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RESUMO

O receptor para os produtos de glicagdo avangada (RAGE) € uma proteina da
superfamilia das imunoglobulinas. RAGE é um multiligante, sendo os produtos finais
de glicagcédo avangada (AGEs) os principais ligantes. A interagdo AGE-RAGE
promove uma série de respostas celulares envolvidas principalmente nos processos
inflamatérios e complicagcbes associadas ao Diabetes mellitus e a doencga arterial
coronariana (DAC). Varios polimorfismos para o gene RAGE estao descritos e entre
estes os da regido promotora, -429T>C, -374T>A, e a delegcéo de 63pb (-407_-
345del), mostraram-se funcionais, aumentando a transcrigdo do gene. Neste
trabalho procuramos variagdes genéticas na regido promotora (-738 a +49pb) do
gene RAGE em 97 individuos utilizando a técnica de sequenciamento de DNA. A
amostra foi composta por Euro-Brasileiros (95%) apresentando Diabetes mellitus tipo
2 com DAC (DM2+DAC+), doencga arterial coronariana (DAC+) e um grupo controle
(auséncia de diabetes e DAC). Foram identificadas na amostra total as variagbes
genéticas (frequéncias dos alelos raros): +20T>A (A=11,6%), -242A>T (T=3,1%), -
374T>A (A=35,1%), 63del (del 2,1%), -429T>C (C=19,8%) e -505_-504delTT (0,5%).
As frequéncias alélicas respeitam o equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os
polimorfismos, exceto para a 63del. Dois novos polimorfismos foram encontrados,
ambos préximos a sitios reconhecidamente funcionais, -242A>T (no sitio regulatoério
NF-IL6) e 0 -505_-504delTT (proximo ao sitio -429). Sugerimos que esses novos
polimorfismos também podem interferir na expressao do gene RAGE. As frequéncias
genotipicas e alélicas dos novos polimorfismos de RAGE sao baixas indicando, se
funcionais, um efeito populacional pequeno.



ABSTRACT

The receptor for advanced glycation end products (RAGE) is a member of the
immunoglobulin super family. RAGE activation, especially by advanced glycation end
products (AGEs), is involved in inflammatory processes, and it has been associated
with diabetes complications and cardiovascular disease. Several RAGE gene
polymorphisms were described. The promoter region polymorphisms -429T>C, -
374T>A and a 63bp deletion (-407_-345del) confer increased RAGE gene
expression. The aim of this study was to seek new genetic variations of the RAGE
promoter region (-738 to +49bp) using DNA sequencing. The population sampled
(n=97) was composed by 95% Euro-Brazilians subjects with type 2 diabetes and
cardiovascular disease (CAD), as judged by coronary angiography, and a control
group (absence of diabetes and CAD). Six polymorphisms were identified (rare allele
frequencies): +20T>A (A=11.6%), -242A>T (T=3.1%), -374T>A (A=35.1%), 63del
(del 2.1%), -429T>C (C=19.8%) and -505_-504delTT (0.5%). All the allele
frequencies were in agreement of Hardy-Weinberg equilibrium, but 63del. Two new
polymorphisms were found: -242A>T (in the regulatory site of NF-IL6, CCAAT-
enhancer-binding protein) and -505_-504delTT. We hypothesize that these new
polymorphisms may be involved in altered RAGE expression. The genotype and
allele frequencies of the new polymorphisms are low, indicating that, if they are
functional, a lower population effect is expected.
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1. INTRODUCAO

1.1 Produtos Finais de Glicagao Avancada (AGEs)

Os Produtos Finais de Glicagdo Avangada (AGEs) sdo formados pela reagéo
entre agucares e grupos amino livres de muitas moléculas, principalmente de
proteinas. Estes compostos parecem ter um papel central em diversas patologias
relacionadas com o Diabetes mellitus (BROWNLEE et al., 1995; NISHIKAWA, et al.,
2000). Esta reagao foi primeiramente descrita por Maillard em 1912 e consiste em
uma cascata extremamente complexa de reagdes lentas, que podem demorar
semanas ou meses, envolvendo condensagdes, rearranjos, modificagbes oxidativas
até atingirem o estagio irreversivel de produtos finais de glicagdo avangada (AGEs)
(NAGARAUJ et al., 1996; SINGH et al., 2001; LAPOLLA et al., 2005).

Ainda nao é completamente conhecido o processo de formagao dos AGEs,
uma vez que estes produtos podem ser gerados por multiplas reagdes. Uma das
vias caracterizadas, a reacdo de Maillard, pode ser subdividida em trés etapas
principais: (1) formagao da base reversivel de Schiff e produtos de Amadori estaveis,
(2) rearranjos destes compostos em estruturas quimicas mais complexas e reativas
e, finalmente, (3) formagao dos produtos de glicagdo avancada (AGEs), que sao
acumulados em proteinas de longa vida (BASTA et al., 2004; LAPOLLA et al., 2005).
A figura 1 mostra as principais reagdes de formagéao dos AGEs.

Os AGEs mais representativos sao: Ne-carboximetil-lisina (CML), de maior
concentragdo no soro, pentosidina, 1-alquil-2-formil-3,4-diglicosilpirrol (AFGP), 2-(2-
fluoril)-4,5-furanil-1-H-imidazol (FFI) e pirralina (SCHLEICHER et al., 2001).
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FIGURA 1 - FORMACAO DOS AGEs
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Possiveis caminhos na formacgao dos AGEs. Grupos aldeidos altamente reativos de agucares como a
glucose, reagem com grupos amino livres principalmente de proteinas formando a base de Schiff,
que se rearranjam formando os produtos de Amadori. Subseqlente, mudangas mais lentas séo
progressivamente menos reversiveis até finalmente levarem a formacéo dos AGEs. Em adi¢gdo, uma
variedade de intermediarios carbonil altamente reativos semelhante a 3-deoxi-glucosona, glioxal e
metil-glioxal podem ser formados pela auto oxidagdo da glucose, ou base de Schiff, ou produto de
Amadori, que podem reagir novamente com grupo amino livres para formar AGEs como a
imidazolona, Ne-carboxi-metil-lisina (CML), Ne-carboxi-etil-lisina (CEL), dimero glioxal-lisina (GOLD) e
dimero metil-glioxal-lisina (MOLD).

FONTE: BASTA et al., 2004.

Dentre os varios efeitos toxicos produzidos pelos AGEs estdo: (1) a
formacgao de ligagdes cruzadas entre as proteinas na matriz extracelular levando a
um eventual estreitamento do Ilumen vascular, (2) formagdo dos AGEs
intracelularmente envolvendo intermediarios do metabolismo da glucose, alterando a
estrutura e fungédo de proteinas, e (3) interagdo de AGEs com receptores podendo
ativar vias pro-inflamatoérias e coagulantes (BROWNLEE et al., 1995; HUDSON et
al., 2002; LAPOLLA et al., 2005).

O efeito mais conhecido dos AGEs ¢ a sua capacidade de realizar ligagdes
cruzadas (cross-linking) entre proteinas e este pode ser o principal processo pelo
qual estes produtos causam danos (NAGARAJ et al., 1996; MIYATA et al., 1997). A

formagao de ligagdes cruzadas induzidas por AGE leva a mudanga das proteinas
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afetadas, impedindo sua fungdo, bem como aumentando a resisténcia a remogao
proteolitica, afetando o processo de remodelagem dos tecidos, em especial do
colageno presente na parede dos vasos sanguineos. A parede vascular tem sua
estrutura alterada ao longo do tempo o que afeta a sua permeabilidade. Estas
mudancgas ocorrem com o0 avanco da idade e sdo aceleradas no diabetes
(NISHIKAWA et al., 2000).

Imunoglobulinas presentes no lumen extracelular podem se ligar ao
colageno glicado perdendo sua fungdo imunoldgica. Lipoproteina de baixa
densidade (LDL) também pode se ligar ao colageno glicado, alterando a composigao
dos vasos e contribuindo para a oclusédo vascular (WANG et al., 1998). As reagdes
de glicagdo n&do ocorrem somente com proteinas, mas também podem ocorrer, por
exemplo, com fosfolipidios do LDL levando a alteragdes funcionais e a uma maior
susceptibilidade a modificagdes oxidativas. O LDL glicado ndo € reconhecido pelo
seu receptor, mas por receptores que permitem a sua endocitose culminando em um
processo que estimula a sintese de colesterol nas células. Além disso, a glicagéo do
LDL pode levar a formacéao de radicais livres e, desta forma, contribuir para o estado
de estresse oxidativo celular (WANG et al., 1998; LAPOLLA et al., 2005).

Os AGEs podem estar relacionados com diversas patologias. Estudos tém
mostrado o acumulo de AGEs em tecidos como cortex renal e membrana basal
glomerular em nefropatia, artéria coronaria em doenca arterial coronariana, e ainda
em placas amiléides na doenca de Alzheimer, cartilagem em artrite reumatdide,

musculo cardiaco, pulmao e figado (SINGH et al., 2001).

1.2 Receptores para os Produtos Finais de Glicacdo Avancada (AGESs)

Varios receptores celulares que apresentam capacidade de ligagdo com os
AGEs foram identificados como, por exemplo, os receptores tipo | e Il encontrados
na superficie de macréfagos (scavenger), galectina-3, OST-48, 80K-H, CD36 e
RAGE (receptor de produtos finais de glicacdo avangada) (SINGH et al., 2001;
HUDSON, et al., 2002). Entre eles, o RAGE & o mais estudado, pois é o unico
provavel transdutor de sinais (VLASSARA et al., 1995; POIRIER et al.,, 2001 e
MIYAZAKI et al., 2002; KANKOVA et al., 2005).
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1.3 RAGE (Receptor de Produtos Finais de Glicagdo Avancada)

O receptor para os produtos finais de glicagdo avangada (RAGE ou AGER) é
uma proteina de aproximadamente 45 kDa. E um membro da superfamilia das
imunoglobulinas de superficie celular. Possui trés dominios: um tipo V (variavel) e
dois tipo C (constante). Além destes dominios, o RAGE possui uma regido
transmembrana de ancoragem que fixa o RAGE na membrana e uma pequena e
altamente carregada cauda citosélica com 43 aminoacidos que sao necessarios para
a sinalizagao intracelular (figura 2) (SCHMIDT e STERN, 2000).

FIGURA 2 — REPRESENTACAO DA INTERACAO DO AGE COM O DOMINIO V DE
RAGE

v

Extracellular P

| ©c2

¥ - n"l " ]

C‘ F
ellular pertyrbation

Irends in Encocanalogy and Melabaiizm

O dominio extracelular do RAGE é formado por um tipo de dominio V seguido por duas regiées do
tipo C (C1 e C2). Um unico dominio transmembrana de ancoragem fixa o RAGE na membrana e
uma pequena, altamente carregada cauda citosdlica media a interacdo com as moléculas
sinalizadoras de transducgao citosélicas.

FONTE: SCHMIDT e STERN, 2000.
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Ha 3 formas bem caracterizadas da proteina RAGE resultante de splicing
alternativo, a forma RAGE full-length, proteina completa com 45 kDa descrita
anteriormente, a forma C-truncada de RAGE e a forma N-truncada (YONEKURA et
al., 2003; DING et al., 2005), embora estudos demonstrarem a existéncia de
inumeros splicing variantes em diferentes tecidos (HUDSON et al., 2007).

A forma C-truncada de RAGE tem 35 kDa e é secretada. Esta forma é o
chamado RAGE soluvel (SRAGE) que conserva parte do intron 9 o qual introduz um
cdédon de parada, eliminando as regides codificadas pelos exons 10 e 11, que
correspondem a hélice transmenbrana e a cauda citosdlica, resultando numa forma
livre de RAGE (SCHMIDT et al., 2000; YONEKURA et al., 2003; DING et al., 2005).
A proteina sRAGE é uma provavel supressora da ativacao e sinalizagao de RAGE,
visto que sequestra seus ligantes mas impede a transdugéo de sinal, evitando dessa
forma os efeitos da interagdo ligante-RAGE (DING et al., 2005). HUDSON et al.,
2006a sugerem a formagao de sRAGE como um mecanismo enddégeno de protecao
contra o cancer.

A terceira forma é truncada na regido N terminal (Nt RAGE). Isto ocorre
porque 0 mMRNA desta forma conserva o intron 1 que contém um codon de parada,
resultando na perda do exon 1 e 2 além de parte do exon 3. A forma N-truncada nao
contétm o dominio imunoglobulina tipo V, ocasionando uma diminuicdo da
capacidade de ligar os ligantes de RAGE (YONEKURA et al.,, 2003; DING et al.,
2005).

Foram ainda identificadas proteinas de 48 kDa e 23 kDa de células
neuronais, provavelmente resultado de processamento poés-traducional de RAGE
(BRETT et al., 1993), além de outras formas n&o tdo bem caracterizadas. A Figura 3
mostra algumas formas da proteina RAGE.

Hudson et al. (2006b) analisaram o splicing alternativo do gene RAGE em
humanos e em ratos e observaram menos formas alternativas da proteina em ratos
e que ha uma conservacgao das regides de splicing, porém ha diferengas entre os
tecidos bem como entre essas espécies, expandindo ainda mais o repertorio

biolégico desse receptor.
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FIGURA 3 — ESQUEMA DO RECEPTOR RAGE E SUAS VARIANTES

ull-length RAGE
DN-RAGE
SRAGE ! /:/'
V C Cl
Leprle] \\lk
Cytosol
Extracellular
Cell Membrane

Algumas formas variantes da proteina RAGE. DN-RAGE (dominante negativo — RAGE) fica presa a
membrana mas ndo possui a cauda citosdlica, portanto é ndo transdutora de sinal. SRAGE ¢ a forma
soluvel.

FONTE: Schmidt et al, 2001.

O RAGE é expresso em varios tipos celulares como, por exemplo, endotélio
vascular, musculo liso, mondcitos, macréfagos, células do epitélio glomerular e
células neuronais; mas em baixos niveis em homeostase. Em situagdes de aumento
da atividade celular ou estresse como no desenvolvimento do Diabetes mellitus,
inflamacéo e doenga de Alzheimer, a expressdo do RAGE € aumentada nas células
afetadas (SCHMIDT et al., 1999; NISHIKAWA et al., 2000; SCHMIDT e STERN,
2000; HUDSON et al., 2002, ROY et al., 2006). Recentemente estudos mostraram
que RAGE tem funcgéao central da regulacao de tumores, mas ainda nao identificaram
as regides responsaveis pelo aumento da expressao da proteina RAGE associados
ao cancer (ARRIERO et al., 2006).

Estudos tém identificado varios outros ligantes de RAGE incluindo o
peptideo B-amiléide, uma proteina envolvida com doenga de Alzheimer;
S100/calgranulinas, uma familia de polipeptideos que atua como citocinas na
resposta pro-inflamatadria, entre outros (HUDSON et al., 2002; STERN et al., 2002).
Além disso, o RAGE pode atuar como receptor de moléculas de adesao celular
possibilitando o recrutamento de leucdcitos para as regides onde € expresso
(SCHMIDT e STERN, 2000).
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1.3.1 O gene RAGE

O gene RAGE esta localizado no cromossomo 6p21.3, proximo a genes do
complexo maior de histocompatibilidade classe Il e classe Ill, que contém inUmeras
sobreposi¢cdes e genes em duplicata envolvidos principalmente na resposta
inflamatoria e imune (HUDSON et al., 2001b). No total, possui 11 exons e 10 introns,
e codifica para uma proteina de 404 aminoacidos (SUGAYA et al., 1994, GenBank
Number D28769). Até o momento, cerca de 50 polimorfismos ja foram identificados
nas sequéncias de DNA de exons, introns e regides 5- e 3-UTR do gene RAGE
(Tabela 1).

Na regido 5’'UTR de RAGE foram identificados alguns sitios regulatorios. A
regido -751 a -629 é necessaria para regulagao positiva pelo Fator Nuclear-«xB em
resposta a AGE e TNF-a (fator a de necrose tumoral); e a regidao -239 a -89 é
regulada positivamente por E2 (17 B- estradiol) através do complexo nuclear Sp-1
(TANAKA et al., 2000), além de outros sitios identificados por analise computacional
mostrados na Figura 4 (LI e SCHMIDT, 1997). Uma vez que estes sao sitios
regulatorios, polimorfismos nestas regides podem interferir na expressao do RAGE.
A figura 5 mostra os polimorfismos mais frequentes descritos para o gene RAGE e
sua localizagédo (KANKOVA et al., 2005).
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FIGURA 4 — SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DA REGIAO PROMOTORA DO
GENE RAGE

-738 —>»
AACATCAACACTGTCCCATCCTCAGCCCTGAACTAGCTACCATCTGATCCCCTCAGACAT

NF-kB
TCTCAGGATTTTACAAGACTGTCAGAGTGGGGAACCCCTCCCATTAAAGATCCGGGCAGG

ACTGGGACAGGTTGGAAGTGTGATGGGTGGGGGGGTGGGAGGCATGGGCCGGGGGCAGTT

CTCTCCTCACTTGTAAACTTGTGTAGTTTCACAGAAAAAAAACAAAATGCAGTTTTAAAT
NF-kB

AAAGAAATTTCTTTTTTCCCTGGGTTTAGTTGAGAATTTTTTTCAAAAAACATGAGAAAC

-429 TCF-1 AP-2
CCCAGAAAAAAAATGATTTTCTTTCACGAAGTTCCAAACAGGTTTCTCTCCTGTTCCCCA

Y- IRE -374 TCF-1
GCCTTGCCTTCATGATGCAGGCCCAATTGCACCCTTGCAGACAACAGTCTGGCCTGAACC

NF-IL6 AP-2
CTATTGATGCAACTTTGCGCAATCAAGATGGGGCTCCAGTGGGTCACCAGGCAGCCCTGA

NF-IL6 <4—NF-IL6
TGGACTGATGGAATAAATAGGATCGGGGGCTCTGAGGGAATGAGACCCTAGAGGGTACAC

AP-2 y—-IRE SP1 AP-2 SP1
TCCCCATCCCCCAGGGAAGTGACTGTACCCAGAGGCTGGTAGTACCCAGGGGTGGGGTGA

TCF-1 y-IRE
TAATTATTTCTCTAGTACCTGAAGGACTCTTGTCCCAAAGGCATGAATTCCTAGCATTCC

NRE-boxl SP1l
CTGTGACAAGACGACTGAAAGATGGGGGCTGGAGAGAGGGTGCAGGCCCCACCTAGGGCG

TCF-1 GH1 r-IRE +1J +20
GAGGCCACAGCAGGGAGAGGGGCAGACAGAGCCAGGACCCTGGAAGGAAGCAGGATGGCA
{—+49

GCCGGAACAGCAGTTGGAGCCTGGGTGCTGGTCCTCAGTCTGTGGGGTGAGCCACTCCCT

Seqliéncia de nucleotideos do exon 1 e regido 5’UTR do gene RAGE, retirada do GenBank
Number D28769 (SUGAYA et al, 1994) que foi analisada neste projeto. Sublinhados encontram-se
alguns possiveis sitos regulatérios. As setas horizontais indicam o inicio dos pares de
oligonucleotideos iniciadores utilizados nesse trabalho, as largas o par -285/+49 e as finas o par -
738/-246. Também estdo em destaque os principais SNPs encontrados nessa regiao e a del 63pb
estd em negrito italico. O nucleotideo +1 foi considerado como descrito por Hudson et al, 2001 e
esta indicado pela seta vertical.

FONTE: adaptado de LI e SCHMIDT, 1997.
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TABELA 01 — FREQUENCIA DOS PRINCIPAIS POLIMORFISMOS DO GENE

RAGE
Polimorfismo | Regido | Frequénciado alelo menor
-1420 (GTT)n 5 UTR ND
-1393G>T 5 UTR ND
-1390G>T 5 UTR ND
-1202G>A 5 UTR NA
Delecao-407 a -345 (63del) 5 UTR Del <1%
-429T>C 5 UTR C=7%
-374T>A 5 UTR A=19%
Ala2Ala (GCA/GCT) +20A>T Exon 1 T=14%
67C>G intron 1 G=17%
Lys37Ser Exon 2 Ser<1%
Arg77Cys Exon 3 Cys < 1%
Gly82Ser Exon 3 Ser = 5%
Valg89oVal (GTG/GTC) Exon 3 C=5%
Gly90Gly (GCT/GCA) Exon 3 A=5%
718 G>C intron 3 T=8%
Thr187Pro Exon 6 Pro <1%
1704G>T intron 7 T=5%
Alns 1727 intron 7 ND
His305GIn Exon 8 GIn <1%
Ser307Cys Exon 8 Cys =1%
Gly329Arg Exon 8 Arg < 1%
2117A>G intron 8 ND
2184A>G intron 8 G=16%
2224A>G intron 8 ND
2245G>A intron 8 A=8%
2249A>G intron 8 ND
2741G>A intron 9 ND
Leu363Leu (CTG/TTG) Exon 10 T=1%
Arg389GIn Exon 10 GIn <1%
CA Del 3089 3 UTR CA Del < 1%

ND = n&o determinada
UTR: regido nao traduzida
FONTE: Adaptado de Hudson et al, 2002.
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FIGURA 5 — POLIMORFISMOS MAIS FREQUENTES DO GENE RAGE

G329R R3IBI0D
21178)G 274168

-374T/A WEIV H3030Q 22248/G
AZA R77C| 718G/T TIETP 1704G/T 22428/ I089ACHe|
=-428TfC ]' l l | 1 l J
—J1 I B Il N B 1 K-
5 UTR exon 1 2 3 l 4 5 6 7 71 BI 9 10 11 F'WTR
—— GHZS 1727A17281Ins TI +196G/A
63bp del (-407 to =345) 5307C R3655
Z1B4A/G B3EOG

2245G/A

Principais polimorfismos do gene RAGE. Os mais freqlentes estdo representados em negrito.
FONTE: KANKOVA et al, 2005.

Hudson et al. (1998) descreveram nove sitios polimérficos utilizando a
técnica de SSCP (single-strand conformation polymorphism), sendo sete localizados
em exons e dois em introns. Apenas quatro dos polimorfismos observados levaram
a alteragdes ndo-sinbnimas: Gly82Ser (exon 3), Thr187Pro (exon 6), Gly329Arg
(exon 8) e Arg389GiIn (exon 10). Destas apenas a substituicdo glicina por serina no
cdédon 82 (G82S) resulta em alteragdo de aminoacido funcional. A substituicdo da
glicina na posicao 82 pela serina provoca um aumento de afinidade de RAGE por
AGEs.

Juntamente com o polimorfismo G82S, a regido promotora do gene RAGE
vem sendo associada a patologias. Hudson et al. (2001a) descreveram oito novos
sitios polimoérficos nesta regido. Entre estes o polimorfismo -429T>C ¢é
particularmente interessante uma vez que a frequéncia do alelo C estd aumentada
no grupo de diabéticos tipo 2 com retinopatia quando comparada com a de controles
normais.

O gendtipo AA do polimorfismo -374T>A do RAGE esta associado com um
controle metabdlico inadequado em pacientes diabéticos do tipo 1 com doenca
cardiovascular e excrecdo urinaria aumentada de albumina, sugerindo uma
interagcdo gene-ambiente no desenvolvimento da nefropatia diabética e
complicagdes cardiovasculares (PETTERSON-FERNHOLDM et al., 2003). Achados
semelhantes foram descritos por Santos et al. (2005) que mostraram que o alelo
-374A esta associado a reducido do risco de isquemia em Afro-Brasileiros com
diabetes tipo 2. Falcone et al. (2004 e 2005a) também apontaram que o alelo -374 A
em homozigose esta associado com menor risco para a doenga arterial coronariana

e com a severidade da doenga coronariana.
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1.4 Interacédo RAGE-AGE

A ligacdo AGE-RAGE em certos tipos celulares leva ao estresse oxidativo e
ao aumento da concentragao do fator de transcrigdo nuclear NF-kf3 (LI e SCHMIDT,
1997). Este fator de transcricdo modula a expressao de moléculas de adesao celular
vascular e outros genes relacionados a resposta pro-inflamatéria, ao estado de pro-
coagulagao e a vasoconstrigdo, consequentemente serdo aumentados os niveis de
VCAM-1 (molécula de adesdo celular), endotelina-1 (responsavel pela
vasoconstricado), fator tecidual e trombomodulina (relacionados ao estado de proé-
coagulagao), IL-1a, IL-6 e TNFa (citocinas da resposta pré-inflamatéria) (SCHMIDT e
STERN, 2000; SINGH et al., 2001; HUDSON et al., 2002; BASTA et al., 2004;
LAPOLLA et al., 2005). A Figura 6 mostra a representacdo esquematica dos efeitos
da interacdao RAGE - AGE.

FIGURA 6 — PRINCIPAIS EFEITOS DA ASSOCIACAO AGE-RAGE

Interagdo
/ AGE -RAGE \
Disfungdo Geragdo de
Celular radicais livres
de Oxigénio
Ativagdo de ¢
/ NF -kB Qse oxidativo

Fator tecidual Elevagdo no niveis de Liberagdo de
procoagulante VCAM -1 Endotelina -1
vasoconstritiva

FONTE: Adaptado de Lapolla et al., 2005.
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1.5 Associacao de AGEs, RAGE e Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus é uma doenca metabdlica caracterizada por
hiperglicemia resultante do defeito na secreg¢ao da insulina, na sua acédo ou ambos.
A hiperglicemia cronica do paciente com diabetes esta associada com danos,
disfungdes e insuficiéncia de varios 6érgédos que ocorrem em longo prazo (American
Diabetes Association, 2008). Concomitante as alteragbes do metabolismo glicémico,
o paciente com Diabetes mellitus, apresenta uma patologia de caracteristica
incuravel e crbnica, com manifestagcbes de complicagdes vasculares, renais,
cardiacas, neurologicas, oftalmologicas e infecciosas. As complicagdes
cardiovasculares sao a principal causa de morte em pacientes com diabetes tipo 2,
atingindo cerca de 75%, sendo 50% relacionados a doenca arterial coronaria (DAC)
e 15% ao acidente vascular cerebral (OLIVEIRA et al.,, 2000). A maioria dos
pacientes com Diabetes mellitus pode ser classificada como tipo 1 (deficiéncia
absoluta de insulina) ou tipo 2 (resisténcia a insulina) e respondem por cerca de 10%
e 90%, respectivamente, do total de individuos diabéticos, sendo as demais
subclasses como a diabetes gestacional e outros tipos especificos, menos
frequentes (BURTIS e ASHWOOD, 2006).

O estado de hiperglicemia tem sido considerado como um importante fator
no aumento dos danos relacionados com o estado diabético (PEPPA et al., 2003;
TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et al., 2000). Trés mecanismos tém sido propostos
para explicar como o estado de hiperglicemia crénico causa essas complicagdes
micro e macrovasculares: ativagdo da proteina quinase C (PKC); aumento da via
aldose redutase; e formagao dos produtos finais de glicagdo avangada — AGEs
(SINGH et al., 2001). Portanto, no paciente com diabetes, a maior disponibilidade de
glucose circulante e por tempo prolongado justifica a possibilidade da concentragéo
dos AGEs ser maior em relacao aos ndo-diabéticos (PEPPA et al., 2003).

O acumulo dos AGEs pode ocasionar danos vasculares importantes que
afetam a remodelagem dos tecidos e ativam a proliferacdo de musculo liso alterando
a permeabilidade vascular. Os danos também podem incluir alteragdes nos fatores
de coagulagdo. Os AGEs podem contribuir na retinopatia do diabético onde seus
efeitos podem resultar em derrame vascular (GRAU et al., 2001). Alguns estudos

ainda indicam que os AGEs podem ter um papel importante no desenvolvimento de
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doencga coronariana, esta que é a principal causa de morte prematura em pacientes
diabéticos (WAUTIER et al., 2001; BASTA et al., 2004).

Em pacientes diabéticos foi observado a superexpressdo do gene RAGE
numa variedade de lesdes vasculares (GRAU et al., 2001; PEPPA et al., 2003;
BASTA et al., 2004; ROY et al., 2006). Isso sugere que as complicagdes observadas
no estado de diabetes podem ser agravadas com a ligacao AGE-RAGE (HUDSON
et al., 2002).

Até o momento, a unica forma conhecida de reduzir a funcdo de RAGE é
interromper a interagdo com seus ligantes através do uso de sRAGE ou de
anticorpos que bloqueiam essa interagcao; sabe-se também que o tratamento com
aminoguanidina reduz tanto os niveis de AGEs quanto a expressdo de RAGE
(WAUTIER, et al., 1996; SOULIS et al., 1997; WOLFFENBUTTEL et al., 1998).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar variagBes genéticas da regido promotora do gene RAGE.

2.2 Objetivos Especificos

e Amplificar fragmentos de DNA da regido promotora do gene RAGE (-738 a
+49) de 97 individuos classificados em trés grupos: CTRL (controle, auséncia
de diabetes e DAC), DM2+DAC+ (presenca de diabetes tipo 2 associada a
doenca arterial coronariana) e DAC+ (presenca da doenca arterial

coronariana sem diabetes);

e Sequenciar os produtos de amplificacéo obtidos;

e Analisar as sequéncias obtidas através de programas de bioinformatica;

e Identificar variacdes genéticas;

e Comparar a distribuicdo e as frequéncias genotipicas e alélicas dos

polimorfismos encontrados entre os grupos em estudo (controle, DM2+DAC+
e DAC+ nao diabéticos);
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3. MATERIAIS E METODOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa do
Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana (Registro CEP- N°
480.017.08.03; CAAE: 0011.0.091.000-08).

3.1 Amostra

As amostras utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo Professor Geraldo
Picheth e oriundas do seu projeto de doutorado junto ao Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (PICHETH, tese de doutorado 2007). Estas
amostras ja estavam caracterizadas e o DNA gendémico extraido e armazenado.

Do grupo total de 320 pacientes, noventa e sete amostras (30,3%) foram
selecionadas. Todos os pacientes em estudo foram submetidos a
cineangiocoronariografia e/ou cateterismo nos servicos de hemodinamica do
Hospital Cardiolégico Costantini. As amostras de sangue foram coletadas
imediatamente antes de iniciar o procedimento de cineangiocoronariografia pelo
médico que conduziu o procedimento. Os pacientes encontravam-se com jejum de 8
a 12 horas. Dados clinicos e antropométricos foram obtidos dos laudos dos
procedimentos e pela coleta de informagdes do prontuario.

As amostras em estudo foram subdivididas em trés grupos designados
como: grupo controle (CTRL; n=29) caracterizado pela auséncia de diabetes e
doenga cardiovascular, grupo diabéticos tipo 2 associado com doencga arterial
coronariana (DM2+DAC+; n=33) e grupo com doenga arterial coronariana sem a
presenca associada de diabetes tipo 2 (DAC+; n=35). A selegcdo nao foi aleatéria,
sendo selecionado para o estudo amostras com alteragbes expressivas nos
marcadores para controle da glicemia ou na severidade da doenga arterial coronaria,
bem como perfis eletroforéticos andbmalos na PCR-SSCP ou analise de

heteroduplex, obtidos de estudos prévios.
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A presenca de doenca arterial coronariana foi definida angiograficamente
pela presenca de estenose maior ou igual a 50% em qualquer das artérias
coronarias, como preconizado por RINGQVIST et al. 1987.

O Diabetes mellitus foi caracterizado utilizando os critérios da Associagao
Americana de Diabetes (critérios 2006). Foram excluidos na selegdo dos pacientes,
aqueles que apresentavam doenga hepatica severa, insuficiéncia ou doenca
pulmonar, acidente vascular cerebral ou insuficiéncia renal severa. A Tabela 2

sumariza os critérios para a classificacdo da amostra.

TABELA 2 — CRITERIOS PARA A CLASSIFICACAO DA AMOSTRA

Grupos angiografia status glicémico
Controle Estenose < 50% em e Glicemia de jejum < 99 mg/dL
(CTRL) todas as artérias e HbAc<6,5%
coronarias e Histérico clinico para diabetes negativo
¢ Sem uso de hipoglicemiantes
Diabéticos tipo 2 Estenose = 50% em e Glicemia de jejum > 126 mg/dL
com DAC qualquer coronaria e TOTG (75 g) 2 h > 200 mg/dL
(DM2+DAC+) e Histéria clinica de diabetes positiva
° HbA1C > 7,0%
e Uso de hipoglicemiantes
Presenca de Estenose =2 50% em e Glicemia de jejum < 99 mg/dL
doenca arterial qualquer coronaria e HbAc<6,5%
coronariana sem e Histdrico clinico para diabetes negativo
diabetes e Sem uso de hipoglicemiantes
(DAC+)

TOTG: teste oral de tolerancia a glicose
HbA1c: hemoglobina glicada Aic

3.2 Extrac&do do DNA gendmico

O DNA foi extraido de sangue total, coletado na presenga de EDTA
tripotassico (Vacutainer, BD), utilizando o procedimento descrito por Lahiri e
Nurnberger (1991). Para uso, as concentragdes das amostras foram normalizadas
para 100 ng/uL, estando armazenadas no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular a -20° C. O DNA de algumas amostras sofreram nova extracdo com o
reagente Blood Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare, art 28-9042-65);
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3.3 Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a identificacdo de variagbes genéticas na regido promotora do gene
RAGE, duas regides foram inicialmente selecionadas. Oligonucleotideos iniciadores
foram planejados para amplificar as regides -795 a -246 e -285 a +49 gerando
produtos de PCR com 550 bp e 334 bp, respectivamente. Porém nao foi possivel
obter o produto de 550 bp isoladamente, mas sim este associado a outros produtos
inespecificos, apesar de varias tentativas de ampliar a especificidade da reagcao de
PCR. A opcao foi amplificar a regiao promotora a montante do gene, utilizando
oligonucleotideos iniciadores descritos por Hudson et al. (2001a), que abrangem a
regidao promotora do gene RAGE de -738 até +49, gerando um amplicon de 787pb.
Somente um produto de amplificagdo desta regido foi obtido e com bom rendimento.

Os oligonucleotideos iniciadores foram  analisados in  silico
por programas gratuitos e disponiveis no sitio
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer. Esta andlise mostrou
que grampos e anelamento entre os dois oligonucleotideos (F e R) é de baixa
energia, portanto ndo afetando o anelamento destes iniciadores ao DNA molde. Os
oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados pela fabricante Bioneer, com as

sequéncias mostradas a seguir.

PROM -738/+49-F-5-CAG CCC TGA ACT AGC TAC CAT-3’
PROM -738/+49-R-5'- AGCACCCAGGCTCCAACT-3

PROM -285/+49-F-5'-CCT GAT GGA CTG ATG GAAT-3
PROM -285/+49-R-5-AGCACCCAGGCTCCAACT-3’

As reagdes de amplificagao foram realizadas em volume final de 25 uL e as

condicdes otimizadas estdo descritas na Tabela 3.


http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
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TABELA 3 — CONDICOES PARA REACAO DE PCR PARA AMPLIFICACAO DE
PARTE DA REGIAO DO PROMOTOR DO GENE RAGE

Reagentes

Regido Promotora

-738/+49

-285/+49

Concentragdo final (volumes para reagao de 25ul)

Oligonucleotideos iniciadores 5,0pmol, (0,5 uL 10,0 pmol, (1,0 uL
(10 pmol/uL cada) cada de cada) cada de cada)
DNA molde (100 ng/uL) 100ng | (1,0 uL) 100ng | (1,0 L)
Tamp&o Taq 10X X | (2540 TX @5
dNTP 5 mM 02mM | (1ul) 02mM | (1ul)
MgCl, 50 mM 1,6 mM (0,75 uL) 1,5 mM (0,75 L)
Agua reagente estéril gsp 25 pL (18,55 L) gsp 25 uL | (16,95 L)
Taq DNA polimerase (5U/uL) |

1U (0,2 ul) 4U (0,8 ul)

Taqg DNA polimerase
Platinum (1U)

Ciclo térmico

1 ciclo: 94°C 2 2 min
30 ciclos:
94°C 2 1 min
58°C 21 min
72°C 2 1 mim 30 seg
1 ciclo: 72°C - 10 mim

1 ciclo: 94°C -1 min

1 ciclo: 72°C 25 mim

34 ciclos:
94°C -2 30 seg
48°C > 30 seg
72°C 250 seg

Tampéo Taq 10X concentrado: 200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 500 mM KCI

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em agarose 1,0% em

tampao TBE 1X, sendo aplicados 2 uL do produto de PCR + 3 uL tampdo de

aplicagao (glicerol 30% v/v acrescido de 0,05% de azul de bromofenol e 0,05% de

xileno cianol). Para a visualizagdo do produto de PCR, o gel foi corado com brometo

de etideo (0,5 pg/mL), visualizado sob luz ultra-violeta (302 nm) e registrado
utilizando cadmara CCD (Biochemi, UVP LTDA).
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3.4 Sequenciamento dos produtos de PCR

3.4.1 Preparo do DNA amplificado para sequenciamento

A cerca de 20 puL do produto de PCR (20 a 50 ng) foram adicionados 0,26 uL
(5,2U) de Exonuclease | (GE Healthcare, 20 U/uL) e 0,77 uL (1,54U) de fosfatase
alcalina de camarao (GE Healthcare, 2 U/uL) O sistema de reagao foi incubado a

37°C por 1 hora e 30 minutos, seguidos de 30 minutos a 80°C para inativagdo das
enzimas (SAMBROOK et al 1989).

3.4.2 Reacgéo de Seqiienciamento

A reacdo de sequenciamento de DNA foi realizada utilizando o sistema
contendo didesoxirribonucleotideos acoplados a cromoéforos fluorescentes utilizando
o Kit ET terminator (GE Healthcare) em sequienciadores automaticos modelos 377
(Applied Biosystems) e MegaBACE 1000 (GE Healthcare).

A aproximadamente 15 ng do produto de PCR livre de iniciadores (3uL para
o amplicon de 334pb e 4uL para o de 787pb), foram adicionados 1 uL do
oligonucleotideo iniciador F ou R (10 pmol/uL), 4 uL do reagente ET e o volume foi
completado para 10 uL com &agua ultra-pura. O sistema de reacao foi levado ao
termociclador programado para 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos na
temperatura de anelamento (58°C para a regiao -738/-246 e 48°C para a regiao
-285/+49) e 60 segundos a temperatura de extenséo (60° C para a regido -285/+49 e
65° C para a regiao -738/ -246).

Para sequenciar os produtos de PCR de 787pb, o oligonucleotideo iniciador
reverso utilizado foi o seguinte: -246 R-5-TCA GAG CCC CCG ATC CTA TTT-3&
(HUDSON et al., 2001a). Assim pbéde-se obter uma seqléncia menor, mas com

melhor qualidade.
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3.4.3 Purificagéo dareagéo de sequenciamento

Ao volume total da reac&o de sequenciamento (10 uL) foram adicionados 30
uL de agua reagente estéril e 60 uL de isopropanol. A reagdo foi mantida em
repouso a temperatura ambiente por 20 minutos e centrifugada a 11,3 g por 25
minutos. O precipitado da reagao foi lavado com 250 uL de etanol 70%, seguido de
centrifugagéo a 11,3 g por 10 minutos. Apds aspirar e descartar o sobrenadante o
sedimento foi seco em estufa 37°C (~ 40 minutos) ou a vacuo (~ 30 minutos). As
amostras foram solubilizadas em formamida para aplicagéo (1 ou 2 ulL) no gel de

sequenciamento.

3.5 Andlise de bioinformatica

3.5.1 Montagem das seqUéncias contiguas

A montagem das sequiéncias contiguas a partir das sequéncias direta (F) e
reversa (R) foram realizadas utilizando os programas Phred/Phrap (EWING et al,
1998; http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html) e CONSED (GORDON et al,
1998) em ambiente Linux, com os seguintes passos:

(1°) Criacao dos diretérios: a partir de um diretério base, um diretério para cada

amostra (nomeada com o numero correspondente da amostra) foi criado e,

dentro destes diretérios, mais trés sub-diretorios (“chromat_dir”, “edit_dir” e

“‘phd_dir”), necessarios aos programas, foram adicionados. O diretério

“‘chromat_dir” recebeu os arquivos de eletroforetogramas diretamente do

sequenciador automatico. O apéndice 1 exemplifica a hierarquia dos

diretorios.
(2°) Execucéao do “PhredPhrap”: para a montagem das sequéncias € necessario
entrar no diretorio edit_dir de cada amostra para executar o programa

“‘PhredPhrap”, e depois visualizar as montagens com o programa CONSED.


http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html
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(3°) Chamada de bases e atribuicdo de qualidades: a primeira etapa da
montagem ¢€ realizada pelo programa Phred, que aceita arquivos de
eletroforetograma (.abi e .esd, dos sequenciados ABI377 e MegaBace1000,
respectivamente) como entrada e executa a “chamada de bases” ou
basecalling, atribuindo valores de qualidade para cada uma das bases. O
programa Phred gera como saida arquivos texto (contendo a chamada de
bases e suas qualidades) com extensdo “.phd” (Apéndice) que sao
armazenados no diretério “phd_dir”.

(4°) Montagem das sequéncias contiguas: a montagem das sequéncias
contiguas é feita pelo programa Phrap. Ele gera as seqléncias contiguas a
partir de regides de sobreposi¢cdo entre as sequéncias individuais, levando
em consideragdo suas atribuicdes de qualidade. O programa Phrap gera
arquivos de saida contendo as sequéncias e as qualidades das
sequéncias contiguas geradas (arquivos .fasta.screen.contigs e
fasta.screen.contigs.qual, respectivamente) um arquivo com a analise da
montagem (.phrap.out) e um arquivo que pode ser usado como entrada para
o programa CONSED (.fasta.screen.ace.1). Todos os arquivos gerados pelo
Phrap estao no diretério “edit_dir”.

(5°) Edicdo das montagens: as montagens obtidas com o programa Phrap foram
visualmente analisadas com o programa CONSED (apéndice 2), em
ambiente LINUX, e editadas para identificacdo e retirada das regides
correspondentes aos oligonucleotideos iniciadores ou de regides de baixa
qualidade.

(6°) Alinhamento dos contigs: apds a edi¢gdo das sequéncias, o contig de cada
amostra foi salvo, e foram alinhados através do programa ClustalW
(THOMPSON et al, 1994) no Bioedit, em ambiente windows.

(7°) Analise dos polimorfismos: as bases divergentes no alinhamento foram
anotadas e os eletroforetogramas das amostras contendo divergéncia foram
analisados para aceitacdo ou ndo do polimorfismo. Quando confirmado o
polimorfismo todas as sequUéncias foram genotipadas através de seus

respectivos eletroforetogramas.
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Para cada amostra foram realizadas um minimo de trés reacgdes de
sequenciamento. Com os dados compilados com o programa PhredPhrap, foram
feitas triagens das sequéncias contig de cada amostra para verificar sua qualidade e
a necessidade de repeticdo do sequenciamento. As sequéncias de qualidade foram
analisadas individualmente na busca de novos polimorfismos. Os polimorfismos em
heterozigose ndo sao mostrados em destaque neste programa quando comparados
a uma sequéncia consenso, devido ao sistema atribuir obrigatoriamente uma das
bases por critérios de qualidade. Os polimorfismos em homozigose podem ser
observados no alinhamento pela diferenga do nucleotideo com o consenso e sao
mostradas em destaque pelo programa.

Algumas amostras, apesar de terem sido submetidas a varias reagbes de
sequenciamento, a sequéncia obtida foi de baixa qualidade e nao foi possivel
realizar a genotipagem. Estas amostras, portanto, foram excluidas de algumas
analises, sendo apresentadas como “nd” (ndo determinado) na tabela de frequéncias
genotipicas.

Para o polimorfismo -374 T>A, ndo foram analisadas as amostras que

apresentaram a 63 Del, pela sobreposicao destes polimorfismos.

3.6 Andlises estatisticas

As comparacgdes entre variaveis continuas com distribuicdo normal foram
realizadas pelo teste “t” de Student para amostras nao-pareadas ou pela analise de
variancia (ANOVA). Para as variaveis descontinuas foram utilizados os testes de
Chi-quadrado (x?) ou Teste Exato de Fischer bidirecional.

As frequéncias genotipicas foram obtidas por contagem dos gendétipos e os
calculos de frequéncias alélicas foram realizadas com o programa ARLEQUIM
versao 2.0. Os pacotes estatisticos Statistica para Windows versao 5.5 (StatSoft,
Tulsa, CA), RxC (Miller 1999) foram utilizados nas analises. Uma probabilidade (P)

inferior a 0,05 foi considerada significativa em todas as analises.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

O receptor para produtos de glicagdo avangada (RAGE) reconhece
multiplos ligantes (STERN et al.,, 2002). A ativacdo de RAGE promove uma
sinalizagao intracelular com resultantes ndao completamente conhecidos. Esta
estabelecido que o gene RAGE ativa o fator de transcrigdo nuclear k8 (NF-«x3),
responsavel por aumentar a expressao de varias proteinas associadas ao
processo aterogénico e inflamatério (LI et al., 1997; SCHMIDT e STERN, 2000;
SINGH et al., 2001; HUDSON et al., 2002; BASTA et al., 2004; LAPOLLA et al.,
2005). Os ligantes mais estudados de RAGE, os produtos de glicacao
avancada (AGEs), mostram exuberante elevagao na concentragdo sérica no
individuo com Diabetes mellitus e em processos associados ao estresse
oxidativo, como o inflamatério e notadamente a insuficiéncia renal
(BROWNLEE et al., 1995; NISHIKAWA, et al., 2000; SINGH et al., 2001;
LAPOLLA et al., 2005).

As caracteristicas dos ligantes de RAGE, como as beta-fibrilas
presentes na doencga de Alzheimer, S100/calgranulinas envolvidas no processo
inflamatorio e os AGEs, sugerem que este receptor celular tem uma fungao
biolégica relevante e pode ser um elemento importante para o estudo e
compreensao de varios processos patologicos (STERN et al, 2002).

A relevancia de RAGE é ressaltada por estudos que mostraram o efeito
do RAGE soluvel (sRAGE), uma isoforma C-truncada de RAGE que perdeu o
sitio de ancoragem na membrana celular e circula no plasma, reduz o processo
inflamatério e as complicacbes associadas ao diabetes em roedores
(WAUTIER et al, 1996).

Os estudos de variagbes genéticas do gene RAGE buscando
associagdao com processos patolégicos tem mostrado resultados conflitantes.
Enquanto alguns estudos nao evidenciaram associagdes (GLOBOCNICK et al.,
2003; JIXIONG et al., 2003; KANKOVA et al., 2005), outros tém relacionado
polimorfismos de RAGE principalmente com complicagcbes do Diabetes
mellitus, processos inflamatérios e aterosclerose (HOFMANN et al., 2003;
PETTERSSON-FERNHOLM et al., 2003; FALCONE et al., 2005a).
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Os sitios polimorficos mais estudados de RAGE concentram-se no
exon 3 e na regiao promotora do gene (HUDSON et al., 1998; HUDSON et al.,
2001a). No exon 3, o polimorfismo que promove a substituicdo de uma glicina
por serina no codon 82 (G82S), produz uma proteina com mais afinidade pelos
ligantes (AGEs). O alelo 82S tem elevada prevaléncia em orientais (cerca de
20%), sendo menos frequente (< 10%) em populag¢des ocidentais (LIU et al.,
1999; HUDSON et al., 1998). Na populagao brasileira, a frequéncia alelo 82S é
de cerca de 3% (TORRES monografia 2006) e ndo esta associado ao diabetes
e a doenga arterial coronariana (PICHETH tese de doutorado 2007).

As variagbes genéticas da regidao promotora de RAGE tém revelado
associagao dos polimorfismos -429T>C, -374T>A e a delegédo de 63pb (-407 a
-345) com complicagdes do diabetes tipos 1 e 2, bem como com a severidade
da doenga cardiovascular (PETTERSON FERNHOLD et al., 2003; FALCONE
et al., 2004; FALCONE et al.,, 2005; SANTOS et al., 2005). Estes sitios
polimérficos ganharam especial atengdo com a descoberta de que sao
funcionais, com os alelos raros -429C, -374A e 63del, condicionando aumento
na expressdo da proteina RAGE (HUDSON et al, 2001a) Estudos
desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa na Universidade Federal do
Parana, mostraram que em uma populacédo predominantemente Euro-Brasileira
o alelo -429C esta associado com o diabetes tipo 1 (PICHETH et al., 2007b) e
0 gendtipo -374AA esta associado a menor severidade para a doencga arterial
coronariana em individuos com diabetes tipo 2 (PICHETH et al, 2007a).

Os resultados observados pelo nosso grupo de pesquisa na UFPR
apontam, com amplo suporte da literatura, que a regidao promotora de RAGE é
uma regiao importante para estudos de associagao deste gene com processos
patolégicos (LI e DICKSON, 1997; LI e SCHMIDT, 1997; LI et al, 1998;
YONEKURA et al 2005; PULLERITS et al 2005). Notadamente, ndo foram
evidenciados na literatura estudos que buscassem a deteccdo de novas
variagdes genéticas na regiao promotora de RAGE. A maioria dos trabalhos de
determinacao de frequéncia alélica utilizam a metodologia de PCR-RFLP, que
caracteriza apenas um sitio polimorfico especifico e conhecido. Ensaios
preliminares de triagem na busca de variagbes genéticas no promotor de
RAGE utilizando analise de heteroduplex e PCR-SSCP identificaram amostras

com padrao eletroforético diferente do usual, sugerindo novas mutagdes a
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serem caracterizadas nesta regido (PICHETH tese doutorado 2007). Assim,
neste trabalho se buscou identificar novas variagdes genéticas na regiao
promotora do gene RAGE utilizando a técnica de sequenciamento de DNA por

ser mais informativa e conclusiva que as demais metodologias.

4.1 Amostra

As caracteristicas demograficas da amostra encontram-se na Tabela 4.

TABELA 4 — CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DA AMOSTRA

Caracteristicas

Amostra total
(n=97)

Critérios

Sexo M/F (%)

57/40 (58,8/41,2)

Etnia

95% Euro-Brasileiros
5% Afro-Brasileiros

Idade (anos)

61,5£10 (média £tDP)

Mediana: 62,5
AV: 37 - 83
26,514,6
Mediana: 25,8
AV:17,9-457
53 (54,6%)

IMC (kg/m°) Normal: 18,5 — 24,9

Hipertensao >140/90 mmHg

46 (47,4%) Colesterol > 240 mg/dL

Historia familiar positiva para 37 (38,1%) Evento coronariano no pai
DAC antes de 55 anos ou na
méae antes dos 65 anos
Glicemia = 126 mg/dL

Dislipidemia

Diabetes mellitus (tipo 2) 33 (35%)

45 (46,4%)

Tabagismo Uso regular de qualquer

numero de cigarros

AV: amplitude de variagao

Na amostra predomina o sexo masculino (58,8%) e a etnia Euro-
Brasileira (95%) em decorréncia das caracteristicas dos pacientes que
procuraram o Hospital Costantini, uma instituicao privada, local de obtencéo da
amostra. Como todos os individuos presentes na amostra foram submetidos ao
procedimento angiografico, cujo objetivo foi revelar o grau de estenose das

coronarias, as caracteristicas descritas na Tabela 4 sdo compativeis com o
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esperado para este grupo de pacientes. Os fatores de risco para doenca
arterial coronariana compreendem a hipertensdo, uso de tabaco, histoéria
familiar, presenca de diabetes, obesidade (elevagdo no IMC - indice de massa
corporal) e dislipidemia, elementos presentes em expressiva porcentagem na
amostra em estudo (TAN et al., 2001; PIEGAS et al., 2003; AUER et al., 2005;
YOLOGLU et al., 2005).

4.2 Analises dos sequenciamentos de DNA

Foram sequenciadas noventa e sete amostras nas duas orientagoes,
em multiplos ensaios, para cada regiao do promotor do gene RAGE. Os dados
brutos dos sequenciadores automaticos de DNA Megabace1000 e ABI 377
foram processados pelos programas PhredPhrap que sdo executados
automaticamente, sem a interferéncia do usuario. O programa CONSED
consiste numa interface gréafica, onde é possivel conferir visualmente a
qualidade das sequéncias e edita-las, tendo sido usado para avaliar e editar as
sequéncias obtidas. Como nem todos os polimorfismos em heterozigose
aparecem no consenso como ambiglidades (base “N” ou n&o identificada),
todos os eletroforetogramas foram visualmente analisados com o programa
CONSED, para identificacdo de possiveis heterozigotos. Apds a edicdo das
sequéncias, o consenso foi exportado no formato FASTA e posteriormente
usado no alinhamento com as demais sequéncias consenso das outras
amostras. O alinhamento foi feito com o programa BIOEDIT.

O procedimento de amplificacdo pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para o fragmento da regido promotora do gene RAGE de -285 a +49 foi
eficiente, produzindo amplicons com boa concentracdo e sem bandas
inespecificas. Entretanto, a amplificacdo da regiao de -795 a -246 nao foi bem
sucedida. Entre os possiveis fatores responsaveis pelo insucesso apontamos a
sequéncia do oligonucleotideo iniciador forward ou problemas associados a
sintese deste iniciador, uma vez que sua utilizacdo produz bandas

inespecificas, nas varias condi¢gdes de PCR testadas.



Resultados e Discussao 37

Para resolver este problema utilizamos os oligonucleotideos iniciadores
descritos por Hudson et al (2001a), que permitem amplificar toda a regido em
estudo, assim obtivemos um amplicon de 787pb isoladamente em
concentracdes satisfatorias, e a partir deste amplicon é que foi possivel
sequenciar a regiao -738 a -246. O procedimento para PCR foi adaptado para o
uso da Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), uma polimerase de
desempenho superior (hot start) que permite eliminar bandas inespecificas.

O sequenciamento de DNA €é o método mais utilizado para
identificacdo de novas mutagdes e polimorfismos, embora seja uma técnica
relativamente laboriosa (KWOK, 2003). A abordagem mais utilizada é o
sequenciamento direto dos produtos de PCR com terminadores fluorescentes
em sequenciadores de DNA automaticos (FRANCA et al., 2002; KWOK, 2003).
Embora as metodologias de sequenciamento de DNA tenham evoluido
significativamente ao longo dos ultimos anos, o padrao eletroforético nem
sempre é homogéneo ao longo da sequéncia e também é variavel entre as
amostras, além disso, varios artefatos podem ocorrer.

Como o DNA humano é dipldide, nas posicbes polimorficas de
individuos heterozigotos aparecem duas bases diferentes e sobrepostas no
mesmo sitio. Este € um dos elementos que dificulta a interpretacdo do
sequenciamento, necessitando com muita frequéncia uma analise individual,
base a base, de cada amostra em estudo. Programas computacionais que
realizam estas analises de modo automatico ndo tém uma alta eficiéncia e
pequenas alteragdes na qualidade da sequéncia podem levar a resultados
falsos positivos (KWOK, 2003).

O aparecimento de um padrao desigual nos picos do
eletroforetograma, que caracterizam as bases no sequenciamento, torna dificil
o discernimento entre os picos duplos porque uma das duas bases para um
mesmo sitio polimorfico pode ser desproporcionalmente menor do que a outra.
Neste caso o algoritmo que identifica a base na reagdo automatica de
sequenciamento pode falhar na determinagao correta da base (KWOK, 2003).
Como mencionado, a intensidade dos picos no eletroforetograma de uma
posicdo em heterozigoze ndo é necessariamente a mesma (ou seja, metade da
intensidade da mesma base no homozigoto). Estas distor¢cdes e variagdes séo

principalmente decorrentes da técnica (tipo de terminador utilizado), da
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qualidade da amostra, do sistema de sequenciamento e do programa
computacional utilizado (KRONICK, 1997).

A presenga de artefatos na reagdo de sequenciamento do DNA é
frequente, resultando na necessidade de sequenciar nas duas orientagdes. A
utilizacdo de mais de uma técnica com principios diferentes pode eliminar ou
pelo menos mudar a natureza de artefatos que dificultam a identificagcdo de
variagdes genéticas em heterozigose (KRONICK, 1997).

Neste estudo foi empregado o método enzimatico com o sistema ET
terminator (mistura de reagentes para sequenciamento contendo DNA
polimerase e terminadores marcados com fluoréforos — GE Healthcare), que
apresenta como vantagem a utilizagdo de cromoforos fluorescentes
(fluoréforos) que podem ser excitados quase que uniformemente em um
mesmo comprimento de onda (488 nm) e que afetam minimamente a
mobilidade eletroforética (FRANCA et al, 2002). Isto assegura uniformidade nos
resultados.

No entanto, a metodologia com o sistema ET ndo é isenta de
interferéncias, podendo ocorrer uma incorporacdo diferencial dos
didesoxirribonucleotideos, e falhas na incorporagao. Outro elemento que pode
afetar a reacdo de sequenciamento € a parada prematura da sequéncia pela
presenca de estruturas secundarias no DNA molde e anomalias na mobilidade
eletroforética também devido a formacdo destas estruturas secundarias,
levando a um deslocamento do pico no eletroforetograma, as vezes podendo
confundir um heterozigoto com uma insergdo (KRONICK, 1997).

Varias metodologias para a preparagdo dos produtos de PCR para a
reacdo de sequenciamento tém sido descritas; entre as quais, a técnica que
utiliza exonuclease | e fosfatase alcalina de camarao (SAP) para degradar os
oligonucleotideos iniciadores e nucleotideos n&o incorporados, um dos
principais fatores que interferem nas reag¢des de sequenciamento (FRANCA et
al, 2002). Esta etapa € essencial, pois entre os principais interferentes da
reacdo de sequenciamento estdo os oligonucleotideos iniciadores e
dideoxinucleotideos n&o incorporados (KRONICK, 1997).

Neste trabalho, aproximadamente 95% das reagdes de
sequenciamento processadas foram satisfatorias, porém a qualidade das bases

foi variavel, possivelmente pelos fatores citados anteriormente. Por causa disto,
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os amplicons foram seqlienciados em ambas as orientacbes e sempre que
possivel em mais de uma reagao.

As sequéncias obtidas para os amplicons -285/+49 foram em geral de
melhor qualidade do que as seqiiéncias obtidas para a regido -738/-246. E
possivel que além dos fatores ja descritos que afetam o sequenciamento, a
sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores possa também afetar a qualidade
das sequéncias obtidas. O planejamento in silico de novos oligonucleotideos
iniciadores, com auxilio de programas mais complexos, poderia resultar em
iniciadores mais especificos para esta regiao, talvez evitando os problemas
observados. Também a aquisicdo de oligonucleotideos iniciadores com maior
grau de pureza seria uma opgao valida na tentativa de solucionar os problemas
descritos. Entre as agbes empregadas para melhorar a qualidade das
sequéncias, o aumento da temperatura de extensdo na reacdo de

sequenciamento foi o fator que mais contribuiu para melhorar os resultados.

4.2.1 Sequenciamento da regido de -285 a +49

Analisando as sequéncias da regidao promotora do gene RAGE de -285
a +49 foram encontrados duas variagbes genéticas, ambos polimorfismos de
unico nucleotideo (SNPs), o +20A>T e o -242A>T. O primeiro ja descrito por
Hudson et al (2001a), consiste na substituicdo sinbnima do cédon do segundo
aminoacido da proteina RAGE (exon 1: GCA - GCT) que codifica para alanina
(Ala2Ala). Duas das amostras (uma do grupo CTRL e uma do grupo
DM2+DAC+) em estudo ndo foram genotipadas nesta regidao por apresentar
repetidamente baixa qualidade na reagao de sequenciamento.

A nova variagdo genética encontrada, o SNP -242A>T, esta localizado
na regido do possivel sitio de regulacdo por NF-IL6 (fator de transcricao
nuclear IL-6), este um importante ativador transcricional de genes envolvidos
nas respostas imunes e inflamatérias. E relevante ressaltar a proximidade
desta variagdo com os ja conhecidos sitios polimérficos funcionais (-429, -374 e
63Del) da regidao promotora de RAGE. Estudos para avaliar a funcionalidade

deste polimorfismo sdo pertinentes e sugeridos. Nao foi possivel obter a
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sequéncia desta regido em uma das amostras do grupo CTRL. Nao foi
observado o gendtipo homozigoto raro (-242TT) em nenhuma das amostras
estudadas.

As Figuras 7 e 8, respectivamente, mostram a caracterizagdo destes

polimorfismos através da reagao de sequenciamento.

FIGURA 7 — ELETROFORETOGRAMA DA REAGAO DE SEQUENCIAMENTO
DA REGIAO -285 A +49 DO GENE RAGE EVIDENCIANDO A
VARIACAO GENETICA +20A>T

A>T

G A A2 G C AG G & T G G C A G C C G G 4 A C 4 G C A4 C

+20 AA
G & &2 G C A G G & T G G C T G C C G G A& A4 ©C A& G C A
+20 AT
N
G & A G C A G G A2 T G G C T G C C G G & A& C A& G C A
+20TT

Eletroforetograma da reacdo de sequenciamento da regido -285 a +49 do gene RAGE de trés
amostras, evidenciando a variagdo genética +20A>T. O eletroforetograma superior mostra o
polimorfismo +20A>T em homozigose (+20AA), no centro o gendtipo heterozigoto +20AT e na
parte inferior o genétipo homozigoto recessivo +20TT. O SNP +20 A>T esta localizado no exon
1 de RAGE, no 2° cédon (alanina). A substituicdo +20A>T uma mutagéo sindnima.



Resultados e Discussao 41

FIGURA 8 — ELETROFORETOGRAMA DA REAGAO DE SEQUENCIAMENTO
DA REGIAO -285 A +49 DO GENE RAGE EVIDENCIANDO A
VARIACAO GENETICA -242A>T

A>T

v

c G G666 66 T CT G & G GG A& A TG &G A& C C CT L& G A

-242 AA

CcsG G666 66 C T T 6 4 G GGT A& T G AGA C C CT A& G &

-242 AT ‘ ‘
A A A 3 ) -

Eletroforetograma da reagéo de sequenciamento da regido promotora do gene RAGE na regido
-285 a +49, evidenciando o sitio de substituigdo -242 A>T. O eletroforetograma superior mostra
o perfil para o gendétipo -242 AA (homozigose). Na parte inferior o gendtipo heterozigoto -242
TA. O gendtipo homozigoto recessivo -242 TT nao foi encontrado nas amostras estudadas.

Apds a anadlise de todos os eletroforetogramas, as sequéncias
consenso obtidas dos programas PhredPhrap e CONSED, foram alinhadas em
busca de novos polimorfismos. A figura 9 mostra o alinhamento das sequéncias
consenso de algumas amostras da regido -285 a +49 evidenciando o SNP +20
A>T. Nao foram encontrados outros polimorfismos além dos ja citados. Para
todos os sitios que apresentaram divergéncias da sequéncia consenso no
alinhamento, foram analisados o0s respectivos eletroforetogramas, sendo
descartados como polimorfismos o0s resultados que n&o apresentavam

consisténcia para a mesma amostra nos dois sentidos do sequenciamento.
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FIGURA 9 — ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DA REGIAO PROMOTORA
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DO GENE RAGE DE -285 A +49 DE ALGUMAS AMOSTRAS
EVIDENCIANDO A VARIACAO GENETICA +20 A>T
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230 z40 250 260 270 Za0 280
N P e B T O B B B B e P P P I
AGGECGEAGGCCACAGCAGEGAG AGGEE CAGAC AGAGC CAGEL CCCTEGAAG GARGC AGGAT GGCAG CCGEARCAGC R

Alinhamento realizado com o programa BioEdit de algumas das amostras sequenciadas na
regido -285 a +49 da regiao promotora do gene RAGE. Em evidéncia o polimorfismo +20A>T.
Todas as amostras com T (timina), em destaque, apresentam o polimorfismo em heterozigose.
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4.2.2 Sequenciamento da regido de -738 a -246

O sequenciamento da regido promotora do gene RAGE com
oligonucleotideos iniciadores que amplificam a regido -738 a -246 permitiu a
deteccdo dos polimorfismos -429T>C, -374T>A e a 63Del, todos ja
caracterizados na literatura (HUDSON et al 2001) e estudados pelo nosso
grupo de pesquisa da UFPR com a metodologia de PCR-RFLP (HEIDEMANN
2005; TORRES 2006; PICHETH et al 2007). O polimorfismo -374 T>A se
sobrepbe a regidao da delegcao de 63 pb. No grupo 2 (DM2+DAC+) nao foi
possivel confirmar o gendtipo de uma das amostras para o polimorfismo
-429T>C devido a baixa qualidade da sequéncia.

As figuras 10, 11 e 12 mostram, respectivamente, exemplos das
reacdes de seqlenciamento para os polimorfismos -429T>C, -374T>A e a
delecdo de 63pb (-407_-345del).
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FIGURA 10 - ELETROFORETOGRAMA DA  REAGAO DE
SEQUENCIAMENTO DA REGIAO -738 A -246 DO
GENE RAGE EVIDENCIANDO A VARIACAO
GENETICA -429 T>C

T>C

!

T T T T CTTTOCS&ALEC G A A& G TTOCCALE LA CLGGEG T TT

429 TT l

T T T T CT TT C& C GA & G C T COC L& A& L C L GGTTT

-429 TC J

,

T T T T CTT TOC A C GA & G CTOC CALLE A& CAEHLGGT T T

-429 CC ,

Eletroforetograma da reagéo de seqiienciamento da regido promotora do gene RAGE de -738
a -246 de trés amostras, evidenciando o sitio de substituicdo -429T>C. O eletroforetograma
superior mostra o polimorfismo -429 T>C em homozigoze dominante (-429 TT), no centro o
genotipo heterozigoto -429 TC e na parte inferior o gendétipo homozigoto recessivo -429 CC.
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FIGURA 11 — ELETROFORETOGRAMA DA  REAGCAO DE
SEQUENCIAMENTO DA REGIAO -738 A -246 DO
GENE RAGE EVIDENCIANDO A VARIACAO
GENETICA -374 T>A

T>A

4 T G A& TG CLAHE GG C C C & 4 TTOGC A& C CCTTG

-374TT l

cC A T G AT G C A& G 6 C CC & & TT G C A CC C T TG

Eletroforetograma da reacdo de seqlienciamento da regido promotora do gene RAGE de -738
a -246 de trés amostras, evidenciando o sitio de substituicdo -374 T>A. O eletroforetograma
superior mostra o polimorfismo -374 T>A em homozigoze dominante (-374 TT), no centro o
gendtipo heterozigoto -374 TA e na parte inferior o genétipo homozigoto recessivo -374 AA.
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Através da eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose 1%

foram identificadas trés amostras com a delegao de 63 pb (-407_-345del), mas

somente a amostra que apresentava a delegdo em homozigose foi

sequenciada.

A presenca da delegcdo de 63pb em heterozigose torna

impossivel o sequenciamento direto da regido. Assim, sera necessario clonar

os produtos de PCR e sequienciar os clones para confirmar estas variantes. A

Figura 12 mostra o alinhamento das bases para a amostra com delegc&o de 63

pb em homozigose.

FIGURA 12 —
Consensus
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PROM 50 F -8782
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ALINHAMENTO DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE
DE -738 A -246 EVIDENCIANDO A DELECAO DE 63PB EM
HOMOZIGOSE

10 z0 30 40 =1n] =11 70 an
L T T T T T T T
GGRRGCAGTTCTCTCCT CACT TRTARACTTGTGTAGTTTCACAGAAAAALAAACARAAT GCAGT TTTAAATARAGABATTTCTTT

GAAAAAAAMCAAD TGCAGT TTTAAATAAAGRARTTTCTTI
GEEGCAGTTCTCTCCTCACT TGTARACTTGTGTAGTTT CACAGAAAARAAACAALAT GCAGT TTTAAATARAGARATTTCTTT

| |
CTGGGTTTAGTT GAGAATTTTITITCAAARAACAT GAGAAACCCCAGAAARARAAATGATTTT CTTT CACGAAGTTC CARACAR
CTGGGTTTAGTT - GAGAATTTTTTTCAAAAAACAT - GAGAALCCCCAGAAAAARAATGATTTTCTTT CACGRAAGT TC CAALCAL
CTGGGTTTAGTT GAGAATTTTTTTCAAAAAACAT - GAGAALCCCCAGAAAAAAAATGATTTTCTTT CACGAAGTTC CAALCAL

R i
CTCCTGTTCCCCAGCCTTGCCTTCATIH!TGCAGGCCCAATTGCACCCTTGCAGRCMCAGTCTGGCCTl];ﬂACCCTRTTE‘nRTGCﬂ

CTCCTE EAACCCTATTGRTGCB
CTCCTE EAACCCTRTTGRTGCB
63 bp Del
z20 290 200 210 3E0 230 240 3E0

CHCAATCAAGAT GEEGCTCCAGTGGGT CACCAGGCAGCCCTGAT GEACT GATGHAATAARTAGGAT CGLGHHCTCT G
CGCAATCAAGATGEEGCTCCAGTGGGT CAC CAGGCAGCCCTGAT GGACTGATGCAATAAATAGGAT CGGGGGTCCT GA
CHCAATCAAGATGGGGCTCCAGTGG TCACC

Alinhamento com o programa BioEdit. Foi utilizada como comparativo (consensus) a seqiiéncia
depositada no GenBank (D28769). Em destaque a regido com a delegdo de 63pb, em amostra
em homozigose para esta variagéo.
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Neste trabalho foi identificada na regido -738 a -246 uma nova variagao
genética, a delegao de duas timinas nas posicoes -505 -504 (-505 -504delTT)
em uma unica amostra. Esta variagcdo ainda nao esta descrita na literatura.

Quando da identificacdo desta nova variante (-505_-504delTT) revimos
em um estudo anterior e observamos que esta mesma amostra apresentava
um padrao diferente na analise de SSCP — Heteroduplex (PICHETH tese de
doutorado 2007). As condigbes de analises para identificagdo de polimorfismos
conformacionais de fita Simples (SSCP) permitem analisar polimorfismos
associados a diferentes conformacbes da fita de DNA e formacdo de
heteroduplex (alteracdo de conformacgao de fita dupla). Primeiramente ocorre a
desnaturagcdo do DNA e imediatamente o resfriamento em gelo, em seguida a
corrida eletroforética em baixa temperatura. O perfil eletroforético da analise de
heteroduplex para a mesma amostra obtida por Picheth (tese de doutorado

2007) esta mostrado na Figura 13.

FIGURA 13 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE

HETRODUPLEX DE PARTE DA REGIAO

PROMOTORA DO GENE RAGE

1 2

Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 10% corado com brometo de etideo evidenciando
analise de heteroduplex do fragmento -590 /-246 da regido promotora do gene RAGE. Na linha
1 padrdo de migracdo de amostra de individuo homozigoto com seqiiéncia selvagem e na linha
2 padrao de migracao anémalo, que sugere variabilidade genética.

FONTE: PICHETH tese de doutorado 2007.
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Esta nova variagao esta muito préxima (menos de 100 pares de base)

do polimorfismo funcional -429T>C sugerindo que pode também afetar a

transcricdo de gene. Estudos para verificar a funcionalidade desta variagao

devem ser realizados para confirmar esta hipétese.

As figuras 14 e 15 mostram, respectivamente, o alinhamento e o

eletroforetograma da amostra com delecado TT na posig¢ao -505_-504.

FIGURA 14 — ALINHAMENTO DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE
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TTTTARATARRAGAAAT TTQTTT TITCCY THATT TAGTT GAGAAT TTTTTT CAARAR ACATGAGRAARC CC

290 300 310 Jan 330 340 3a0
allaaae leana e aaalleaaalaoaa laaes laaaa laaaalsaaallaaaa laa oo llaaa s faaaal

CREARAMARARTEATT TTCTTT CACGARAGT TCCARACAGGTTTCT CTCCTGTTCCCC AGCCTT GCCTT CR
CREARAMAMARTEATT TTCTTT CACGARGT TCCARACAGLTTTCT CTCCTGTTCOCCC AGCCTT GCCTT CR

Alinhamento com o programa BioEdit evidenciando (em destaque) a variagao genética -505_
-504delTT. Foi utilizada como comparativo (consenso) a sequiéncia depositada no GenBank

(D28769).
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FIGURA 15 - ELETROFORETOGRAMA DA REACAO DE
SEQUENCIAMENTO DA REGIAO -738 A -246 DO
GENE RAGE EVIDENCIANDO A VARIACAO
GENETICA -505_-504delTT

TGCAGT TTTAAAT AAAGAAATTTCTTTTCCCCCNG THNTHTNTT AGAAAATTTTTCHNC

Eletroforetograma da reacdo de seqlenciamento da regido promotora do gene RAGE de -738
a -246 de uma mesma amostra, evidenciando o sitio -505_-504delTT. O eletroforetograma
superior mostra a seqiiéncia no sentido F e na parte inferior no sentido R.

Com a utilizagdo do programa PhredPhrap nao foi possivel obter uma
sequéncia consenso utilizando as sequéncias completas nos dois sentidos (F e
R), pois a presenca de delegcdo em heterozigose causa a sobreposi¢cao de duas
sequéncias defasadas em 2 nucleotideos a partir do sitio da delegéo (-504). A
analise em separado dos alinhamentos das sequéncias com oligonucleotideos
iniciadores forward (F) e reverso (R), permitiu inferir a alteracdo de bases na
amostra como mostrado na Figura 15.

A regido -738 a -246 apresentou a maior frequéncia de amostras com
sequéncias de baixa qualidade. Em algumas amostras foram observadas
extensas regides com bases de baixa qualidade, que podem ter sido causadas
por estruturas secundarias nos oligonucleotideos iniciadores ou no DNA molde.
O aumento na temperatura de extensao na reagao de sequenciamento permitiu
uma melhor qualidade nas sequéncias, reforcando a hipétese do efeito de

estruturas secundarias.
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4.2.3 Resultados inconclusivos

Os resultados obtidos para algumas amostras (~7%) nao permitiram
definir conclusivamente a sequéncia da regido estudada, ndo sendo, portanto,
descartada a possibilidade de serem novas variantes. Uma vez que foram
feitas diversas tentativas para se determinar a sequéncia destas amostras, é
possivel que a falta de sucesso se deva a baixa qualidade do DNA molde,
contaminagdo da amostra com outro DNA ou mesmo presenca de algum
inibidor da reagdo de sequenciamento/PCR. A figura 16 exemplifica uma

reacao de sequenciamento de uma destas amostras.

FIGURA 16 - ELETROFORETOGRAMA DA  REAGAO DE
SEQUENCIAMENTO DA REGIAO -738 A -246 DO
GENE RAGE EXEMPLIFICANDO UM RESULTADO
INCONCLUSIVO

-314G>A ?
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R MMMMMMM
Eletroforetograma da reacdo do seqlienciamento da regiao -738 a -246 do gene RAGE de uma
mesma amostra, evidenciando a possivel variagao genética -314 A>G. O eletroforetograma
superior (sequéncia no sentido F) mostra o possivel variagdo em heterozigose, porém no
eletroforetograma inferior (seqiiéncia com orientagdo oposta — sentido R) aparece uma base

Unica. Por nao apresentar a variagdo nas duas orientagdes e por ser uma regido com elevado
background n&o € possivel caracterizar uma variagdo genética.

r
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4.3 Comparac0Oes entre as frequéncias genotipicas e alélicas para a regido
promotora do gene RAGE em estudo

Os polimorfismos encontrados na regido promotora de RAGE +20A>T,
-374T>A, -429T>C e a delecdo de 63 pb, ja estavam descritos na literatura
(HUDSON et al., 2001a) e suas frequéncias foram estabelecidas para varias
populagdes, inclusive a populacdo brasileira. Torres (monografia 2006)
estudando estes polimorfismos por PCR-RFLP em Euro e Afro-Brasileiros
demonstrou que as frequéncias genotipicas e alélicas sao semelhantes entre
estes grupos, exceto para o polimorfismo -374T>A que ocorre em uma

frequéncia significativamente menor (23,1% versus 34,7%) nos Afro-Brasileiros.

As novas variagdes genéticas da regidao promotora de RAGE, -242A>T
e a 505 -504delTT, foram encontrados pela primeira vez neste estudo, que
analisou uma populagcdo predominantemente de Euro-Brasileiros. O
polimorfismo +20A>T ja foi descrito (HUDSON et al.,, 2001a), mas sua

frequéncia nao foi analisada na populagao brasileira.

Nas Tabelas 5 e 6 estdo descritas as freqiéncias genotipicas e alélicas
para as variagbes geneéticas encontradas neste estudo e sua analise

estatistica.



Resultados e Discussao 52

TABELA 5 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS PARA VARIACOES NA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE NOS GRUPOS EM ESTUDO

Grupos CTRL DM2+DAC+ DAC+ Amostra
Genétipos n=29 n=33 n=35 p* total (n:97)
+20A>T 0,781
A/A 23 (82,1%) 25 (78,1%) 26 (74,3%) 74 (77,9%)
AT 5(19,9%) 6 (18,8%) 9 (25,7%) 20 (21,0%)
T 0 (0%) 1(3,1%) 0 (0%) 1(1,1%)
ND 1 1 0 2
-242A>T 0,197
A/A 28 (100,0%) 30 (90,9%) 34 (97,1%) 92 (95,8%)
AT 0 (0,0%) 3(9,1%) 1(2,9%) 4 (4,2%)
TT 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
ND 1 0 0 1
-374T>A
T/T 14 (50,0%) 15 (48,4%) 10 (29,4%) 0,062 39 (41,9%)
T/A 14 (50,0%) 13 (41,9%) 17 (50,0%) 44 (47,3%)
A/A 0 (0,0%) 3(9,7%) 7 (20,6%) 10 (10,8%)
ND 12 2 12 4
63del 0,746
I/ 28 (96,6%) 32 (97,0%) 34 (97,1%) 94 (96,9%)
I/D 1(3,4%) 0 (3,0%) 1(2,9%) 2 (2,1%)
D/D 0 (0,0%) 1(0,0%) 0 (0,0%) 1(1,0%)
-429T>C 0,040
TIT 18 (62,1%) 27 (79,4%) 30 (85,7%) 75 (78,1%)
T/IC 11 (37,9%) 4 (12,5%) 5 (14,3%) 20 (20,8%)
C/IC 0 (0,0%) 1(3,1%) 0 (0,0%) 1(1,1%)
ND 0 1 0 1
-505_-504delTT 0,628
TT/TT 28 (100,0%) 32 (97,0%) 34 (100,0%) 94 (98,9%)
TT/-- 0 (0,0%) 1 (3,0%) 0 (0,0%) 1(1,1%)
-/- 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
ND 1 0 1 2

*P: comparacao entre os trés grupos pelo teste exato de Fisher bidirecional (RxC)
ND: genétipo nao determinado
& presencga da Delecdo de 63pb (-407_-345del)

I: Insercao; D: Delegao

A comparacado das frequéncias alélicas entre os grupos em estudo

também foi realizada. Na Tabela 6 a distribuicdo alélica e o equilibrio de Hardy-

Weinberg. A Tabela 7 mostra a comparagdo para as variagdes geneéticas

encontradas.
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TABELA 6 - FREQUENCIAS ALELICAS E EQUILIBRIO DE HARDY-
WEINBERG PARA VARIAGOES GENETICAS NA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE NOS GRUPOS EM ESTUDO

Grupos CTRL DM2+DAC+ DAC+ Amostra
Alelos (%) (%) (%) Total (%)
+20A>T
Aleloraro T 8,9 12,5 12,9 11,6
[95% IC] [1-16] [7 - 21] [5-21] [7 —16]
H-wW* 0,603 0,410 0,383 0,784
-242A>T
Aleloraro T 0,0 4.7 1,4 3.1
95% IC [0-0] [0-10] [0 —4] [0 - 6]
H-wW* sr 0,781 0,931 0,834
-374T>A
Alelo raro A 25,0 32,8 45,6 35,1
95% IC  [14 - 36] [21 —49] [34 — 57] [28 — 42]
H-W* 0,08 0,656 0,963 0,791
63del
alelo raro Del 1,7 3,0 1,4 2,10
95% IC [0-5] [0-7] [0 - 4] [0-4]
H-wW* 0,933 < 0,001 0,931 <0,001
-429T7>C
Alelo raro C 19,0 9,4 7.1 19,8
95% IC [9 0 29] [0-4] [1-13] [14 — 25]
H-W* 0,207 0,134 0,649 0,793
-505_-504delTT
Alelo raro delTT 0,0 1,5 0,0 0,5
95% IC [0] [0 —4] [0] [0-2]
H-W* sr 0,929 sr 0,959

*H-W: Equilibrio de Hardy-Weinberg (P, teste do chi-quadrado);
95% IC: Intervalo de confianga de 95%
sr: sem resultado
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TABELA 7 — COMPARAGCAO ENTRE AS FREQUENCIAS ALELICAS PARA
VARIACOES GENETICAS NA REGIAO PROMOTORA DO
GENE RAGE NOS GRUPOS EM ESTUDO

Polimorfismos  +20A>T  -242A>T  -374T>A 63Del -429T>C -505_-504delTT

grupos
CTRL x°=0,394 4°=2,692 x°=0,882 %°=0,223 y°=2,33 x°=0,855
VS
DM2+DAC+  P=0,530 P=0,100 P=0,347 P=0636 P=0,126 P=0,355
CTRL v°=0,486 °=0,806 x°=5,63 %°=0,018 y°=4,05
VS nc
DAC+ P=0,485 P=0,369  P=0,017 P=0,893 P=0,044

DM2+ DAC+  4%=0,003 ¢°=1,226 y°=2,25 y°=0,404 °=0,221 x*=1,06
Vs
DAC+ P=0,950 P=0,268 P=0,133 P=0,525 P=0,638 P=0,301
P: teste do chi-quadrado
nc: nao pode ser calculado

As frequéncias genotipicas (Tabela 5) ndo diferiram entre os grupos
estudados, exceto para o polimorfismo -429T>C onde uma frequéncia
significativamente menor (p=0,040) do gendtipo TC foi observada entre o grupo
controle (37,9%) e os grupos DM2+DAC+ (12,5%) e DAC+ (14,3%). Também
foi observada uma menor frequéncia do alelo -429C entre os grupos controle e
o DAC+ (19,0% vs 7,1% — Tabela 7). A freqiéncia do alelo -374A foi menor no
grupo controle quando comparado ao grupo DAC+ (25% vs 45%). As
diferencas observadas devem ser avaliadas com cautela, uma vez que né&o
foram encontradas no trabalho com maior numero de amostras (n=320), do
qual foram selecionadas (PICHETH tese de doutorado 2007). O fato da selecao
das amostras ndo ser completamente aleatéria, também dificulta a
interpretacdo destes dados, sugerindo que os valores observados podem ser
produto do tamanho amostral e uma amostra ndo randomizada.

Todas as variagdes genéticas em estudo, exceto a 63Del, encontram-
se no esperado equilibrio de Hardy-Weinberg. O desequilibrio de Hardy-
Weinberg observado para a 63Del nos grupos DM2+DAC+ e DAC+ pode ser
atribuido ao tamanho amostral, insuficiente para a andlise de variagdes

genéticas com frequéncia da ordem de 1%.
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O polimorfismo +20A>T foi o mais freqliente entre as variantes ainda
nao estudadas em nossa populagdo. Hudson et al. (2001) descreve uma
frequéncia de cerca de 14% para o alelo raro neste polimorfismo, em
concordancia com os dados obtidos (~12%) para a populacdo brasileira. E
possivel que a prevaléncia de Euro-Brasileiros na amostra tenha sido um fator
relevante para a semelhanca encontrada. Como este polimorfismo nao leva a
uma alteracdo do aminoacido (mutagcdo sinbnima), era esperado que as
frequéncias ndo estivassem relacionadas com as caracteristicas dos grupos
em estudo.

As novas variagdes genéticas identificadas neste trabalho (-242A>T e
-505_-504delTT) consistem de alelos raros (-242T e a presenga da Del TT na
posicdo -504 -505) com frequéncias, respectivamente de 3% e 0,5% na
amostra total (Tabela 6). Considerando as analises de heteroduplex realizadas
por Picheth (tese de doutorado 2007), foram encontradas quatro amostras com
o mesmo perfil de heteroduplex da amostra caracterizada como -505
-504delTT neste trabalho. Se as demais amostras confirmarem esta delecao é
possivel inferir para a populacao Euro-Brasileira uma freqiéncia desta variagcao
genética de cerca de 1,25% (4/320, 4 amostras em um total de 320). A
proximidade com outros sitios polimorficos ja caracterizados como funcionais
sugere que a presencga desta variacdo também afete o nivel de transcrigdo de
RAGE. Em apoio a esta sugestéo, analises in silico revelam que esta regiao
pode estar envolvida na ligacdo de fatores associados a regulagcdo da
transcrigdo do gene RAGE. E relevante ressaltar que a baixa freqiiéncia destas
variantes genéticas na populagcdo estudada, mesmo que venham a ser
caracterizadas como funcionais, sugerem que seu efeito esperado em
processos patoldgicos seja muito pequeno.

Em sintese, neste trabalho, procuramos novas variagées genéticas na
regido promotora do gene RAGE, utilizando a técnica de sequenciamento de
DNA. Duas novas variagdes genéticas foram encontradas. Novos estudos para

caracterizar a funcionalidade destas variagdes genéticas devem ser realizados.
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5. CONCLUSOES

e Foram identificadas duas novas variacdes genéticas na regidao promotora do
gene RAGE, -242A>T e a delecéo de duas timinas no sitio -505_-504 (-505_
-504delTT).

e As frequéncias das novas variacbes genéticas para a populacéo
predominantemente Euro-Brasileira estudada foi 3,1% para o alelo
-242T e 0,5% para o alelo Del TT na posi¢cao -505_504.

e A frequéncia do polimorfismo +20A>T na amostra estudada (cerca de 12%)

nao difere daquela descrita para europeus.

e Na&o h& evidéncias conclusivas que as de varia¢des genéticas identificadas na
regido do promotor de RAGE estejam associadas ao Diabetes mellitus tipo 2

ou a doenca cardiovascular.
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Apéndice 1: Descricdo da hierarquia dos diretorios criada para a montagem

das sequiéncias, exemplificada pela amostra 153

Diretorio base
/153

/ chromat_dir
cromatogramas.abi e .esd

/ edit_dir
arquivo .fasta.screen.ace (arquivo de montagem)
arquivo .fasta (todas as sequiéncias em formato FASTA)
arquivo .fasta.screen.qual (qualidade das sequéncias)
arquivo .fasta.screen.contigs (contigs no formato FAST)
arquivo .fasta.screen.contigs.qual (qualidade dos contigs)
arquivo .phrap.out (informacgdes sobre o processo de
montagem)
arquivo .screen.out (informagdes sobre vetores)

/ phd_dir
arquivos.phd (possui os valores do basecall)



67

Apéndice 2: Visualizacdo gréafica com o programa CONSED da montagem
das sequiéncias exemplificada pela amostra 153
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Em A, a montagem da sequéncia 153 a partir dos eletroforetogramas oriundos de varias reacdes
de seqgiienciamento, na primeira linha a seqiiéncia consensus e nas linhas abaixo a sequéncia de
bases dos respectivos eletroforetogramas, a qualidade de cada base e as orientagdes do
seqlienciamento também sdo mostradas. Em B trés eletroforetogramas da mesma amostra
proveniente de reacfes diferentes.
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