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RESUMO

O receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) € uma proteina
transmembrana da superfamilia das imunoglobulinas. Quando ativado por seus
ligantes, como o0s AGEs (produtos finais de glicacdo avancada) e as
S100/calgranulinas, RAGE pode desencadear resposta pro-inflamatoria e,
possivelmente atuar nas complicacdes de processos patolégicos como a aterosclerose
e o diabetes. O gene RAGE tem cerca de 30 polimorfismos ja identificados, e entre eles
estdo os polimorfismos da regido promotora -429 T>C, -374 T>A e a 63 Del (-407 a
-345), responsaveis pelo aumento da expressdo de RAGE, bem como o do exon 3, o
polimorfismo G82S ou GS (Gly—»>Ser no coédon 82), associado a dermatoses em
diabéticos. O objetivo deste estudo foi determinar as freqtiéncias genotipicas e alélicas
dos polimorfismos de RAGE, nas regifes anteriormente citadas, em uma populacéo
Brasileira saudavel etnicamente classificada. Uma amostra da populacdo Brasileira
(n=132) foi caracterizada fenotipicamente em Euro-Brasileiros (n=62) e Afro-Brasileiros
(n=70). O grupo Euro-Brasileiro foi constituido de homens/mulheres: 25,8%/74,2%, com
idade meédia de 42,4 + 12,7 anos, e 0 grupo Afro-Brasileiro composto por
homens/mulheres: 50,0%/50,0%; com idade média de 50,9 + 17,6 anos. Esta pesquisa
tem a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos (HC/UFPR).
Os genotipos foram determinados por PCR-RFLP, utilizando as enzimas Alul (AGYCT)
e Tsp5091 (VAATT); os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (10%; 29:1) e visualizados com brometo de etideo sob luz ultravioleta.
Todas as frequéncias genotipicas seguem o Equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0,05).
As freqUéncias genotipicas e alélicas encontradas para Euro-Brasileiros foram
respectivamente: -429 (75,8% T/T, 24,2% T/C+C/C e T;C = 0,871;0,129), -374 (38,7%
T/T, 61,3% T/A+A/A e T;A = 0,653;0,347), G82S (95,2% GI/G, 4,8% G/S+S/S e G;S =
0,976;0,024); e para Afro-Brasileiros: -429 (77,2% TI/T, 22,8% T/C+C/C e T,C =
0,879;0,121), -374 (60,0% T/T, 40,0% T/A+A/A e T;A = 0,769;0,231), G82S (98,6%
G/G, 1,4% G/S+SIS e G;S = 0,993;0,007). Cinco individuos do grupo de Afro-Brasileiros
(7,1%) apresentaram a 63 Del em heterozigose. As frequéncias alélicas e genotipicas
para os polimorfismos -429 T>C e G82S mostraram-se similares (P > 0,05) nos dois
grupos. O grupo Afro-Brasileiro mostrou uma frequéncia significativamente menor do
alelo -374A quando comparado ao Euro-Brasileiro (P = 0,041). Os polimorfismos -429
T>C e -374 T>A estdo em absoluto desequilibrio de ligagdo (D’ = 1) nos dois grupos
étnicos investigados. Nossos resultados foram similares aos encontrados para o G82S
em brasileiros, indios asiaticos e tchecos; bem como aos encontrados para 0s
polimorfismos da regido promotora -429 T>C, -374 T>A e 63 Del em uma populagéo de
diabéticos tipo 2 de caucasotides e Afro-Brasileiros. Esta é a primeira descricdo da
frequéncia desses polimorfismos em uma populacao Brasileira saudavel.

Palavras-chave: gene RAGE; polimorfismos, populagdes.



ABSTRACT

The receptor for advanced glycation end products (RAGE) is a multi-ligand member of
the immunoglobulin superfamily of cell surface proteins. When activated by its ligands,
such as AGEs (advanced glycation end products) and S100/calgranulins, RAGE
induces the activation of proinflammatory pathways which may be involved in several
pathologies such as atherosclerosis and diabetes. RAGE gene is known to have about
30 polymorphisms already identified, among which are the promoter region
polymorphisms -429 T>C, -374 T>A and 63 Del (-407 to -345) related to increased
expression of RAGE, as well as the exon 3 polymorphism, G82S or GS (Gly—Ser in
codon 82) associated to skin disorders in diabetic patients. The aim of this study was to
determine the allele and genotype frequencies of RAGE polymorphisms above cited of
the promoter region and the exon 3 in a healthy Brazilian population etnically classified.
A sample of the Brazilian population (n=132) was fenotipically caractherized in Euro-
Brazilians (n=62) and Afro-Brazilians (n=70). The Euro-Brazilian group consisted of
men/women: 25.8%/74.2%; aged 42.4 + 12.7 years, and the Afro-Brazilian group
consisted of men/women: 50.0%/50.0%; aged 50.9 + 17.6 years. The University
Committee for Ethics in Human Research (HC/UFPR) approved this study. The
genotyping was performed by PCR-RFLP with the restriction enzymes Alul (AG{CT)
and Tsp5091 (VAATT). The PCR fragments were separated by polyacrylamide gel
electrophoresis (10%; 29:1), stained with ethidium bromide and visualized under
ultraviolet light. The genotype and allele frequencies for the Euro-Brazilians were: -429
(75.8% T/T, 24.2% T/C+C/C e T;C = 0.871;0.129), -374 (38.7% T/T, 61.3% T/A+A/A e
T;A = 0.653;0.347), G82S (95.2% G/G, 4.8% G/S+S/S e G;S = 0.976;0.024), and for the
Afro-Brazilians were: -429 (77.2% T/T, 22.8% T/C+C/C e T;C = 0.879;0.121), -374
(60.0% T/T, 40.0% T/A+A/A e T;A = 0.769;0.231), G82S (98.6% G/G, 1.4% G/S+S/S e
G;S = 0.993;0.007). The genotype frequencies met Hardy-Weinberg equilibrium
expectations in both sub-populations for all the polymorphisms analyzed (P > 0.05).
Heterozygotes for the 63 Del were detected in five samples (7.1%) all in the Afro-
Brazilian group. The genotype and allele frequencies of the polymorphisms -429 T>C
and G82S were similar within the two groups (P > 0.05). The Afro-Brazilians showed a
lower frequency of allele -374A when compared to Euro-Brazilians (P = 0.041).
Polymorphisms -429 T>C and -374 T>A are in linkage desequilibrium (D’ = 1) in both
investigated groups. Our results were similar to those reported for G82S in Brazilian,
Asian Indian and Czech subjects; as well as to those found for promoter region
polymorphisms -429 T>C, -374 T>A e 63 Del in type 2 diabetic Afro-Brazilians. This is
the first description of these polymorphisms in a healthy Brazilian population.

Key-words: RAGE gene, polymorphisms, population.



1. INTRODUCAO

Produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) sdo um grupo heterogéneo de
compostos que podem ser responsaveis por diversos efeitos fisiopatoldgicos
(HUDSON et al., 1998). A formacdo de AGEs ocorre pela natureza reativa de
acucares redutores, que reagem de forma ndo-enzimatica com grupos amino de
proteinas, produzindo uma ligacao irreversivel (HUDSON et al., 2002); a velocidade
desta reacédo é diretamente proporcional a concentracdo e ao tempo de exposicéo a
glucose. As complicagBes associadas ao diabetes tém sido relacionadas a formacao
dos AGEs (HUDSON et al., 2001).

AGEs interagem com o receptor para produtos finais de glicacdo avancada (o
RAGE), ativando vias pro-inflamatorias e pré-coagulantes (MIYATA et al., 1997,
NAGARAJ et al., 1996). RAGE € membro da superfamilia das imunoglobulinas de
superficie celular e é expresso em varios tipos celulares. A expressao de RAGE é
aumentada em situacdes de aumento da ativacdo celular, quando ocorre acumulo
de AGEs, como no Diabetes mellitus, na resposta inflamatéria e na doenca de
Alzheimer (HUDSON et al., 2002; NISHIKAWA et al., 2000; SCHMIDT E STERN,
2000).

O gene RAGE esta localizado no cromossomo 6p21.3, proximo ao complexo
de histocompatibilidade (SUGAYA et al, 1994, GenBank/EMBL Data Bank
Accession Number D28769) e, até o momento, ja foram identificados cerca de 30
polimorfismos em sua sequéncia. Na regido promotora de RAGE foram encontrados
os polimorfismos -429 T>C, -374 T>A e a delecao de 63 bp, ou 63 Del (-407 a -345),
gue tém sido mostrados como responsaveis pelo aumento da expressao do gene
RAGE (SANTOS et al., 2005). Esta regido esta envolvida na regulacdo da expressao
génica de RAGE e, portanto, € um importante alvo de estudo visto que variacdes
nesta regido podem aumentar ou reduzir a expressao de RAGE. O exon 3 é a
provavel regido codificadora do sitio de interagdo ligante-receptor, portanto,
alteragcbes como o polimorfismo G82S (transicdo de guanina para adenina na
posicdo 555) associado a dermatoses em diabéticos (HUDSON et al., 2002), podem
estar associadas a modificacdes na interacéo ligante-RAGE. Estudos de associacao



destes polimorfismos com as complicagbes do diabetes e outras doencas tém sido
reportados, entretanto, os resultados ainda sao conflitantes.

Estudos anteriores desenvolvidos neste laboratorio indicaram uma possivel
associacdo entre as frequéncias destes polimorfismos e etnias. O estudo das
freqUuéncias genotipicas e alélicas destas mudancas ainda nao foi descrito para
individuos saudaveis na populacdo brasileira, e como h& uma possivel influéncia
destas alteracbes nas complicacdes associadas ao diabetes e outras patologias,
como a doenca de Alzheimer, é necessario determinar sua distribuicdo na populagéo
brasileira saudavel para formar uma base de dados. Esta base permitird comparar
as frequéncias encontradas em diferentes etnias com os Afro-Brasileiros e Euro-
Brasileiros do nosso estudo, e possibilitara determinar se a associacdo destes
polimorfismos a doencas € real, ou se a variacdo € devida somente ao componente

étnico da populacao investigada.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia de polimorfismos do gene RAGE (receptor para os
produtos finais de glicacdo avancada), -429T>C, -374T>A e delecdo de 63 bp da
regido promotora, e G82S da regido do exon 3, em amostras de DNA de individuos
saudaveis categorizados fenotipicamente em Euro-Brasileiros e Afro-Brasileiros,

comparando a frequiéncia alélica e genotipica entre estes grupos étnicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a regido
promotora e a regido do exon 3 do gene RAGE;

e Determinar a frequiéncia da 63 Del da regido promotora de RAGE através de
eletroforese de agarose dos produtos de PCR;

e Caracterizar genotipicamente os polimorfismos -429T>C e -374 T>A da regiao
promotora do gene RAGE através da reacdo de PCR — RFLP utilizando as
enzimas de restricdo Alul e Tsp509I, respectivamente; e o polimorfismo G82S
da regidao do exon 3, utilizando a enzima de restricdo Alul,

¢ |dentificar os fragmentos de restricdo dos polimorfismos -429T>C, -374 T>A e
G82S através de eletroforese em gel poliacrilamida;

e Determinar as freqiéncias haplotipicas e o desequilibrio de ligacdo entre os
polimorfismos -429T>C e -374 T>A da regido promotora;

e Comparar os dados obtidos com dados reportados na literatura para outras

etnias.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA

Produtos finais de glicacdo avancada (AGEs: Advanced Glycation End
Products) sdo um grupo heterogéneo de compostos responsaveis por efeitos
adversos, incluindo reducdo de atividade enzimatica, danos a acidos nucléicos,
formacdo de pontes (cross-linking) entre proteinas, além de inducdo de vias
citotoxicas (HUDSON et al., 1998).

Segundo BROWNLEE (1995), os AGEs séo gerados a partir dos chamados
produtos de Amadori, 1-amino-1-deoxicetose, produzidos pela reacdo de glucose
com proteinas. Produtos anélogos sédo formados pela reacdo entre outras aldoses e
proteinas. A taxa de formacéo de produtos de Amadori é diretamente proporcional a
concentracdo e ao tempo de exposicdo a glucose, por isso, as complicacdes
associadas ao diabetes (doencas micro-vasculares e macro-vasculares) tém sido
relacionadas a formacao dos AGEs (HUDSON et al., 2001).

Um grande numero de AGEs (Figura 1) tém sido isolado ou sintetizado de
novo. Os mais estudados sdo a carboxi(metil)lisina (CML, N°-(carboximetil)lisina)
(AHMED et al., 1986) e a pentosidina (SELL et al., 1989). Entre outros, também s&o
citados na literatura: 2-2(furoil)-4(5)-(2furanil)-1H-imidazol (FFI) (PONGOR et al.,
1984), pirralina (NJORGE et al., 1987), 1-alquil-2-formil-3,4-diglucsil-pirrol (AFGP)
(FARMAR et al., 1988), e mais recentemente 3-deoxiglucosona (SINGH et al., 2001).

FIGURA 1 — ESTRUTURA QUIMICA DE AGES.
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FFI:  2-2(furoil)-4(5)-(2furanil)-1H-imidazol; AFGP: 1-alquil-2-formil-3,4-diglicosil  pirrol; CML:
carboximetil lisina; pyrraline: pirralina e pentosidine: pentosidina (HUTTUNEN, 1996).



A formacdo de AGEs ocorre pela natureza reativa de acUcares redutores,
como a glucose que, por meio de seus grupos aldeidos ou cetonas, reagem né&o-
enzimaticamente com grupos amino livres de proteinas, produzindo uma ligacéao
irreversivel (HUDSON et al., 2002). Esta reacao foi descrita primeiramente por Luis-
Camille Maillard em 1912 (HUTTUNEN, 1996).

A glucose € o acucar preferencial para o processo de glicagcdo (ou
glicosilacdo) in vivo por ser o carboidrato mais abundante no plasma, no entanto,

outros agUcares também podem levar a formacéo de produtos de glicacéo.

O mecanismo de formacao dos AGEs (Figura 2) ainda néo foi completamente
elucidado, porém uma das possiveis vias de sintese pode ser descrita em trés
etapas principais (NAGARAJ et al. 1996; HUDSON et al. 2002): (1) formacao da
base reversivel de Schiff e produtos de Amadori estaveis; (2) rearranjos destes
grupos em estruturas quimicas mais complexas e reativas; e (3) formacdo dos

produtos de Maillard ou AGEs.

Esta sequiéncia de reacdes € lenta e espontanea, podendo demorar semanas
ou meses (HARDING, 1985; HUTTUNEN, 1996), no entanto evidéncias sugerem
que outros precursores de AGEs como frutose, glucose-6-fosfato e gliceraldeido-3-
fosfato, reagem mais rapidamente com proteinas que a glucose, reduzindo o tempo
de formacao. In vitro, o nivel de AGEs derivados de frutose depois de cinco dias de
reacado € dez vezes maior que o de AGEs derivados de glucose (MCPHERSON,
1988).

A formacdo de reacbOes cruzadas entre os AGEs produz estruturas que
tendem a gerar intermediarios reativos de oxigénio que interagem com estruturas
presentes na superficie celular (BROWNLEE et al., 1988; VLASSARA et al., 1994).
Proteinas glicadas, portanto, podem participar destas reacdes cruzadas, sendo que
este processo de polimerizacdo ocorre mesmo na auséncia de glucose livre (EBLE
et al., 1983). A Figura 2 mostra esquematicamente o processo de reacdes cruzadas

com proteinas ligadas a AGEs.



FIGURA 2 - MODELO ESQUEMATICO DA GLICACAO DE PROTEINAS,
FORMACAO DE AGES E REACAO DE CROSS-LINK ENTRE

PROTEINAS.
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Fonte: COTRAN et al., 1999.

3.2 AGES E EFEITOS ASSOCIADOS

A formacdo de AGEs causa alteracfes fisiopatoldgicas via trés mecanismos
(HUDSON et al., 2002): (1) a formacdo de AGEs na matriz extracelular prendendo
proteinas, e eventualmente, estreitando o limen de vasos sanglineos; (2) a
formacao de AGEs intracelularmente, alterando estrutura e funcdo de proteinas e;
(3) AGEs interagem com receptores especificos, ativando vias pro-inflamatérias e
pro-tromboticas através de estresse oxidativo e da ativacdo de fatores de
transcrigao.

Os AGEs estéo intimamente relacionados com diversas patologias, como por
exemplo, doencas vasculares, complicagbes micro-vasculares e macro-vasculares

do diabetes e arteriosclerose. O efeito mais conhecido dos AGEs é a sua



capacidade de formar pontes (cross-linking) entre proteinas gerando efeitos toxicos
no organismo.

BROWNLEE et al. (1986) e KENT et al. (1985) evidenciaram que a formacgao
de AGEs extracelular altera as propriedades funcionais de diversos componentes
da matriz importantes, como o colageno, levando a formacdo de pontes com
proteinas plasmaticas como a imunoglobulina G e lipoproteinas de baixa densidade
(LDLs), contribuindo para o estreitamento do limen dos vasos (BROWNLEE et al.,
1985; BROWNLEE et al., 1983).

A formacéo de AGEs extracelular inibe ainda a associacéo lateral do colageno
tipo IV para formar a estrutura normal da membrana basal (TSILBARY et al., 1988).
Laminina glicada tem sua polimerizacao reduzida e a sua ligacdo com colageno tipo
IV e heparan sulfato é prejudicada (CHARONIS et al., 1990). Ou seja, a formacédo de
AGEs na matriz extracelular interfere tanto nas intera¢cdes matriz-matriz quanto nas
interacdes matriz-célula, e a estrutura de vasos parece ser alterada por estas
anormalidades.

A formacao de AGEs intracelular também gera perturbacdes, pois a glicacao
de proteinas celulares pode levar a perda ou alteracdo de funcdo (HUDSON et al.,
2002). AGEs podem também afetar a funcdo do DNA, pelo menos in vitro estes
compostos podem gerar mutacdes e transposi¢cdo em procariontes e em células de

mamiferos, modificando a expresséo génica (BUCALA et al. 1993; 1984).

Vérios receptores celulares que apresentam capacidade de ligacdo com o0s

AGEs ja foram identificados, dentre os quais estéo:

1. Receptor scavenger de mondcitos e macrofagos (ARAKI et al., 1995; SUZUKI
etal., 1997; VLASSARA et al., 1986, VLASSARA et al., 1985);

2. Duas proteinas relacionadas a ligacdo com AGEs, uma de 60 kDa (P60) e
outra de 90 kDa (P90), foram isoladas de figado de rato (YANG et al., 1991);

3. Duas proteinas isoladas de células endoteliais, uma de 35 kDa, semelhante a
lactoferrina, e outra de 46 kDa, com nova seqiiéncia N-terminal (BROWNLEE,
1995);

4. Proteina de 32 kDa designada de galectina-3 (VLASSARA et al., 1995);

5. AGE-R1-3 (LI et al., 1996; VLASSARA et al., 1995);

6. CD-36 (KUNIYASU et al., 2003; OHGAMI et al., 2001);



7. LOX-1 (JONO et al., 2002);

8. OST-48 e 80K-H (EL KHOURY et al., 1994; NEEPER et al., 1992);

9. Receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE). Este é o
receptor de AGEs melhor caracterizado até o momento: a ativacdo de RAGE
pela ligagdo com AGE gera estresse oxidativo (BROWNLEE, 1995). Até o
momento, a maioria dos estudos corrobora que RAGE é o receptor com papel

central na biologia e patogénese de AGEs.

Evidéncias apontam os AGEs como responsaveis pelas complicagbes no
diabetes, e estas s&o corroboradas pelos efeitos inibitdérios da aminoguanidina,
composto que previne a formacdo de AGEs e reduz a severidade dessas
complicacbes em modelos animais. Entretanto, ainda ndo se sabe se a inibicdo

farmacoldgica sera a mesma em humanos (BROWNLEE, 1995 e 1993).

Alguns estudos sugerem a existéncia de enzimas que detoxificam precursores
de AGEs, prevenindo a sua formacao. A natureza e eficiéncia dessas enzimas pode
ser um fator determinante da quantidade de AGEs que é formado em qualquer nivel
de glucose em diabéticos ou individuos saudaveis (BROWLEE, 1995).

A literatura (BROWLEE, 1995) ainda sugere que a glicacdo da proteina B-
amiléide soluvel acelera a sua agregacdo, relacionando os AGEs ao

desenvolvimento mais rapido da doenca de Alzheimer.

3.3 RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA

3.3.1 O gene RAGE

O gene do receptor para os produtos de glicacdo avancada (RAGE: Receptor
for Advanced Glycation End Products) humano foi mapeado no cromossomo 6p21.3
(Figura 3), e uma analise desta regido determinou a proximidade deste gene com o
complexo principal de histocompatibilidade classe Il (MHCIII) (SUGAYA et al., 1994,
GenBank/EMBL Data Bank Accession Number D28769).



FIGURA 3 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA LOCALIZACAO DO GENE
RAGE.

Fonte: SCHMIDT e STERN, 2000.

Este gene & composto por 11 exons e 10 introns e ja foram identificados 30
polimorfismos nas sequiéncias de DNA da regido promotora, exons, introns e regides
5 e 3’ UTR do gene RAGE. A Figura 4 (KANKOVA et al., 2005) mostra as principais

variantes descritas entre exons e introns de RAGE.

FIGURA 4 - MAPA DE POLIMORFISMOS DO GENE RAGE.
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Variantes mais comuns marcadas em negrito; polimorfismos analisados neste estudo circulados em
vermelho (adaptado de KANKOVA et al., 2005).

3.3.2 Polimorfismos de RAGE

Vérios estudos indicam um possivel papel dos polimorfismos do gene RAGE

como mediadores de funcdo alterada do receptor, associando-os as complicacdes
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micro-vasculares e macro-vasculares do diabetes (DING et al., 2005). Contudo, em
sua maioria, os polimorfismos de RAGE sdo responsaveis apenas por raras
alteracdes em regides codificadoras, ou ainda por alteracdes localizadas em regifes
nao codificadoras (HUDSON et al., 1998). Este pode ser o motivo de a maioria dos
estudos de associagao que investigam a relacdo entre os polimorfismos de RAGE e
complicagbes do diabetes, apresentarem resultados negativos ou controversos
(KANKOVA et al., 2005).

HUDSON et al. (2001) identificaram a repeticdo de trés nucleotideos -1420
(GGT)n e as substituicdes -1393 G>T, -1390 G>T, -1202 G>A, -429 T>C, -374 T>A e
a 63 Del (delecao da regido -407 a -345) na regidao promotora de RAGE, além da
substituicdo +20 T>A da regido 5 UTR. Destes, foi demonstrado que os
polimorfismos -429 T>C, -374 T>A e 63 Del alteram a expresséo do gene RAGE. Em
outro trabalho, HUDSON et al. (1998), descreveram nove polimorfismos no gene
RAGE, sete localizados nos exons e dois nos introns. Entre estes polimorfismos,
quatro geram troca de aminoacidos: T187P (exon 6), G329R (exon 8), R389Q (exon
10) e G82S (exon 3). Apenas o polimorfismo G82S (exon 3) foi encontrado em mais

de uma amostra.

A transicdo 2184 A>G no intron 8 pode estar situada no sitio regulatério de
interagcdo com os ligantes, e foi associada ao status antioxidante de pacientes
diabéticos (KANKOVA et al, 2001). KANKOVA et al. (2005) encontraram ainda uma

maior freqiiéncia do alelo 2184G em um grupo de diabéticos com nefropatia.

YOSHIOKA et al. (2005) ndo encontraram relagdo entre o polimorfismo
G1704T e microalbuminuria (estagio inicial de nefropatia) em japoneses diabéticos
tipo 2. Estes resultados séo divergentes daqueles encontrados por MATSUNAGA-
IRIE et al. (2004) que observaram uma fraca relagéo entre G1704T e nefropatia em
japoneses diabéticos tipo 2, o que pode ser devido a pequena amostra analisada
pelo ultimo. Este polimorfismo ocorre num intron de RAGE, e ainda néo foi

determinado se apresenta algum efeito funcional.

Variagcbes em regibes que codificam o sitio de interacdo ligante-receptor,
como o exon 3, ou em regides responsaveis pela regulacédo da expressao de RAGE,
como o promotor, sdo importantes alvos das pesquisas porque podem alterar a

ativacao e sinalizagao do receptor RAGE. Polimorfismos da regidao promotora podem
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estar envolvidos com modificagao da regulacao génica, aumentando ou diminuindo a
expressao de RAGE (SANTOS et al., 2005).

Recentemente, RUDOFSKY et al. (2004) descreveram uma reducédo do risco
para nefropatia em diabéticos associada a 63 Del da regido promotora em pacientes
com Diabetes mellitus tipo 2, que representa a perda dos nucleotideos -405 a -345
do promotor de RAGE. Ainda, HUDSON et al. (2002) relataram um aumento da

expressao génica de RAGE em individuos com esta delecéo.

De acordo com HUDSON et al. (2002), o polimorfismo -429T>C da regiao
promotora de RAGE ndo apresenta associacfes com isquemia cardiaca, tanto em
diabéticos quanto em ndo diabéticos, porém foi observada associacdo do alelo
-429C com retinopatia em diabéticos tipo 2 (HUDSON et al., 2001). KANKOVA et al.
(2005) encontraram associacdo entre o alelo -429C e nefropatia em pacientes
diabéticos. Dados reportados por HUDSON et al. (2001) mostram que a presenca do
residuo T na posicdo -429 (alelo -429T) causa um aumento da atividade
transcricional do promotor de duas vezes quando comparado com o residuo C na

mesma posicao (alelo -429C).

Em estudo recente SCHENK et al. (2001) relatam que o alelo -374A, do
polimorfismo -374 T>A da regido promotora de RAGE est4 associado com aumento
da frequéncia de cancer de células pulmonares ndo-pequenas (non-small cell lung
cancer). No entanto, HUDSON et al. (2002) n&o observaram associagcado entre este
polimorfismo e isquemia cardiaca em diabéticos e ndo diabéticos, bem como com

retinopatia em diabéticos.

PETTERSSON-FERNHOLM et al. (2003) investigaram os polimorfismos -429
T>C, -374 T>A e G82S em diabéticos tipo 1 de uma populacéo finlandesa, e os
resultados indicaram que o gendétipo -374 A/A tem papel de protecdo contra o
desenvolvimento de doenca coronariana, além de associacdo do polimorfismo -374
T>A com nefropatia nos individuos pertencentes a esta amostra. Entretanto,
POIRIER et al. (2001) ndo encontraram esta associacdo quando estudaram

franceses diabéticos tipo 1.

SANTOS et al. (2005) ndo encontraram relacdo entre a presenca dos
polimorfismos -429 T>C e 63 Del e retinopatia, nefropatia e isquemia cardiaca em
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pacientes diabéticos tipo 2 caucasoéides e afro-brasileiros. Por outro lado estes
autores reportaram uma associacdo do alelo -374A com a reducdo do risco de
isquemia em diabéticos tipo 2 afro-brasileiros. FALCONE et al. (2004) descreveram
uma associacao entre o genodtipo -374 A/A e reducdo da suscetibilidade a doenca
arterial coronariana. Segundo HUDSON et al. (2002) esta substituicdo gera a perda
de um sitio de ligagdo a um complexo de proteinas repressoras da transcricdo de

RAGE, aumentando, portanto, o nivel de expressao do gene RAGE.

No polimorfismo G82S a substituicAo de guanina por adenina (G—>A) na
posicdo 555 do exon 3 de RAGE gera mudanca de residuo de aminoacidos no
coédon 82 (GGC—>AGC), com substituicdo de glicina (G, Gly) por serina (S, Ser). O
exon 3 codifica para uma regido de RAGE envolvida na interagcdo com seus ligantes,
portanto, alteracdes em residuos de aminoacidos (ndo-sinbnimas) desta regido da
proteina sdo particularmente interessantes, jA que podem alterar a resposta de
RAGE a ligacdo com AGEs. Apesar do polimorfismo G82S ocorrer no provavel sitio
de interacdo com os ligantes, ndo é possivel prever os efeitos estruturais deste
polimorfismo ja que a estrutura terciaria de RAGE nao é conhecida, no entanto,
evidéncias sugerem que o G82S esta associado com dermatoses em diabéticos
(HUDSON et al., 2002).

Estudos in vitro mostram que a presenca do gendtipo S/S em macrofagos
estd associada com o aumento da afinidade entre AGEs e RAGE, amplificando a
resposta pré-inflamatéria mediada por interleucinas (IL-1q, IL-6) e pelo TNFa (fator
de necrose tumoral a). Estes dados corroboram a hipotese de que o gendtipo S/S
(homozigoto) pode estar relacionado com a resposta inflamatéria anormal em
complicac@es vasculares (HUDSON et al., 2002).

N&do foi encontrada diferenca na freqiéncia genotipica ou alélica do
polimorfismo G82S entre individuos saudaveis e diabéticos tipo 2 com ou sem
doenca macrovascular numa populacéo de asiaticos e caucasoides (HUDSON et al.,
1998). YOSHIOKA et al. (2005) ndo encontraram relacdo entre o polimorfismo
G82S com microalbuminuria (estagio inicial de nefropatia) em diabéticos tipo 2

em uma populacéo japonesa.

Por outro lado, KANKOVA et al. (1999) observaram uma maior frequiéncia do

genaotipo S/S em individuos diabéticos com Psoriasis vulgaris e em 2002, 0 mesmo
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grupo de pesquisadores obteve resultados semelhantes ao analisar diabéticos com
outras dermatoses (HUDSON et al., 2002). KUMARAMANICKAVEL et al. (2002)
também encontraram relagdo entre o polimorfismo G82S e retinopatia em diabéticos.

Algumas hipoteses foram levantadas para explicar a divergéncia entre 0s
resultados de associagédo dos polimorfismos de RAGE e doencas como o diabetes,
incluindo as diversas origens das popula¢cdes chamadas caucaséides (Inglaterra,
Eslovénia, Finlandia, China, Italia, Franca, entre outros), diversidade de etnias nos
estudos, diferencas de expressédo do gene RAGE in vitro e in vivo (RUDOFSKY et
al., 2004), desequilibrio de ligacdo entre os alelos -429C e -374A ou entre 0s
polimorfismos do gene RAGE e regides adjacentes ou proximas que conferem

susceptibilidade ou protecédo as complicacdes do diabetes (SANTOS et al., 2005).

3.3.3 Estrutura do Receptor RAGE

Segundo SCHMIDT e STERN (2000) o receptor RAGE € uma proteina de
aproximadamente 45 kDa, membro da superfamilia das imunoglobulinas de
superficie celular. A regido extracelular de RAGE consiste de trés dominios de
imunoglobulina: um N-terminal do tipo V (variavel), seguido por dois do tipo C
(constante) estabilizados por pontes de enxofre internas entre residuos de cisteina.
Uma Unica regido transmembrana fixa o receptor RAGE na membrana e uma cauda
citosdlica pequena de 43 residuos de aminoéacidos, altamente carregada, interage

com as moléculas de transduc¢édo de sinal citosdlicas.

O sitio de interacdo com AGEs parece estar localizado numa regido que
compreende os 30 primeiros residuos de aminoacidos do dominio V (SCHMIDT et
al., 1997). Apesar de néo interagirem com os ligantes, os dominios C parecem ter
importante papel na estabilizacdo do dominio V (SCHMIDT et al., 2000). A Figura 5
mostra uma representacdo esquematica da estrutura do receptor RAGE e sua

interacdo com os AGEs através do dominio V.
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FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DO

RECEPTOR RAGE.
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Fonte: SCHMIDT e STERN, 2000.

Trés formas do receptor RAGE resultantes de splicing alternativo séao
conhecidas (Figura 6) (DING et al., 2005). Duas isoformas de RAGE foram
detectadas, uma de 45 kDa (RAGE) e outra de 35 kDa (NEEPER et al., 1992). Esta
dltima forma ndo apresenta a regido transmembrana e é o chamado RAGE soluvel
(SRAGE) (SCHMIDT et al., 1994). A proteina SRAGE é uma provavel supressora da
ativacdo e sinalizacdo de RAGE, visto que sequestra seus ligantes, evitando a
interacao ligante-RAGE e seus efeitos (DING et al., 2005).

Segundo SCHMIDT et al. (2000) existe ainda uma forma truncada de RAGE
que apresenta a cauda citosdlica deletada (DN-RAGE, dominant negative). Da
mesma forma que o RAGE nativo, a forma truncada interage normalmente com o0s
ligantes, porém ndo induz ativacédo celular e, portanto, compete com RAGE pelos
ligantes, reduzindo seus efeitos deletérios. Foram ainda identificadas proteinas de
48 kDa e 23 kDa de células neuronais, provavelmente resultado de processamento
pos-traducional de RAGE (BRETT et al., 1993).
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FIGURA 6 — ESQUEMA DO RECEPTOR RAGE E SUAS VARIANTES, sRAGE E

DN-RAGE.
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Fonte: SCHMIDT e STERN, 2001.

RAGE é expresso em baixos niveis em uma gama de tipos celulares, como
células endoteliais vasculares, células musculares lisas, células glomerulares,
macrofagos e mondcitos (BRETT et al.,, 1993). Em situacdes de aumento da
ativacdo celular ou no desenvolvimento do diabetes, inflamacdo e doenca de
Alzheimer, a expressdao de RAGE é extraordinariamente aumentada na retina, nas
células glomerulares (epiteliais e mesangiais) e na aorta (SCHMIDT e STERN, 2000;
SOULIS et al., 1997; RITTHALER et al., 1995).

Uma das peculiaridades de RAGE ¢é a sua capacidade de reconhecer familias
de ligantes, permitindo a sua participacdo em um amplo espectro de eventos
fisiopatoldgicos, relacionados principalmente a propagacao de disfuncéo celular. O
RAGE interage com ligantes estruturalmente distintos, mas com conformacdes
semelhantes, permitindo reconhecimento de uma variedade de sequéncias
primarias; este fato demonstra a importancia do entendimento da estrutura do sitio
de reconhecimento dos ligantes de RAGE (SCHMIDT et al., 2000).

Entre os principais exemplos de ligantes de RAGE, além dos AGEs, estédo os
polipeptideos S100/calgranulinas e as anfoterinas (HMGB1) que desempenham

papel de citocinas na resposta pro-inflamatéria (SCHMIDT et al., 2000).
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SELKOE (1994) cita a proteina p-amiloide, formada da protedlise da proteina
amildide, como mais um dos ligantes de RAGE, sugerindo o envolvimento deste
receptor na doenca de Alzheimer. Neste mesmo estudo foi demonstrado que RAGE
atua como mediador do transporte da proteina B-amildide através da barreira
sanguinea do cérebro contribuindo para o seu depdsito na membrana basal de
vasos sanguineos.

Outros estudos também tém reportado que RAGE pode atuar como receptor
de moléculas de adesao celular possibilitando o recrutamento de leucdcitos para as
regibes onde RAGE é expresso (HUDSON et al., 2002; SINGH et al., 2001).

3.3.4 Interacdo AGE-RAGE e seus efeitos

HUDSON et al. (2002) afirmam que o acumulo de AGE induz aumento da
expressdo de RAGE, portanto, receptor e ligante co-acumulam nos glomérulos
renais, retina e aorta de diabéticos como conseqiéncia de hiperglicemia. Para
SCHMIDT et al. (2000) a distribuicdo coincidente de receptor e ligante resulta em
ativacdo prolongada do receptor, sugerindo uma alca de retro-alimentacao positiva
(feedback positivo), onde a interacdo ligante-receptor aumenta a expressao do
receptor.

RAGE é um mediador da transducado de sinal que desencadeia (HUDSON et
al., 2002) estresse oxidativo e ativacdo da expressdo de fatores de transcricao,
como por exemplo, o NF-kB (fator nuclear-kB), modulador da expressao de outros
genes relacionados a resposta pro-inflamatoria, ao estado de pré-coagulacdo e a
vasoconstricao.

A ativacao e translocacéo nuclear de NF-kB ativam proteinas envolvidas na
adesdo de leucécitos ao endotélio, um processo implicado com o inicio de lesbes
aterosclerdticas e de outros distlrbios vasculares (COLLINS, 1993). A proteina
VCAM-1 é expressa no endotélio de placas aterosclerdticas, e gera aumento da
adesao de mondcitos (O’'BRIEN et al., 1993), que sdo recrutados por quimiotaxia
aos sitios de acumulo de AGEs (SCHMIDT et al., 1993). A interacdo AGE-RAGE
causa ainda aumento da expressao de TF (fator tecidual) e de trombulina pelo
endotélio (WESTWOOD et al., 1995) e macréfagos (ICHIKAWA et al., 1998),
iniciando um estado de pré-coagulacdo. RAGE ativado também induz a expressao
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de endotelina-1, um potente vasoconstritor (QUEHENBERGER et al., 1995), que
inibe a producéo de prostaciclina e de 6xido nitrico, contribuindo para a hipertenséo
em diabéticos. A inibicdo da producéo de prostaciclinas inicia retinopatia por perda
de pericitos (YAMAGISHI et al., 1995).

A ativacdo do receptor RAGE gera ainda aumento nas concentragdes de
citocinas de resposta pré-inflamatoria, como as interleucinas IL-1a e IL-6 e o fator de
necrose tumoral (TNFa) entre outros (SCHMIDT et al., 2000; SINGH et al., 2001;
HUDSON et al., 2002).

Até o momento, a Unica forma conhecida de reduzir a expressdo de RAGE é
interromper a interacdo com seus ligantes através do uso de sRAGE ou de
anticorpos que bloqueiam essa interacdo; sabe-se também que o tratamento com
aminoguanidina reduz tanto os niveis de AGEs quanto a expressdo de RAGE
(SOULIS et al., 1997).

A Figura 7 esquematiza os principais efeitos da interacdo AGE-RAGE.

FIGURA 7 - PRINCIPAIS EFEITOS DA ASSOCIAGAO AGE-RAGE
RELACIONADAS COM COMPLICACOES DO DIABETES
MELLITUS.
Interacéo
AGE-RAGE
—Y Geracao de
Disfuncao radicais livres
Celular de Oxigénio

J Estresse oxidativo

Ativacdo de
NF- xB

! I !

Fator tecidual ~ Elevacdo no niveisde  Liberagdo de

procoagulante VCAM-1 Endotelina-1
vasoconstritiva

Fonte: Adaptado de LAPOLLA et al. (2005).
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4. MATERIAL E METODOS

4.2AMOSTRA

As amostras de DNA analisadas neste estudo, gentilmente cedidas pela Prof.?
Dra. Maria Luiza Petzl-Erler do Laboratorio de Genética Molecular Humana do
Departamento de Genética, Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
do Parana (UFPR), foram coletadas em Curitiba de individuos saudaveis nao
aparentados no periodo de 1994 a janeiro de 2006. No momento da coleta, os
individuos (132) foram categorizados fenotipicamente nos grupos Euro-Brasileiro
(62) e Afro-Brasileiro (70).

A extracdo de DNA foi inicialmente realizada a partir de sangue total pelo
método de salting-out (LAHIRI e NURNBERGER, 1991), e mais recentemente pelo
método fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (SAMBROOK et al., 1989).

Este estudo tem aprovacdo do Comité de Etica em Seres Humanos do
Hospital de Clinicas — UFPR — CEP-HC n° 327.037/2001-04.

4.2 AMPLIFICACAO DE FRAGMENTOS DA REGIAO PROMOTORA E DO EXON 3
DO GENE RAGE ATRAVES DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf) sob condi¢cdes descritas detalhadamente a seguir

para cada regido investigada do gene RAGE, promotor e exon 3.

4.2.1 Promotor

O fragmento da regido promotora do gene RAGE contendo os polimorfismos
em estudo (-429 T>C e —374 T>A, além da 63 Del), foi amplificado através de PCR
utilizando como oligonucleotideos iniciadores os descritos por HUDSON et al. (2001)
gue geram um amplicon de 344 bp, correspondente a regiao -590 a -246:

e PromF:5-GGG GGC AGT TCT CTC CTC-3’;
e PromR:5-TCAGAG CCC CCGATC CTATTT-3..
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As condicbes da reacdo de PCR para amplificacdo do fragmento da regiao

promotora do gene RAGE estéo descritas nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1 - CONDICOES DE AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DA REGIAO

PROMOTORA.

REAGENTES E DNA CONCENTRAC}AO FINAL VOLUME (pL)

DNA molde (20 ng/uL) ~ 10 ng/pL 5,0

Tampao Tag (10X) 1X 1,0

MgCl, (50 mmol) 1,5 mmol/L 0,3

dNTP (5mmol) 0,2 mmol/L 0,4

Oligonucleotideos Iniciadores (5 10 pmol (cada) 2,0

pmol/uL cada)
Taq DNA polimerase (5U/ pL) 25U 0,5
Agua Reagente tipo 1 estéril gs 10 uL 0,8

Volume final 10
Tampdo Taq 10X concentrado: 200 mmol Tris-HCI (pH 8,4); 500 mmol KCI.

TABELA 2 - PROGRAMA UTILIZADO PARA AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DA
REGIAO PROMOTORA.

NUMERO DE o
CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (°C) TEMPO

1x Desnaturagéo 94 2 minutos
Desnaturagéo 94 40 segundos
34x Anelamento 60 40 segundos
Extensao 72 45 segundos

1x Extenséo Final 72 10 minutos

4.2.2 Exon 3

A regido do exon 3 do gene RAGE contendo o polimorfismo G82S foi
amplificado através de PCR utilizando como oligonucleotideos iniciadores o0s
descritos por KANKOVA et al. (1999) que permitem a amplificacio de um fragmento
de PCR de 397 bp, correspondente as regides do intron 1, exon 3 e parte do intron
3:

e E3F:5-GTAAGC GGG GCT CCT GTT GAC -3’;
e E3R:5-GGC CAA GGC TGG GGT TGA AGG -3'.
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As condic¢des da reacédo de PCR para amplificacdo do fragmento da regidao do
exon 3 do gene RAGE estao descritas nas Tabelas 3 e 4.

TABELA 3 - CONDICOES DE AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DA REGIAO DO

EXON 3.

REAGENTES E DNA CONCENTRAC}AO FINAL VOLUME (uL)

DNA molde (20 ng/uL) ~ 10 ng/pL 5,0

Tampao Tag (10X) 1X 1,0

MgCl, (50 mmol) 1,5 mmol/L 0,3

dNTP (5mmol) 0,2 mmol/L 0,4

Oligonucleotideos Iniciadores (5 10 pmol (cada) 2,0

pmol/uL cada)
Taqg DNA polimerase (5U/ uL) 25U 0,5
Agua Reagente tipo 1 estéril gs 10 uL 0,8

Volume final 10
Tampdo Taq 10X concentrado: 200 mmol Tris-HCI (pH 8,4); 500 mmol KCI.

TABELA 4 - PROGRAMA UTILIZADO PARA AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DA
REGIAO DO EXON 3.

NUMERO DE

CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1x Desnaturacéao 94 3 minutos
Desnaturacéao 94 40 segundos
34x Anelamento 67 40 segundos
Extensao 72 45 segundos
1x Extenséo Final 72 10 minutos

4.2.3 Eletroforese em gel de agarose

A quantidade e a qualidade do produto de PCR obtido foram determinadas
através de eletroforese submarina em gel de agarose a 1,5% (cuba Horizon 58, Life
Technologies a 60 Volts e 36 mA durante 1 hora) em tampao TBE 1X (Tris-
hidroximetilaminometano 89 mmol/L; acido borico 89 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, pH
8,2). Foram aplicados no gel de eletroforese 2 pL (~20ng) de produto de PCR
misturados com 3 pL de solugao corante (glicerol 30%, azul de bromofenol 0,05% e
xilenocianol 0,05%). O DNA foi corado com solu¢éo de brometo de etideo 0,5 pg/mL
e visualizado em transiluminador sob luz ultravioleta (302 nm). As imagens foram

obtidas com camara CCD (Sistema Biochemi, UVP).
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4.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS DA REGIAO PROMOTORA E DO
EXON 3 DO GENE RAGE

A genotipagem foi realizada por PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphisms) que foi realizada apés a obtencdo dos
produtos de amplificagdo gerados pela PCR (PCR-RFLP) com o intuito de
determinar os genotipos dos polimorfismos; para isso sdo utilizadas enzimas de
restricdo que cortam em sitios especificos do DNA gerando diferentes padrées de

bandas para os fragmentos com ou sem o polimorfismo.

4.3.1 Genotipagem dos polimorfismos da regido promotora do gene RAGE com a

enzima Tsp509I para restricdo da regiao promotora de RAGE

Para a determinacéo do polimorfismo -374 T>A da regido promotora do gene
RAGE, o produto de PCR, contendo essa regido, foi submetido a digestdo pela

enzima de restricdo Tsp509! (New England Biolabs), conforme descrito na Tabela 5.

TABELA 5 - CONDICOES DE RESTRICAO PARA O PRODUTO DE PCR DA
REGIAO PROMOTORA COM A ENZIMA Tsp509lI.

REAGENTES VOLUME (pL) CONCENTRACAO FINAL
Produto de PCR 1,25 ~12 ng
NEBuffer 1 [10X] 0,5 1X

Tsp5091 [10 U/uL] 0,125 1,25 U
Agua Reagente Tipo 1 estéril 3,125 gs 10 pL
Volume final 5

Homogeneizar e deixar em banho-maria a 65°C por 16 horas

Tampao NEBuffer 1 [10X]: 100 mmol Bis-Tris propano-HCI; 100 mmol MgCl,; 10 mmol ditiotreitol, pH
7,0 a 25°C.

4.3.2 Genotipagem dos polimorfismos do exon 3 do gene RAGE com a enzima Alul

Para a determinacédo dos genotipos dos polimorfismos -429 T>C e G82S, da

regido promotora e do exon 3, respectivamente, os produtos de PCR dessas duas
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regides foram submetidos a digestdo com a enzima de restricdo Alul (Invitrogen),

conforme descrito nas Tabelas 6 (promotor) e 7 (exon 3).

TABELA 6 - CONDICOES DE RESTRICAO PARA O PRODUTO DE PCR DA
REGIAO PROMOTORA COM A ENZIMA Alul.

REAGENTES VOLUME (uL) CONCENTRA(;AO FINAL
Produto de PCR 1,25 ~12 ng
Tampéo React 1 [10X] 0,5 1X
Alul [10 U/ulL] 0,125 1,25 U
Agua Reagente Tipo 1 estéril 3,125 Qs 10 pL
Volume final 5

Homogeneizar e incubar a 37°C por 16 horas

Tampéao NEBuffer 1 [10X]: 100 mmol Bis-Tris propano-HCI; 100 mmol MgCl,; 10 mmol ditiotreitol, pH
7,0 a 25°C.

TABELA 7 - CONDICOES DE RESTRICAO PARA O PRODUTO DE PCR DA
REGIAO DO EXON 3 COM A ENZIMA Alul.

REAGENTES VOLUME (uL) CONCENTRACAO FINAL
Produto de PCR 1 ~10 ng
Tampao React 1 [10X] 0,5 1X
Alul [10 U/ulL] 0,125 1,25U
Agua Reagente Tipo 1 estéril 3,375 s 10 uL
Volume final 5

Homogeneizar e incubar a 37°C por 16 horas

Tampao NEBuffer 1 [10X]: 100 mmol Bis-Tris propano-HCI; 100 mmol MgCl,; 10 mmol ditiotreitol, pH
7,0 a 25°C.

4.3.3 Identificacdo dos tamanhos dos fragmentos de restricao

Os produtos de restricdo foram analisados utilizando eletroforese em gel de
poliacrilamida 29:1 (10%) em tampdo TBE 1X (Sistema Rubi, Amersham). As
eletroforeses foram realizadas com 5 pL (~12ng) do produto de restricdo misturados
a 3 pL de solucao corante (glicerol 30%, azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol
0,05%), em tampao de corrida TBE 1X, 150V, 35 mA e 5W, por aproximadamente 4

horas a temperatura de 6 — 8 °C. Ap0s a corrida eletroforética o DNA foi corado em
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brometo de etideo 0,5 pg/mL e visualizado sob luz ultravioleta (302nm). As imagens
foram capturadas Sistema Biochemi (UVP).

Tanto as condicbes da reagdo de restricdo quanto as de PCR foram
otimizadas pelo Prof.° Geraldo Picheth em seu projeto de Doutorado junto ao

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR.
4.4 ANALISES ESTATISTICAS

O teste “t”, para amostras ndo pareadas, foi usado para comparar a idade
meédia entre os grupos Euro-Brasileiro e Afro-Brasileiro, e para comparar a propor¢cao
entre homens e mulheres da amostra investigada, foi utilizado teste de Chi-quadrado
).

As frequéncias genotipicas e alélicas observadas para todos os polimorfismos
investigados foram comparadas com as frequiéncias esperadas, de acordo com o
Teorema de Hardy-Weinberg, através do software disponivel no seguinte endereco

eletronico www.kursus.kvl.dk/shares/vetgen/Popgen/genetik/applets /kitest.

As comparaces das frequiéncias genotipicas e alélicas foram realizadas pelo
teste exato de Fisher bidirecional ou pelo teste do Chi-quadrado (), para verificar
se as frequiéncias observadas se distribuem de forma similar entre os grupos étnicos

investigados.

As analises que utilizaram os testes “t”, Chi-quadrado (3°) e exato de Fisher
bidirecional foram processadas utilizando o software Statistica para Windows versao
5.5 (StaSoft, 2001); com excec¢do as analises de frequéncias haplotipicas, que
utilizaram o teste de contingéncia de Chi-quadrado (y?) e foram realizadas no
software RxC (MILLER, 1997). A analise do desequilibrio de ligagéo foi feita através
software Arlequin 3.01 (EXCOFFIER et al, 2006) disponivel no site

http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3.

Para o polimorfismo -374 T>A, ndo foram analisadas as amostras que
apresentaram a 63 Del, porque estes polimorfismos ocorrem na mesma regido do
DNA, portanto, em fitas com a delecéo, ndo ha a regido do polimorfismo -374 T>A.

Para todas as analises, foi considerada significativa probabilidade P < 0,05.


http://www.kursus.kvl.dk/shares/vetgen/Popgen/genetik/applets%20/kitest.
http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Os individuos analisados neste estudo eram saudaveis, ndo aparentados e
foram classificados fenotipicamente em Euro-Brasileiros e Afro-Brasileiros. Os dados
antropomorficos estdo mostrados na Tabela 8.

No grupo Euro-Brasileiro foi observada uma freqiiéncia significativamente
maior de mulheres e menor de homens em relagdo ao Afro-Brasileiro. Por outro

lado, o grupo de Afro-Brasileiros apresentou idade média significativamente maior.

TABELA 8 - CARACTERIZACAO DA AMOSTRA.
EURO-BRASILEIROS (62) AFRO-BRASILEIROS (70) P

Homens 16 (25,8%) 35 (50%) 0.0044
Mulheres 46 (74,2%) 35 (50%) —_
Idade Média 42,4+ 12,7 50,9+ 17,6 0,0018

Valores da idade média sdo dados em anos. Variacdes significativas estdo sublinhadas e em negrito.

5.2 ANALISE DA VARIABILIDADE DOS POLIMORFISMOS DA REGIAO
PROMOTORA E DO EXON 3 DO GENE RAGE

Para todos os polimorfismos analisados foram comparadas as frequéncias
alélicas e genotipicas entre os grupos Euro-Brasileiro e Afro-Brasileiro para
determinar se ha variacdo entre estes grupos étnicos. A comparacdo da frequéncia
dos gendtipos foi feita entre a frequiéncia do gendétipo homozigoto usual e a soma

das frequéncias dos genotipos heterozigoto e homozigoto variante.

As frequéncias genotipicas dos polimorfismos -429 T>C, -374 T>A, 63 Del e
G82S encontradas estéo distribuidas de acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg

nos dois grupos para todos os polimorfismos analisados (P > 0,05).

A Figura 8 mostra eletroforetrograma em gel de agarose 1,5% tipicos dos
produtos de amplificacdo com tamanho de 344 bp do fragmento contendo o

promotor e 397 bp do fragmento com o exon 3.
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FIGURA 8 - PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE AMPLIFICACAO
DAS REGIOES PROMOTORA E DO EXON 3 DO GENE RAGE.

397 bp
344 bp

Promotor

Eletroforese em gel de agarose 1,5 % em tampéo TBE 1X desenvolvida a 60V e 36 mA por
uma hora. O DNA foi corado com brometo de etideo 0,5 pug/mL e visualizado sob luz
ultravioleta (302nm). Imagem capturada pelo Sistema Biochemi (UVP). Linha 1: marcador de
tamanho molecular de 100 pb (Gibco). Linhas 2 a 5: perfil eletroforético do amplicon de 344 bp
da regido promotora do gene RAGE. Linhas 6 a 9: perfil eletroforético do amplicon de 397 bp
da regido do exon 3 de RAGE. A direita do gel estdo os tamanhos obtidos apds reacéo de
PCR e a esquerda, os tamanhos do marcador de massa.

5.2.1 Analise da variabilidade da 63 Del

A 63 Del da regido promotora de RAGE apresenta trés genétipos identificaveis
em gel de agarose 1,5 % apos a reacdo de PCR: I/l, o homozigoto sem esta delecéo,
I/D, o heterozigoto que apresenta uma fita sem a delecédo e a outra com a 63 Del, e
D/D, o homozigoto com a 63 Del nas duas fitas; o ultimo gendétipo ndo foi encontrado
em nenhuma amostra dos individuos analisados para ambos os grupos, Euro-
Brasileiro e Afro-Brasileiro.

A analise dos géis de agarose 1,5% permitiu identificar, entre os individuos
analisados, cinco amostras de Afro-Brasileiros com a 63 Del (Figura 9) na regido
promotora do gene RAGE em heterozigose, portanto, com o genoétipo heterozigoto
I/D. Nenhuma amostra apresentou a delecdo em homozigose, bem como, néo foi
detectada nenhuma amostra de Euro-Brasileiro com a delecéo.

A 63 Del gera perda do fragmento que inclui os nucleotideos -405 a -345 da regido
promotora de RAGE na qual esta localizado o polimorfismo -374 T>A, portanto, fitas
com esta delecdo ndo apresentam este polimorfismo. Para tanto, individuos com a
63 Del foram descartados das andlises do polimorfismo -374 T>A, o que faz com

gue o grupo Afro-Brasileiro tenha, para este polimorfismo exclusivamente, 65
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individuos contabilizados. Apds a reacdo de restricdo com a enzima Alul, pdde-se
determinar que em todas as amostras com a 63 Del, a outra fita de DNA
apresentava o alelo -374T.

FIGURA 9 - PERFIL ELETROFORETICO DA 63 DEL DO AMPLICON DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE.

492 bp
369 bp

246 bp

123 bp

Eletroforese em agarose 1,5% (tampdo TBE 1X) dos produtos de
amplificagdo da regido promotora do gene RAGE identificados com
brometo de etideo e detectados em luz ultra-violeta (302 nm). Imagem
capturada pelo Sistema Biochemi (UVP). Linhas 1 e 3: 63 Del em
heterozigose com fita sem delecéo; Linha 2: perfil sem delecéo (344 bp) e;
Linha 4: marcador de massa molecular de 123 bp. A esquerda do gel
estdo os tamanhos obtidos apos reacéo de PCR e a direita, os tamanhos
do marcador de massa.

A analise estatistica da 63 Del revelou uma diferenca significativa (P = 0,034)
entre as frequéncias dos alelos | e D nos grupos étnicos analisados neste estudo,
visto que apenas o grupo de Afro-Brasileiros apresentou amostras com a 63 Del,
enquanto no grupo Euro-Brasileiros nédo foi detectado nenhum individuo com
delecdo. A comparacdo entre as frequéncias dos gendtipos 63 Del I/l vs I/D+D/D
apesar de considerada nao significativa (P > 0,05), esta proxima do limite de
significancia (P = 0,06) e, portanto, deve ser analisada cuidadosamente. A Tabela 9
resume estes resultados.
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TABELA 9 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DA 63 DEL DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE.

TOTAL EURO-BRASILEIROS AFRO-BRASILEIROS

< 1
GENOTIPOS (N =132) (N = 62) (N = 70) P

I/ 127(96,2%) 62 (100%) 65 (92,9%)

IID 5 (3,8%) 0% 5 (7,1%)
D/D 0 (0%) 0% 0% 0,060**
HW P=082 @ - P=0,75

D 0,019 0 0,036

P? = 0,034*

HW: Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de x°); P: teste exato de Fisher bidirecional; P*: 63 Del I/l vs
I/D + D/D (teste exato de Fisher bidirecional); D: freqiiéncia do alelo D (63 Del); p? :comparacao das
freqiiéncias alélicas (teste de XZ). Valores significativos sublinhados e em negrito. * O grupo Afro-
Brasileiro apresentou freqiiéncia maior do alelo raro D que o Euro-Brasileiro (teste de XZ; p? = 0,034).
** A comparacdo entre as freqiiéncias dos genoétipos 63 Del I/l vs I/D+D/D, apesar de considerada
nao significativa (P* > 0,05), esta no limite de significancia.

5.2.2 Andlise da variabilidade do polimorfismo -429 T>C

O uso da enzima Alul permitiu identificar trés gendtipos do polimorfismo -429
T>C da regido promotora de RAGE: T/T, o homozigoto usual, T/C, o heterozigoto, e
C/C, o homozigoto variante; todos os trés foram encontrados nas amostras dos dois
grupos étnicos analisados, Euro-Brasileiros e Afro-Brasileiros.

A Figura 10 esquematiza os sitios de restricdo da enzima Alul (que cliva o
DNA no sitio AGYCT) no amplicon de 344 bp do promotor, e os fragmentos de

restricdo que caracterizam os genotipos estao representados na Figura 11.
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FIGURA 10 - MAPA DE RESTRICAO DO PRODUTO DE PCR DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE GERADO COM A ENZIMA Alul.

Alelo -429T

344 bp

Alelo -429C
344 bp

T_

183 bp

As setas indicam os sitios de restricdo para a enzima Alu I. Em destaque a perda do sitio de restri¢céo
(X) na regido do gendtipo selvagem T/T.

FIGURA 11 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PERFIL ELETROFORETICO
DOS GENOTIPOS PARA O POLIMORFISMO -429 T>C DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE.

L
TIC CiC

A Figura 12 mostra o perfil eletroforético dos genoétipos em gel de
poliacrilamida 10% (29:1) apés reacao de PCR-RFLP, ou seja, ap0s a digestdo dos
amplicons do promotor com a enzima Alul. A resolugdo das bandas permitiu
evidenciar e diferenciar satisfatoriamente o padrdo de bandas dos fragmentos
digeridos.

O fragmento amplificado da regido promotora de RAGE que possui 0 genétipo
usual T/T (Linha 1) ndo apresenta o sitio de restricdo de Alul, portanto, apresenta
apenas uma banda de 344 bp ap0s a restricdo. A transicdo de timina para citosina
na posicado —429 da regiao promotora (AGCT) leva ao aparecimento de um sitio de
restricdo para Alul, gerando os fragmentos de 183 bp e 161 bp para o homozigoto
C/C (Linha 3). Finalmente, o gendtipo do heterozigoto T/C (Linha 2) apresenta os
fragmentos de 344 bp, 183 bp e 161 bp.
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FIGURA 12 - PERFIL ELETROFORETICO DOS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO
-429 T>C DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE.

183 bp
161 bp

Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (29:1) com tampédo TBE 1X,
corada com brometo de etideo e visualizada sob luz ultra-violeta (302 nm).
Imagem capturada pelo Sistema Biochemi (UVP). Linhas 1, 2 e 3: peffil
eletroforético dos genétipos T/T, T/C e C/C, respectivamente. Linha 4:
marcador de massa molecular de 123 bp. A esquerda do gel estdo os
tamanhos obtidos apds reacdo de PCR-RFLP e & direita, estdo os tamanhos
do marcador de massa.

A Tabela 10 resume as frequiéncias genotipicas e alélicas encontradas para o
polimorfismo -429 T>C da regido promotora de RAGE. N&o foram encontradas

variacdes significativas ao comparar os dois grupos étnicos.

TABELA 10 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO
-429 T>C DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE.
TOTAL EURO-BRASILEIROS AFRO-BRASILEIROS

< 1
GENOTIPOS (N =132) (N = 62) (N = 70) P

TIT 101 (76,5%) 47 (75,8%) 54 (77,2%)

TIC 29 (22,0%) 14 (22,6%) 15 (21,4%)

c/C 2 (1,5%) 1 (1,6%) 1 (1,4%) 1,000

HW P =0,96 P=0,97 P=0,97

C 0,125 0,129 0,121

P?=0,85

HW: Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de Xz); P: teste exato de Fisher bidirecional; P*: -429 T/T vs
TIC+CIC (teste exato de Fisher bidirecional); C: frequéncia do alelo C; P* comparacdo das
frequéncias alélicas (teste de Xz). Ndo foram observadas variacBes significativas para este
polimorfismo.
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5.2.3 Analise da variabilidade do polimorfismo -374 T>A

O uso da enzima Tsp509I permitiu identificar trés gendtipos do polimorfismo
-374 T>A da regido promotora de RAGE: T/T, o homozigoto usual, T/A, o
heterozigoto, e A/A, o homozigoto variante; todos os trés foram encontrados nas
amostras dos dois grupos étnicos analisados, Euro-Brasileiros e Afro-Brasileiros.

Como comentado anteriormente, o grupo Afro-Brasileiro apresentou cinco
individuos com a 63 Del, que gera perda do fragmento que inclui o polimorfismo -374
T>A. Portanto, os individuos com a 63 Del foram retirados das analises do
polimorfismo -374 T>A, o que faz com que, neste caso, 0 grupo Afro-Brasileiro
apresente um total de 65 amostras investigadas, enquanto o grupo Euro-Brasileiro
permanece com 62 amostras.

A Figura 13 esquematiza os sitios de restricdo da enzima Tsp509I (que cliva o
DNA no sitio VAATT) no amplicon de 344 bp da regido promotora de RAGE e os
fragmentos de restricdo que caracterizam o0s gendtipos estdo representados na
Figura 14.
FIGURA 13 — MAPA DE RESTRICAO DO PRODUTO DE PCR DA REGIAO

PROMOTORA DO GENE RAGE COM A ENZIMA Tsp509l.

Alelo -374T ¢ | ¢

344 bp
75 bp
29 bp
110 bp
130 bp
Alelo -374A

AATT  AATT 344 bp

29 bp

240 bp

As setas indicam os sitios de restricdo para a enzima Tsp509l. Em destaque a perda do sitio de

restricdo (X) na regido da mutacdo —374A.
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FIGURA 14 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PERFIL ELETROFORETICO
DOS GENOTIPOS PARA O POLIMORFISMO -374 T>A DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE.

T TIA AIA

A Figura 15 mostra o perfil eletroforético dos gendtipos em gel de
poliacrilamida 10% (29:1) apds reacdo de PCR-RFLP, ou seja, ap0s a digestao dos
amplicons do promotor com a enzima Tsp509Il. A resolucdo das bandas permitiu
evidenciar e diferenciar satisfatoriamente o padrdao de bandas dos fragmentos

digeridos.

FIGURA 15 - PERFIL ELETROFORETICO DOS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO

-374 T>A DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE.
1 2 3 4

TIT

Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (29:1) com tampéo TBE 1X,
corada com brometo de etideo e visualizada sob luz ultra-violeta (302 nm).
Imagem capturada pelo Sistema Biochemi (UVP). Linhas 1, 2 e 3: peffil
eletroforético dos gendétipos A/A, T/T e T/A, respectivamente. Linha 4:
marcador de massa molecular de 100 bp. A esquerda do gel estdo os
tamanhos obtidos ap6s reagdo de PCR-RFLP e a direita, os tamanhos do
marcador de massa.
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O fragmento amplificado que possui o genotipo homozigoto usual T/T (Linha 2)
apresenta quatro fragmentos de restricao: 130 bp, 110 bp, 75 bp e 29 bp (o fragmento
de 29 bp ndo estd representado neste gel para nenhum gendtipo devido a sua
pequena massa molecular, embora esteja presente em todos, como representado na
Figura 14). A mudanca —-374 T>A (AAAT), ou seja, a transversdo de timina para
adenina, faz com que a enzima ndo reconheca a regido como um sitio de restrigcao.
Assim, o0 genoétipo homozigoto variante A/A (Linha 1) ndo apresenta os fragmentos de
130 bp e 110 bp, mas sim um fragmento de 240 bp, que € a soma dos fragmentos de
130 bp e 110 bp, além dos fragmentos de 75 bp e 29 bp, comuns aos dois genétipos.
O gendtipo heterozigoto T/A (Linha 3) apresenta os dois alelos, portanto, apresenta
todos os fragmentos: 240 bp, 130 bp, 110bp, 75bp e 29 bp.

A Tabela 11 resume as frequéncias genotipicas e alélicas encontradas para o
polimorfismo -374 T>A da regido promotora de RAGE. O grupo Euro-Brasileiro
apresentou a freqiéncia do genétipo T/T significativamente menor, e a freqiiéncia de
T/A+A/A significativamente maior que a de Afro-Brasileiros. Em relacdo as
frequéncias  alélicas, o0 grupo Afro-Brasileiro apresentou frequéncia

significativamente menor do alelo raro -374A.

TABELA 11 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO
-374 T>A DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE.
TOTAL EURO-BRASILEIROS AFRO-BRASILEIROS

S 1
GENOTIPOS (N = 127) (N = 62) (N = 65) P

TIT 63 (49,6%) 24 (38,7%) 39 (60,0%)

TIA 55 (43,3%) 33 (53,2%) 22 (33,8%)

A/A 9 (7,1%) 5 (8,1%) 4 (6,2%) 0,021*

HW P=0,52 P=0,17 P=0,71

A 0,287 0,347 0,231

P% = 0,041*

HW: Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de x°); P: teste exato de Fisher bidirecional; P*: -374 T/T vs
T/A+A/A (teste exato de Fisher bidirecional); A: freqiéncia do alelo A; P comparacdo das
freqUiéncias alélicas (teste de XZ). Valores significativos sublinhados e em negrito. * O grupo Euro-
Brasileiro apresentou uma freqiiéncia do gendtipo T/T significativamente menor, e a freqiiéncia de
T/A+A/A significativamente maior que o grupo Afro-Brasileiro (teste exato de Fisher bidirecional; P =
0,021). ** O grupo Afro-Brasileiro apresentou frequiéncia do alelo raro -374A significativamente
menor que o grupo Euro-Brasileiro (teste de Xz; P?= 0,041).
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5.2.4 Andlise da variabilidade do polimorfismo G82S

O uso da enzima Alul permitiu identificar dois dos trés genoétipos possiveis do
polimorfismo G82S da regido do exon 3 de RAGE: G/G, o homozigoto usual e G/S, o
heterozigoto. O homozigoto variante S/S n&o foi encontrado nas amostras de nenhum
dos dois grupos étnicos analisados, Euro-Brasileiros e Afro-Brasileiros.

A Figura 16 esquematiza os sitios de restricdo da enzima Alul (que cliva o
DNA no sitio AGYCT) no amplicon de 397 bp da regido do exon 3 de RAGE e os
fragmentos de restricAo que caracterizam 0s genotipos estdo representados na

Figura 17.

FIGURA 16 - MAPA DE RESTRICAO DO PRODUTO DE PCR DA REGIAO DO
EXON 3 DO GENE RAGE GERADO COM A ENZIMA Alul.

Alelo G i X
¢ 397 bp

T_
248 bp
Alelo S i ¢

397 bp

| e— |
149 bp | —
AT —

181 bp

As setas indicam os sitios de restricdo para a enzima Alul. Em destaque a perda do sitio de restri¢cdo
(X) na regido do genotipo selvagem G/G.
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FIGURA 17 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PERFIL ELETROFORETICO
DOS GENOTIPOS PARA O POLIMORFISMO G82S DA REGIAO DO
EXON 3 DO GENE RAGE.

G/IG
G/S S/S

A Figura 18 mostra o perfil eletroforético dos gendtipos em gel de
poliacrilamida 10% (29:1) apds reacdo de PCR-RFLP, ou seja, ap0s a digestao dos
amplicons do exon 3 com a enzima Alul. A resolucdo das bandas permitiu evidenciar

e diferenciar satisfatoriamente o padrdo de bandas dos fragmentos digeridos.

FIGURA 18 - PERFIL ELETROFORETICO DOS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO

G82S DA REGIAO DO EXON 3 DO GENE RAGE.
1 2 3 4 5

Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (29:1) com tampdo TBE 1X,
corada com brometo de etideo e visualizada sob luz ultra-violeta (302 nm).
Imagem capturada pelo Sistema Biochemi (UVP). Linha 1: marcador de
massa molecular de 123 bp. Linhas 2 e 3: perfil eletroforético do genotipo
GIS e, linhas 4 e 5: perfil eletroforético do gendtipo G/G. A esquerda do gel
pode-se observar os tamanhos do marcador de massa e a direita, estdo os
tamanhos obtidos apos reacao de PCR-RFLP.
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O gendtipo usual G/G apresenta uma guanina na posi¢cdo 555 do exon 3 do
gene RAGE, enquanto no alelo raro ocorre uma transicdo de guanina para adenina,
causando uma substituicdo de aminoacidos (glicina por serina) no codon 82 da
proteina resultante. Apos a agdo da Alul sobre o fragmento de PCR obtido s&o
gerados dois fragmentos para o genotipo usual G/G (Linhas 4 e 5): 248 bp e 149 bp.
O gendtipo S/S (ndo encontrado neste estudo) apresenta um novo sitio de restricdo
no fragmento de 248 bp, produzindo os fragmentos: 181 bp e 67 bp, além do 149 bp.
A restricdo do heterozigoto G/S, Linhas 2 e 3, produz os fragmentos: 248 bp, 181 bp,
149 bp e 67 bp (esta ultima banda n&o esté representada na foto, por ter massa
molecular muito pequena).

A Tabela 12 resume as frequéncias genotipicas e alélicas encontradas para o
polimorfismo G82S da regido promotora de RAGE. N&do foram encontradas

variacdes significativas ao comparar os dois grupos étnicos.

TABELA 12 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO
G82S DA REGIAO DO EXON 3 DO GENE RAGE.

TOTAL EURO-BRASILEIROS AFRO-BRASILEIROS

< 1
GENOTIPOS (N = 132) (N = 62) (N = 70) =
GIG 128 (97,0%) 59 (95,2%) 69 (98,6%)
GIS 4 (3,0%) 3 (4,8%) 1 (1,4%)
S/S 0 0 0 0,340
HW P =0,86 P=0,84 P=0,95
S 0,015 0,024 0,007
P% = 0,257

HW: Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de XZ); P: teste exato de Fisher bidirecional; P*: G82S G/G
vs G/S+S/S (teste exato de Fisher bidirecional); S: freqiéncia do alelo S; P comparacao das

freqUiéncias alélicas (teste de XZ). N&do foram observadas variacdes significativas para este
polimorfismo.

5.3 ANALISE DE HAPLOTIPOS E DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS
POLIMORFISMOS -429 T>C E -374 T>A

Para os polimorfismos -429 T>C e -374 T>A foi realizado um estudo de
haplétipos e de desequilibrio de ligacdo devido a sua proximidade.

Os dois alelos destes polimorfismos combinados podem formar até quatro
tipos de haplétipos, sendo eles: -429T/-374T, -429T/-374A, -429C/-374T e -429C/
-374A. Destes, trés (-429T/-374T, -429T/-374A, -429C/-374T) foram encontrados
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tanto em Euro-Brasileiros quanto em Afro-Brasileiros e suas frequéncias s&o
mostradas na Tabela 13. O haplétipo -429C/-374A, que contém os alelos raros dos
polimorfismos -374 T>A e -429 T>C, néo foi observado em nenhuma amostra.

N&o foi encontrada diferenca significativa das frequéncias haplotipicas entre
0S grupos étnicos investigados com P = 0,088 (erro padrdo S.E. = 0,007), indicando

que os haplétipos se distribuem de forma similar nesta populacéo.

TABELA 13 — FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS.
HAPLOTIPOS ENCONTRADOS EURO-BRASILEIROS AFRO-BRASILEIROS

-429T/-374A 0,35 0,23
-429C/-374T 0,13 0,12
-429T/-374T 0,52 0,65

P =0,088; S.E. = 0,007 (teste de ).

A andlise do desequilibrio de ligacdo esta sintetizada nas Tabelas 14 (Euro-
Brasileiros) e 15 (Afro-Brasileiros). Corroborando o0s resultados da analise
haplotipica, na qual ndo foi encontrado apenas o haplétipo com os alelos raros dos
dois polimorfismos (-429C/-374A), o desequilibrio de ligacdo encontrado para 0s
dois grupos foi absoluto (D’ = 1), o que indica que os alelos -429C e -374A néao
ocorrem na mesma fita de DNA, ou seja, quando ocorre o alelo raro -429C, nesta
mesma fita ocorrera o alelo mais comum do polimorfismo —374 T>A (-374T), e vice-

versa.
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TABELA 14 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS -429
T>C E -374 T>A NO GRUPO DE EURO-BRASILEIROS.

-374 T/T -374 T/IA -374 AIA
429 TIT 13 29 5
-429 T/C 10 4 0
-429 C/C 1 0 0

P =0,0018; D’ =1.

TABELA 15 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS -429
T>C E -374 T>A NO GRUPO DE AFRO-BRASILEIROS.

374 TIT -374 T/IA -374 AJA
-429 T/T 26 20 4
-429 T/C 12 2 0
-429 C/C 1 0 0

P =0,0193; D' =1.
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6. DISCUSSAO

O receptor RAGE é capaz de reconhecer mdultiplos ligantes e aparentemente
esta envolvido em um largo espectro de eventos fisiopatologicos. A funcdo normal
de RAGE ainda néo esta esclarecida. Entretanto sua ativacao através da interacao
produtiva com um ligante desencadeia uma cadeia de transdugcdo de sinal
intracelular levando a resposta inflamatéria, estado de pré-coagulacéo, geracéo de
espécies reativas de oxigénio e inclusive modificacdo da expressdo génica com
inducdo da transcricdo do préprio gene RAGE. Sob condi¢bes anormais onde o
RAGE é persistentemente ativado, como se presume ocorra em pacientes
diabéticos, o RAGE funciona como um propagador de disfuncbes celulares
(HUDSON et al., 2002; HUDSON et al., 2001; SCHMIDT et al., 2000).

A persisténcia de alta glicemia em paciente diabéticos, leva ao acumulo de
AGEs no organismo que resulta na alteragdo da matriz extracelular, alteragdo da
estrutura e funcéo de proteinas e, via ativacdo de RAGE, alteracdo na expressao de
fatores de transcricdo, desencadeando resposta inflamatoria (SINGH et al., 2001).
Estas uUltimas sdo respostas de carater global que alteram a fisiologia celular e até
tecidual. Assim, os efeitos decorrentes da resposta da ligagdo AGE-RAGE tém sido
reportados como relevantes e favorecedores das complicagcbes metabdlicas e
clinicas a que estdo sujeitos os pacientes diabéticos.

Os polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) podem causar mudancas
bioguimicas e fisiopatoldgicas importantes, resultando em modificacdo da seqiéncia
de residuos de aminoacidos na proteina ou no nivel de expressédo génica. Os
polimorfismos do gene RAGE tém sido relacionados com susceptibilidade genética
as complicacbes do diabetes, além da possivel associacdo com outras patologias,
como a doenca de Alzheimer. Por essas razdes, muitos pesquisadores tém focado
sua atencdo em alguns polimorfismos do gene RAGE. Os polimorfismos analisados
neste trabalho, -429 T>C e -374 T>A da regido promotora, e G82S do exon 3.
Outros polimorfismos que n&o constituem SNPs como a 63 Del da regido promotora,
tém sido associados com alteracfes importantes na expresséo ou funcdo de RAGE
(HUDSON et al., 2002). Neste sentido é essencial conhecer as frequéncias alélicas
e genotipicas de polimorfismos relevantes nas populacbes em estudo e,

especialmente, a variacdo entre os diversos grupos étnicos, que quando nao
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consideradas podem levar a conclusdes incorretas em estudos de associagdo com
patologias.

O protocolo de PCR para amplificacdo do fragmento contendo a regido
promotora e do exon 3 do gene RAGE foi otimizado em nosso Laboratoério e
produziu grande quantidade do fragmento de DNA especifico e nenhuma banda
inespecifica. O procedimento eletroforético em agarose 1,5% para avaliar os
produtos de PCR mostrou-se também adequado para identificar a presenca da 63
Del da regido promotora de RAGE de forma similar aquela descrita por outros
autores (HUDSON et al., 2001; RUDOSFSKY et al., 2004).

Para a identificacdo do polimorfismos -429 T>C, -374T>A e G82S, apos
reacdo de PCR-RFLP, foi utilizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (10%)
para a separacao dos fragmentos de restricdo. Ao contrario de HUDSON et al.
(2001) que utilizou eletroforese em gel de agarose a 3% para identificar os genétipos
do polimorfismo -374 T>A. Embora o processo de eletroforese em gel de
poliacrilamida seja mais trabalhoso, a separacdo dos fragmentos permitiu uma
identificacdo inequivoca dos genotipos. Nao foram observados clivagem parcial ou
aparecimento de bandas néo esperadas na reacao de PCR-RFLP.

No total foram analisados DNA de 132 individuos saudaveis, divididos em
dois grupos fenotipicamente categorizados em Euro-Brasileiros (47%) e Afro-
Brasileiros (53%). No grupo Euro-Brasileiro foi observada uma frequéncia
significativamente maior de mulheres e menor de homens em relacdo ao Afro-
Brasileiro, que apresentou idade média significativamente maior que o primeiro
grupo. Estes dados s&o apenas para caracterizar a amostra, uma vez que 0 gene
RAGE estd em cromossomo autoss6mico, portanto sua heranca néo esta ligada ao
sexo. Assim variacfes significativas na composicdo de géneros da amostra, nao
refletem variacdes nas frequiéncias genotipicas e alélicas de RAGE. A idade média
poderia ser relevante no caso deste ser um estudo de associacdo com patologias;
nosso estudo, no entanto, busca descrever as frequéncias de polimorfismos de
RAGE em uma amostra da populagéo brasileira saudavel diferenciada etnicamente.

As frequéncias genotipicas dos polimorfismos -429 T>C, -374 T>A, 63 Del e
G82S se distribuiram de acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg nos dois grupos
para todos os polimorfismos analisados (P > 0,05), dado coincidente com o
reportado para outras populacées (FALCONE et al., 2005; FALCONE et al., 2004,
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HUDSON et al.,, 1998; entre outros). As frequéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos -429 T>C e G82S se distribuiram de forma similar entre os grupos
étnicos investigados. Em contraste, os Afro-Brasileiros apresentaram uma frequéncia
significativamente menor do alelo -374A em relagdo aos Euro-Brasileiros (P =
0,041). Adicionalmente, as freqiéncias dos gendtipos do polimorfismo -374 T>A
variaram significativamente entre os grupos: a frequéncia do genétipo -374 T/T foi
significativamente maior no grupo de Afro-Brasileiros e menor em Euro-Brasileiros,
portanto, a freqiiéncia dos genoétipos combinados -374 T/A+A/A foi maior entre o0s
Euro-Brasileiros.

KANKOVA et al. (2005) encontraram uma associacdo entre um haplotipo
incluindo os alelos -429C/-374T com nefropatia em caucasoides diabéticos tipo 2.
Na populacdo estudada em nosso trabalho n&o foi encontrada qualquer variacéao
significativa das frequiéncias dos haplotipos encontrados -429T/-374A; -429C/-374T;
-429T/-374T entre os grupos étnicos investigados (P = 0,088), indicando que os
haplétipos se distribuem de forma similar nesta populacdo. Além disto, estes
resultados séo consistentes com o desequilibrio de ligacdo absoluto encontrado
entre os polimorfismos -429 T>C e -374 T>A (D’ = 1) tanto para Euro-Brasileiros (P =
0,0018) quanto para Afro-Brasileiros (P = 0,0193). Portanto, os alelos -429C e -374A
nao ocorreram juntos em nenhum individuo dos dois grupos, visto que também né&o
foi encontrada nenhuma amostra com haplétipo -429C/-374A, que contém os alelos
raros destes polimorfismos. HUDSON et al. (2001), obteviveram dados similares aos
nossos (P < 0,0001; D’ = 1) ao estudar uma populagéo de ingleses.

De acordo com KANKOVA et al. (2005), a ocorréncia de um baixo
desequilibrio de ligacdo entre os dois polimorfismos do promotor, -429 T>C e -374
T>A, e 0 do exon 3, G82S, aliada a baixa frequiéncia de G82S na populacado, sugere
uma possivel independéncia entre este polimorfismo e aqueles do promotor de
RAGE. Por isso o polimorfismo G82S néo foi incluido nas analises haplotipicas
deste estudo, visto que assim como SNPs com forte ligacdo s&o associados de
forma incorreta com patologias ao serem analisados separadamente, a analise
haplotipica que inclui SNPs independentes pode gerar resultados equivocados
(KANKOVA et al., 2005).

HUDSON et al. (1998) aventaram que devido a proximidade entre o gene

RAGE e aregido HLA é possivel que qualquer associacdo encontrada entre RAGE e
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complica¢gBes do diabetes seja devida a um desequilibrio de ligagdo com variacdes
nos loci de HLA. Entretanto, apesar de existir uma associacdo entre diabetes e
variacdes nos loci HLA, ainda ndo h& evidéncias que suportem esta associa¢cdo com
o desenvolvimento de complicacfes do diabetes (HUDSON et al., 1998).

Cinco individuos do grupo Afro-Brasileiro apresentaram o polimorfismo 63 Del
em heterozigose, todos juntos com o alelo -374T. No grupo Euro-Brasileiro nédo foi
detectado nenhum individuo com a 63 Del. A frequéncia do alelo 63Del é
significativamente maior entre os Afro-Brasileiros (P = 0,034). Por outro lado, a
comparacdo das frequéncias genotipicas dos grupos ndo é estatisticamente
significativa (genotipos I/l e 1/D+D/D; P = 0,060), embora muito préxima do limiar de
5% de significancia, sugerindo que estudos com populacbes maiores sejam
realizados.

A Tabela 16 mostra uma comparacdo entre os resultados obtidos neste

estudo para os polimorfismos -429 T>C, -374 T>A, 63 Del e G82S, e os de outras

populacdes, na maioria saudaveis, obtidos por outros autores.

HUDSON et al. (2001) estudaram uma populacédo inglesa e encontraram uma
associacdo entre o alelo -429C e retinopatia em diabéticos tipo 2. Ao comparar
estatisticamente seus resultados com 0s nossos, constatou-se que os genotipos T/T
e T/A+A/A, relativos ao polimorfismos -374 T>A, tém frequéncia em ingleses
significativamente diferentes daquelas encontradas em Euro-Brasileiros deste
estudo (P = 0,0005).

Em outro estudo, agora comparando a frequéncia de G82S entre populacdes
caucasoides e asiaticas, HUDSON et al. (1998) concluiram que n&o havia diferencas
de frequéncias entre as populacdes e que este polimorfismo ndo esta associado a
diabetes tipo 2 e suas complicacbes macrovasculares. Comparados com as
frequéncias deste estudo, observa-se diferencas significativas entre o grupo Afro-
Brasileiro e os caucasoides (P = 0,004) e os asiaticos (P = 0,026).

LIU e XIANC (1999) ndo encontraram associacdo da frequéncia do
polimorfismo G82S com nefropatia e retinopatia em diabéticos tipo 2 numa
populacdo de chineses. A frequiéncia dos genétipos deste polimorfismo do exon 3
diferiram significativamente tanto da do grupo de Euro-Brasileiros quanto daquela de
Afro-Brasileiros encontradas neste estudo (P < 0,00001) e os chineses de LIU e
XIANC (1999).
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YOSHIOKA et al. (2005), buscando uma associacdo entre G82S e nefropatia
em japoneses diabéticos tipo 2, obtiveram resultados negativos. As frequéncias
genotipicas de sua amostra diferem significativamente da de Euro-Brasileiros (P =
0,0023) e Afro-Brasileiros (P < 0,00001).

A frequéncia dos gendtipos relativos ao polimorfismo -374 T>A de Euro-
Brasileiros (P = 0,0182) é significativamente diferente da de suicos (SCHENK et al.,
2001), enquanto que a frequéncia dos gendtipos relativos aos polimorfismos -374
T>A (P = 0,01) e - 429 T>C (P = 0,039) de Afro-Brasileiros sé&o significativamente
diferentes das de uma populagéo tcheca (KANKOVA et al., 2005).

As frequéncias genotipicas relativas ao polimorfismo G82S foram similares (P
> 0,05) as encontradas em brasileiros (NAKA et al, 2006), indianos
(KUMARAMANICKAVEL et al., 2002) e tchecos (KANKOVA et al., 2005; VASKU et
al., 2002). Além disso, as frequéncias dos polimorfismos da regido promotora -429
T>C, -374 T>A e 63 Del de Afro-Brasileiros e Euro-Brasileiros saudaveis foram
semelhantes as de uma populacdo de caucasoides e Afro-Brasileiros diabéticos tipo
2 (SANTOS et al., 2005), indicando que mesmo nha presenca da doenca a frequéncia
genotipica se manteve similar entre populacdes de mesma etnia. A populacdo de
diabéticos tipo 2 estudada por SANTOS et al. (2005) foi utilizada nas analises
comparativas mesmo ndo sendo uma populacdo saudavel, porque este foi o Unico
trabalho encontrado na literatura reportando frequéncias destes polimorfismos em
Euro-Brasileiros (caucasoides) e Afro-Brasileiros.

A andlise comparativa com outros dados reportados na literatura mostrou que
as frequiéncias genotipicas dos Afro-Brasileiros em geral diferiram da de outras
etnias, como caucasoides (suicos e tchecos) e asiaticos (chineses e japoneses).
Embora em menor proporcdo, o grupo de Euro-Brasileiros também apresentou
freqUéncias genotipicas diferentes das de outras populacdes caucasoides, fato que
pode ser explicado pela grande miscigenacdo observada no Brasil devido ao seu
contexto historico e também pela origem diversa das populacdes chamadas
caucasoides (Inglaterra, Eslovénia, Finlandia, China, Italia, Republica Tcheca, Suica,

e outros).
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TABELA 16 — COMPARACAO DA FREQUENCIA DOS POLIMORFISMOS DE
RAGE OBTIDOS NESTE TRABALHO COM OS REPORTADOS
POR OUTROS AUTORES PARA DIFERENTES POPULACOES.

-429 T>C -374 T>A 63 Del G82S
REFERENCIA POPULACAO N TT T/IC+CIC T/IT TIA+A/A Il IID+DID GIG G/S+SIS
Euro-Brasileira 62 47 15 24 38 62 0 59 3
Presente estudo
Afro-Brasileira 70* 54 16 39 26 65 5 69 1
HUDSON et al., 1 1
2001 Inglesa 113 75 38 75 38
£ 2 2
HUDSON et al., Caucaséide 196 - 171 25
1998 Asidtica 156 - - 140° 16°
LIU e XIANC, 1999 Chinesa 104  --- 59* 45%
NAKA et al., 2006 Brasileira 82 ——- ——- ——- ——- ——- ——- 79 3
YOSHIOKA et al., 5 5
2005 Japonesa 232 - - -— - -— - 183 49
SCHENK et al., . 6 6
vl Suica I R— —  36° 23
AR oo VE-€t Asidtica (indios) 50 --- 59 3
VASKU et al., 2002 Tcheca 142 - 138 4
KANKOVA etal. Tcheca 228 125' 73" 82° 114° -~ - 193 6
SANZTC%S etal, Caucasoéide 520 402 118 256 264 502 18 --- ---
5**

Afro-Brasileira 183 141 42 111 72 167 16 --- -

* Apenas 65 individuos contabilizados nas analises do polimorfismo -374 T>A. ** Populagdo com
diabetes tipo 2, este trabalho foi considerado para as comparagdes por ser o Unico encontrado na
literatura relatando freqiiéncias destes polimorfismos em Euro-Brasileiros (caucasdides) e Afro-
Brasileiros. Valores significativamente diferentes (teste exato de Fisher bidirecional) dos encontrados
neste trabalho estdo marcados em negrito. ! Frequéncias dos genétipos T/T vs T/A+A/A de ingleses
diferiram dos encontrados para Euro-Brasileiros em nosso estudo (P = 0,0005); 2 Frequéncias dos
genodtipos G/G vs G/S+S/S de caucasotides diferiram dos de Afro-Brasileiros (P = 0,004); 8
Frequéncias dos genoétipos G/G vs G/S+S/S de asiaticos diferiram dos de Afro-Brasileiros (P = 0,026);
* Frequiéncias dos gendtipos G/G vs G/S+S/S de chineses diferiram dos de Euro-Brasileiros e de
Afro-Brasileiros (P < 0,00001). ° Frequiéncias dos genétipos G/G vs G/S+S/S de japoneses diferiram
dos de Euro- (P = 0,0023) e dos de Afro-Brasileiros (P < 0,00001); 6 Freqiiéncias dos gendétipos T/T
vs T/A+AJA de suicos diferiram dos encontrados para Euro-Brasileiros em nosso estudo (P = 0,0182);
" Frequéncias dos genétipos T/T vs T/C+C/C de tchecos diferiram dos encontrados para Afro-
Brasileiros em nosso estudo (P = 0,039); 8 Freqiiéncias dos genotipos T/T vs T/A+A/A de tchecos
diferiram dos encontrados para Afro-Brasileiros (P = 0,01).
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Uma limitacdo do nosso estudo foi o pequeno tamanho da amostra, que pode
ter sido insuficiente para detectar individuos com alelos raros em homozigose, como
a 63 Del e o0 alelo S do polimorfismo G82S, subestimando ou superestimando as
frequéncias reais dos mesmos na populacéo. Portanto, apesar dos resultados serem
consistentes quando comparados com os da literatura, novos estudos com uma
amostra maior e melhor caracterizada devem ser realizados para confirmar as
freqiéncias encontradas para esses polimorfismos em uma populacdo Brasileira
saudavel.

Para HUDSON et al. (2002), € muito provavel que a interagdo entre RAGE e
seus ligantes, como os AGEs, se apresente como novo alvo para intervengdo com
drogas para reduzir ou prevenir o desenvolvimento de efeitos debilitantes da
hiperglicemia. Juntamente com resultados de susceptibilidade genética das
variantes alélicas de RAGE que podem influenciar na progressdo posterior da
doenca, o tratamento personalizado pode ser uma possibilidade para minimizar a

progressao da doenca.
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7. CONCLUSOES

e Todas as frequéncias genotipicas seguem o Equilibrio de Hardy-Weinberg (P
> 0,05);

e As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos -429 T>C e G82S
foram similares entre os grupos de Euro-Brasileiros e Afro-Brasileiros
saudaveis;

e Os Afro-Brasileiros deste estudo apresentaram uma frequéncia
significativamente menor do alelo -374A em relagdo aos Euro-Brasileiros (P =
0,041, teste de %?);

e A frequéncia do gendtipo -374 T/T foi significativamente maior no grupo de
Afro-Brasileiros, enquanto a frequéncia dos gendtipos combinados -374
T/A+AJA foi maior entre os Euro-Brasileiros;

e As frequéncias dos haplétipos encontrados (-429T/-374A; -429C/-374T,
-429T/-374T) se distribuiu de forma similar entre o0s grupos étnicos
investigados (P = 0,088);

. Foi encontrado desequilibrio de ligagdo absoluto entre os polimorfismos -429
T>C e -374 T>A (D’ = 1) tanto para Euro-Brasileiros (P = 0,0018) quanto para
Afro-Brasileiros (P = 0,0193);

e Cinco individuos do grupo de Afro-Brasileiros (7,1%) apresentaram a 63 Del
na regido promotora de RAGE em heterozigose com o alelo -374T, no
entanto, nenhuma amostra de Euro-Brasileiro apresentou a 63 Del,

e A frequiéncia alélica da 63 Del foi significativamente maior em Afro-Brasileiros
(P = 0,034; teste de %?);

. Nao houve diferenca significativa (P > 0,05) das freqgiiéncias genotipicas (I/I
vs I/D+D/D) da 63 Del entre 0s grupos étnicos;

. Nossos resultados foram similares (P > 0,05, teste exato de Fisher
bidirecional) aos encontrados para o G82S em brasileiros, indios asiaticos e
tchecos; bem como aos encontrados para os polimorfismos da regido
promotora -429 T>C, -374 T>A e 63 Del em uma populacéo de diabéticos tipo
2 de caucasoides e Afro-Brasileiros;
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As freqUéncias genotipicas de Afro-Brasileiros, em geral, diferiram de outras
populacdes caucasoides (suicos e tchecos) e asiaticas (chineses e
japoneses). As frequéncias genotipicas de Euro-Brasileiros foram mais
concordantes com as de outras populagBes caucasoOides, mas algumas
diferencas estatisticamente significativas foram observadas;

Esta é a primeira descricdo da freqiéncia desses polimorfismos em uma

populacdo Brasileira saudavel.
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