilise da sequéncia do gene FY e a sua comparacdo com sequéncias ortélogas
de primatas ndao-humanos revelaram que FY*B € o alelo ancestral a partir do qual se
originaram FY*A e FY*O através de uma tinica mutagdo (Figura III.1) (Chaudhuri et
al., 1995). No caso de FY*A, hd uma substituigdo Asp44Gly que nido interfere com a
expressdo ou com a fungio da proteina (Tournamille et al., 1995b). Em FY*Q, hd uma
mutagdo T—46C na regido promotora do gene, que elimina um local de ligagdo ao
factor de transcricio GATAI e suprime a expressio de antigénios na linha eritréide

(Tournamille et al., 1995a).

A B
FY*A FY*O -
T-46 Glyd4(GGT)
Aspdd—Gl;
FY*B T-46 Aspd4(GAT)
C 46 Aspdd(GAT)

Figura IIL1- A- Filogenia dos alelos do grupo sanguineo Dufty. B- Representacdo
esquemética do gene FY. Os exdes s@o representados por rectdngulos e o intrdo por uma
linha horizontal. As posi¢des relativas das substitui¢des nucleotidicas que estdo na base
do polimorfismo sdo indicadas por linhas verticais.
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Ao contrario da generalidade dos polimorfismos autossémicos humanos em que
os alelos mais frequentes de cada locus tendem a ser partilhados por populagdes muito
diferentes, a distribuicdo das frequéncias dos alelos do grupo sanguineo Duffy
caracteriza-se por uma acentuada segregacdo geogrifica e tem um nivel de
diferenciacdo interpopulacional que é claramente superior 4 média. Na Eurisia,
praticamente sé existem os alelos FY*A e FY*B, enquanto que em Africa o alelo
FY*O atinge frequéncias superiores a 90% num grande nimero de populacdes da
regido sub-sahariana de onde o parasita P. vivax estd virtualmente ausente (Figura
I1.2).

Devido as caracteristicas particulares desta distribui¢do geogrifica e ao seu
envolvimento na resisténcia a infecgfio por P. vivax, o grupo Duffy é um excelente
modelo para o estudo da influéncia da selecgio natural na variabilidade genética de
regides funcionalmente relevantes do genoma, a semelhanca de outros loci que
codificam proteinas importantes para a estrutura ou metabolismo do eritrécito, como a
hemoglobina (cadeias o e B), a desidrogenase da glucose-6-fosfato ou a proteina
banda-3 em que também hd muta¢cdes que conferem protec¢io contra a maldria
(Jarolim et al., 1991; Cooke e Hill, 2001).

O padrio de diversidade do locus FY tem sido explicado, basicamente, por duas
hipéteses alternativas. De acordo com a primeira hipdtese, a fixagdio de FY*O em
Africa resultou directamente da resisténcia i maldria causada por P. vivax e conduziu
a extin¢do do parasita por falta de hospedeiros susceptiveis (Figura III.3 A) (Cavalli-
Sforza et al., 1994). De acordo com a segunda hipétese, a fixagéo de FY*O néo esteve
relacionada com a resisténcia a P. vivax, embora tenha contribuido para impedir,
posteriormente, a sua penetragdo em muitas regides africanas (Figura IIL3 B)
(Livingstone, 1984). Entre os argumentos favordveis a esta hipdtese, conta-se a
relativa benignidade da infeccio por P. vivax, e a provdvel origem extra-africana da
transferéncia do parasita para a nossa espécie, sugerida pela sua adaptacdo a climas
temperados e pela sua homologia com P. cynomolgi, que infecta Primatas ndo-
humanos na India e no sudeste asidtico (Livingstone, 1984). A verificar-se este
modelo, a distribui¢do das frequéncias de FY poderia ter resultado da ac¢ido de um
agente selectivo diferente de P. vivax ou de factores demograificos relacionados com

movimentos migratdrios interpopulacionais.
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Figura IIL3- Representagdo esquematica das duas hipdteses alternativas
que procuram explicar o actual padrio de frequéncia de FY*O no
continente africano. A- Hipotese 1: a pressdo selectiva de P. vivax tera
conduzido a fixagdo de FY*O e a posterior eliminagdo do parasita por
falta de hospedeiros susceptiveis. B- Hipotese 2: a fixacdo de FY*O tera
resultado de um acontecimento populacional fortuito ou da pressio
selectiva por outro agente patogénico que terd impedido a entrada de P.
vivax em Africa.

A P.vivax
B

[F=-= =5 Peol
2
= = - o

Recentemente, Hamblin e Di Rienzo (2000) e Hamblin ef al. (2002), procuraram
avaliar o impacto da selecgio no locus FY através da andlise da variagdo de
sequéncias nucleotidicas adjacentes numa amostra da populagéo italiana e em varias
populagdes africanas. Na amostra italiana apenas se encontraram alelos FY*A e FY*B
com frequéncias de 0,41 e 0,59, respectivamente. As genealogias das linhagens
associadas a estes alelos mostraram uma frequéncia elevada de sequéncias derivadas e
mutagdes homoplasicas que poderdo ter sido transferidas por recombinagdo para os
diferentes haplotipos (Figura I11.4). No alelo FY*B observou-se uma predominncia
de linhagens derivadas particularmente marcada, sem que se tenha detectado qualquer

haplétipo que ndo diferisse da sequéncia primitiva em pelo menos
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FY*A FY*B FY*O

1
()
i
L) Ancestral W 75110 C»T ;
J:l
W Aspdd—>Gly (mutagio FY*A) W 75872 TC b
5
1 T46-C (mutagiio FY*0) B 75907 C»T
I
ad
74794 Cdel

Figura ITL4 - Genealogia das linhagens de FY*A, FY*B e FY*O definidas com base na variagdo de
sequéncia observada por Hamblin e Di Rienzo (2000) numa regido de 1.9 kb adjacente ao /ocus FY. As
diferentes linhagens, representadas por circulos de areas proporcionais & sua frequéncia, diferem da
sequéncia ancestral pela acumulagiio de mutagdes nos ramos da genealogia. As mutacdes dos alelos
FY*A e FY*O e as mutagdes homoplésicas estdo assinaladas com quadrados de vérias cores. As
mutagdes especificas de cada linhagem estfio assinaladas com o simbolo |. A figura enquadrada foi
modificada de Fay e Wu (2000) e representa a genealogia esperada para uma regifio genomica sujeita a
selecgio positiva. No decorrer de um episbdio selectivo espera-se que as linhagens portadoras das
mutagBes neutras (a, b e €) sejam perdidas e que a linhagem portadora da mutagdio com vantagem
selectiva (d) seja fixada.

um passo mutacional (Figura I11.4) (Hamblin e Di Rienzo, 2000). Nas populagdes
africanas, onde o alelo FY*O esta fixado, observaram-se niveis de diversidade
nucleotidica cerca de duas a trés vezes menores do que na populagdo europeia
(Hamblin e Di Rienzo, 2000). Este resultado esta de acordo com o que seria de esperar
num modelo simples de substitui¢do selectiva e indica que o intervalo de tempo
necessario a fixagdo do alelo FY*O foi suficientemente curto para impedir a
acumulag¢do de variagdo nucleotidica (Hamblin e Di Rienzo, 2000). No entanto,
contrariamente as expectativas tedricas, em vez de se detectar um Unico haplétipo
predominante nas linhagens associadas ao alelo FY*O, observou-se uma genealogia
mais complexa, com dois troncos de frequéncia apreciavel que podem ter sido
originados antes da hipotética pressio selectiva favoravel a fixacdo daquele alelo

(Figura III.4) (Hamblin e Di Rienzo, 2000; Kreitman, 2000). Consequentemente,
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Figura IIL.5- Espectros de frequéncia dos locais polimérficos associados aos alelos
FY*A, FY*B e FY*O, detectados em duas regiGes de 1kb e 1,9kb, respectivamente a 5'
do gene FY (Hamblin e Di Rienzo, 2000). n - numero de sequéncias, L - tamanho da
sequéncia em pares de bases e s- nimero de locais polimérficos.

o espectro de frequéncias dos vdrios locais polimérficos encontrados néo revelou a
predominéncia de variantes raras que normalmente é causada pela fixagio selectiva de
uma mutacio logo apds a sua origem (Figura IIL.5).

No trabalho que a seguir se apresenta, procurou-se estudar a evolugdo do
polimorfismo do grupo Duffy com uma abordagem complementar, em que se analisou
a variacdo genética acumulada pelos alelos FY*A, FY*B e FY*O num microssatélite
situado na regido abrangida pelos estudos anteriores de diversidade nucleotidica
(Figura II1.6). Este tipo de andlise, em muitos aspectos semelhante ao usado no estudo
da ol-antitripsina, permitiu combinar um sistema genético hipervaridvel com as
linhagens mais estiveis definidas pelas muta¢des pontuais, tendo-se obtido informagio
adicional que ndo poderia ter sido directamente inferida apenas com o estudo da
variagio das sequéncias nucleotidicas. O essencial dos resultados obtidos estd
condensado no artigo 7, ao qual se segue um comentdrio em que se discutem algumas

das suas principais implicagdes.

kb Figura III.6- Esquema da regido do

Fre locus FY em que se representam as

g ! duas regides previamente estudadas

. . 1 EEET e, por Hamblin ¢ Di Rienzo (2000) e a

Sequéncia Sequéncia analisada 1,9 kb posi¢io do microssatélite D1S2635
oxislrae ) bl analisado no presente trabalho.
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The human Duffy blood group (FY) antigens are
transmembrane  glycoproteins that function as
receptors for chemokines and for the malarial parasite
Plasmodium vivax (reviewed in Hadley and Peiper,
1997). Most of FY antigenic variation is determined
by three common alleles (FY*A, FY*B and FY*O) in
a gene located on chromosome 1g21-g22. DNA
sequence characterization of these alleles and
interspecies comparisons with the orthologous genes
from non-human primates have shown that FY*A and
FY*O are derived variants, each resulting from a
single mutation in an ancestral FY*B background
(Chaudhuri et al. 1995; Tournamille et al. 1995).
While the FY*A gene product is a functional protein
with a Asp44Gly substitution, FY*O has a T46C
promoter mutation that disrupts a binding site for the
GATALl erythroid transcription factor leading to a
tissue-specific loss of expression of FY antigens in red
blood cells (Tournamille et al. 1995). In contrast to
most human autosomal polymorphisms where
common alleles tend to be shared by different,
geographically distant populations, the distribution of
FY alleles is peculiar: FY*O has reached near-fixation
over a vast area of sub-Saharan Africa, while FY*A
and FY*B are the only alleles present across Eurasia
and the Americas. This peculiarity, together with the
observation that homozygous individuals for the
FY*O allele are completely resistant to P. vivax
malaria (Miller et al 1976), has led to the concept that
the observed pattern of allele frequencies has been
driven by positive selection. According to this model,
selection by vivax malaria led to the replacement of
FY*A and FY*B by the advantageous FY*O allele in
west and central Africa and to the extinction of P.
vivax by lack of susceptible hosts. Alternatively, since
no significant mortality is associated with P. vivax and
an Asian origin of the parasite is conceivable, it is
possible that it was the prior fixation of FY*O that has
prevented vivax malaria from becoming endemic in
Africa (Livingstone 1984). If this hypothesis is
correct, different scenarios may account for the
present distribution of FY alleles, including selection
by an unknown agent other than P. vivax or the

Key words: human Duffy blood group, microsatellite variation, malarial
selection.
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possibility of an entirely fortuitous event linked to the
dynamics of population movements within and out of
Africa. In order to search for a signature of natural
selection at the FY locus, the patterns of DNA
sequence variation linked to the three FY common
alleles have been recently characterized (Hamblin and
Di Rienzo 2000; Hamblin, Thompson and Di Rienzo,
2002). Consistent with the expectations of models of
directional selection, the level of DNA sequence
variation associated with FY*O was found to be
significantly reduced. However, the observation that
the FY*Q mutation occurs in two divergent
haplotypes with intermediate frequencies in most
samples from Sub-Saharan Africa indicated that the
signature of selection may be more complex than
predicted by a simple selective sweep.

We have approached the evolutionary history of
the FY polymorphism by studying the distribution of
the  faster-mutating  DI1S2635  microsatellite
polymorphism within more-stable lineages carried by
FY*A,FY*B and FY*O alleles.

The FY*A and FY*B alleles were sampled from a
total of 123 Portuguese individuals (FY*A=0.35;
FY*B=0.62; FY*0=0.03). The FY*O alleles were
sampled from 141 individuals from the island of Sdo
Tomé (FY*A=0.03; FY*B=0.07; FY*0=0.90). This
previously uninhabited island, located 300 km off the
coast of Gabon, started to be peopled by the end of the
15th century with slaves imported by Portuguese
colonists from the adjacent coasts of the Gulf of
Guinea and the Congo-Angola area. As a consequence
of this settlement pattern, the population of S3o Tomé
has retained the high levels of genetic diversity that
are generally observed in the African mainland and
has an estimated European admixture of 11% (Tomas
et al. 2002). Identification of FY alleles was done by
using previously described PCR-RFLP methods
(Tournamille et al. 1995). The D152635 microsatellite
(GenBank accession number Z52215; Table 1) was
typed by PCR amplification with fluorescently labeled
primers (GDB: 603410; http://www.gdb.org/)
followed by separation of amplification products in an
ABI 310 DNA sequencer. Two flanking polymorphic
sites described by Hamblin and Di Rienzo (2000) in
the region around the FY locus were additionally
characterized (nucleotide positions as in BAC
bk134P22; GenBank accession number AL35403;
Table 1): (i) a C—T transition in position 70628,
which has previously been found to be always
associated with a 69596 T—C transition in a GT
haplotype shared by both FY*O and non-FY*O
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Table 1

Distribution of Haplotypes Defined by Sequence Variation at the D1S2635 Microsatellite and Flanking

Polymorphisms Among FY alleles. Location of the Different Polymorphic Regions is Shown in Inset.

sk = R SR
/i
0628 DIS2635 753367 75670 T6342
caT CTdel FY*O FY*A
FY*B
o Frequency
Sequence (339 Portugal ~ S&o Tomé
Position Microsatellite D152635 Positions Hapimype FY*a FY*B FY*Q
70628 753367 ; N=143 N=222
C [GCGTOCAAG CA (CAJp1CLICICITICIT-  CT — 00604
™ GCOTGCAAG CA (CA) CTTCTCTTTCTT €T 0.16 03
[o) (CA);CGCATG COTGCAAG €@ (CA), CTTCTCTTTCTT- CT AU
C ~(CASCOCATGCGTACAAG CA (CA) CTTCTCTTTITIC €T 033
T -(CA)COGCATOCOTOCAADG CA (CA)CTTCTCTTT -TT-  CT 024 -
C --{CACGCATGCOTGCAAG CA (CAYCTTCTCTTTCTT- 84 2 0.19
c ,.(CA;;}:GCA TG CGTGCAAG(ccﬁf(CA;,\ "o v e 1 0 B v S 7
c CT  Chimpanzee®, |
LC CT_. Gorila .

* Haplotypes linked to FY* A, FY*B and FY*O allclcs were determined in a subset of the sample used for allele frequency estimation

" Derived variants arc shaded

¢ The region of the putative ancestral CpG stretch where interspecific mutations had accumulated is boxed

alleles; (ii) a CT deletion at mucleotides 75336/7 that
defines one of the two major common lineages
associated with FY*O. Both polymorphisms were
typed after PCR amplification of DNA fragments
containing each of the corresponding positions. The
70628 C/T variation was detected by Sl rstriction
enzyme digestion. Length variation at nucleotides
75336/7 was scored by electrophoretic separation of
amplification products in 12% polyacrylamide gels.
Microsatellite alleles were sequenced in both
directions from PCR products cloned into a pCR4
plasmid vector with the TOPO TA cloning kit
(Invitrogen) using the ABI Prism Big Dye Dydeoxy
Terminator Cycle sequencing kit. Sequencing
products were analyzed in an ABI 377 automatic
DNA sequencer. Human sequences were compared
with the homologous regions from one chimpanzee
(Pan troglodytes) and two gorilla (Gorilla gorilla)
specimens. Allele frequencies at the individual loci
were calculated by direct gene counting. Maximum
likelihood haplotype frequencies were estimated using
the expectation-maximization algorithm implemented
in the ARLEQUIN package (Schneider et al. 1997).
Unbiased estimates of heterozygosity were calculated
according to Nei (1987). Significant differences
among heterozygosity estimates were tested by
comparing the comresponding 95% confidence
intervals established by 10000 bootstrap simulations
with the GENETIX software (Belkhir et al. 1998).

The DI182635 microsatellite allele frequency
distribution within the FY alleles is depicted in figure
1A, Although the FY*QO distribution presents a
decreased variance in allele length and a significantly
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lower heterozygosity than FY*B, there is no drastic
reduction in diversity levels, suggesting that the
signature of directional selection in microsatellite
variation is not as evident as at the DNA sequence
level (Hamblin and Di Rienzo 2000; Hamblin,
Thompson and Di Rienzo 2002). However, the three
microsatellite  distributions still have noticeable
differences in shape, with FY*O presenting a more
smoothly peaked pattern than both non-FY*O alleles.
Most interestingly, it was found that the D182635
allele size changes within FY*A and FY*B were not
always in increments of 2bp. In order to examine the
cause of this heterogeneity, 17 D152635 alleles from
Portugal and 24 alleles from Sdo Tomé were
sequenced. Sequence information has revealed four
types of DI1S2635 lineages that were defined by
different flanking polymorphisms (Table 1). The lack
of regularity in D152635 allele size increments was
found to be due to the deletion of a single C within a
run of five T’s located in the 3’ flanking region of the
(CA)n repeat. In addition, two further D182635
lineages were defined by the presence of one or three
CG dinucleotides immediately before the variable
(CAn repeat. The presence of a single CG
dinucleotide could have resulted from a CA—CG
misincorporation promoted by slipped mispairing in
the (CA)n repeated motif. Reiteration of this process
has probably led to the occurrence of a (CG)3 motif,
although no intermediate sequences bearing a (CG)2
were found. All interspecies differences in the
microsatellite sequence structure between humans,
chimpanzee and gorillas were found to be the likely
result of mutation accumulation in an ancestral CpG
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FIG 1.- A. D1S2635 microsatellite allele frequency distributions within FY alleles. B. Distribution of D152635 (CA)n varation within the
seven haplotypes (H1-H7) carried by FY*A, FY*B and FY*O alleles. N= number of chremosomes, V'= variance in allele length, V=

variance in repeat number, m= average repeat number.

dinuclectide stretch lying between an invariable
(CA)5 array and a polymorphic (CA)n repeated block
(Table 1). The joint distribution of the four types of
D182635 flanking sequences and the polymorphisms
at nucleotides 70628 and 75336/7 was further
analyzed in an extended survey, which led to the
definition of seven distinct haplotypes (Table 1). In
this survey, the D152635 indel could be directly typed

by the observation of even (insertion) or odd
(deletion) numbers of base pairs in the different
microsatellite alleles. The presence and number of CG
dinucleotides adjacent to the variable (CA)n repeat
could be assessed through the digestion of D152635
alleles of known length with the FHin6l restriction
enzyme that recognizes the G!CGC sequence. For
example, if two alleles have the same size but
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..AAGCG(CA)I10... and ...AAGCGCGCG(CA)S...
sequences, Hin6l digestion will produce in both
cases a fragment of constant size, corresponding to
the 5' portion of the D1S2635 amplimer, and
additional CG (CA)10.. and CG (CA)S...
fragments, which can be easily discriminated upon
polyacrylamide gel electrophoresis. In the absence
of CG dinucleotides, microsatellite alleles will
remain uncut.

The seven haplotypes had  different
distributions among the FY alleles (Tablel).
Haplotype H1, which shows the highest similarity
with non-human primates and is likely to be the
ancestral lineage, was found to be shared by all
three alleles and is most frequent among FY*A
and FY*O. Haplotypes H4 and HS were found
exclusively in non-FY*O alleles, while H6 and H7
were detected only among FY*0O. Within FY*O
exclusive lineages, haplotype H6, defined by the
75336/7 CT deletion, has a 19% frequency and
corresponds to one of the two major FY*O
haplotype branches previously found in 23% of
FY*O alleles from five sub-Saharan African
populations (Hamblin and Di Rienzo 2000).
Haplotype H7 adds an additional common FY*Q
sublineage and strengths the disagreement between
the observed haplotype structure and the skew of
the frequency spectrum toward rare alleles that
should be expected under a simple selective sweep.
These patterns of lineage sorting along with either
FY*O or non-FY*O alleles are consistent with the
present geographic distribution of the FY variants
and agree with previous observations on sequence
variation linked to the FY locus (Li et al. 1997;
Hamblin and Di Rienzo, 2000; Hamblin,
Thompson and Di Rienzo 2002). However, two
derived lineages were found to be shared by all FY
alleles. Haplotype H2, is defined by the
70628C—T transition, that was previously found
in 6% of FY*O alleles from other African
populations and in 50% of Italian FY*B alleles
(Hamblin and Di Rienzo, 2000). Haplotype H3
adds further evidence for gene conversion or
recombination-driven sequence transfer between
FY*O and non-FY*O alleles. This sharing of
derived haplotypes between alleles that currently
occupy distinct geographical areas shows that both
FY*O and non-FY*O lineages were indeed
present in the same ancestral population before the
fixation of FY*Q in Africa.

Figure 1B presents the distributions of the
faster-mutating D1S2635 alleles within the
haplotypes carried by FY*A, FY*B and FY*O.
Derived haplotypes that are shared by at least two
FY variants (H2, H3 H4 and H5) have modal
(CA)n alleles with the same, or a very similar,
number of repeats in each FY allele, thus
providing additional evidence for lineage spread
through recombination or gene conversion.
Analysis of the (CA)n repeat variation within the

lineages defined by sequence polymorphisms
allows the comparison of diversity levels
accumulated since the origin of each haplotype and
provides information on the relative antiquity of
different lineages that cannot be directly inferred
from sequence data alone. Haplotype H6, which
corresponds to one of the two major FY*O
haplotypes previously described, has been found to
be characterized by the joint occurrence in
absolute linkage disequilibrium of the 75336/7 CT
deletion together with two additional mutations:
75082A—G and 75872 T—C (Hamblin and Di
Rienzo 2000). In spite of its derived sequence
structure, this haplotype has the highest (CA)n
repeat heterozygosity and is likely to be the oldest
lineage linked to FY*O. On the contrary, the
FY*O-linked haplotype HI1, which would be
included in the other major FY*O haplotype
branch defined by Hamblin and Di Rienzo (2000),
is associated with lower levels of (CA)n diversity
although it bears a more primitive sequence
structure, Taking this evidence into account, it is
probable that FY*O has arisen in Africa by two
independent mutational events. According to this
hypothesis, a first FY*O mutation is likely to have
occurred long after the crigin of FY*B in a derived
background carrying haplotype H6 that has been
lost from currently sampled populations. More
recently, a second FY*O mutation occurring in a
less derived FY*B chromosome, here represented
by haplotype HI, would have given rise to a
second FY*O major branch to which haplotypes
H2, H3 and H7 are connected. Alternatively, gene
conversion could have occurred between a FY*O-
linked haplotype H6 and a FY*B-linked haplotype
HI1, but the recurrence of the FY*O mutation is
further supported by the finding of a recent
independent GATA1 T-46C transition in a FY*A
allelic background with a 2% frequency in P. vivax
endemic region of Papua New Guinea
(Zimmerman et al 1999), In any case, the high
levels of (CA)n variation within haplotype H6 and
the sharing of the H1 haplotype both by FY*O and
non-FY*O haplotypes, indicate that the two major
FY*O branches had arisen before the action of
positive selection, as previously noted Hamblin
and Di Rienzo 2000). Since, under the recurrent
mutation scenario, the two FY*O mutations could
have had different geographical origins, it is
conceivable that they could provide replication
evidence for selection driven independent increase
in FY*O allele frequencies. Further studies of FY
haplotypes and (CA)n variation in an extended
panel of African populations, including those with
remnant FY*A and FY*B alleles, will be
necessary to identify the major paths of spread of
FY*O and to confirm this hypothesis.

We have also attempted to estimate an upper
limit to the date of fixation of FY*O by using the
(CA)n variation to infer the age of FY*O-linked



H2 and H3 derived haplotypes, which were found
to be shared with non-FY*O alleles (Figure 1B).
The age of the most recent common ancestor of
each haplotype was approximated by simulating
the overtime decay in the frequency of the
microsatellite allele originally associated with each
lineage under the stepwise-mutation-model in a
population of infinite size (Seixas et al 2001).
Assuming a 0.001 mutation rate at the
microsatellite locus (Weber and Wong 1993), a
rough calculation of the time necessary for the
ancestral (CA)14 allele to reach its current 65%
frequency within the 22 FY*O-linked H3
haplotypes was estimated at 490 generations. A
minimum 170-1060 generations support interval
was calculated as 12 x the SD of the binomial
distribution with parameters n=22 and p=0.65
(Goldstein et al 1999). If a generation time of 30
years is assumed (Tremblay and Vézina 2000), our
calculations would imply that non-FY*O alleles
were still not replaced by FY*O as late as 14700
(5100-31800) years ago, in West Africa. Similar
calculations using the (CA)n variation within the
FY*O-linked haplotype H2 led to a 11100 years
estimate, but since only 7 FY*O chromesomes
were found to have this lineage the estimation is
associated with a very wide uninformative interval
(044000 years). A more recent coalescent time of
9300 years (4350-15750) was calculated for the
less diverse haplotype H7, which is exclusive to
FY*O and might have arisen after the fixation of
this allele. Under our set of assumptions, these
estimates point to a more recent date for
replacement of FY*A and FY*B alleles in Africa
than a previous 33000 years (6500-97200}
calculation based on single nucleotide
polymorphisms (Hamblin and Di Rienzo, 2000).
While absolute age estimates are strongly
dominated by uncertainties about relevant
parameters such as mutation rates, we note that our
calculations place the fixation date of FY*O closer
to the origins of agriculture and to the concomitant
spreading of malaria as a generalized selective
pressure (Livingstone, 1984). This would imply
that the FY polymorphism may have become
subject to malarial selection only shortly before
known P. falciparum protective mutations
(Tishkoff et al. 2001; Currat et al. 2002) and that
P. vivax might have been indeed the selective
agent that promoted FY*Q fixation.

Supplementary Material

The GenBank accession numbers of the
D182635 microsatellite sequences referred to are
as follows: AF515840 (included in haplotypes H1,
H2 and H6); AF515841 (included in haplotype
H3); AF515842 (included in haplotypes H4 and
H5); AF515843 (included in haplotype H7);
AF515844 (Chimpanzee); AF515845 (Gorilla).
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2.1. Comentario



Resultados e Discussao

2.1.1 Niveis de diversidade dos alelos FY*A, FY*B e FY*O

Um dos principais aspectos dos dados de Hamblin e Di Rienzo (2000) e Hamblin
et al. (2002) sobre a variagdo nucleotidica associada ao locus Duffy, é a reducdo de
diversidade que se observou nas populacdes africanas, onde o alelo FY*O estd fixado,
relativamente & tUnica populagdo europeia analisada. Este padrio € oposto ao que se
observa na maioria dos loci em que ndo houve enviezamento amostral (ver secg¢do
2.1.1.1 - Parte II) (Rogers e Jorde, 1996; Relethford, 1997) nos quais normalmente se
regista maior diversidade genética em populagdes africanas (Rogers e Jorde, 1995;
Relethford, 2001). Tendo em conta que, durante os processos de selec¢io positiva, hd
uma perda das linhagens associadas aos alelos que ndo sdo seleccionados e que a
frequéncia de um alelo favorecido aumenta rapidamente sem que haja tempo para
acumular varia¢do nucleotidica nas regides adjacentes, a menor diversidade registada
nas populagdes africanas foi considerada o resultado da fixagdo selectiva do alelo
FY*0O (Hamblin e Di Rienzo, 2000).

Os resultados agora obtidos com o microssatélite D1S2635 ndo mostram,
contudo, diferengas drdsticas nas diversidades associadas aos alelos FY*A, FY*B e
FY*O (Figura 1A do artigo 7). Uma das possiveis razdes para esta discrepincia, € a
diferenca entre a taxa de mutacdo pontual e a taxa de inser¢do/deleccdo dos motivos
repetitivos dos microssatélites, que tém valores da ordem dos 10'°-10"°/bp/geracio e
10°/locus/geragio, respectivamente (Weber ¢ Wong, 1993; Harding et al., 1997,
Harris e Hey, 1999). Com uma disparidade tio grande, é natural que os microssatélites
recuperem muito mais rapidamente a diversidade que se perdeu durante o hipotético
episddio selectivo e possam convergir para distribuicSes de equilibrio em que as
diferengas de variabilidade entre linhagens jd ndo se consigam notar (Slatkin, 1995;
Schlatterer e Wiehe, 1999).

A andlise das relagdes genealGgicas entre as linhagens dos diferentes alelos
sugere ainda uma explicagdo adicional. Como ji se referiu, na genealogia das
linhagens associadas ao alelo FY*B hd uma frequéncia elevada de sequéncias
derivadas (Figura IIL.4), provavelmente devido & perda de haplétipos primitivos
causada pela maior deriva genética nas populagdes euro-asidticas (Relethford, 2001).

Este predominio de haplétipos derivados, separados por virios passos mutacionais,
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aumnenta a heterogeneidade das sequéncias comparadas, mas tende a reduzir a
diversidade do microssatélite porque de cada vez que surge uma nova mutagio dd-se a
eliminacdo completa da variagio alélica neste locus (ver secgdo 2.1.1.2.2 - Parte II).
Nestas condigoes, é possivel que a semelhanga entre os niveis de diversidade do
microssatélite nos alelos do locus FY também possa resultar, pelo menos em parte, da

auséncia de linhagens primitivas associadas a FY *B.

2.1.2 Recombinagiio entre linhagens associadas aos alelos FY*A, FY*B e
FY*O

Se a actual distribuigdo de FY*A, FY*B e FY*O fosse inteiramente determinada
por movimentos migratdrios, seria de esperar que a mutagio T-46C caracteristica de
FY*O tivesse ocorrido logo apds a origem do alelo ancestral FY*B e tivesse
coincidido com a separagio entre as populagdes africanas do sul do Sahara e os
restantes grupos humanos. Nestas condigdes, os alelos FY*B e FY*QO deveriam ter
uma idade semelhante e ndo teriam tido tempo para coexistir na mesma populagio
ancestral, pelo que ndo se esperaria encontrar sinais de recombinag¢do ou conversio
génica entre os haplétipos que lhes estdo associados. A evidéncia disponivel mostra,
contudo, que sé muito dificilmente se poderd ter registado este cendrio. Em primeiro
lugar, as diferencas significativas na diversidade nucleotidica associada aos alelos
FY*O e FY*B observadas por Hamblin e Di Rienzo (2000) indicam claramente que
terd decorrido um intervalo de tempo considerdvel entre a origem dos dois alelos. Em
segundo lugar, os resultados agora apresentados (artigo 7) mostram que hd dois
haplétipos derivados (H2 e H3) que s@o partilhados pelos alelos FY*A, FY*B e FY*O
devido a recombinagdo ou conversdo génica. O haplétipo H2 € definido pela mutagdo
70628C—T, previamente descrita por Hamblin e Di Rienzo (2000), e estd presente em
7% dos alelos FY*A, 16% dos alelos FY*B e 3% dos alelos FY*Q (Tabela 1, artigo
7). O haplétipo H3 ¢ definido pela presenca de um dinucleotideo CG na extremidade
5' do motivo repetitivo (CA)n do microssatélite D152635 e encontra-se associado a
29% dos alelos FY*A, 19% dos alelos FY*B e 10% dos alelos FY*O (Tabela 1, artigo
7). A hipétese de que a partilha destes haplétipos se deve a recombinagio ou

conversio génica € reforcada pelas distribuicdes das frequéncias do elemento
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repetitivo do microssatélite, nas quais as linhagens derivadas associadas a mais do que
uma variante do locus FY tém alelos modais com nimero muito préximo de
repeticbes CA (Figura 1B, artigo 7). Quando os polimorfismos das regides
flanqueantes e a variagdo no elemento repetitivo (CA)n sdo usados simultaneamente
na reconstrugiio das relagdes entre as linhagens definidas no artigo 7, obtém-se uma
rede de conexdes que evidencia a importdncia da recombinagéo/conversdo génica na
genealogia dessas linhagens (Figura II1.7). A maior partilha de haplétipos entre os
alelos FY*A e FY*B é um reflexo da sua distribuigio geografica conjunta. A
transferéncia de haplétipos entre FY*B e FY*O indica que estes alelos estiveram
presentes na mesma populagio ancestral ¢ que houve, de facto, um processo de
fixagdo de FY*O em Africa com eliminagdo da variagdo alélica preexistente.

Estes resultados ilustram a utilidade da recombinagdio para demonstrar a
existéncia de contactos passados entre populagdes ou linhagens com diferentes areas

actuais de distribuigéo.

2.1.3 Possivel recorréncia da mutagio T-46C (FY*O) em Africa

Como ja se referiu, a presenga de dois hapldtipos relativamente frequentes,

separados por varios passos mutacionais, ¢ uma caracteristica das linhagens associadas

Figura I1.7- Relagdo entre os haplétipos definidos pela variagiio da sequéncia
no microssatélite D152635, associada aos alelos FY*A, FY*B ¢ FY*O (ver
Tabela 1 artigo 7). A édrea dos circulos € proporcional a frequéncia dos
haplétipos. Os eventos mutacionais sdio indicados por setas € 0s processos de
recombinagdo/conversdo génica por linhas descontinuas. Os haplétipos ligados
a FY*A, FY*B e FY*O estio a cores azul, amarclo e vermelho,
respectivamente.
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a FY*O que ndo é compativel com um modelo simplificado de fixagdo selectiva
(Figura III.4). No artigo 7 esses dois haplétipos correspondem, por um lado, ao
conjunto das linhagens H1-H3 e H7 e, por outro, a linhagem H6. Esta linhagem, aqui
definida apenas pela delecc@o do dinucleotideo CT nas posicoes flanqueantes 75336
75337, tem mais duas mutagdes (75082A—G e 75872T—C) e, segundo Hamblin e Di
Rienzo (2000), poderia ter sido originada pelos seguintes processos alternativos que o
estudo da diversidade nucleotidica ndo permitiu diferenciar: 1) ganho da mutagio
75872T—C por recombinagdo com uma linhagem associada ao alelo FY*B, seguida
de acumulacdo das restantes mutagdes na linhagem FY*O (Figura IIL8 A); 2)
acumulagdo de mutacdes numa linhagem FY*B, actualmente extinta, seguida de a)
conversdo génica (Figura II1.8 B) ou b) recorréncia da mutacio T-46C caracteristica
de FY*O (Figura II1.8 C). A andlise da diversidade acumulada no elemento repetitivo
(CA)n do microssatélite D1S2635 mostra que os niveis de variagdo mais elevados se
observam na linhagem H6 e permite estabelecer uma distingio entre estas alternativas.
Se a primeira hipdtese se tivesse verificado, seria de esperar que, ao contrdrio do que
se observou, a diversidade registada no elemento repetitivo (CA)n fosse menor na
linhagem H6 do que na linhagem HI associada a FY*O, devido as sucessivas
eliminages da variagao alélica provocadas pela acumulagdo de mutagoes (Figura I11.8
A e D). Por outro lado, em caso de conversdo génica entre uma linhagem H6 associada
a FY*B e uma linhagem H1 associada a FY*O (Figura IIL.8 B), também seria de
esperar que o haplétipo H1 fosse mais varidvel do que o haplétipo H6 que veio a ficar
ligado ao alelo FY*O (Figura IIL.8 D). Pelo contrdrio, se tiver havido recorréncia
mutacional é perfeitamente possivel que o haplétipo H6 seja o mais antigo e que, por
isso, registe os niveis mais elevados de diversidade no microssatélite D1S2635 (Figura
L8 CeD).

Embora a posicdo -46 ndo esteja associada a menhum dos principais motivos
hipervaridveis discutidos na secgdo 2.2.2 - Parte II, a recente observagdo da mutagédo
T-46C num alelo base FY*A na Nova Guiné (Zimmerman et al., 1999) satisfaz dois
critérios independentes de hipermutabilidade (ver tabela I1.7) e apoia a hipétese de
recorréncia mutacional. Se esta hipétese se confirmar, poderd haver no locus FY uma
situagdo semelhante & da B-globina, em que o alelo S (f6Val—>Glu), associado a

protecgdo relativamente as formas graves de maldria provocadas por P. falciparum,
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Recorréncia da mutaciio

-~

':___J Ancestral B T46-C (mutacio FY*O)

B 75872 T-C B 75082 A-G B 75336-7 CT del

Figura II1.8- Representagdo esquematica dos processos alternativos que podem ter estado na origem das
principais linhagens de FY*0. A- Recombinagio com uma linhagem associada a FY*B, aquisi¢io da
mutagdo 75872T—C e acumulagdo posterior de novas mutagdes. B- Conversio génica a partir de uma de
linhagem de FY*B actualmente extinta. C- Recorréncia da muta¢io T46-C numa linhagem de FY*B
actualmente extinta. D- Distribuigoes das frequéncias dos alelos do motivo repetitive (CA)n do
microssatélite D152635 nas linhagens mais varidveis correspondentes aos dois ramos principais da
genealogia de FY*O.

estd ligado a cinco hapldtipos muito distintos que atingem frequéncias elevadas em
diferentes populagdes e resultam da provavel recorréncia da substituigdo f6Val—Glu
em quatro regides africanas ¢ na regido indo-arabica (Nagel e Ranney, 1990). Este tipo
de distribui¢do mostra que o aumento de frequéncia de um alelo pode ser replicado de
forma independente em regides que partilham o mesmo tipo de pressdo selectiva e é
considerado uma das evidéncias mais importantes da influéncia da selecgdo (Flint et
al., 1993). Deve, no entanto, ter-se em conta que, ao contrario da [-globina, os dois
haplétipos de FY*O ndo parecem ter uma segregacdo geografica suficientemente

vincada para permitir a identificacdo dos respectivos centros de origem, embora a
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informagdo reunida por Hamblin e Di Rienzo (2000), sugira que a linhagem associada
a H6 ¢ especialmente menos frequente em populagdes da Africa Ocidental (Tabela
I11.1). Futuramente, serd necessario aumentar o nimero de populagdes estudadas para
conhecer com mais detalhe a distribuigdo dos dois haplétipos de FY*O e compreender

melhor o seu significado.
2.1.4 Datacio e contexto da fixa¢do de FY*O

A questdo da datagdo dos alelos que conferem protecgdo contra a malaria esta
directamente ligada a identificacdo dos factores que permitiram a emergéncia da
doenga e a sua propagacdo. Nas mutagdes protectoras que tém consequéncias
patolégicas esta relagdo é mais evidente. Sem a contrapartida da pressio selectiva da
malaria, s0 muito dificilmente se poderiam atingir as frequéncias apreciaveis que
caracterizam essas mutagdes, pelo que a estimativa do tempo necessario para que as
actuais frequéncias sejam alcancadas pode dar uma ideia aproximada da altura em que
houve um aumento de mortalidade atribuivel a infecciio. Por exemplo, as recentes
estimativas de 6 357 anos (3 840-11 760) ¢ 1 350 a 2 100 anos para o inicio do
favorecimento selectivo do alelo A™ da deficiéncia da desidrogenase da glucose-6-
fosfato ¢ do alelo S da hemoglobina, respectivamente, indicam que, em Africa, a
generalizagdo da mortalidade devida a P. falciparum foi relativamente recente
(Tishkoff et al., 2001; Currat ef al., 2002). Estes resultados estdo de acordo com o que
seria de esperar com base nas caracteristicas epidemiologicas da infecg¢do, que

sugerem que a dispersdo de P. falciparum ndo teria sido possivel sem as condigSes

Tabela IIL1- Frequéncia da linhagem correspondente ao hapldtipo H6 em diferentes
populagdes africanas.

Populagdes® Frequéncias
Mandinka (Gambia) 0/10 (0%)
Hausa (Camardes) 0/10 (0%)
Beti (Camardes) 3/10 (30%)
Luo (Quénia) 2/8 (25%)
Pigmeus Mbuti (Rep. Central Africana) 6/10 (60%)

* Dados de Hamblin e Di Rienzo (2000.)
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criadas pelo estabelecimento da agricultura na floresta himida africana, hd menos de
6000 anos (Livingstone, 1984; Coluzzi, 1994; de Zulueta, 1994; Coluzzi, 1999). A
elevada viruléncia do parasita e a sua curta sobrevivéncia no hospedeiro implicariam
um risco importante de extingdo se a sua transmissdo dependesse exclusivamente de
grupos dispersos de cagadores-recolectores, na sua maioria némadas, com densidades
populacionais insuficientes para sustentar uma endemia (Coluzzi, 1999).

Os recentes estudos de regides ndo codificantes do genoma de P. falciparum
também apoiam a hipdtese de uma origem relativamente recente das suas estirpes
contemporaneas, cujos niveis de diversidade nucleotidica sdo compativeis com uma
expansao rdpida iniciada hd apenas 3 200 a 7 700 anos a partir de um ancestral comum
(Rich et al., 1998; Volkman et al., 2001).

A relacido entre a fixagio do alelo FY*O e a malaria provocada por P. vivax é,
contudo, mais complexa e menos bem estudada. Em primeiro lugar, a auséncia de
consequéncias clinicas da mutagdo T-46C pode levar a que, na altura do seu
favorecimento selectivo, o alelo jd possa ter atingido uma frequéncia suficientemente
elevada para impedir a identificagdo clara do momento em que se iniciou a influéncia
da selec¢do. Em segundo lugar, a viruléncia mais atenuada de P. vivax pode ter sido
insuficiente para que este tenha exercido uma pressdo selectiva capaz de levar a
fixacdo de FY*O (Hill e Motulsky, 1999). Por iltimo, e como ji foi referido, a
homologia com um dos parasitas de Primatas nio humanos do sul da Asia (P.
cynomolgi) pode significar que P. vivax se originou nesta regido e que ndo chegou a
penetrar no continente africano durante o processo de fixagio de FY*O (Livingstone,
1984).

Segundo Hamblin e Di Rienzo (2000), o limite superior da fixacdo de FY*O €
dado pela data aproximada dos movimentos migratérios do Homem Moderno para
fora de Africa, hd cerca de 100 000 anos, pois de contrdrio seria dificil explicar a
quase completa auséncia do alelo na Eurdsia e nas Américas. Assumindo que duas
mutagdes observadas apenas uma vez em duas sequéncias associadas a FY*O
poderiam ter ocorrido depois da fixagdo do alelo, estes autores estimaram em 33 000
anos (6 500-97 200) a data dessa fixagdo, o que dd um intervalo maximo de 67 000
anos para a extensdo de um possivel episédio selectivo. Apesar desta datagédo afastar a

fixagdo de FY*O da introducdo da agricultura e das alteragdes ecoldgicas que
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favoreceram a transmissdo da maldria, a possibilidade de P. vivax ter periodos de
incubagdo de 6 a 9 meses e uma capacidade de recidiva maxima de 3 anos podem ter
favorecido a sua dispersdo nas comunidades de cagadores-recolectores (Hamblin e Di
Rienzo, 2000). Alternativamente, dada a baixa viruléncia associada a este tipo de
comportamento epidemiolégico (Coluzzi, 1999), foi sugerido que a subida de
frequéncia de FY*O pode ter sido provocada por outro agente patogénico que
dependesse igualmente da ligagdo s quimiocinas dos eritrécitos para completar o
ciclo de vida (Hill e Motulsky, 1999; Hamblin e Di Rienzo, 2000). Esta situagio seria
analoga a observada com o receptor de quimiocinas CC-5 (CCR-5), usado pelo virus
da imunodeficiéncia humana HIV-1 para invadir os macréfagos. Este receptor tem
uma mutagdo inactivadora que confere aos homozigéticos resisténcia i sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e € exclusiva das populagbes europeias, onde
atinge uma frequéncia média proxima de 0,10 (Stephens er al, 1998). Segundo
Stephens et al. (1998), a mutagdo terd sido favorecida por um agente infeccioso
diferente do HIV-1, ha cerca de 700 anos, muito antes do inicio da epidemia de SIDA.

Em qualquer caso, a antiguidade da data proposta por Hamblin e Di Rienzo
(2000) para a fixacdo de FY*O implica uma grande capacidade de difusio de um
agente virulento em populagdes de cacadores-recolectores espalhadas numa drea vasta
do continente africano.

No artigo 7 procurou-se datar a fixagdo de FY*O através de uma abordagem
baseada na variagdo acumulada pelo motivo repetitivo (CA)n do microssatélite
D1S2635 em linhagens derivadas que fossem partilhadas com pelo menos outro alelo.
Como a partilha de linhagens se deve & transferéncia de sequéncias entre alelos devido
a recombinagdo ou conversdo génica, o processo utilizado permitiu estimar um limite
superior do inicio da fixacdo através do cdlculo da data mais recente em que os alelos
FY*O e ndo-FY*O teriam coexistido numa populagdo ancestral. A datagdo de 14 700
anos (5 100-31 800) assim obtida indica que a fixagio de FY*O em Africa podera ter
sido muito mais recente do que os 33 000 anos propostos por Hamblin e Di Rienzo
(2000). As duas possiveis mutagdes independentes T-46C, que teriam originado as
linhagens H1 e H6 de FY*O, sdo muito anteriores ao episddio de fixag¢do, com idades
estimadas em 23 850 (18 000 - 30 900) anos e 53 700 anos (38 700 - 60 000),

respectivamente, tendo em conta os niveis de diversidade do microssatélite.
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Teoricamente, € possivel obter a quase fixacdo de um alelo recessivo num
intervalo de 14 700 anos usando diferentes combinagdes de valores da frequéncia
inicial desse alelo e do coeficiente de selecgdo s (Figura IIL.9). Por exemplo, se a
frequéncia inicial for 0,05, obtém-se uma frequéncia maior do que 0,90 em cerca de
500 geragdes com um valor de s=0,05 (Figura II1.9), correspondente a cerca de 1/3 do
coeficiente de selecgiio negativo associado ao genétipo AA no locus da cadeia B da
hemoglobina (Bodmer e Cavalli-Sforza, 1976; Hartl e Clark, 1989). Para valores mais
elevados da frequéncia inicial, ou no caso de os heterozigéticos também terem algum
tipo de protec¢do (Michon er al., 2001), os coeficientes de seleccdo poderdo ser
menores (Figura I11.9). Embora a mortalidade devida a P. vivax ndo seja conhecida
com rigor (Mendis er al., 2001), é provdvel que actualmente ndo atinja valores
suficientemente elevados para que aos genétipos ndo protegidos correspondam
coeficientes de selecgio necessdrios para promover a fixagdo de FY*O. No entanto,
nio se pode excluir a hipdtese de a intensidade patogénica do parasita se ter atenuado
recentemente, apds um periodo de maior viruléncia no passado (Ebert, 1999; Hill e

Motulsky, 1999). Além disso, alguns dados indirectos mostram que, em condigdes
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Figura II1.9- Simulagfio da fixac@o do alelo FY*O com diferentes combinagdes de valores de frequéncia
inicial (p,) e de coeficiente de selecgdo (s). Curva vermelha: p, = 0,05 e s=0,05. Curva azul: p, =035 ¢
s=0,01. Curva verde: p=0,25, 5,=0,01 e s,=0,005, em que s;e s; correspondem aos coeficientes de
selecgdo dos homozigéticos e heterozigdticos, respectivamente. Nas simulagdes correspondentes as
curvas vermelha e azul considera-se que a selec¢do apenas favorece os homozigéticos. Na simulagdo
correspondente & curva verde atribui-se aos heterozigdticos um coeficiente de selecg@o positivo
equivalente & metade do assumido para os homozigéticos.
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desfavoraveis, a mortalidade por P. vivax pode ser importante. Por exemplo, calcula-se
que o risco de morte em doentes sifiliticos submetidos a malarioterapia por infecgio
com P. vivax alcangasse os 5% (O'Leary, 1927) e ha descrigdes que indicam que o
parasita pode ter causado mortalidades elevadas em Inglaterra no século XIX (James,
1929; Zimmerman et al, 1999). Nestas condi¢cdes, o argumento da relativa
benignidade actual de P. vivax face a P. falciparum pode ser insuficiente para ndo o
considerar o agente da fixagdo de FY*O.

Ao contrério da datagio proposta por Hamblin e Di Rienzo (2000), a marcagio de
um limite superior do inicio da fixacdo ha 14 700 anos implica que pelo menos parte
do episédio selectivo pode ter decorrido durante os periodos de desenvolvimento e
expansio da agricultura em Africa. Esta aproximagdo 2 agricultura permite
compreender melhor a actual distribuicdo de FY*O, uma vez que sem uma ligagdo aos
movimentos populacionais provocados pela transicio demogrifica e ecoldgica
associada a producdo de alimentos seria dificil que o alelo atingisse frequéncias
elevadas numa zona tio extensa do continente africano.

Os resultados agora obtidos permitem imaginar um cendrio que combina a
informacdo genética, arqueoldgica e linguistica num modelo explicativo que pode vir
a ser testado posteriormente. Segundo este modelo, a criagdo de condigdes para a
sustentacdo de endemias de maldria terd comecado no periodo do Paleolitico africano
tardio que precedeu a transi¢ao para a agricultura. Neste periodo, iniciado hé cerca de
12 000 a 10 000 anos, houve alteragdes climdticas e demogréficas caracterizadas por
um aumento da pluviosidade e pela progressiva sedentarizagio de comunidades mais
numerosas, em especial nas proximidades dos cursos de dgua e lagos interiores (Iliffe,
1995; Curtin et al., 1995; Tishkoff et al., 2001). E possivel que também tenham
comecado entdo a ser criadas as condi¢Oes para a reproducio e o desenvolvimento de
estirpes mais antropofilicas do vector Anopheles gambiae que aumentaram a eficicia
da transmissdo da infeccdo (Coluzzi, 1999; Tishkoff et al., 2001). Estas condi¢des
poderdo ter facilitado o inicio da pressdo selectiva provocada por P. vivax e outros
agentes patogénicos, que foi posteriormente amplificada pela introdugado da agricultura
florestal na Africa Ocidental, ha cerca de 5 000 a 6 000 anos (Rushdi e Faure, 1986),
originando a subida da frequéncia de FY*O nas regides onde se falam as linguas nio-

bantus do grupo niger-congolés (Figura II1.10). Mais recentemente, hi cerca de 2 000
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-3 000 anos, os movimentos populacionais associados a expansdo Bantu e a difusdo da
agricultura tropical a partir das margens do rio Benué terdo facilitado a dispersdo da
malaria e do alelo FY*O e causado a sua fixagdo nas regides ao sul do equador, assim
se explicando a sobreposi¢do notavel entre as zonas onde a frequéncia deste alelo €
mais elevada e a area ocupada pelas linguas niger-congolesas (Figura I11.10).
Curiosamente, a distribui¢fio dos alelos S da [3-globina ligados a diferentes haplotipos,
mostra um padrdo semelhante para a malaria provocada por P. falciparum (Figura
IIL11). Neste caso, a fase inicial de infestagdo na Africa Ocidental ¢ sugerida pela
elevagdo da frequéncia da mutagdo protectora pelo menos trés vezes de forma
independente nas regides centradas no Senegal, Benim e Congo-Angola (Figura
III.11). A fase de expansdo através da area situada ao sul do equador € documentada
pela distribuigdo do hapotipo “Bantu” (Figura III.11) (Nagel e Ranney, 1990). A baixa
diversidade observada nos diferentes haplétipos ligados ao alelo S, a que
correspondem datagdes méaximas de 2 000 a 3 000 anos (Currat et al., 2002), indica,

no entanto, que este processo foi mais recente ¢ mais rapido do que o do locus FY.

Niger-Congo
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Figura I11.10- Distribuigdo dos principais grupos linguisticos (A) e da frequéncia do alelo
FY*O (B) no continente africano (imagem modificada de Diamond, 1999 e imagem de
Cavalli-Sforza er al., 1994).
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Figura I1L.11- Distribuigdo dos principais haplétipos
associados ao alelo S da f-globina.

Embora o modelo agora descrito esteja assente na nog¢éio de que foi P. vivax que
conduziu a fixagdo do alelo FY*O, ¢ possivel que a mesma sequéncia de
acontecimentos tenha sido desencadeada por outro tipo de agente infeccioso, em
relagdo ao qual a auséncia dos receptores de quimiocinas do grupo Duffy possa ter
conferido protec¢do. No entanto, a correlagdo com a distribuicdo dos alelos S da -
globina, embora desfasada no tempo pelo menos nos momentos iniciais, reforga a
hipétese de que houve uma série de acontecimentos associados ao fim do Paleolitico
na Africa tropical que proporcionou a dispersio de diferentes parasitas da maléria e
que pode ter comegado por favorecer P. vivax. Esta hipotese também ¢ apoiada pela
observagdo da espécie P. schweizi, semelhante a P. vivax, em chimpanzés e gorilas da
Serra Leoa ao Congo, o que sugere a possibilidade de uma origem africana do parasita
humano e contraria a ideia de uma dispersdo centrada na Asia a partir de P. cynomolgi

(Livingstone, 1984).
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1. Apolipoproteina E (APOE)

As distribuigdes das frequéncias dos alelos comuns da APOE (*2, *3 e *4) em
Portugal e no Pais Basco enquadram-se no intervalo de variagdo registado na Europa e
confirmam a tendéncia para o declinio gradual das frequéncias de APOE*4 no sul do
continente. Na ilha de Sdo Tomé, as frequéncias alélicas sdo significativamente
diferentes das observadas nas populagdes ibéricas e incluem-se na gama de valores
encontrada em Africa, onde, apesar da diversidade interpopulacional, as frequéncias
de APOE*4 sao em média mais elevadas do que na Europa. No entanto, a distribuigdo
de frequéncias ndo € homogénea e observaram-se diferencas significativas entre as
amostras provenientes de localidades situadas no norte e no sul da ilha. Esta
diferenciagdo indica que o isolamento das comunidades angolares no sul de Sédo
Tomé, postulado com base em evidéncias entnolinguisticas, pode ter provocado uma
subestruturagao genética acentuada que devera ser avaliada com um maior nimero de

marcadores.

A andlise da diversidade haplotipica associada ao locus da APOE permitiu verificar
que os niveis de desequilibrio gamético das amostras de S3ao Tomé sdo
significativamente mais baixos do que os da populagio portuguesa. Este resultado estd
de acordo com a tendéncia observada nas populagdes africanas para outras regides do
genoma e pode ter sido provocado pelo estrangulamento de efectivo populacional que,
segundo o modelo unirregional de origem do Homem Moderno, acompanhou a
dispersio das populagbes humanas para fora de Africa. Do ponto de vista
epidemiolégico, os niveis mais baixos de desequilibrio gamético podem implicar uma
menor capacidade de detectar associagOes entre a variagdo alélica da APOE e

diferentes patologias nas populagdes africanas.

A comparagio da diversidade haplotipica associada aos alelos da APOE
demonstrou que, tanto em Sdo Tomé como em Portugal, os niveis mais elevados de
desequilibrio gamético sdo observados no alelo APOE*2, enquanto os niveis mais
baixos estdo associados a APOE*4. Este resuitado indica que APOE*4 € o alelo mais

antigo e que a diversidade neste locus foi gerada pela ordem 4—3—2. A datagio
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absoluta destes alelos, feita com base na intensidade do desequilibrio gamético nas
amostras africanas, conduziu a estimativas de 109 200 anos, 575 100 anos e mais de 1
300 000 anos, para APOE*2, APOE*3 e APOE*4, respectivamente. Estes resultados
indicam que a diversidade alélica da APOE € anterior & divergéncia entre populagdes
humanas ocorrida hd cerca de 100 000 anos, segundo o modelo unirregional. Por outro
lado, a idade dos alelos derivados APOE*2 e APOE*3 parece ser suficientemente
antiga para que tenham podido alcangar as suas actuais frequéncias médias em

condi¢des de neutralidade selectiva.

2. al-antitripsina (PI)

2.1 Diversidade genética e historia natural do polimorfismo

As distribuicbes das frequéncias dos alelos comuns da ol-antitripsina em
Portugal, Pais Basco, Sdo Tomé e numa amostra de amerindios Quechua confirmam
que, neste locus, hd uma divergéncia acentuada entre popula¢des de diferentes
continentes. Estes resultados, juntamente com os de outras populagdes, permitem
reconstruir padrdes de afinidade semelhantes aos obtidos com a anélise conjunta de
outros polimorfismos e mostram que o locus da PI capta algumas das caracteristicas

mais evidentes da histdria evolutiva das populagdes humanas.

O estudo dos padrdes de diversidade haplotipica revelou que ha diferengas
substanciais nas distribui¢des das frequéncias dos microssatélites ligados ao locus da
o1-antitripsina, quer a nivel interpopulacional, quer a nivel interalélico. A anilise
destas distribuigdes permitiu testar e demonstrar a vantagem da utilizagdo de
microssatélites no registo da diversidade acumulada pelas muta¢es pontuais dos
alelos da ocl-antitripsina durante o seu percurso evolutivo. Por outro lado, o facto de,
com esta abordagem, se poderem estudar distribuicdes de microssatélites ancoradas
em linhagens com diferentes idades criou uma oportunidade para analisar alguns

aspectos da dindmica evolutiva deste tipo de marcadores.
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A comparagio das distribui¢des dos microssatélites observadas em Portugal e no
Pais Basco ilustra a influéncia da histéria populacional na variagdo haplotipica
associada aos alelos da PI, tendo-se verificado que a populagio Basca regista niveis de
diversidade mais baixos, de acordo com o que seria de esperar do seu maior
isolamento e exposi¢do aos efeitos da deriva genética. Os padrdes observados nos
Quechua dos Andes centrais peruanos também se caracterizam por uma redugio
significativa da diversidade dos microssatélites e enquadram-se na tendéncia para a
diminuicdo da variabilidade genética nos amerindios registada com outros loci. Neste
caso, as distribui¢bes das frequéncias do microssatélite PI(TG)n sugerem que poderd
ter havido um estrangulamento de efectivo suficientemente intenso para eliminar
completamente a variagdo preexistente. Assumindo que a variagdo actualmente
observada foi recuperada a partir da expansao de uma populagio fundadora, calculou-
se que o povoamento da regido andina de onde provém a amostra Quechua terd
ocorrido ha cerca de 9 375 anos, em concordincia com a evidéncia paleo-ecoldgica

disponivel e com data¢des baseadas noutros marcadores.

Na populagio de Sdo Tomé, apesar de se terem registado os niveis mais elevados
de heterozigotia no microssatélite PCI(TG)n localizado a maior distincia do gene da
PI, verificou-se uma reducdo acentuada da diversidade do locus PI(TG)n na linhagem
definida pelo alelo ancestral M1Ala213. Esta reducdo estd em desacordo com a
histéria do povoamento da ilha, em que a colonizagdo com escravos de diferentes
proveniéncias permitiu reter os niveis elevados de diversidade observados na
generalidade das populagdes africanas. Uma das causas possiveis para esta dissociagdo
¢ o favorecimento selectivo de uma mutacido localizada numa regido adjacente ao
microssatélite, que pode incluir ou ndo o gene da PI. Alternativamente, a redugio de
diversidade pode ter sido originada por enviezamentos nos processos mutacionais do
microssatélite que tenham levado & convergéncia para uma distribuigdo de
estaciondria. A pesquisa adicional de variacdo de sequéncia na regido do gene da PI

poderd contribuir para esclarecer qual € a hipdtese mais plausivel.

A comparagio das distribui¢des dos microssatélites associadas aos diferentes alelos

da ol-antitripsina demonstrou que no locus PI(TG)n, situado a apenas 7,1 kb do gene
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da PI, as diferencas observadas correspondem, em grande parte, a distintos estados de
recuperagdo mutacional de diversidade, que reflectem a antiguidade relativa das
mutacOes caracteristicas dos varios produtos génicos. No microssatélite PCI(TG)n,
localizado a uma distdncia muito maior do gene da PI (200 kb), observaram-se niveis
de diferenciagdo interalélica consideravelmente mais baixos que ji nio permitiram
discriminar a antiguidade relativa das mutagdes, a ndo ser no caso dos alelos mais
recentes PI*S e PI*Z. Esta discrepancia entre o contetido informativo de
microssatélites situados a diferentes distincias do locus PI mostra bem como a
recombinagdo pode levar rapidamente a perda dos sinais de diferenciacéo filogenética

resultantes da acumulag@o de eventos mutacionais.

Com base nos métodos desenvolvidos para obter datacdes absolutas a partir das
distribui¢des de microssatélites, foi possivel estimar em 3 630 - 7 440 anos e¢ 8 370 -
16 335 anos as idades das mutacbes que originaram os alelos PI*Z e PI*S,
respectivamente. Ambas as estimativas sdo compativeis com o confinamento dos
alelos S e Z ao continente europeu, embora a origem e dispersdo de cada um tenha
estado associada a movimentos demogréficos diferentes. No caso de PI*Z, a dispersdo
terd ocorrido durante a expansdo populacional associada ao periodo pés-Neolitico. O
facto de néo se registar maior diversidade haplotipica em amostras do norte da Europa,
indica que a maior frequéncia de PI*Z na Escandindvia se terd devido a efeitos da
deriva genética e ndo a origem do alelo nessa regido. No caso de PI*S, é possivel que
a mutagio correspondente tenha tido origem na Peninsula Ibérica, na transi¢do do final
do Paleolitico para o Mesolitico, estando a sua difusdo associada a proviveis
movimentos de reexpansdo populacional a partir de refigios glaciares localizados na

regido peninsular.

2.2 Espectro mutacional

A sequenciagdo de DNA de 36 variantes raras da ol-antitripsina, permitiu
identificar 14 mutagdes distribuidas por 15 alelos diferentes nas populacdes de Sio
Tomé, Pais Basco e Portugal. Apesar da sua relativa raridade, estes alelos, quando
considerados colectivamente, sdo suficientemente comuns para pdr em causa o0s

métodos de diagndstico de deficiéncia que se baseiam apenas na deteccio dos alelos S
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e Z. A experiéncia adquirida, indica que, em caso de suspeita de défice de al-
antitripsina, continua a ser preferivel iniciar o diagnéstico com métodos de focagem
isoeléctrica e, sempre que se justifique, pesquisar por PCR-RFLP pelo menos as

mutagdes Pro369Leu e Pro369Ser.

Das 14 mutacdes identificadas, 5 foram pela primeira vez observadas no decurso
deste trabalho: IVS1C+1G—A, Serd7Arg, Arg281del, Pro362His e Pro369Ser. Estas
mutagdes ilustram a utilidade do estudo dos espectros mutacionais para a localizagéo
das regides funcionalmente mais importantes da proteina e para o conhecimento dos
mecanismos que provocam a sua deficiéncia. As mutacdes Serd47Arg, Arg28ldel e
Pro362His ndo estdo associadas a qualquer défice da proteina circulante. A mutagdo
IVS1C+1G—A, que causa a auséncia total de ol-antitripsina no plasma, é o terceiro
exemplo conhecido de uma alteragio do processamento do mRNA no gene da Pl e
revela as consequéncias patogénicas da restricdo das alternativas desse processamento
durante a sintese da proteina nos hepatécitos. A substituigdo Pro369Ser mostra que hd
alteragdes no residuo 369 que podem causar uma importante acumulagio intrahepitica
da proteina, com formagio de granulos visiveis, a semelhanga do que acontece com as

mutacoes Phe52del, Ser53Phe e Glu342Lys, previamente descritas.

A andlise haplotipica dos alelos identificados por sequenciagio permitiu verificar
que a maioria das mutagdes raras sdo relativamente homogéneas, o que indica que a
sua ocorréncia em diferentes populagdes pode ter resultado de simples difusdo por
fluxo génico. No entanto, a diversidade haplotipica do alelo PI*I, sugere a
possibilidade de a mutagdo Arg39Cys ter ocorrido pelo menos duas vezes de forma
independente. O mesmo se passa com a mutagdo Leu353framStop376 da variante
QOourém que foi encontrada num alelo base diferente do anteriormente observado. A
caracterizagdo dos haplétipos associados a PI*M4 e PI*T forneceu evidéncia sugestiva

de que estes alelos terdo sido originados por recombinagio intragénica.
A revisdo das propriedades gerais do espectro mutacional demostrou que, a

semelhanca de outros loci, as mutagdes no gene da PI ndo se distribuem ao acaso e

tendem a ocorrer preferencialmente em motivos hipermutdveis. As inserces e
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delecgbes concentram-se na vizinhanga do motivo TG(A/G)(A/G)(G/T)A/C), ou
tendem a ocorrer em regides repetitivas que favorecem desalinhamentos durante a
replicagio do DNA. As substituigdes nucleotidicas dao-se preferencialmente no
motivo CpG e originam um excesso de transigdes e a subrepresentacio deste

dinucledtido.

O estudo das relagdes filogenéticas entre alelos de sequéncia conhecida levou i
identificag@o de nove posi¢des homoplasicas, correspondentes aos coddes 51/52, 101,
115, 148, 256, 342, 353, 362 e 369, que de acordo com um conjunto de critérios agora
definido podem constituir pontos especialmente hipermutdveis do gene da ol-

antitripsina.

A analise dos padrdes de conservagido dos aminodcidos da PI em sequéncias
ort6logas de diferentes espécies, confirmou que hd uma clara associagdo entre as
consequéncias de uma mutagdo e o grau de conservagdo evolutiva dos residuos em
que ocorre. Nas comparagdes com sequéncias pardlogas, os niveis de conservagao
observados foram mais baixos, embora tenha permanecido a tendéncia para as
mutagdes patogénicas estarem sobrerepresentadas nas regides mais conservadas das

proteinas da familia SERPIN.,

3. Grupo sanguineo Duffy (FY)

O estudo da variagdo genética acumulada pelos alelos FY*A, FY*B e FY*O no
microssatélite D152635, situado a cerca de 4 kb do locus do grupo sanguineo Duffy,
permitiu combinar um sistema genético hipervaridvel com as linhagens mais estdveis
definidas pelas mutagdes pontuais que originaram esses alelos, tendo-se obtido
informag@o adicional que ndo poderia ter sido directamente inferida com o estudo da

variagdo das sequéncias nucleotidicas.
Através da sequenciac@o das regides flanqueantes do microssatélite, definiram-se

quatro linhagens que, juntamente com duas posi¢des polimérficas adjacentes,

constituem um total de sete haplétipos localizados na regido 5° do gene FY. A
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verificagdo de que hd haplétipos derivados que sdo partilhados pelos alelos FY*A e
FY*B da populagdo portuguesa e por alelos FY*O da populagio de Sdao Tomé indica
que os trés alelos coexistiram numa populagdo ancestral e que a sua actual distribui¢éo
resultou da fixagio de FY*O em Africa, com eliminagio de FY*A e FY*B. Estes
resultados ilustram a utilidade da recombinagdo para demonstrar a existéncia de
contactos passados entre populagdes ou linhagens com diferentes dreas actuais de

distribuigao.

Ao contrrio de estudos anteriores, baseados na andlise da variagdo de sequéncia,
ndo se observaram diferengas drésticas entre os niveis de diversidade acumulada pelo
motivo repetitivo (CA)n do microssatélite D1S2635 nos trés alelos do grupo FY. Este
resultado pode-se dever aos efeitos combinados da elevada taxa de insergao/delec¢do
dos motivos repetitivos dos microssatélites ¢ da perda das linhagens primitivas

associadas aos alelos FY*A e FY*B actualmente presentes na Europa.

A observagdo de que os niveis de variagdo do motivo repetitivo (CA)n nas duas
principais linhagens associadas ao alelo FY*Q sdo significativamente diferentes
favorece a hipétese de que estas linhagens terdo resultado da recorréncia da mutagio
T-46C, caracteristica de FY*O, em dois alelos base FY*B distintos. A confirmar-se
esta hipdtese, o aumento da frequéncia de FY*O podera ter ocorrido pelo menos duas
vezes de forma independente, o que constitui evidéncia adicional para a acgdo da
selec¢do na fixacdo deste alelo. O estudo mais aprofundado da distribuigdo das duas
linhagens de FY*O em virias regides de Africa poderd contribuir para a elucidagio

dos respectivos padrdes de dispersdo naquele continente.

A andlise comparativa dos niveis de variagdo do motivo repetitivo (CA)n permitiu
verificar que é possivel que o processo de fixagio de FY*O em Africa ndo tenha sido
anterior a 14 700 anos, tendo ocorrido bastante depois da origem das duas principais
linhagens associadas aquele alelo. Este limite superior é consideravelmente mais
recente do que as estimativas anteriores de 33 000 anos para a data do episédio de
fixacao de FY*O.
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Andlise dos padrées de diversidade genética

Com base na datagio agora proposta pode pensar-se num cendrio em que o inicio
da pressdo selectiva terd estado associado as transigdes ecoldgicas e demogréficas do
fim do Paleolitico que teriam facilitado a transmissio da maldria provocada por
Plasmodium vivax na Africa Ocidental. Posteriormente, a introduc@o da agricultura
tropical poderd ter criado condigdes ainda mais favordveis de propagagio da doenca,
contribuindo para a elevacio da frequéncia de FY*O e para a sua dispersio pela drea
sub-sahariana do continente através dos movimentos populacionais associados 2

expansdo Bantu.
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