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RESUMO

A esclerose multipla (EM) é a doenca inflamatéria autoimune mais comum do
sistema nervoso central que acomete adultos jovens. E mais frequente no sexo
feminino e em populacdo caucasiana. Apresenta pior progndstico nos homens, nos
negros e naqueles com idade de inicio superior a 40 anos. Na maioria dos casos,
manifesta-se na forma de surto-remiss@o, em que o paciente apresenta piora clinico-
neurolégica e melhora espontédnea e parcial do quadro. Na recorréncia dos surtos,
ha um acumulo de déficits, ao longo do tempo e estas incapacidades que podem ser
registradas através da escala do EDSS (derivado do inlgés Expanded Disability
Status Scale), cujos valores compreendem entre 0 a 10, sendo 0 a melhor condi¢céo
do paciente e 10, o 6bito. A etiologia permanece desconhecida, mas ha evidéncias
gue fatores ambientais e genéticos contribuem para o desenvolvimento da doenca.A
populacdo brasileira apresenta diferentes graus de miscigenacgdo, resultante de
intercruzamento da populacdo europeia, africana e amerindia, de acordo com as
regides do pais. Tendo em vista esta peculiaridade e o fato de a EM ser mais grave
nos afro-descendentes, bem como apresentar menor prevaléncia em populacao
miscigenada, torna-se interessante o estudo do risco étnico e genético desta doenca
no Brasil. Em estudo prévio pelo mesmo grupo, a contribuicdo genética da
populacdo europeia, africana e amerindia em pacientes com EM foi estimada
utlizando um painel de 12 genes marcadores informativos de
ancestralidade(derivado do inglés ancestry informative markers_AIMs). Os principais
genes utilizados para estimar a contribuicdo europeia foram FY, SB19.3 e APOAL.
Jé para a contribuicdo amerindia foram PV92 e CKM. E, por ultimo, para a africana,
AT3, LPL e MID575. Os achados prévios evidenciaram que a contribuicdo europeia
predomina na EM,seguida da africana e amerindia. Similar ao que ocorre na
populacdo geral da regido Sudeste do Brasil. Neste estudo, os AlMs foram
analisados quanto a frequéncia dos seus alelos em relacéo as variaveis clinicas da
EM, em amostra de pacientes da regido Sudeste do Brasil, jA que alguns destes
genes tem papel na inflamacgéo.

Palavras-chave:Esclerose mdltipla, genética, desmielinizante.



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is the most common autoimmune inflammatory disease of the
central nervous system that affects young people. It is common in females and in
Caucasians, with a ratio of worse prognosis in men, blacks and age of onset more
than 40 years. In most patients manifests itself in the form of relapsing-remitting in
which the patient presents worsening clinical and neurological and spontaneous and
partial improvement of symptoms. In most recurrence of symptoms, there is an
accumulation of deficits over time and these impairments are recorded by the
EDSS(Expanded Disability Status Scale), whose values comprise between O to 10,
with O the better the patient's condition and 10, death. There is interaction between
environmental and genetic factors, but the etiology remains unknown. The Brazilian
population is five centuries of crossbreeding between populations. European, African
and Amerindian and may have different degrees of miscegenation, according to the
regions. In view of this peculiarity and the fact that MS is more severe in Afro-
descendants, it is interesting the study of ethno-genetic risk of this disease in Brazil.
And for that, the ancestry informative markers (AIMs) will be used as a robust tool in
the study of case-control in order to avoid spurious association. They are markers of
specific population- and has different frequencies in different populations. To
estimate the genetic contribution of each population, in the Brazilian population, one
AIMs panel of 12 genes was analyzed. The main genes used to estimate the
European contribution will FY, SB19.3 and APOAL. As for the Amerindian be PV92
and CKM. And lastly, for the African, AT3, LPL and MID575. These markers will be
analyzed in terms of the biological role, and not for your paper ancestry marker
alone. Given this context, we will study the frequency of AlMs individually and check
if the frequency of its alleles have any association with the clinical characteristics of
MS, as some of these genes have immune function.

Keywords: Multiple sclerosis. ancestry informative markers. demyelinating.
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1. INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) € a principal doenca desmielinizante do
sistema nervoso central (SNC), com idade de inicio entre 20 e 40 anos,
acometendo, predominantemente, mulheres caucasianas'?. A doenca possui
pior progndstico nos negros, nos homens e nos pacientes que apresentam
idade de inicio superior aos 40 anos de idade®.

A EM manifesta-se predominantemente na forma de surto-remisséao,
condi¢do que o paciente apresenta sintomas neuroldgicos focais de instalacdo
subaguda, seguido de periodo de estabilizacdo e resolu¢cdo dos sintomas,
espontaneamente ou apés tratamento®. O periodo entre dois episédios de
manifestacdes neuroldgicas (surto) € denominado remissao. Face a recorréncia
dos surtos, ha um actimulo de déficits neurolégicos, ao longo do tempo®. Essas
incapacidades sdo registradas por meio da escala de incapacidade EDSS
(derivado do inglés Expanded Disability Status Scale), que compreende valores
de 0 a 10, sendo 0 a melhor condicéo do paciente e 10, o 6bito®. Pacientes
afrodescendentes alcancam escores de incapacidade funcional mais precoce
que os caucasianos e agravidade inicial dos surtos é leve’?®.

A etiologia da EM nédo é conhecida. Estudo populacional de EM com
gémeos evidenciou 25% concordancia entre gémeos monozigoticos, 2,3%
entre gémeos dizigéticos e 1,9% entre consanguineos ndo gémeos® o que
reforca a contribuicdo de fatores genéticos. Adicionalmente, fatores ambientais
como infec¢Bes virais e deficiéncia de vitamina D também sdo fortes
candidatos'® Considera-se que fatores ambientais e genéticos interagem e
contribuem para desenvolvimento da doenca'’. Comorbidades como
dislipidemias contribuem para a progresséo da EM*2.

Ha mais de 40 anos, vém sendo acumuladas informacdes de
marcadores genéticos associados a EM. Grupos de alelos HLA-DRB1 tém sido
primariamente associados, embora publicacdes implicando os genes HLA-A,
HLA-B e HLA-DQ sejam relatadas®®. O grupo de alelos HLA-DRB1*15 é o
principal fator de risco para EM nos brasileiros, norte-americanos, europeus e
asiaticos'**®. A presenca do grupo de alelo HLA-DRB1*11 ou a auséncia do
HLA-A*02:01 sdo considerados fatores de protecdo ou resisténcia ao

desenvolvimento de EM. Atualmente, com o refinamento da técnica genémica



utilizando pesquisa de marcadores genéticos em grande escala, com grande
amostra populacional, mais de uma centena de genes ja foram associados com
EM, sendo muitos desses genes relacionados com o controle da resposta

imune (Figura 1)*".

Antigen-presenting cell

Ty2 cell

Figura 1.Genes envolvidos na via de diferenciacéo do linfécito Thelper,
nas doencas inflamatérias desmielinizantes.

A EM manifesta-se em diferentes grupos populacionais e em todos os
continentes, porém com diferentes taxas de prevaléncia e risco (Figura 2) *®.Na
cidade de Séo Paulo (Sudeste do Brasil), a prevaléncia da EM foi estimada em
15/100.000% no Recife (Nordeste do Brasil) foi estimada em 1,3/100.000
habitantes?®. Nos paises europeus com fluxos migratérios para o Brasil, como a
Italia e a Espanha,a prevaléncia de EM é maior do que a observada em

algumas regides brasileiras®?.
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Figura 2. Prevaléncia mundial da esclerose multipla por pais (2013)*2.

O Brasil tem fatores étnicos e genéticos diferentes daqueles observados
onde a maioria dos estudos genéticos tem sido conduzidos, principalmente
Europa e América do Norte. De acordo com o censo nacional do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 42,6% dos brasileiros se
autoidentificam com ancestralidade mista®®.A populacdo brasileira representa
cinco séculos de intercruzamento étnico de individuos procedentes dos trés
continentes, incluindo africanos, caucasianos e nativos americanos. Essa
diversidade genética € singular e cria um terreno Unico que pode influenciar a
epidemiologia, a gravidade dos surtos, a idade de inicio e a resposta ao
tratamento na EM.

Em estudo prévio realizado pelo nosso grupo?*, a contribuicdo genética
da populacdo europeia, africana e amerindia em pacientes com EM foi
estimada utilizando um painel de 12 genes marcadores informativos de
ancestralidade, AIM derivado do inglés Ancestry informative markers (Tabela
1 _Anexos).Nesse, os principais genes utilizados foram: i) para estimar a
contribuicdo europeia FY-null, SB19.3 e APOAL,; ii) contribuicdo amerindia,os
genes PV92 e CKM, e iii) contribuigéo africana, os genesAT3, LPL e MID575**

%’ Na Figura3, apresentamos a frequéncia alélica de cada AIMs nas populacdes



africanas, europeias e amerindias®*.
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Figura 3.Frequéncias alélicas de 12 ancestry informative markers (AIMs) em europeus,

africanos e amerindios e a frequéncia alélica diferencial entre essas popula¢ges ancestrais

Considerando que trés grupos foram obtidos sem qualquer superposicao, o
painel de 12 AIMs foi suficiente para adequada discriminacdo entre as
populacdes parentais: cada uma das populacbes se agrupou em um dos
vértices do triangulo. Os haplétipos de europeus, africanos e amerindios foram
cedidos pelo Dr. Mark Shivrer?®.



Africans
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Figura 4. Validacdo dos 12 AIMs componentes do painel na distincdo das
populacbes ancestrais europeia, africana e amerindias por haplétipos cedidos

por Mark Shriver.



Estimativa de ancestralidade individual pelo software
STRUCTURES
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Estimativa de ancestralidade nos grupos de pacientes com
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i Africanos 0.125+0.001 0.179+£0.007
Amerindios 0.090+0.001 0.117 £0.009

R2=0.999986 R2=0.999238

Figura 5. Estimativa de ancestralidade individual e por grupo de pacientes com

EM e controles.

Os achados desse estudo evidenciaram que a contribuicdo europeia predomina
na EM, seguida da africana e amerindia, similar ao que ocorre na populacao da
regido Sudeste do Brasil. Em populacdes estruturadas como a brasileira, os
genes AIMs sdo importantes para evitar associacfes espurias nos estudos
genéticos do tipo caso-controle®®. Uma aplicacéo potencial desses genes nas
doencas com risco eétnico-genético, como ocorre na EM, é verificar a
associacdo com a chance de desenvolver a doenca e de contribuir com as
variaveis clinicas e laboratoriais. A seguir, apresentamos caracteristicas dos

AIMs que foram analisados.



1.1.Marcadores informativos de ancestralidade

A seguir, sumariamos algumas caracteristicas dos principais AlMs
componentes do painel proposto no estudo prévio®* e suas respectivas
localizagbes cromossdémicas e funcgdes biolégicas. Os AlMs MID-52, MID-
93,MID-575, SB19.3, PV92, CKM estédo apresentados somente nas tabelas3 e
4. (Anexos).

1.1.1 Gene FY

O gene FY é também chamado ACKR1, Dfy, GPD, DARC, GpFy, CCBP1,
CD234, WBCQ1. Esta localizado no braco longo do cromossomol (1g23.2) e
codifica a glicoproteina de membrana DARC (Duffy Antigen Receptor for
Chemokines)®.A glicoproteina DARC é expressa nos eritrocitos, células
endoteliais dos capilares e das vénulas pds-capilares, nos ductos coletores
renais, alvéolos pulmonares e nas células de Purkinje do cerebelo®*?. Possui
funcdo conhecida como receptor de quimiocinas e de parasitas®.Como
receptor promiscuo de quimiocinas, DARC liga-se as quimiocinas CXC (IL-8,
mgSA)* e CC (RANTS,CCL5, MCP-1), sugerindo papel nas reacdes
inflamatérias®. Em adicdo, DARC serve como receptor eritrocitario para o
parasita da malaria humana Plasmodium vivax®.

Polimorfismos neste gene sdo a base do sistema sanguineo Duffy®’. Os alelos
FYA e FYB e os respectivos antigenos FY? e FY °, que se diferenciam por 1
aminoacido. O antigeno FY? é definido por uma glicina na posicdo 42 e o
antigeno FY®, pelo &cido aspartico®”*.J4 o mais estudado sitio polimérfico
ocorre devido a uma mutacdo pontual no nucleotideo 125, que muda uma
Unica base 125 G > A%*.No que diz respeito ao fenétipo, o mais comum entre
os individuos negros (afro-americanos ou africanos ocidentais) é a auséncia da
expressdo de DARC, o Fy (a- b-).No alelo FYB, a mutacdo ocorre na regido
promotora (GATA box). O polimorfismo — 33 T> C resultara na interrupcao do
sitio de ligagao do fator de transcricdo GATAL, impedindo a expressao nos
eritrécitos®’. Entretanto, a expressdo nas células endoteliais das vénulas pés

capilares e dos sinuséides esplénicos a expressdo do gene se mantém®?



assim como na barreira hematoencefalica (BHE) *°.Os individuos apresentando
eritrocitos DARC negativos também sdo denominados FY-null, tendo sido a
condicdo de homozigose para FY-null (rs2814778)associada a neutrofilia nos
afrodescendentes*'. O FY-null apresenta distribuicdo diferenciada em diversas
regides do mundo**(Figura 6).
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Figura 6 - Mapa da distribuicdo mundial dos alelos do gene FY*?

1.1.2 GeneAT3

O gene AT3, também conhecido como AT3D, ATIII,SERPINC1 e THPH7,
codifica a proteina inibidora de protease plasmatica que é membro da
superfamilia das serpinas. Essa proteina inibe a trombina como também outras
proteases seéricas ativadoras do sistema de coagulacdo. Assim, participa do
processo de regulacdo da cascata da coagulacdo. Mais de 120 mutacfes tém
sido identificadas nesse gene, sendo muitas dessas conhecidas como causa

da deficiéncia da antitrombina- 1I**

Os polimorfismos descritos no gene AT3
relacionam-se com discrasias sanguineas, principalmente a susceptibilidade a
trombose.Em paciente com infarto agudo do miocardio e extensa doenca

arterial coronariana foi identificada a heterozigosidade da arginina para a



serina, na posigéo 47. Trombose venosa profunda foi associada a mutagao de
guanina por citocina, no exon 6 , gerando a troca do aminoacido alanina por
prolina, na posicdo 384*. Em um paciente portador de infarto cerebral
recorrente, foi descrita mutacdo de timina por citosina, no exon 3, gerando a
troca de prolina por serina, na posicdo 116*. Hemorragia cerebral profunda,
seguida de trombose de seio venoso também foram associados a muta¢éo no
gene AT3%.

1.1.3Gene LPL

O gene LPL, também conhecido como LIPD e HDLCQL11, codifica a enzima
lipase lipoproteica queapresenta expressdo no coracdao, musculo e no tecido
adiposo. Sua funcdo esta relacionada com hidrélise de moléculas de
triglicérides  integrantes das particulas lipoproteicas.Triglicérides e
apolipoproteina C promovem estimulo e inibicdo da atividade enzimética da
LPL, respectivamente®’. Dezenas de mutaces estdo relacionadas as
desordens no metabolismo lipoproteico®®®*,  Hipertrigliceremia familiar e
esporadica tem correlacdo com doengas coronarias e aumento de risco para
infarto  do  miocéardio®®,*°.Interessantemente, marcadores  soroldgicos
inflamatorios estdo relacionados com doenca coronariana na populacao
geral®’.Adicionalmente, reducdo significativa da atividade enzimatica da LPL
pelas citocinas TNF, IL-1 e interferon gama tem sido descrita®®°.LPL
evidenciou ser um regulador positivo da ativacdo mediada pelo receptor da
célula T, in vitro e in vivo, por meio de efeitos na ligacéo ao receptor de célula T
induzida por rearranjo da actina. Adicionalmente, alta atividade lipolitica
plasmatica foi observada em pacientes com EM.Niveis elevados de
triglicérides, colesterol e LDL estdo associados com progressdao na EM e as
duas ultimas condi¢des também apresentam associacdo com atrofia cerebral e
com maior acumulo de lesbes na ponderacdo T2 na ressonancia magnética
(RM)s*2. Determinados alelos estdo associados com niveis dislipidémicos na

populacéo africana®.



1.1.4 Gene APOA1

Este gene codifica a apolipoproteina A-l(apo A-l), que é o principal componente
da lipoproteina de alta densidade (derivado do inglés High Density Lipoprotein-
HDL) no plasma. Essa proteina promove o efluxo do colesterol dos tecidos
para o figado, para excrecdo. Defeitos neste gene estdo associados a
amiloidose sistémica®>.No contexto da autoimunidade, estudos sugerem
possivel papel da apoliproteina,codificada pelo gene APOAL,na inflamacéo.
Tem sido atribuida a apolipoteina A-I ligada ao HDLpapel anti-inflamatério.Esta
proteina inibe a ativacdo dos mondcitos por meio da ligacdo as células T
estimuladas no sitio da inflamacgéo. Isso acarreta diminuicdo da producdo do
TNF e da interleucina-1 beta (IL-18) pelos monécitos, como mostrado na Figura
7%,

Figura 7.Modo de acéo da apoA-I
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Figura 7.Modo de acdo da apo A-l: Em condi¢bes normais, o nivel de HDL no
sangue € suficiente para inibir a liberacdo de citocinas pelos mondcitos,
mediado pelo contato celular direto com linfécitos T estimulados. Associada ao
HDL, a apo A-l liga-se ao fator X na superficie de linfécitos T que impede a
ligacdo deste dltimo ao seu receptor nos mondcitos, inibindo, assim, a
producéo de TNF-a e IL-1b (Adaptado de Burger et al.,2002)%°



1.1.5 Gene DRD2

A dopamina pode se ligar a 2 classes de receptores dopaminérgicos, D1 -
receptores, D1 e D5; e D2 (D2, D3, D4). O grupo de receptores D1 possuem
atividade estimulatoria e o grupo D2 (D2, D3 e D4) inibitoria. Os receptores D2
da dopamina sdo expressos nos neurdnios dopaminérgicos.do SNC e em
células do sistema imune. No SNC quando estimulados apresentam atividade
inibitoria diminuindo os niveis de AMPc e célcio intracelular resultando em
hiperpolarizacdo da célula. Adicionalmente, foi observada a expressdo de
receptores D2 da dopamina também em linfécito, célula do sistema imune®.

Estudos utilizando cultura de clones de linfocitos T CD4", foi sugerido que a DA
€ tanto sintetizada como armazenada nos linfécitos. Isso foi possivel a partir do
aumento de catecolaminas evidenciado nas células estimuladas com precursor
da DA®. Estudos experimentais com agonista ou antagonista dos receptores
de dopamina, grupo D1 e D2, parecem influenciar diferencialmente no
desenvolvimento da EAE®, contribuindo para ou protegendo do
desenvolvimento dos sintomas®®®°. Cada receptor é codificado por um gene. O
gene DRD2, também conhecido como D2R, D2 codifica o subtipo D2 do
receptor de dopamina.Polimorfismos do gene DR2D gene tém sido associadas

071 & com distonia mioclénica’. Interessantemente,

com esquizofrenia
alteracées do sistema imune sdo observadas na esquizofrenia®®. O SNP
(derivado do inglés single nucleotide polymorphisms) DRD2-Bcll apresenta

7
| 3

associacdo com agressividade infantil’> e ganho de peso induzida pelo uso de

droga anti-psicética’™.

1.1.6 Gene RB

O gene RB, também conhecido como pRb, OSRC, ppll0, pl05-Rb e
PPP1R130, foi o primeiro gene supressor tumoral descoberto. Ele codifica a
proteina que regula de forma negativa o ciclo celular e estabiliza a
heterocromatina. A forma ativa da proteina liga-se ao fator de transcricdo
E2F1”. Defeitos neste gene sdo causadores de cancer de bexiga™ e

sarcoosteogénico’’. Adicionalmente, ocorre associacéo entre os polimorfismos



no gene RB e retinoblastoma nas criancas. O fendtipo apresenta-se unilateral

quando ha mutacdo nas duas primeiras bases do intron, ap6s o éxon 19,

ocorrendo a troca GT por GC. Ja para a manifestacdo bilateral, pode haver

mutac&o no éxon 14 (posicédo 1462), em que a troca de citosina por timina,gera

a mudanca do aminodcido arginina por treonina’®.

A revisado da literatura dos genes que compdem o painel de AIMs sugere que

além de caracterizar populacéo especifica, determinados SNPs possuem papel

biolégico relacionados a inflamacdo e neoplasia,particularmente, o FY-null, o

APOAl e o LPL.

Tabela 2.Caracteristicas gerais dos genes marcadores de ancestralidade

Posicado genética

Marcador Gene Aliases
(cromossomo)
FY-null (rs2814778) Receptor atipico de ACKR1,CCBP1, 1923.2
guimiocinas CD234, DARC, Dfy,
FY, GPD, GpFy,
WBCQ1
RB1(rs2252544) Retinoblastoma 1 RB; pRb; OSRC; 13q14.2
ppl10; p105-Rb;
PPP1R130
LPL (rs285) Lipase lipoproteica LIPD, HDLCQ11 8p21.3
AT3 (rs3138521) Inibidor serpin da SERPINC1, AT3D, 1925.1
peptidase _ ATII, THPH7
antitrombina
APOA1 (rs3138522) Apolipoproteina A Indisponivel 11923.3
PV92 (rs3138523) indisponivel Indisponivel 16q24.1
CKM (rs4884) Creatinocinase Indisponivel 19q13.32
muscular
DRD2-Bcll (rs1079598) Receptor de D2R, D2DR 11923.1
dopamina_D2
MID-52 (rs16344) indisponivel Indisponivel 4924
MID-575 (rs140864) AGO3  Argonauta 3 EIF2C3 1p34.3
MID-93(rs16383) XRCC6 Reparo por raio-x de  ML8, KU70, TLAA, 22q13.2
células defeituosas CTC75, CTCBF,
G22P1
SB19.3 (rs3138524) indisponivel Indisponivel 19p13.11




Considerando que a EM apresenta fator de risco étnico e genético na
frequéncia de manifestacdo da doenca e sua gravidade, e a populagéo
brasileira apresenta contribuicdo de populacdes ancestrais amerindia, europeia
e africanaé relevante o estudo da possivel associacdo de genes populacdes
especificas e aspectos epidemiolégicos e clinicos da EM no Brasil.Portanto,
nesse estudo, os AlMs serdo analisados além do seu papel de marcadores de

ancestralidade.



2.0BJETIVOS

Geral:
Associar a variabilidade genética de um painel de doze AIMs com aspectos
demograficos e clinicos observados em pacientes com EM da regido Noroeste

do Estado de Sao Paulo.

Especificos:
1. Verificar se ha associacdo dos marcadores de ancestralidade em
relacdo a idade de inicio e gravidade do primeiro surto na EM, surtos
leves (EDSS <2,5) e surtos graves (EDSS 25)
2. Analisar a frequéncia dos gendtipos do painel de marcadores de

ancestralidade (europeia, africana, amerindia) em pacientes com EM

e controles



3.MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes e Controles

Este estudo € subprojeto de projeto maior aprovado sob o protocolo n°4205-
2012 pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, S&do Paulo. Participaram da pesquisa, 131 pacientes com EM,
atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, diagnosticados segundo os critérios de McDonald”’e 131 doadores de
medula 6ssea do Hemocentro de Ribeirdo Preto, sem histéria pessoal ou
familiar de doenca autoimune ou desmielinizante.No estudo atual, ao grupo de
128 pacientes com EM foram acrescentados 3 pacientes e aos 108 controles

foram acrescentados 20 individuos saudaveis.

Em estudo prévio, realizado pelo mesmo grupo de pesquisa, com 0s pacientes
acima selecionados foram pesquisados 12 AIMs com valores de &> 50% entre
africanos e europeus ou amerindios® e com &> 50% entre amerindios e
africanos ou europeus®?’.

Para a deteccdo dos AlMs foi utilizada a técnica de PCR-RFLP®(reacdo em

cadeia de Polimerase- polimorfismo de fragmentos de restricao).



3.2Analise estatistica

Para comparar as frequéncias alélicas entre pacientes com EM estratificados
quanto a idade de inicio e a gravidade do primeiro surto foram construidas
tabelas de contingéncia 2 x 2 e o valor de P foi calculado através do teste exato
de Fisher com Odds Ratio (OR) e intervalo de confianca (IC) de 95%, pelo
software  GraphPad InStat(GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).Adicionalmente, andlise de regressdo logisticapelo software SAS foi
realizada para os grupos de pacientes com EM estratificados quanto a faixa

etaria e gravidade do surto.

Estimativa de mistura individual a partir da obtencdo de indice de
ancestralidade africanas (IAA) para os individuos do grupo de pacientes e de
controles havia sido realizada.Uma vez que a comparacgao entre a mediana dos
IAA (Kruskal-Wallis) pelos testes de comparacdes multiplas de Dunn pelo
software GraphPad evidenciaram similaridade entre os grupos de pacientes
com EM e controles,esses grupos puderam ser comparados, destarte para
avaliar a funcao biolégica dos AlIMs e suas associacdes quanto a idade de
inicio dos sintomas e na gravidade do primeiro surto da doenca.



4.RESULTADOS

Trinta e seis homens e 67 mulheres foram avaliados(2,1:1). A mediana
da idade de inicio da doenca foi de 30 anos (intervalo de 13 a 59 anos) e a
mediana da escala expandida do estado de incapacidade, EDSS,no primeiro
surto foi de 2,5 (intervalo de 1,0 a 8,5). A mediana de tempo de evolucédo da
doenca foi de 7 anos (intervalo de 0 a 31 anos),e a mediana da escala EDSS
na ultima avaliagéo foi de 6,0 (intervalo de 1,0 a 10) (Tabela 5).

Tabela 5. Aspectos clinicos e demograficos de pacientes com
esclerose multipla da regido noroeste do Estado de Sao Paulo.

Variaveis EM
Razao p/sexo (F/M) 2,1:1

Idade de inicio, anos (mediana) 30 (13-59)
Gravidade do 1° surto

(mediana) 2,5 (1,0-8,5)
Tempo de evolucéo, anos

(mediana) 7,0 (0-31)
EDSS na ultima avaliacao

(mediana) 6,0 (1,0-10)

A andlise do painel dos AlMs evidenciou que a frequéncia de heterozigose foi
menor para os polimorfismos FY-null A/G(rs2814778) e AT3 ins/del (rs138521)
no grupo de pacientes com EM do que na populagao controle (p 0,01 OR 0,44
IC 0,24- 0,82 e p 0,004, OR=0,44 IC 0,25- 0,77, respectivamente), como
mostrado na Tabela 6.



Tabela 6. Analise entre marcadores de ancestralidade e chance de
diagndstico de esclerose mdltipla e controles.

Marcador de ancestralidade B ep Wald p OR IC(OR;95%)
Heterozigoto em FY-null -0,81 0,32 6,63 0,010 0,44 0,24 0,82
Heterozigoto em RB 001 0,28 000 0962 1,01 0,558 1,77
Heterozigoto em LPL 0,08 0,28 0,09 0,766 1,09 0,63 1,89
Heterozigoto em AT3 -0,82 0,28 8,39 0,004 044 0,25 0,77
Heterozigoto em SB19.3 -0,58 0,38 241 0,120 0,56 0,27 1,17
Heterozigoto em APOA1 0,25 040 0,38 0,535 1,28 0,59 2,78
Heterozigoto em PV92 -0,38 0,29 1,70 0,293 0,69 0,39 1,21
Heterozigoto em CKM -0,38 0,29 1,69 0,194 0,69 0,39 1,21
Heterozigoto em DRD2 0,18 0,34 0,27 0,601 1,19 0,62 2,32
Heterozigoto em MID-93 0,27 0,29 087 0,351 1,31 0,74 2,31
Heterozigoto em MID-52 -0,32 0,31 1,09 0,296 0,72 0,39 1,33
Heterozigoto em MID-575 -0,33 0,42 059 0,443 0,72 031 1,66
Constante 1,07 0,38 7,89 0,005 2,90

As frequéncias alélicas e genotipicas dos AIMs que compdem o painel e sua
distribuicdo em relacdo a idade de inicio da EM, estratificada em <20 e =20
anos, sao apresentadas nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. Os alelos LPL T
(rs285) e 0 APOAL1 Ins (rs3138522) apresentaram maior frequéncia no grupo
de pacientes com mais de 20 anos, (P=0,04 OR 2,18 IC 1,01-4,73 e P=0,007
OR=0,29 e IC 0,12-0,66,respectivamente) em relacdo ao grupo de pacientes
com idade de inicio <20 anos. As frequéncias alélicas dos demais marcadores

nao apresentaram significancia estatistica (Tabela 7).



Tabela 7. Analise de associacdo entre marcadores de ancestralidade e idade de inicio da esclerose multipla

<20

=20

<20

=20

Marcadores (2N=262) (2N= 262) p OR IC Marcadores (2N=262) (2N= 262) p OR IC
FY- null(rs2814778) APOA1 (rs3138522)
A 31 189 0,22 2,27 0,66-7,77 | 23 202 0,007* 0,29 0,12-0,66
G 3 39 D 11 26
AT3 (rs3138521) MID-52 (rs16344)
I 8 75 0,44 0,68 0,30-1,51 | 7 40 0,81 1,13 0,46-2,77
D 26 153 D 27 188
SB19.3 (rs3138524) MID-575 (rs140864)
I 29 175 051 151 0,59-3,83 | 0 21 0,08 0,13 0,01-2,23
D 5 53 D 34 207
PV92 (rs3138523) MID-93(rs16383)
I 10 55 053 1,3 0,60-2,82 | 22 153 1 0,98 0,46-2,06
D 24 163 D 12 75

DRD2-
LPL (rs285) Bcll(rs1079598)
T 25 124 0,04** 2,18 1,01-473 T 6 38 1 1 0,38-2,56
C 9 104 C 28 190
RB1 (rs2252544) CKM(rs4884)
T 20 138 058 0,81 040-165 T 8 72 0,33 0,61 0,26-1,42
C 14 90 C 26 156




Adicionalmente, a frequéncia do genotipo APOA1Del/Del (rs3138522) no grupo

de pacientes com idade de inicio inferior a 20 anos de idade (P=0,003; OR 16 e

IC 2,68-95,49) foi mais elevada que no grupo de pacientes com idade de inicio

maior que 20 anos (Tabela 8).

Tabela 8. Andlise de associa¢cdo entre marcadores de ancestralidade e idade de inicio, por faixa etaria,

na esclerose multipla.

Marcador <20 =20 P OR IC Marcador <20 220 P OR IC

FY-null (rs2814778) APOA1 (rs3138522)

AA 14 82 0,39 195 0,52-7,19 1 10 90 0,13 0,41 0,14-1,19

AG 3 25 0,76 0,71 0,19-265 ID 3 22 1 0,83 0,22-3,14

GG 0 7 0,59 0,38 0,02-7,08 DD 2 0,003** 16 2,68-95,49

AT3 (rs3138521) MID-52 (rs16344)

I 13 0,69 045 0,05-3,72 DD 11 77 1 0,96 0,33-2,76

ID 6 49 0,8 0,84 0,30-2,33 DI 34 1 0,9 0,29-2,73

DD 10 52 0,45 1,49 0,54-4,05 1 3 0,44 2,17 0,21-22,16

SB19.3 (rs3138524) MID-575 (rs140864)

I 14 80 0,58 1,48 0,45-484 DD 17 93 0,07 8,5 0,49-146,87

ID 15 1 0,82 0,17-3,95 DI 20 0,07 0,12 0,01-2,15

DD 19 0,73 0,62 0,13-2,97 1l 1 1 2,04 0,08-52,16

PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)

I 12 0,69 0,47 0,05-3,9 DD 11 0,69 1,17 0,23-5,77

ID 31 0,09 2,51 0,91-6,93 DI 53 1 0,92 0,33-2,50

DD 66 0,2 0,52 0,19-142 1 50 1 1,02 0,37-2,78
DRD2-Bcll

LPL (rs285) (rs1079598)

TT 33 0,1 245 0,89-6,73 TT 6 1 0,45 0,02-8,35

TC 58 0,8 0,77 0,28-2,09 TC 26 0,37 1,69 0,57-4,95

cc 23 0,19 0,23 0,02-1,84 ccC 11 82 0,77 0,78 0,26-2,25

RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)

cC 2 20 1 0,94 0,24-355 TT 15 0,22 0,17 0,01-3,03

CT 10 50 0,44 1,6 0,58-4,35 TC 42 0,6 1,37 0,50-3,74

TT 5 44 0,44 0,61 0,20-1,83 cCC 57 0,8 1,25 0,45-3,39




Adicionalmente, aplicacdo de

regresséo

logistica para grupos com

inicio<20 anos e =20 anos evidenciou associacdo entre o gene APOALl e o

grupo de pacientes com idade de inicio<20anos (Tabela 9), corroborando

achado similar ao da anélise individual dos alelos do SNP APOA1

Tabela 9.Analise de associacdo entre idade de inicio, por estatificacdo,e marcadores
de ancestralidade na esclerose mdultipla.

Marcadores P OR IC Marcadores P OR IC
FY-null (rs2814778) APOAL (rs3138522)

AA ?? ?? ?? Il 0,06 0,36 0,12-1,06
AG 0,67 0,75 0,20-2,83 ID 0,92 0,93 0,24-3,56
GG 0,97 <0,001 >999,999 DD 0,001** 17,07 2,84-102,48
AT3 (rs23138521) MID-52 (rs16344)

Il 049 0,48 0,06-3,93 DD 0,77 0,85 0,29-2,50

ID 0,57 0,73 0,25-2,13 DI 0,98 1,01 0,33-3,09
DD 0,32 1,67 0,59-4,71 1l 0,48 2,29 0,22-23,39
SB19.3 (rs3138524) MID-575 (rs140864)

Il 0,28 2,03 0,54-7,54 DD 0,96 >999,99 <0,001-->999,99
1D 0,4 0,4 0,05-3,30 DI 0,96 >999,99 <0,001-->999,99
DD 0,6 0,66 0,13-3,12 1l 0,99 >999,99 <0,001-->999,99
PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)

Il 0,51 0,5 0,06-4,11 DD 0,69 1,37 0,27-6,88

ID 0,13 2,2 0,78-6,24 DI 0,81 0,88 0,31-2,48
DD 0,31 0,58 0,21-1,64 1l 0,99 1 0,36-2,79
LPL (rs285) DRD2-Bcll (rs1079598)

TT 0,05 2,72 0,96-7,67 TT 0,97 <0,001 >999,99

TC 0,47 0,68 0,24-193 TC 0,27 1,82 0,61-5,41
cc 0,18 0,24 0,03-1,94 CC 0,55 0,72 0,24-2,12
RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)

cc 0,54 0,62 0,13-292 TT 0,96 <0,001 <0,001-->999,99
CT 0,23 1,86 0,66-5,25 TC 0,43 15 0,53-4,19

TT 0,45 0,65 0,21-1,98 CC ?? ?7? ??




Considerando a gravidade do primeiro surto na EM, foram analisadas as
frequéncias alélicas e genotipicas dos AIMs em relagdo ao EDSS. O grupo de
pacientes com EM foi estratificado quanto a gravidade do primeiro surto com
corte no EDSS 2,5,sendo < 2,5 e >2,5. O alelo LPL T (rs285) apresentou
frequéncia aumentada no grupo de pacientes com EDSS < 2,5 (P=0,03; OR
1,72 e IC 1,05-2,81). Enquanto o alelo C do DRD2-Bcll C (rs 1079598),
apresentou frequéncia aumentada no grupo com EDSS >2,5, (P=0,02; OR 2,3
IC 1,15-4,58) (Tabela 10).



Tabela 10.Frequéncia alélica de marcadores informativos de ancestralidade e sua distribuicdo em relacao a

gravidade do primeiro surto na esclerose multipla mensurada pela Escala de EDSS.

Marcadores genéticos <25 >25p OR IC Marcadores genéticos <25 >25 p OR IC

FY- null (rs2814778) APOA1 (rs3138522)

A 116 104 I 122 103

G 20 22 061 12 0,62-233 D 14 23 007 19 0,93-3,89
AT3 (rs3138521) MID-52 (rs16344)

I 38 45 I 20 27

D 98¢ 81 018 0,69 041-1,16 D 116 99 0,19 0,64 0,34-1,21
SB19.3 (rs3138524) MID-575(rs140864)

I 108 96 I 8 13

D 28 30 055 1,23 0,69-220 D 128 113 0,25 0,55 0,22-1,38
PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)

I 36 29 I 96 83

D 96 91 066 1,15 0,65-2,01 D 40 43 05 1,21 0,72-2,04
LPL (rs285) DRD2-BclI(rs1079598)

T 86 63 T 30 14

C 50 63 0,03* 1,72 1,05-2,81 C 106 112 0,02* 2,3 1,15-4,58
RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)

T 85 73 T 36 44

C 51 53 0,38 1,25 0,76-2,05 C 100 82 0,18 0,68 0,40-1,16




Os gendtipos LPL T/T (rs285)[P=0,02 OR 2,5 IC 1,16-5,37],APOAL1 ins/ins
(rs3138522) [P=0,02 OR=2,83 IC 1,21-6,62], MID-52 del/del (rs16344) [P=0,02
OR 2,37 IC1,12-5,01] e DRD2-Bcll T/T (rs1079598) [P=0,02 OR13,41 IC 0,73-
243,37] apresentaram maior frequéncia no grupo de pacientes com EDSS <
2,5. Ja os gendtipos APOALlins/del (rs3138522) [P=0,003 OR 0,22 IC 0,08-
0,62] e MID-52ins/del (rs16344) [P=0,002 OR=0,29 IC 0,13-0,65] apresentaram

maior frequéncia no grupo com EDSS >2,5(Tabela 11).



Tabela 11. Frequéncia genotipica de marcadores de ancestralidade e sua distribuicdo em relagédo a gravidade
do primeiro surto na esclerose multipla mensurada pelo EDSS.

Marcadores genéticos EDSS Marcadores genéticos EDSS

<25 >25 p OR IC <25 >25 p OR IC
FY- null (rs2814778) APOAL (rs3138522)
AA 50 46 1 1 0,46-2,17 | 58 42 0,02** 2,83 1,21-6,62
GG 2 5 0,26 0,35 0,06-1,91 pp 4 2 0,68 1,93 0,34-10,96
AG 16 12 0,53 1,33 0,57-3,09 b 6 19 0,003** 0,22 0,08-0,62
AT3 (rs3138521) MID-52 (rs16344)
I 6 8 0,57 0,67 0,22-2,07 4 0 0,12 9 0,47-170,52
DD 36 26 0,16 1,64 0,82-3,27 pp 52 36 0,02** 2,37 1,12-5,01
ID 26 29 0,37 0,7 03514 p 12 27 0,002** 0,29 0,13-0,65
SB19.3 (rs3138524) MID-575 rs140864)
I 51 43 0,34 1,46 0,68-3,12 0 1 0,48 0,3 0,01-7,73
DD 11 10 1 1,04 0,41-2,65 pp 60 51 0,33 1,73 0,65-4,56
ID 6 10 0,19 0,46 0,16-1,34 p 8 11 0,45 0,64 0,24-1,71
PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)
I 7 6 1 1 0,34-3,43 32 29 1 1 0,5-1,99
DD 37 37 0,71 0,82 0,40-1,67 pp 4 9 0,14 0,38 0,11-1,3
ID 22 17 0,7 1,19 0,56-2,53 p 32 25 0,38 1,38 0,69-2,77
LPL (rs285) DRD2-Bcll (rs1079598)
TT 28 14 0,02** 2,5 1,16-5,37 7T 6 0 0,02** 13,41 0,73-243,37
cc 10 14 0,36 0,61 0,25-1,5 cc 44 49 0,12 0,51 0,23-1,11
TC 30 35 0,22 0,61 0,3-1,22 ¢ 18 14 0,55 1,28 0,57-2,86
RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)
T 26 23 0,85 1,1 0,54-2,23 71 6 9 0,41 0,59 0,19-1,76
cc 9 13 0,25 0,54 0,21-1,36 cc 38 28 0,29 1,52 0,76-3,03
TC 33 27 0,48 1,29 0,64-2,56 T1c 24 26 0,59 0,79 0,39-1,61




Adicionalmente, a aplicacdo de regressao logistica para analise de gravidade
do primeiro surto da EM, EDSS <2,5 e >2,5, corroborou a associacdo dos
gendtipos APOAL ins/ins,APOAL ins/del,MID52 del/del e MID52 ins/del com
menor gravidade do surto inaugural, EDSS <2,5, conforme avaliacdo individual
dos alelos componentes do painel de AlMs (Tabela 12- Anexos).Por fim, foi
analisada a associacdo entre os AlIMs e gravidade do primeiro surto por
estratificacdo do EDSSconsiderando o corte no EDSS 5, sendo <5 e
>5(Tabelas12-14).A frequéncia alélica ndo apresentou resultados
estatisticamente significativos (Tabela 13), enquanto os gendétipos MID-52
del/ins (P=0,02 OR=0,31 IC 0,11-0,84) eDRD2-Bcll T/C(rs1079598)[P=0,01 OR
0,28 IC 0,10-0,78] apresentaram maior frequéncia nos pacientes com EDSS
25. No entanto, na amostra estudada, ndo houve aumento da frequénciados
AIMs nos pacientes com EDSS=5 no primeiro surto(Tabela 14).De forma
complementar, a aplicacdo de regressao logistica evidenciou associacdo de
protegcdo com MID52 Ins/Del e do DRD2 T/C para grupos de pacientes com
EDSS no primeiro surto =5, corroborando os achados obtidos nas analises com
genatipos. Analise similar adicionou o genétipo MID52 Del/Del em associacéo

com risco de apresentar surto inaugural EDSS<5 (Tabela 15-Anexos)



Tabela 13. Frequéncia alélica de marcadores informativos de ancestralidade e sua distribuicdo em relacdo a gravidade do
primeiro surto, estratificadaemmenor que 5 e maiorou igual a 5,naesclerosemultiplamensurada pela Escala de EDSS.

Marcadores genéticos <5 25 p OR IC Marcadores genéticos <5 25 p OR IC

FY- null (rs2814778) APOA1 (rs3138522)

A 190 30 I 196 29

G 36 6 1 0,98 0,38-2,53 D 30 7 0,44 1,47 0,59- 3,65

AT3 (rs3138521) MID-52 (rs16344)

I 70 13 I 37 10

D 156 23 0,45 0,76 0,37-157 D 189 26 0,16 054 024-1.22

SB19.3 (rs3138524) MID-575 (rs140864)

I 179 25 I 17 4

D 47 11 0,14 175 0,82-3,74 D 209 32 051 069 0,21-2,18

PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)

I 57 8 I 159 20

D 161 26 1 1,06 0,47- 2,39 D 67 16 013 1,72 0,85-349
DRD2-

LPL (rs285) Bcll(rs1079598)

T 131 18 T 35 9

C 95 18 0,38 1,37 0,69-2,74 C 191 27 0,23 059 025-1,35

RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)

T 133 25 T 71 9

C 93 11 0,47 0,74 0,36-152 C 155 27 0,44 1,47 0,66-3,28




Tabela 14. Frequéncia genotipica de marcadores informativos de ancestralidade e sua distribuicdo em relacéo a gravidade
do primeiro surto, estratificada em menor que 5 e maior ou igual a 5, na esclerose multipla mensurada pela escala de EDSS.

EDSS EDSS

Marcadores genéticos p/OR (IC) Marcadores genéticos p/OR (IC)

<5 25 <5 25
FY- null (rs2814778) APOAL1 (rs3138522)
AA 83 13 1/0,98 (0,32-2,97) I 88 12 0,38 /1,62 (0,56-4,71)
GG 6 1 1/ 1 (0,11-8,89) DD 5 1 1,0/0,83 (0,09-7,55)
AG 24 4 1/1,01(0,31-3,33) ID 20 5 0,35/0,60 (0,19-1,86)
AT3 (rs3138521) MID-52 (rs16344)
I 13 1 0,69/2,34(0,28-19,02) Il 4 0 1/ 1,06 (0,08-30,98)
bD 56 6 0,21/2,12 (0,75-5,99) DD 80 8 0,06 /2,69 (1,01-7,23)
ID 44 11 0,07 /0,37 (0,13-1,01) DI 29 10  0,02*%/ 0,31 (0,11-0,84)
SB19.3 (rs3138524) MID-575 rs140864)
I 83 11 0,18/1,98 (0,72-5,41) I 1 0 1,0/0,52(0,02-13,24)
DD 17 4 0,50/0,66 (0,19-2,24) DD 97 14 0,48 /1,61 (0,47-5,49)
ID 13 3 0,26 /0,48 (0,14-1,69) DI 15 4 0,47 /0,57 (0,16-1,96)
PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)
I 11 2 1/0,89 (0,18-4,43) I 55 6  0,45/1,62 (0,59-4,43)
DD 63 11 1/0,87 (0,31-2,42) DD 9 4  0,09/0,32(0,08-1,18)
ID 35 4 0,79 /1,23 (0,40-3,72) DI 49 8 1,0/1,05(0,39-2,81)
LPL (rs285) DRD2-Bcll (rs1079598)
T 39 3 0,11/2,81(0,77-10,24) TT 6 0 0,59/2,35(0,12-43,6)
cc 21 3 1/1,21 (0,32-4,56) cc 84 9  0,06/2,60 (0,96-7,05)
TC 53 12 0,13 /0,40 (0,14-1,14) TC 23 9  0,01**/0,28 (0,10-0,78)
RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)
T 40 9 0,31/0,60 (0,22-1,62) TT 13 2 1/1,10(0,22-5,34)
cC 20 2 1/1,14 (0,30-4,31) cC 55 11 0,32/0,55(0,2-1,5)
cT 53 7 0,46/ 1,51 (0,55-4,12) TC 45 5 0,31/1,85(0,62-5,5)




5.DISCUSSAO

A EM apresenta extensa variabilidade na gravidade dos surtos e na progressao
da doenca, podendo ser influenciada por fatores ambientais ou susceptibilidade
individual.Abordagens epidemiolégicas tém revelado que a doenca apresenta
diferentes graus de incapacidade em grupos étnicos diferentes, o que pode
sugerir que a carga genética humana tenha papel relevante na gravidade da
doenca.A EM é rara em popula¢gbes africanas, porém a doenca apresenta
maior gravidade nas populacdes de individuos afro-descendentes™®-%2. Qutra
caracteristica proeminente do espectro clinico da EM é a sua elevada
incidéncia de aparecimento na terceira década de vida e da relativa raridade de
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manifestacbes clinicas durante a infancia e adolescéncia
frequentemente, a idade de inicio da EM varia entre 20 e 40 anos,no entanto
subgrupos de pacientes podem manifestar a doenca precocemente (<16
anos)® ou tardiamente (>50 anos)®%°.

Este estudo exploratério buscou observar se ha associacdo entre 0s
alelos e/ou gendtipos de marcadores de ancestralidade populacao especifica
com variaveis clinicas como a idade de inicio, a gravidade do primeiro surto
estratificado em surtos leve (EDSS <2,5) e grave (EDSS =5) no grupo de
pacientes com EM e a frequéncia entre individuos com EM e saudaveis.

Em nosso estudo, aassociacao entre a frequéncia alélica e a idade de
inicio, estratificada em <20 anos e =20 anos, evidenciou que o aleloAPOA1
Insconferiu protecdo contra a instalacdo precoce da doenca (<20 anos),
enquanto ao alelo LPL T conferiu susceptibilidade para inicio da doenca em
pacientes >20 anos (Tabela 8).Interessantemente, analise genotipica mostrou
que o gendtipo APOA1 del/del apresentou maior risco para iniciar a doenga
precocemente, isto €, <20 anos (Tabela 9).Cabe ressaltar que o alelo APOA1
delapresenta frequéncia diferencial em populacbes africanas (51% a 64%)
quando comparada com populacées caucasianas (4,9% a 8,3)%°.Por outro lado,
o alelo APOAL Ins, mais frequente em caucasianos, evidencia protecdo contra
o inicio precoce da doenca.Para entender esses achados buscamos na
literatura informacgdes para explicar tal associagdo e encontramos um estudo
demonstrando que pacientes com idade inicio <16 anos levam mais tempo

para alcancar escores do EDSS de 4.0, 6.0 e 7.0 que os individuos com idade



de inicio entre 16 e 50 anos®’.No entanto, esses pacientes alcancam escores
EDSS mais altos em idade mais precoce, 0 que poderia tornar o inicio precoce
um fator de pior prognéstico. Considerando que, i) o genétipo APOAL del/del é
mais frequente nas populacdes africanas, ii) ser africano € um fator de pior
prognostico de incapacidade, iii) o inicio precoce da doenca sem distincdo de
etnia também esta também associado com maior morbidade da EM, nosso
achado sugere que a presenca do genoétipo APOAL del/del pode explicar
porque os afrodescendentes apresentam pior prognostico na evolucdo da EM
quando comparados com 0s caucasianos. Por outro lado, a idade de inicio
tardia, >40 anos, também é fator de mau prognéstico na EM3*#°! Analises com
idade estratificada <40 e 240 anos foram realizadas e nao obtivemos nenhuma
associacao (dados nao apresentados).

Considerando que a apolipoproteina A-lapresenta papel importante na
resposta inflamatoria e que niveis elevados de lipoproteina de alta densidade
(HDL) na EM estdo associados com menor volume de lesdo captando
contraste, ao passo que niveis reduzidos estdo associados com progressao da
doenca®?, é plausivel assumir que esse gene ou outros que possam estar em
desequilibrio de ligacdo® influenciem a gravidade da EM em afrodescendentes.
Outro gene do painel de AIMs que apresentou perfil diferencial nesta série é o
gue codifica a lipase lipoproteica (LPL), cuja funcéo principal € a hidrdlise de
triglicérides e a hipertrigliceridemia pode refletir deficiéncia de atividade dessa
enzima®’. Neste estudo, o gendétipo LPL T/T apresentou maior frequéncia no
grupo de pacientes com EDSS < 2,5, caracterizando surto leve. Considerando
que o gendtipo LPL T/T: i) é mais frequente em africanos® e ii) apresentou
associacdo com surto leve, aparentemente, esse genotipo ndo contribuiriacom
acumulo de deficiéncias mais expressivas da EM por surto em longo prazo de
evolucdo.Embora alguns alelos do gene LPL estejam associados com niveis
dislipidémicos na populacéo africana®,0 SNP LPL T-C ainda n&o foi estudado
quanto a funcdo ou quantidade da proteina codificada.

Em adicdo aos AIMs LPL e APOA1, os AlMs MID-52 e o DRD2-Bcli
também apresentaram associacdo com a gravidadeda EM.O gendtipo MID-52
Del/Del apresentou associagéo de risco para surtos leves.Em contraste,
na aplicagdo de regressao logistica o genotipo MID-52 Ins/Del n&o corroborou
os achados prévios. Ja o alelo DRD2-Bcll T, foi mais frequente no grupo de



pacientes que apresentou o EDSS do primeiro surto >2,5. O gendétipo DRD2-
Bcll T/T, mais frequente em africanos, evidenciou maior chance de apresentar
EDSS < 2,5 no primeiro surto da EM. O gendétipo DRD2-Bcll T/C, que também
€ mais frequente em africanos, apresentou maior frequéncia no grupo com
EDSS <5 no primeiro surto.O gene DRD2 codificao receptor D2 de dopamina
(DA) presente nos neurdnios dopaminérgicos e nas células T que também
sintetizam e armazenam a dopamina®*®***Em estudo in vitro, foi observado
gue a dopamina ativa células T virgens e inibe células T ativadas e promove
reducdo da secrecédo de citocinas, da proliferacdo, da adesédo e da migracéo
mediada por integrinas®®®*. Estudos experimentais com o modelo de EM,
evidenciou que deplecdo de dopamina exacerba as manifestacdes da EAE®®.
Adicionalmente, medicamentos agonistas de receptores dopaminérgicos da
classe D2 reduzem a gravidade das manifestacdes na EAE®. Niveis de
prolactina®e oxidacdo de radicais livres®*sdo sugeridos, porém o papel das
diferentes classes de receptores da dopamina nas células imunes e a sua
sinalizacao intracelular na regulacdo das funcbes de diferentes células imunes
efetoras ndo estd esclarecido.N&o houve associacdo entre qualquer AIMs e
gravidade de primeiro surto com EDSS 5. O gendtipo MID52 ins/del foi mais
frequente no grupo com EDSS >5 no primeiro surto.

A populacdo caucasiana apresenta em quase 100% dos individuos o
gendtipo FY-null T/T (rs2814778), em contrapartida, os africanos carreiam
predominantemente o gendtipo FY-null G/G (rs2814778) e esse polimorfismo
ocorre na regido promotora do gene DARC que pode influenciar a taxa de
expressdo do receptor DARC*?. O grupo brasileiro aqui estudado apresentou
52% de heterozigose, (FY-null G/T rs3814778) refletindo a mistura entre
europeus e africanos na nossa populacdo. O gendtipo Fy-null G/G (rs2814778)
tem reconhecida consequéncia funcional patogénica®***de apresentar baixa ou
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auséncia de expressdo do receptor DARC nos eritrocitos .que esta

associado a negatividade do receptor Duffy®’, resisténcia a malaria pelo

349 neutropenia benigna em africanos®.

Plasmodium falciparum
Nossos resultados evidenciaram que o grupo de individuos brasileiros com EM
carreando o] genotipo em heterozigoseFY-nullT/G (rs2814778)
apresentouprotecao para o desenvolvimento da doengca quando comparados

com a populagéo controle. O alelo FY-null G rs2814778 apresenta diferencial



distribuicdo mundial, sendo predominante na Africa Ocidental, particularmente
na regiao subsaahriana e baixa frequéncia na Europa, America do Norte e
Asia*’. Interessantemente, a EM também apresenta diferencial distribuicdo
mundial com alta prevaléncia na Europa e América do norte (>100/100.000
habitantes) e rara na Africa'®, regides com baixa e alta frequéncia do alelo FY-
null G, respectivamente. Portanto, associacdo do gendtipo FY-null T/G com
protecdo a EM no grupo de brasileiros estudados sugere que esse
polimorfismo possa ter um papel na resisténcia ao desenvolvimento da doenca.
A interpretacdo desse achado pode ser respaldado pelo estudo experimental
que demonstrou manifestacdes clinicas de EAE mais leves em camundongo
deficientes de DARC (C57BL/6 Darc-/-e SJL Darc-/-) no endotélio da barreira
hematoencéfalica (BHE) quando comparado com camundongos selvagens®.
Considerando que, i) afrodescendentes exibem deficiéncia do DARC® e ii) a
EM é rara na Africa'®, regido com deficiéncia do DARC e iii) camundongos
deficientes de DARC quando submetidos a EAE apresentam manifestacdes
clinicas mais leves®, o papel dessa molécula pode estar relacionado com
protecdo contra o desenvolvimento da EM e da EAE, assim como na promog¢ao
de surtos mais leves. No Brasil, a prevaléncia da EM varia de baixa
(1,3/100.000 habitantes, Recife, nordeste)*® a média (27/100.000, Santa Maria,
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Rio grande do Sul)™". apresentando padrdo de distribuicdo gradiente norte

sul>. A maior contribuicdo europeia também obedece esse padrdo dentro do
pais'®.Entdo, a associacdo do genotipo FY-null G/T com protecdo a EM
poderia ser um fator para explicar a prevaléncia mais baixa da EM em
populacdes afrodescendentes®?*'%. Estudos da frequéncia dos alelos FY-null
em diferentes regides brasileiras talvez possa auxiliar na explicacdo da
distribuicdo da EM no Brasil.

Complementando a analise da chance de diagnoéstico de EM,a taxa de
heterozigose também se mostrou reduzida em AT3 ins/del como apresentado
na Tabela 7. A concomitancia da associacdo com prote¢cdo na EM dos SNP
rs2814778 e rs138521 pode simplesmente refletir desequilibrio de ligacdo entre
esses dois marcadores, o que ja foi evidenciado previamente®.

As limitagBes desse estudo, além do tamanho da amostra, consiste em
estudar marcadores de ancestralidade populacdo especifica em doenca com

fatores de risco associado a determinada populagéo. Portanto, assumimos que



se a ancestralidade africana ou caucasiana esta associada a determinado
aspecto clinico e houve associacdo dos marcadores de ancestralidade com o
mesmo aspecto, esse achado apresenta grande potencial de ser uma
associacdo espuria. Também nao significa que exatamente o marcador
genético em questdo seja o responsavel pelos efeitos dessa associagéo.
Assumimos também que estudos experimentais podem evidenciar a existéncia
de associacao real e se contrapor a interpretacdo inicial de associacao espuria.
Neste contexto, a associacdo do gendtipo LPL T/T com surto inicial mais leve
pode ser valorizado, pois apesar do LPL T/T ser mais frequente em africano
nao associou com surtos mais graves, condicdo que nao fortalece esse achado
como associacao espuria. Adicionalmente, entre os alelos mais frequentes em
africanos - LPL, RB e AT3, somente o LPL apresentou essa
associacdo.Também os achados com FY-null podem ser considerados de

maneira semelhante

6.CONCLUSAO

Marcadores genéticos com perfil populacéo alelo especifico pode influenciarna
taxa de manifestacdo da EM e aspectos clinicos da doencga, explicando
algumas peculiaridades da doenca em diferentes populacdes. O genotipo
APOA1 ins/ins (rs3138522) parece estar associado a menor gravidade do
primeiro surto dos pacientes com EM, emcontrapartida o FY-null A/G

(rs2814778) esta associado a menor risco de desenvolvimento da doenca.



ANEXOS



Tabela 1.Frequéncia alélica dos marcadores informativos de ancestralidade nas populacdes africanas, europeias, amerindias e
pacientes com esclerose multipla e controles.

Marcador Tipo/Alelo Posicdoge EM-RP CTRL-RP  EUR AFR AMR AFR/ AFR/ EUR/ AMR
nética (n=132) (n=108) (n=132) (n =128) (n =48) EUR AMR
FY-null*1 (rs2814778) SNP/A 1923.2 0,863 0,85 0,993 0 1 0,993 1 0,007
RB1*1 (rs2252544) SNP/A 13q14.2 0,355 0,397 0,309 0,92 0,167 0,611 0,753 0,142
LPL*1 (rs285) SNP/T 8p21.3 0,569 0,584 0,529 0,98 0,478 0,451 0,502 0,051
AT3*1 (rs3138521) Indel/Ins 1g25.1 0,31 0,421 0,279 0,86 0,021 0,581 0,839 0,258
APOA1*1 (rs3138522) Alu/lns 11923.3 0,883 0,874 0,919 0,453 0,99 0,466 0,537 0,071
PV92*1 (rs3138523) Alu/lns 16924.1 0,258 0,336 0,11 0,187 0,935 0,077 0,748 0,825
CKM*1 (rs4884) SNP/T 19913.32 0,294 0,341 0,287 0,16 0,814 0,127 0,654 0,527
DRD2-Bcll*1 (rs1079598) SNP/C 11g23.1 0,165 0,131 0,132 0,087 0,479 0,045 0,392 0,347
MID-52*1 (rs16344) Indel/Del 4924 0,177 0,182 0,074 0,2 0,755 0,126 0,555 0,681
MID-575*1 (rs140864) Indel/Ins 1p34.3 0,081 0,075 0,993 0,873 0,564 0,12 0,309 0,429
MID-93*1 (rs16383) Indel/Del 22q13.2 0,694 0,561 0,816 0,3 0,188 0,516 0,112 0,628
SB19.3*1 (rs3138524) Alu/lns 19p13.11 0,794 0,804 0,904 0,507 0,708 0,397 0,201 0,196




Tabela 3. Estado de validacao e alelo ancestral dos genes marcadores informativos de ancestralidade

Significado loci
SNP Validagdo_Status alelo: sequéncia Predominio alelo ancestral clinico Cromossomo
FY-null by 1000G,by 2hit 2allele 1: TTCCAAG[A]TAAGAGCC Eur A patogénico 1:159204893
(rs2814778) by cluster,by frequency,by hapmap 2: CTTCCAAG[G]TAAGAGC Afric
RB by 1000G,by 2hit 2allele 1: GCCGGGA[T]CCGGCCC Eur desconhecido  13:48304156
(rs2252544) by cluster,by frequency,by hapmap 2: GCCGGGA[C]CcaGGCeee Afric C
LPL by 1000G,by cluster 1: CTTTTAG[T]AGCTGTGT Afric T desconhecido  8:19957678
(rs285) by frequency,by hapmap 2: CTTTTAG[CJAGCTGTGT Asiat
AT3 (rs3138521) desconhecido 1: GAGAGGG[+]TTTCCTAA Eur desconhecido desconhecido  1:173917605
SERPINC1 2: GAGAGGGI[-]TTTCCTAA Afric
APOA1 1: CCTTCT[(ALU)]JAAAACT Eur desconhecido desconhecido desconhecido
(rs3138522) frequéncia 2: GCCTTCT[-]JAAAACTCC Afric
PV92 1: GGAAAGAA(-]JAGAATTC Eur e Afric desconhecido desconhecido desconhecido
(rs3138523) frequéncia 2: AAAGAA[(ALU)JAGAATT Amer
CKM by 1000G,by 2hit 2allele 1: CCAGTCCAT[C]GACGAC Eur e Afric C desconhecido  19:45306777
(rs4884) by cluster,by frequency,by hapmap 2: AGTCCAT[T]IGACGACAT Amer
DRD2-Bcll by 1000G,by 2hit 2allele 1: GCGAATC[T]GATCATGT Eur e Afric T desconhecido  11:113425552
(rs1079598) by cluster,by frequency 2: GCGAATCI[C]GATCATGT Amer
MID-52 SNP néo encontrado 1: TCTGCTC[-/TTC]JAAGTTC desconhecido desconhecido desconhecido desconhecido
(rs16344) 2: TCTGCTCI[-/TTCJAAGTTC desconhecido
MID-575 by 1000G 1: ATCTGCTC[TTC]AAGTTC Eur desconhecido desconhecido 1:35926061
(rs140864) by cluster,by frequency 2: AATCTGCTCI[-]JAAGTTCA desconhecido
MID-93 (rs16383) by 1000G 1: CACAAAAGA[-]TAGGGTC Eur desconhecido desconhecido  22:41652247
XRCC6 by cluster,by frequency 2: CAAAAGA[AGA]TAGGGT Afric e Amer
SB19.3 1: TGTGGCC[(ALU)]JAAAAGT Eur e Amer desconhecido desconhecido desconhecido
(rs3138524) frequéncia 2: TGTGGCC(-]JAAAAGTGTC Afric




Tabela 4. Aspectos gerais sobre os genes marcadores de ancestralidade.

Posicdo genética Expressao

Marcador Gene Aliases (cromossomo) celular Expresséao tecidual
FY-null(rs2814778) Receptor atipico de ACKR1,CCBP1, CD234, 1923.2 membrana eritrocitos, capilares e
guimiocinas DARC, Dfy, FY, GPD, vénulas pés-capilares dos
GpFy, WBCQ1 rins,dos pulmées e do SNC.
RB (rs2252544) Retinoblastoma 1 RB1; pRb; OSRC; pp110; 13q14.2 intracelular retina, pineal, 0sso
p105-Rb; PPP1R130
LPL (rs285) Lipase lipoproteica LIPD, HDLCQ11 8p21.3 _ musculo, coragao e tecido
adiposo/ capilares
AT3 (rs3138521) Inibidor serpin da peptidase, SERPINC1, AT3D, ATIII, 1g25.1 _ sangue periférico/ plasma
antitrombina THPH7
APOA1 (rs3138522) Apolipoproteina A desconhecido 11923.3 _ sangue periférico
PV92 (rs3138523) desconhecido desconhecido 16q924.1 desconhecido desconhecido
CKM (rs4884) Creatinocinase muscular desconhecido 19q13.32 desconhecido desconhecido
DRD2-Bcll (rs1079598) Receptor D2 de dopamina D2R, D2DR 11g23.1 membrana neurdnios dopaminérgicos e
células do sistemaimune
MID-52 (rs16344) desconhecido desconhecido 4q24 desconhecido desconhecido
MID-575 (rs140864) Argonauta 3 EIF2C3 1p34.3 desconhecido desconhecido
AGO3
MID-93(rs16383) Reparo por raio-x de células  ML8, KU70, TLAA, CTC75, 22q13.2 desconhecido desconhecido

XRCC6
SB19.3 (rs3138524)

defeituosas
desconhecido

CTCBF, G22P1
desconhecido

19p13.11

desconhecido

desconhecido




Tabela 8a.Frequéncia genotipica de marcadores informativos de ancestralidade e sua distribuicdo em
relacdo a idade estratificada na esclerose maltipla mensurada pela escala de EDSS.

Marcadores <20 =220 p OR IC Marcadores <20 =220 p OR IC

FY- null (rs2814778) APOAL1 (rs3138522)

AA 14 82 0,39 1,95 0,52-7,19 1l 10 90 0,13 0,41 0,14-1,19

AG+GG 32 ID+DD 7 24

GG 7 0,59 0,38 0,02-7,08 DD 2 0,003** 16 2,68-95,49
AG+AA 17 107 ID+II 13 112

AG 3 25 0,76 0,71 0,19-2,65 ID 3 22 1 0,83 0,22-3,14

AA+GG 14 89 11+DD 14 92

AT3 (rs3138521) MID-52 (rs16344)

Il 1 13 0,69 0,45 0,05-3,72 1l 1 3 0,44 2,17 0,21-22,16
ID+ DD 16 101 ID+ DD 16 111

DD 10 52 0,45 1,49 0,54-4,05 DD 11 77 1 0,96 0,33-2,76

ID+II 62 ID+II 37

ID 49 0,8 0,84 0,30-2,33 ID 34 1 0,9 0,29-2,73

11+DD 11 65 11+DD 12 80

SB19.3 (rs3138524) MID-575 (rs140864)

Il 14 80 0,58 1,48 0,45-4,84 1 0 1 1 2,04 0,08-52,16
ID+ DD 34 ID+ DD 17 113

DD 19 0,73 0,62 0,13-2,97 DD 17 93 0,07 85 0,49-146,87
ID+II 15 95 ID+II 21

ID 1 15 1 0,82 0,17-3,95 ID 20 0,07 0,12 0,01-2,15

11+DD 16 99 11+DD 17 94




Tabela 8a (continuacdo). Frequéncia genotipica de marcadores informativos de ancestralidade e sua
distribuicdo em relacdo a idade estratificada na esclerose multipla mensurada pela escala de EDSS.

Marcadores <20 =220 p OR IC Marcadores <20 220 p OR IC

PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)

Il 1 12 0,69 0,47 0,05-3,9 1 7 50 1 1,02 0,37-2,78
ID+ DD 16 97 ID+ DD 10 64

DD 8 66 0,2 0,52 0,19-1,42 DD 2 11 0,69 1,17 0,23-5,77
ID+II 9 43 ID+I1 15 103

ID 8 31 0,09 2,51 0,91-6,93 ID 53 1 0,92 0,33-2,50
11+DD 9 78 11+DD 61

LPL (rs285) DRD2-Bcll(rs1079598)

TT 9 33 0,1 245 0,89-6,73 TT 0 6 1 0,45 0,02-8,35
TC+ CC 81 TC+ CC 17 108

cC 23 0,19 0,23 0,02-1,84 CC 11 82 0,77 0,78 0,26-2,25
TC+TT 16 91 TC+TT 32

TC 7 58 0,8 0,77 0,28-2,09 TC 26 0,37 1,69 0,57-4,95
TT+CC 10 56 TT+CC 11 88

RB1 (rs2252544) CKM(rs4884)

TT 5 44 0,44 0,61 0,20-1,83 TT 0 15 0,22 0,17 0,01-3,03
TC+ CC 12 70 TC+ CC 17 99

cC 2 20 1 0,94 0,24-3,55 CC 9 57 0,8 1,25 0,45-3,39
TC+TT 15 94 TC+TT 8 57

TC 10 50 0,44 16 0,58-435 TC 8 42 0,6 1,37 0,50-3,74
TT+CC 7 64 TT+CC 9 72




Tabela 9. Analise de associagao entre idade de inicio, por estatificacdo, e marcadores
de ancestralidade na esclerose multipla

Marcadores P OR IC Marcadores P OR IC
FY-null (rs2814778) APOAL (rs3138522)

AA ?? ?7? ?7? 1l 0,06 0,36 0,12-1,06
AG 0,67 0,75 0,20-2,83 ID 0,92 0,93 0,24-3,56
GG 0,97 <0,001 >999,999 DD 0,001** 17,07 2,84-102,48
AT3 (rs23138521) MID-52 (rs16344)

Il 049 0,48 0,06-3,93 DD 0,77 0,85 0,29-2,50

ID 0,57 0,73 0,25-2,13 DI 0,98 1,01 0,33-3,09
DD 0,32 1,67 0,59-4,71 |l 0,48 2,29 0,22-23,39
SB19.3 (rs3138524) MID-575 (rs140864)

Il 0,28 2,03 0,54-7,54 DD 0,96 >999,99 <0,001-->999,99
1D 0,4 0,4 0,05-3,30 DI 0,96 >999,99 <0,001-->999,99
DD 0,6 0,66 0,13-3,12 I 0,99 >999,99 <0,001-->999,99
PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)

Il 0,51 0,5 0,06-4,11 DD 0,69 1,37 0,27-6,88

ID 0,13 2,2 0,78-6,24 DI 0,81 0,88 0,31-2,48
DD 0,31 0,58 0,21-1,64 I 0,99 1 0,36-2,79
LPL (rs285) DRD2-Bcll (rs1079598)

TT 0,05 2,72 0,96-7,67 TT 0,97 <0,001 >999,99

TC 0,47 0,68 0,24-193 TC 0,27 1,82 0,61-5,41
cc 0,18 0,24 0,03-1,94 CC 0,55 0,72 0,24-2,12
RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)

cc 054 0,62 0,13-292 TT 0,96 <0,001 <0,001-->999,99
CT 0,23 1,86 0,66-5,25 TC 0,43 15 0,53-4,19
TT 0,45 0,65 0,21-1,98 CC ?7? ?7? ?7?




Tabela 12.Relacédo entre marcadores de ancestralidade e gravidade do
primeiro surto estratificada, menor ou igual a 2,5 e maior do que 2,5,pela
Escala de EDSS nos pacientes com esclerose multipla

Marcadores P OR IC Marcadores P OR IC
FY-null(rs2814778) APOAL (rs3138522)

AA 0,94 0,97 0,44-2,11 1l 0,01** 0,34 0,15-0,81
AG 053 0,76 0,32-1,77 ID 0,003** 4,46 1,64-12,07
GG 0,22 2,84 0,53-15,20 DD 0,46 0,52 0,09-2,96
AT3 (rs23138521) MID-52 (rs16344)

1] 0,47 15 0,49-460 DD 0,01** 0,41 0,19-0,86

ID 0,36 1,37 0,68-2,76 DI 0,002** 3,49 1,57-7,77
DD 0,18 0,62 0,31-1,24 |l 0,98 <0,001 <0,001->999,99
SB19.3 (rs3138524) MID-575 (rs140864)

1] 0,42 0,73 0,34-1,57 DD 0,25 0,56 0,21-1,49

ID 0,22 195 0,66-572 DI 0,35 1,58 0,59-4,24
DD 0,96 0,97 0,38-2,48 |l 0,99 >999,99 <0,001->999,99
PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)

I 091 0,93 0,29-2,96 DD 0,11 2,66 0,77-9,14

ID 054 0,79 0,37-1,69 DI 0,39 0,74 0,37-1,48
DD 0,52 1,26 0,61-2,57 |l 0,9 0,96 0,48-1,90
LPL (rs285) DRD2-Bcll (rs1079598)

TT 0,02** 0,4 0,19-087 TT 0,97 <0,001 <0,001->999,99
TC 0,19 1,58 0,79-3,15 TC 0,57 0,79 0,35-1,77
cCc 062 165 0,67-406 CC 0,1 19 0,88-4,14
RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)

cCc 062 1,7 067431 TT 0,33 1,72 0,57-5,15
CT ? TC 0,48 1,28 0,63-2,61

TT ? CC 0,19 0,63 0,31-1,25




Tabela 14a. Analise de associagdo entre marcadores de ancestralidade e gravidade na esclerose multipla.

Marcadores <5 25 p/OR (IC) Marcadores <5 25 p/OR (IC)
FY-null (rs2814778) APOAL1 (rs3138522)

AA 83 13 1/0,98 (0,32-2,97) I 88 12 0,38/1,62 (0,56-4,71)
AG+GG 30 5 ID+DD 25 6

AG 24 4 1/1,01(0,31-3,33) ID 20 5 0,35/0,60 (0,19-1,86)
AA+GG 89 14 11+DD 93 13

GG 6 1 1/ 1 (0,11-8,89) DD 5 1 1,0/0,83(0,09-7,55)
AA+AG 107 17 1+ 1D 108 17

AT3 (rs3138521) MID-52(rs16344)

Il 13 1 0,69/2,34 (0,28-19,02) DD 80 8 0,06 /2,69 (1,01-7,23)
ID+DD 100 17 ID+II 33 10

ID 44 11 0,07/0,37 (0,13-1,01) DI 29 10 0,02**/ 0,31 (0,11-0,84)
11+DD 69 7 DD+l 84 8

DD 56 6 0,21/2,12 (0,75-5,99) I 4 0 1/1,06 (0,08-30,98)
11+ID 57 12 DD+ID 109 18

SB19.3 (rs3138524) MID-575 (rs140864)

1 83 11 0,18/1,98 (0,72-5,41) DD 97 14 0,48 /1,61 (0,47-5,49)
ID+DD 30 DI+l 16 4

ID 13 0,26 /0,48 (0,14-1,69) DI 15 4 0,47 /0,57 (0,16-1,96)
11+DD 100 15 DD+l 98 14

DD 17 4 0,50/0,66 (0,19-2,24) I 1 0 1,0/0,52(0,02-13,24)
11+ID 96 14 DD + DI 112 18




Tabela 14a(continuacéo). Analise de associagdo entre marcadores de ancestralidade e gravidade na esclerose mdltipla.

Marcadores <5 25 p/OR (IC) Marcadores <5 25 p/OR (IC)
PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)

Il 11 2 1/0,89 (0,18-4,43) DD 9 4 0,09 /0,32 (0,08-1,18)
ID+DD 98 15 DI+ 1l 104 14

ID 35 4 0,79/1,23 (0,40-3,72) DI 49 8 1,0/1,05 (0,39-2,81)
11+DD 74 13 DD + 1 64 10

DD 63 11 1/0,87 (0,31-2,42) Il 55 6 0,45/1,62 (0,59-4,43)
I+ 1D 46 6 DD + DI 58 12

LPL (rs285) DRD2-Bcll (rs1079598)

TT 39 3 0,11/2,81(0,77-10,24) TT 6 0 0,59/2,35 (0,12-43,6)
TC+CC 74 15 TC+CC 107 18

TC 53 12 0,13/0,40 (0,14-1,14) TC 23 9 0,01** /0,28 (0,10-0,78)
TT+CC 60 6 TT +CC 90 9

CcC 21 3 1/1,21 (0,32-4,56) cC 84 9 0,06 / 2,60 (0,96-7,05)
TT+TC 92 15 TT+TC 29 9

RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)

cC 20 2 1/1,14 (0,30-4,31) TT 13 2 1/1,10 (0,22-5,34)
CT+TT 93 16 TC+CC 100 16

CT 53 7 0,46/ 1,51 (0,55-4,12) TC 45 5 0,31/1,85 (0,62-5,5)
CC+TT 60 11 TT+CC 68 13

TT 40 9 0,31/0,60 (0,22-1,62) CC 55 11 0,32/0,55 (0,2-1,5)
CC+CT 73 9 TT+TC 58 7




Tabela 15.Relacéo entre marcadores de ancestralidade e gravidade do primeiro surto estratificada,
menor do que 5 e maior ou igual a 5, pela Escala de EDSS nos pacientes com esclerose multipla.

Marcadores P OR IC Marcadores P OR IC
FY-null (rs2814778) APOAL1 (rs3138522)

AA 0,91 1,06 0,35-3,23 I 0,3 1,76 0,60-5,16
AG 0,92 0,94 0,28-3,13 ID 0,31 0,55 0,17-1,74
GG 0,96 0,95 0,10-8,40 DD 0,83 0,78 0,08-7,15
AT3 (rs23138521) MID-52 (rs16344)

Il 0,45 2,21 0,27-18,00 DD 0,03** 3,03 1,09-8,35

ID 0,08 0,4 0,14-1,12 DI 0,01** 0,27 0,09-0,76
DD 0,2 1,96 0,69-5,59 I 0,98 >099,99  <0,0001->999,99
SB19.3 (rs3138524) MID-575 (rs140864)

I 0,29 1,73 0,61-4,90 DD 0,38 1,73 0,50-5,93

ID 0,53 0,65 0,16-2,55 DI 0,32 0,53 0,15-1,84
DD 0,44 0,62 0,18-2,11 Il 0,99 >999,99 <0,001->999,99
PV92 (rs3138523) MID-93 (rs16383)

I 0,83 0,84 0,17-4,17 DD 0,07 0,3 0,008-1,11
ID 0,47 1,53 0,46-5,05 DI 0,93 0,95 0,35-2,60
DD 0,59 0,74 0,25-2,16 I 0,23 1,89 0,66-5,40
LPL (rs285) DRD2-Bcll (rs1079598)

TT 0,14 2,63 0,71-9,65 TT 0,97 >999,99 <0,001- >999,99
TC 0,12 0,44 0,15-1,25 TC 0,01** 0,256 0,09-0,71
CcC 0,84 1,14 0,30-4,30 cC 0,04** 2,89 1,04-7,99
RB1 (rs2252544) CKM (rs4884)

cc 0,49 1,72 0,36-8,08  TT 0,96 1,04 0,21-5,04
CT 0,52 1,38 0,50-3,83 TC 0,33 1,72 0,57-5,15
TT 0,23 0,54 0,20-1,49 CC 0,33 0,6 0,21-1,66
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1. INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is the primary demyelinating disease of the
central nervous system (CNS)'. MS has high prevalence in the Caucasian
populations but is rare in the African populations?®. Typically, MS lesions include
breakdown of the blood-brain barrier (BBB), multifocal inflammation,
demyelination, oligodendrocyte loss, reactive gliosis, and axonal degeneration®.
Relevant aspects of the MS pathophysiology have been inferred from studies of
experimental allergic encephalomyelitis (EAE) using animal model *. MS is
believed to be initiated when myelin-specific T cells infiltrate the CNS across the
blood-brain barrier triggering subsequent recruitment of inflammatory
leukocytes. Other immune cells such as B cells and neutrophils also play a role
in MS pathogenicity®. However, T-cell trafficking and migration into the brain
and their role and interaction with immune cells remain poorly understood. BBB
breakdown is a consistent early feature of new lesion development in relapsing-
remitting MS, and it usually correlates with active inflammation and myelin
breakdown. During this process, vascular endothelial cells are affected leading
to the opening of the BBB, which facilitates invasion of circulating inflammatory
cells that play a critical role in the MS pathogenesis. Some proteins have been
associated with BBB dysfunction®.

Even though the etiology of MS is unknown, the involvement of genetic-
susceptibility and environmental determinants is well-acknowledged .
Refinements in genomic techniques and large-scale use of genetic markers in
large population samples have enabled the identification of more than 100
genes associated with MS, many of which implicated in the control of immune
responses®. However, few studies have investigated the association between
genetic markers and BBB dysfunction mediated by proteins.

Recently, a study of induced EAE using Duffy atypical receptor
chemokine (DARC) knockout mice demonstrated a potential role for DARC in
BBB breakdown®. The DARC gene is also known as FY, Duffy (Dfy), and
ACKR1Y™. ACKR1 encodes a glycosylated membrane protein and a
promiscuous chemokine receptor that binds chemokines of both CXC (IL8) and
CC (CCL5) classes, suggesting that it has role in inflammation®?. In addition,
ACKR1 polymorphisms are the basis of the Duffy blood group system™, which



consists of four alleles — FYA, FYB, FYB(ES), and FYB(WK), five antigens —
Fy(a), Fy(b), Fy3, Fy5, and Fy6, and five phenotypes — Fy(a+b-), Fy(a—-b+),
Fy(a+b+), Fy(a-b+(wK)), and Fy(a-b-). Fy(a-b-)", or Duffy-negative
individuals, lack the Duffy protein on erythrocytes and are predominantly African
and American blacks’®. The Fy(a-b-) phenotype has been classically
associated with a mutated GATA box or the translated protein, which abolishes
the expression of the protein in erythrocytes and characterizes Duffy-null
individuals'®. Additionally, immunohistochemical, biochemical, and molecular
analysis of tissues from Duffy-negative individuals showed that ACKRL1 is
expressed in endothelial cells lining on the postcapillary venules lacking the
erythrocyte receptor™*.

The single-nucleotide polymorphism (SNP) Fy Null rs2814778 allele has
unique worldwide distribution as shown on the geostatistical map in Figure 1b*°.
In a previous study from our group, Fy Null rs2814778 was evaluated as part of
an ancestry informative marker (AIM) panel that was able to discriminate among
populations of European, African, and Amerindian ancestry. The AIM panel was
applied to compare MS, neuromyelitis optica (NMO), and healthy control
groups®’. The study showed by admixture mapping and principal component
analysis (PCA) that MS, NMO, and controls all had European contribution.
Considering the unigue composition of the Brazilian population, this exploratory
study aimed to investigate a possible association between the SNP marker Fy
Null rs2814778 and MS.

OBJECTIVE
This study aimed to determine the frequency of the Fy Null rs2814778
allele in MS individuals and healthy controls.

METHODS

The study was approved by the Research Ethics Committee of the
Botucatu Medical School, Sado Paulo, Brazil under protocol 4205-2012. In total,
131 patients with MS diagnosed according to the McDonald criteria who were
treated at the Clinical Hospital of the Ribeirdo Preto School of Medicine,



Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil and 131 bone marrow donors with no
personal or family history of autoimmune or demyelinating diseases recruited
from the Ribeirdo Preto Blood Center participated in the study.

Previous studies from our research group with the same patients that
participated in the current study detected 12 AIMs with & values > 50% between
Africans and Europeans or Amerindians and Europeans’®'®. Here, we evaluated the

same AIMs using PCR-based restriction fragment length polymorphism (RFLP)*".

Statistical analysis

Patients were stratified by age of MS onset and severity of first attack
and 2 x 2 contingency tables were constructed for the comparison of allelic
frequencies using the Fisher's exact test with odds ratio (OR) and 95%
confidence intervals (Cl). The analyses were performed using GraphPad InStat
software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).

RESULTS

Thirty-six men and 67 women were evaluated (F/M ratio: 2.1). The
median age of MS onset was 30 years (range: 13-59 years) and the median
Kurtzke Expanded Disability Status Scale (EDSS) in the last evaluation was 6.0
(range: 1.0-10.0).

Analysis of the AIM panel showed that heterozygosis frequency was
lower in MS patients than in controls for FY-Null polymorphisms A/G rs2814778
(OR = 0.44, 95% CIl = 0.24-0.82, p = 0.01) and AT3 ins/del rs138521 (OR =
0.44, 95% Cl = 0.25-0.77, p = 0.004) (Table 1).



Table 1. Ancestry informative markers and the risk for developing MS.

Ancestry marker p OR (95% Cl)
rs2814778 AG 0.01 0.44 (0.24-0.82)
rs2252544 TC 0.962 1.01 (0.58-1.77)
rs285 TC 0.766 1.09 (0.63-1.89)
rs3138521 InsDel 0.004 0.44 (0.25-0.77)
rs3138524 InsDel 0.12 0.56 (0.27-1.17)
rs3138522 InsDel 0.535 1.28 (0.59-2.78)
Rs3138523 InsDel 0.193 0.69 (0.39-1.21)
rs4884 TC 0.194 0.69 (0.39-1.21)
rs1079598 TC 0.601 1.19 (0.62-2.32)
rs16383 InsDel 0.351 1.31(0.74-2.31)
rs16344 InsDel 0.296 0.72 (0.39-1.33)
Rs140864 InsDel 0.443 0.72 (0.31-1.66)
Constant 0.005 2.9
DISCUSSION

The Fy Null G/G rs2814778 genotype is known to be associated with
impaired gene expression in erythroid from DARC-negative individuals®,
resistance to Plasmodium falciparum malaria (PF)*, and benign neutropenia in
Africans?®’. Additionally, an in vitro study demonstrated another role for DARC
(or ACKR1) erythrocyte as a chemokine reservoir®. In our study, an MS
protective effect was observed in the heterozygous genotype FY-null T/G
rs2814778 when compared to controls, indicating another possible association
for the gene.

The Fy Null G rs2814778 allele and the Fy Null G/G rs2814778
genotype, and the Fy Null T rs2814778 allele and the Fy Null T/T rs2814778
genotype show differential worldwide distribution*®. The former are predominant
in West Africa and have low frequency in Europe, North America, and Asia,
whereas the latter exhibit low frequency in Africa and almost 100% in
Caucasian individuals. The Brazilian sample analyzed in the current study
showed 52% heterozygosity - Fy Null G/T rs3814778, reflecting the admixture



of Europeans and Africans in the Brazilian population. Interestingly, the
worldwide distribution of Fy Null is mirrored by the distribution of MS prevalence
— MS has high prevalence in Europe and North America (> 100/100,000
population) and is rare in Africa, regions with low and high frequency of the Fy
Null G allele, respectively® (Fig. 1b). Thus, the association of Fy Null T/G
genotype with MS protection in a Brazilian population sample suggests that this
polymorphism may play a role in resistance to disease development®. This
interpretation is supported by an experimental study that showed mild clinical
signs of EAE in the BBB endothelium of DARC-deficient mice (C57BL/6
Darc—/- and SJL Darc—/-)°. Thus, if i) Afro-descendants are DARC-deficient™,
i) MS is rare in DARC-deficient African regions®*®, and iii) DARC-deficient mice
with induced EAE show mild clinical manifestations®, this molecule may be
associated with protection against MS and EAE and milder relapse.
Interestingly, inflammatory cell infiltrates in postcapillary venules — the same site
of ACKR1 expression — are the hallmark of MS?3. Nevertheless, no ACKR1
expression was observed in arterial endothelial cells®*.

In Brazil, the prevalence of MS ranges from low (1.3/100,000, Recife, state of
Pernambuco, Northeast region) to moderate (27/100,000, Santa Maria, state of
Rio Grande do Sul, South region) and shows a north-south gradient®2°. Most
European contribution to the genetic composition of the Brazilian population
also follows the same pattern within the country. Thus, the association of
genotype Fy Null G/T with MS protection could help explain the low MS
prevalence in Afro-descendant populations. Frequency studies of Fy Null alleles
in different Brazilian regions may help explain the distribution of MS in Brazil. It
is possible that the association of ACKR1 with MS had never been detected
because most studies have been conducted in Caucasian populations, in which
the Fy null A/A rs2814778 genotype has high frequency. The analysis of the risk
of MS also showed that AT3 ins/del rs138521 heterozygosity rate was also
reduced. The association of SNPs rs2814778 and rs138521 with MS protection
may simply reflect linkage disequilibrium between the two markers, which has

been previously demonstrated™.



CONCLUSION

Genetic markers with specific allele population profiles can influence MS

prevalence and help explain some trends in disease prevalence across different

populations. ACKR1 is a genetic trait associated with resistance to MS and may

influence the pathophysiology of MS.
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