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RESUMO 

 
O pênfigo foliáceo endêmico, também conhecido como fogo selvagem, é uma 
doença caracterizada por bolhas e mediada por auto-anticorpos específicos contra 
uma glicoproteína desmossomal, a desmogleína 1 (Dsg1). Esta auto-imunidade 
resulta em perda da interação entre as células da epiderme, um fenômeno chamado 
acantólise. Fatores genéticos e ambientais influenciam sua patogênese e 
principalmente variantes dos genes HLA de classe II têm sido associadas ao 
pênfigo. A ativação do receptor para produtos finais de glicação avançada (RAGE ou 
AGER) produz eventos celulares associados a processos inflamatórios e ao 
diabetes. Mais de 50 polimorfismos foram descritos para o gene RAGE, dentre os 
quais estão os polimorfismos da região promotora, -429 T>C, -374 T>A e 63 bp del 
(-407_-345del), todos relacionados a um aumento da expressão de RAGE. O 
polimorfismo 2741 G>A do intron 9 pode estar associado com a geração da isoforma 
protetora sRAGE através de splicing alternativo de RAGE. O objetivo deste estudo 
foi investigar uma possível associação entre os polimorfismos do gene RAGE, 
-429 T>C, -374 T>A, 63 bp del e 2741 G>A, e o desenvolvimento do pênfigo foliáceo 
endêmico através de um estudo caso versus controle. Uma amostra da população 
brasileira subdividida em pacientes (245) e controles (403) foi genotipada através de 
PCR (63 bp del), PCR-RFLP (-429 T>C) e RT-PCR (-374 T>A e 2741 G>A). Não 
foram encontradas associações entre os polimorfismos -374 T>A, 63 bp del e 2741 
G>A e a doença (P>0,05). Por outro lado, foi encontrada uma fraca função protetora 
do alelo -429C ao pênfigo (P=0,04; OR=0,61 [0,34 e 1,07]), que deve ser investigada 
em estudos usando uma amostra maior. Estudos de haplótipos entre estes 
polimorfismos revelaram que não há associação entre estes e a doença (P>0,05). 
Entretanto, um forte desequilíbrio de ligação foi encontrado entre os alelos D (63 bp 
del) e 2741A (D’≈1,0; P<0,0001; r2=0,95), sugerindo que estes podem ser utilizados 
isoladamente para identificar haplótipos em estudos de associação. Além disso, um 
estudo de haplótipos entre o polimorfismo -429 T>C do gene RAGE e os genes HLA 
de classe II DRB1 e DQB1 revelaram que -429T.DRB1*01.DQB1*05, 
-429T.DRB1*04.DQB1*03 e -429T.DRB1*16.DQB1*05 são marcadores de 
susceptibilidade para o pênfigo, enquanto os haplótipos -429T.DRB1*07.DQB1*02, 
-429T.DRB1*11.DQB1*03 e -429T.DRB1*13.DQB1*06 estão associados 
negativamente à doença. Além disso, Euro-Brasileiros mostraram um desequilíbrio 
de ligação (P<0,05) entre os alelos do haplótipo 8.1 AH (-429C, HLA-DRB1*03 e 
DQB1*02). Finalmente, uma nova mutação (-510_-509delCT) foi encontrada na 
região promotora do gene RAGE, porém sua baixa freqüência (0,26%) aponta para 
um pequeno efeito populacional, mesmo que estabelecido funcional. 
 
Palavras-chave: MHC, gene RAGE, pênfigo foliáceo endêmico, susceptibilidade 

genética, associação genética. 



 

 

 

ABSTRACT 
 

Endemic pemphigus foliaceus, also known as fogo selvagem (wild fire), is a blistering 
skin disease mediated by IgG autoantibodies specific for a desmosomal glycoprotein, 
desmoglein 1 (Dsg1). This results in detachment of epidermal cells from each other, 
a process called acantholysis. Genetic and environmental factors are known to 
influence its pathogenesis and HLA class II genes variants have been associated to 
susceptibility to pemphigus. Activation of the receptor for advanced glycation end 
products (RAGE or AGER) produces cellular events associated with inflammatory 
processes and diabetes. Over 50 polymorphisms have been reported for the RAGE 
gene, among which are the promoter region polymorphisms -429 T>C, -374 T>A and 
63 bp del (-407_-345del), all related to increased expression of RAGE. The 2741 
G>A intron 9 polymorphism may be associated with the generation of the protective 
isoform sRAGE through alternative splicing of RAGE. The aim of this study was to 
investigate a possible association between RAGE polymorphisms, -429 T>C, -374 
T>A, 63 bp del and 2741 G>A, and the development of endemic pemphigus foliaceus 
through a case versus control study. A sample of the Brazilian population subdivided 
in patients (245) and controls (403) was genotyped through PCR (63 bp del), PCR-
RFLP (-429 T>C) and RT-PCR (-374 T>A and 2741 G>A). No associations were 
observed among the polymorphisms -374 T>A, 63 bp del or 2741 G>A and the 
disease (P>0,05). In contrast, the allele -429C was found to be slightly protective to 
pemphigus in this sample (P=0.04; OR=0.61 [0.34 e 1.07]) and should be 
investigated in studies using larger samples. Haplotype studies of these 
polymorphisms revealed no associations with the disease. However, a strong linkage 
disequilibrium was found between the alleles D (63 bp del) and 2741A (D’≈1.0; 
P<0.0001; r2=0.95), suggesting that they can be used as tagSNPs in association 
studies. Furthermore, haplotype analysis among -429 T>C RAGE polymorphism and 
the HLA class II genes DRB1 and DQB1 revealed that the haplotypes 
-429T.DRB1*01.DQB1*05, -429T.DRB1*04.DQB1*03 and 
-429T.DRB1*16.DQB1*05 are markers for susceptibility to pemphigus, while the 
haplotypes -429T.DRB1*07.DQB1*02, -429T.DRB1*11.DQB1*03 and 
-429T.DRB1*13.DQB1*06 are negatively associated to the disease. Additionally, 
Euro-Brazilians showed linkage disequilibrium among the 8.1 AH alleles -429C, HLA-
DRB1*03 and DQB1*02. Finally, a new mutation (-510_-509delCT) was found in the 
promoter region of RAGE however its low frequency (0.26%) indicates that a low 
population effect is expected, even if established as functional. 
 
Key-words: MHC, RAGE gene, endemic pemphigus foliaceus, genetic susceptibility, 

genetic association. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

No início do século XX, o monge Gregor Mendel postulou as leis dos padrões 

de herança genética baseado em seus estudos de cruzamento em plantas, dando 

início à Genética Moderna e à compreensão das bases genéticas de doenças de 

origem monogênica (Risch, 2000). Contudo, doenças de caráter multifatorial como o 

diabetes, a artrite reumatóide e o pênfigo foliáceo resultam da interação do produto 

de vários genes com diversos fatores ambientais, tornando muito complexa a 

elucidação de sua etiologia (Price et al., 1999). 

Pênfigo foliáceo endêmico (PFE), também conhecido como fogo selvagem, é 

uma doença auto-imune mediada por auto-anticorpos IgG específicos para a 

desmogleína 1, uma glicoproteína desmossomal (Amagai, 1995), e se caracteriza 

por bolhas e erosões na pele resultantes de um processo chamado acantólise 

(Veldman e Feliciani, 2007). O pênfigo foliáceo ocorre globalmente de forma 

esporádica, no entanto, na América do Sul ocorre de forma endêmica em áreas 

rurais principalmente no Centro-Oeste do Brasil (Hans-Filho et al., 1999). 

O estudo dos fatores genéticos envolvidos com doenças multifatoriais como o 

PFE é feito através de estudos caso versus controle de variantes de genes 

candidatos. Estes estudos têm indicado que a susceptibilidade e resistência ao PFE 

estão associadas a vários alelos dos genes HLA, integrantes do complexo principal 

de histocompatibilidade classes I e II (MHC I e II) (Pavoni et al. 2003). 

O receptor RAGE ou AGER (receptor para produtos finais de glicação 

avançada), membro da superfamília das imunoglobulinas, é codificado pelo gene 

RAGE localizado no cromossomo 6p21.3 no MHC classe III, posicionado entre MHC 

classes I e II (Sugaya et al., 1994). Estudos revelaram a presença de um alelo de 

RAGE num haplótipo que inclui alelos HLA, designado haplótipo ancestral 8.1 (8.1 

AH), que está associado a doenças auto-imunes (Laki et al., 2007). 

Através da interação com ligantes, como os produtos finais de glicação 

avançada (AGEs), RAGE ativa vias pró-inflamatórias e pró-coagulantes, além de 

gerar estresse oxidativo (Nagaraj et al., 1996; Miyata et al., 1997). Sua expressão é 

aumentada em locais de acúmulo dos seus ligantes, bem como em estresse, 

desenvolvimento normal, diabetes, insuficiência renal, resposta inflamatória e na 

doença de Alzheimer (Yan et al., 1996; Nishikawa et al., 2000; Schmidt e Stern, 

2000; Hudson et al., 2002). 
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Até o momento, cerca de 50 polimorfismos já foram identificados no gene 

RAGE. Na região promotora foram encontrados os polimorfismos funcionais -429 

T>C (rs1800625), -374 T>A (rs1800624) e uma deleção de 63 pb (-407_-345del) que 

estão associados à alteração da transcrição de RAGE in vitro (Hudson et al.; 2001). 

Estudos recentes têm mostrado a participação do receptor RAGE na inflamação 

intestinal (Andrassy et al., 2006; Raman et al., 2006) e no desenvolvimento de 

câncer de pele induzido por DMBA/TPA (Gebhardt et al., 2008). 

O splicing alternativo do mRNA de RAGE gera uma isoforma solúvel (sRAGE) 

que conserva parte do intron 9. Esta forma truncada de RAGE é resultado da 

introdução de um códon de parada prematuro no mRNA resultando na eliminação 

das regiões codificadas pelos exons 10 e 11. No produto da tradução, esta região 

corresponde à hélice transmembrana, que ancora o receptor na membrana, e à 

cauda citosólica, responsável pela transdução de sinal intracelular (Schmidt et al., 

1994; Yonekura et al., 2003; Ding e Keller, 2005). O sRAGE é uma isoforma com 

provável ação supressora da ativação e sinalização de RAGE, pois é capaz de ligar 

e seqüestrar ligantes de RAGE sem promover a transdução de sinal (Ding e Keller, 

2005). O SNP 2741 G>A (rs2071288) localiza-se no intron 9 próximo ao exon 10, 

numa região de interação com proteínas reguladoras de splicing (item 3.3.2; Stamm 

et al., 2005; Blaustein et al., 2007), podendo estar associado à geração da isoforma 

protetora sRAGE através de splicing alternativo do mRNA. 

 Uma vez que o produto do gene RAGE é parte importante do processo 

inflamatório e seus diferentes alelos estão associados a condições patológicas e 

suas complicações, além de também estar próximo de outros genes associados ao 

PFE, este gene foi escolhido como candidato para estudar uma possível associação 

com a predisposição ao PFE. O estudo das variantes alélicas pode contribuir para a 

identificação de fatores responsáveis pela susceptibilidade ou proteção ao PFE, e 

desenvolvimento de novas terapias e medidas preventivas. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar possíveis associações entre variantes genéticas do gene do 

receptor para os produtos finais de glicação avançada (RAGE) e o pênfigo foliáceo 

endêmico em uma população brasileira. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar as características epidemiológicas do pênfigo foliáceo endêmico 

na população estudada; 

 Determinar a variabilidade genética nos sítios polimórficos da região 

promotora de RAGE, -429 T>C, -374 T>A e 63 pb del (-407_-345pb), e do 

intron 9, 2741 G>A, em estudo tipo caso versus controle (pacientes com 

pênfigo foliáceo endêmico versus grupo controle saudável); 

 Amplificar através da reação em cadeia da polimerase (PCR) a região 

promotora do gene RAGE para determinar a freqüência do polimorfismo 63 

pb del através de eletroforese em gel de agarose; 

 Determinar as freqüências alélicas e genotípicas do polimorfismo -429 T>C da 

região promotora através da reação de PCR-RFLP; 

 Determinar as freqüências alélicas e genotípicas dos polimorfismos -374 T>A 

da região promotora e 2741 G>A do íntron 9 através de PCR com aquisição 

de dados em tempo real (PCR em Tempo Real) utilizando o sistema 

TaqMan®; 

 Determinar as freqüências haplotípicas e o desequilíbrio de ligação entre os 

polimorfismos do gene RAGE em estudo; 

 Realizar uma análise haplotípica e determinar o desequilíbrio de ligação entre 

o polimorfismo -429 T>C da região promotora do gene RAGE e as variantes 

dos genes HLA-DRB1 e DQB1; 

 Comparar as freqüências genotípicas, alélicas, de portadores e haplotípicas 

dos polimorfismos em estudo entre os grupos de pacientes e de indivíduos 

controle. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 DOENÇAS COMPLEXAS 

 

 As doenças podem ser classificadas de acordo com a contribuição relativa 

dos fatores genéticos e ambientais para a sua etiologia. Em geral, estes fatores 

interagem para desencadear a doença, mas com contribuições diferenciadas. Nos 

distúrbios monogênicos o papel dos fatores genéticos é predominante e 

incontestável, uma vez que os padrões genealógicos mendelianos são consistentes 

(Strachan e Read, 2002). As causas de patologias de padrão de herança 

monogênico como a hemofilia e a distrofia muscular de Duchenne têm sido 

elucidadas pela identificação dos genes que as controlam (Petronis, 2001). No 

entanto, doenças que não seguem os padrões mendelianos de herança surgem da 

interação de vários genes, fatores ambientais e comportamentos de risco e são 

conhecidas como doenças complexas ou multifatoriais dentre as quais se destacam 

as doenças auto-imunes, mentais e neurodegenerativas (Kibertis e Roberts, 2002). 

Ao contrário do padrão de herança monogênico no qual o gene mutado em 

dose simples ou dupla é suficiente, a manifestação de doenças multifatoriais envolve 

susceptibilidade genética. Dessa forma um indivíduo geneticamente susceptível 

pode manifestar a doença ou não, dependendo da combinação do seu genótipo com 

fatores de risco como ambiente, idade, sexo e alimentação. A constituição genética 

que aumenta ou diminui o risco de desenvolvimento das doenças multifatoriais 

resulta de um grande número de variantes polimórficas com baixa penetrância, ou 

seja, as variantes exercem pequeno efeito fenotípico (Willett, 2002). Para identificar 

alelos que conferem um baixo risco relativo têm sido utilizadas principalmente as 

análises de associação caso versus controle. Neste tipo de análise as freqüências 

alélicas e genotípicas de genes candidatos a predispor a doença são comparadas 

entre pacientes e indivíduos saudáveis (Risch e Merikangas, 1996). 

As causas da maioria das doenças complexas ainda são pouco conhecidas, o 

que torna sua elucidação mais difícil. Assim sendo, é de grande importância a 

identificação dos fatores genéticos que contribuem para esse processo, visto que 

este conhecimento pode auxiliar não só no desenvolvimento de melhores estratégias 

de tratamento, mas também auxiliam no entendimento da etiologia da doença e, 
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conseqüentemente, podem permitir novos métodos de diagnóstico e prevenção 

(Petzl-Erler, 1999). 

Muitas das doenças complexas são atribuídas a disfunções auto-imunes, 

como pênfigo foliáceo e vulgar, artrite reumatóide e diabetes tipo 1. Doenças auto-

imunes são condições crônicas que se caracterizam pelo ataque do sistema imune a 

um ou mais órgãos próprios e afetam aproximadamente 5% da população (Becker et 

al., 1998). Os mecanismos envolvidos na auto-imunidade ainda são pouco 

conhecidos, mas a participação de um componente genético é demonstrada pela 

agregação familial das doenças, o que significa que há um risco maior de um 

consangüíneo apresentar a patologia em relação a outros indivíduos (Strachan e 

Read, 2002). 

 

 

3.2 PÊNFIGO FOLIÁCEO ENDÊMICO 

 

3.2.1 Etiologia 

 

 Pênfigo é o nome dado a um grupo de doenças auto-imunes raras 

caracterizadas pela produção de auto-anticorpos contra moléculas de adesão celular 

expressas na superfície de queratinócitos, as desmogleínas (Amagai, 1995), 

resultando no aparecimento de vesículas intra-epidérmicas (Veldman e Feliciani, 

2007). 

O pênfigo vulgar (PV) e o pênfigo foliáceo (PF) são os principais tipos clínicos 

da doença, sendo os auto-antígenos reconhecidos por auto-anticorpos IgG, a 

desmogleína 3 (Dsg3) e a desmogleína 1 (Dsg1) respectivamente (Miyagawa et al., 

1999). A Dsg1, expressa principalmente nas células da camada subcórnea da 

epiderme, é reconhecida no PF pelos auto-anticorpos IgG específicos, causando um 

fenômeno chamado acantólise, no qual ocorre lise das junções intercelulares do 

epitélio escamoso. No espaço formado pela perda da adesão das células formam-se 

as bolhas intraepidérmicas. A Dsg 3 é principalmente expressa nas células da 

camada suprabasal da epiderme, que é mais interna, e nas mucosas. Portanto, a 

auto-imunidade contra Dsg3 gera lesões mais profundas no PV (Chidgey, 1997). 

Outra forma imunológica menos comum é o pênfigo paraneoplásico que está 
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associado a tumores e no qual, além das Dsg 1 e 3, as proteínas plaquinas são 

alvos dos auto-anticorpos. Nesta forma de pênfigo são observadas lesões na pele e 

mucosas (Martel et al., 2003). 

 No pênfigo foliáceo, os anticorpos depositados sobre os queratinócitos são 

principalmente da classe IgG, particularmente da subclasse IgG4, com títulos 

menores de IgG1, IgG2, IgG3 e IgM (Tremeau-Martinage et al., 1995). Também 

podem ser detectados anticorpos circulantes que incluem IgG4, IgG1, e raramente 

IgG3 (Jones et al., 1988). A recuperação dos pacientes geralmente está 

correlacionada com o declínio dos títulos de IgG4, enquanto os títulos de IgG1 

muitas vezes permanecem detectáveis, corroborando o papel patogênico dos 

anticorpos IgG4 (Bhol et al., 1994). 

O papel dos auto-anticorpos no desenvolvimento do pênfigo foliáceo está bem 

estabelecido, no entanto, o mecanismo molecular da acantólise permanece 

controverso e sob intensa investigação. Entre as hipóteses em estudo, encontram-se 

impedimento estérico, atividade proteolítica, transdução de sinal no queratinócito, 

endocitose da desmogleína, síntese alterada ou degradação de proteínas 

desmossomais e apoptose (Dasher et al., 2008).  

Dasher et al. (2008) sugerem o envolvimento de múltiplos mecanismos. O 

evento inicial, a ligação entre IgG patogênico e a Dsg alvo, geraria uma transição 

estrutural na proteína alvo. A natureza dessa modificação estrutural permanece 

desconhecida, mas pode ser derivada de impedimento estérico, no qual a ligação 

entre Dsg e anticorpo anti-Dsg causariam um impedimento da interação entre 

proteínas desmossomais, ou ainda derivada de ruptura de interações entre proteínas 

desmossomais, ou mudanças conformacionais da Dsg. Esta modificação estrutural 

resultaria em aumento da fosforilação pela quinase p38 (proteína quinase ativada 

por mitógeno) desencadeando uma cascata de eventos celulares (Dasher et al., 

2008). Finalmente, a ruptura de interações moleculares e da face citoplásmica dos 

desmossomos, colapso do citoesqueleto, endocitose da Dsg, apoptose e outros 

eventos intracelulares, ocorreriam seqüencialmente ou agiriam sinergicamente, 

resultando em perda da adesão celular. 
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3.2.2 Quadro Clínico 

 

 As lesões primárias características do pênfigo foliáceo endêmico são bolhas 

superficiais que podem se transformar em discretas erosões, escama fina e 

aderente ou em pequena crosta hemorrágica. Comumente as bolhas possuem 

bactérias que com o rompimento e ressecamento deixam escamas e crostas 

amareladas (Hans-Filho et al., 1999). 

 Campbell et al. (2001) citam três formas clínicas do PF: a localizada, a 

generalizada e a hiperpigmentada. Na forma localizada as lesões são limitadas às 

áreas seborréicas da pele, sendo normalmente pequenas bolhas que quando se 

rompem causam erosões deixando a área eritematosa, violácea ou com pápulas. 

 O pênfigo foliáceo generalizado pode apresentar-se nas formas: (1) bolhosa-

esfoliativa, doença aguda, com lesões bolhosas e ausência de septicemia ou 

bacteremia; (2) eritroderma-esfoliativo, com erosões superficiais confluentes, 

crostosas, e com exsudato sérico, infecções secundárias podem também ser 

observadas; e (3) placas ceratóticas generalizadas e lesões nodulares. 

A forma hiperpigmentada está associada à remissão da doença, podendo 

restringir-se a áreas de lesões antigas ou se difundir para áreas não afetadas 

anteriormente (Campbell et al., 2001). A Figura 1 destaca pacientes com PFE. 

 

 

  

Figura 1. Imagens de pacientes com PFE. Em destaque o aspecto das lesões em portadores de PFE. 
Fonte: Imagens cedidas pelo Mestrando Danillo G. Augusto (LGMH).  
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3.2.3 Diagnóstico e Tratamento 

 

O diagnóstico é baseado em observações clínicas, histológicas e 

imunológicas. A acantólise é detectada por exames histológicos e a elevada 

concentração de auto-anticorpos do tipo IgG é detectada por imunofluorescência 

indireta no soro de pacientes (IFI) (Campbell et al., 2001). A diferenciação entre PV 

e PF pode ser feita pela observação de lesões orais (mucosas), encontradas 

somente em indivíduos acometidos por PV. 

 O tratamento é feito com glicocorticóides administrados por via oral sendo a 

prednisona a droga mais usada; a dosagem depende da gravidade das lesões e é 

reduzida com a melhora do quadro clínico. Por demandar um tratamento prolongado 

podem surgir efeitos colaterais como o desenvolvimento de infecções intestinais, 

extracutâneas e urinárias, pneumonia, tuberculose e septicemias. Além disso, 

hipertensão, hiperglicemia, aumento de peso, osteoporose, gastrite, úlcera 

gastrintestinal e surtos psicóticos podem surgir durante o tratamento. Os pacientes 

devem ainda proteger-se da luz solar que pode induzir a formação de bolhas, sendo 

o sol um fator ambiental dos mais importantes no desenvolvimento e agravamento 

do PFE (Campbell et al., 2001). Banhos de permanganato de potássio (diluição de 

1/40.000) são usados para promover a cicatrização e reduzir a sensação de 

ardência causada pelas lesões (Harman e Black, 1999; Campbell et al., 2001). 

 

3.2.4 Epidemiologia 

 

O pênfigo foliáceo é encontrado sob as formas: esporádica e endêmica. O 

pênfigo foliáceo ocorre na América do Norte, Europa, e em áreas não endêmicas da 

América do Sul. A forma endêmica ocorre principalmente na América do Sul 

incluindo países como Brasil, Bolívia, Paraguai e Argentina (Petzl-Erler e 

SantaMaria, 1989) e também na Tunísia (Bastuji-Garin et al., 1995). 

As características clínicas, histológicas e imunológicas são semelhantes entre 

as formas do PF, mas as epidemiológicas não. Na França, a incidência é de 1,7 

casos por milhão por ano, destes casos, 73% correspondem ao PV, a incidência 

aumenta com a idade, e a proporção sexual de afetados corresponde a 2 mulheres:1 

homem. Na Tunísia a incidência é de 6-7 casos por milhão por ano. A maioria dos 
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casos, 61%, corresponde ao PF, a proporção de mulheres para homens afetados é 

de 4:1 e a taxa de incidência é maior entre mulheres jovens (Bastuji-Garin et al., 

1995). Já no Brasil o PF é o mais comum com uma incidência de 25-35 casos por 

milhão por ano. 

No Brasil, o pênfigo foliáceo é endêmico nos estados de Goiás, Mato Grosso, 

Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, São Paulo e Paraná. A maioria dos casos ocorre 

em regiões com altitude entre 500 e 800 metros, próximas a rios acometendo 

trabalhadores rurais e indígenas (Lombardi et al., 1992; Campbell et al., 2001). 

Freqüentemente aparece em crianças e jovens com pico de incidência entre 20 e 30 

anos de idade. A proporção sexual de afetados é de 1:1 (Diaz et al., 1989). 

 No final da década de 80, o pênfigo foliáceo passou a ser chamado de 

pênfigo foliáceo endêmico (PFE) no Brasil, onde também é conhecido como fogo 

selvagem. O endemismo torna esta patologia peculiar, pois é a única doença que é 

ao mesmo tempo auto-imune e endêmica (Campbell et al., 2001). 

 

3.2.5 Aspectos Ambientais 

 

A partir da metade da década de 70, a endemia reduziu muito principalmente 

em São Paulo e Paraná, e atualmente está estabilizada em alguns focos. A 

ascensão e a queda da endemia do PFE coincidem com a trajetória do 

desbravamento e ocupação do território brasileiro (Campbell et al., 2001). 

A endemia gerou suspeita de que algum fator ambiental pudesse estar 

contribuindo para o desenvolvimento do PFE. Warren et al. (2000) sugeriram que um 

fator ambiental desencadeador da doença ocorre na área endêmica pois os títulos 

de anticorpos anti-Dsg1 em indivíduos saudáveis elevam-se com a proximidade da 

residência destes com a área endêmica na reserva de Limão Verde (Amambaí, MS), 

na qual vivem os indígenas Terena. A picada de um mosquito hematófago da família 

Simuliidae parece ser o único fator ambiental comum entre os pacientes analisados 

por Lombardi et al. (1992). Especula-se que alguma molécula ou vírus de sua saliva 

seria o responsável por desencadear a auto-imunidade através de uma reação-

cruzada. Em um levantamento feito em 1998, descobriu-se que a distribuição de 

uma única espécie de simulídeos, Simulium nigrimanum, é coincidente com os locais 

de foco da doença (Eaton et al., 1998).  
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Os altos títulos de anticorpos anti-Dsg em indivíduos saudáveis de Limão 

Verde levaram Li et al. (2003) a um estudo que concluiu que algum antígeno salivar 

desses insetos pode conter uma molécula que reage de forma cruzada com a Dsg1 

e desencadeia uma resposta não-patogênica de auto-anticorpos anti-EC5, o quinto 

domínio extracelular da Dsg1. Esta região, que é muito pequena e próxima à 

membrana (Figura 2), pode estar oculta in vivo e, conseqüentemente, é incapaz de 

ser reconhecida por anticorpos circulantes anti-EC5. Os pacientes que desenvolvem 

PFE seriam indivíduos geneticamente predispostos que, através do fenômeno 

chamado espalhamento intramolecular de epítopos, produziriam uma resposta 

patogênica de anticorpos contra os primeiro (EC1) e segundo (EC2) domínios 

extracelulares da Dsg1. Os domínios EC1 e EC2 (Figura 2) são os responsáveis 

pela função de adesão das desmogleínas e quando reconhecidos pelos auto-

anticorpos possivelmente perdem a capacidade de mediar a adesão celular 

desencadeando o pênfigo foliáceo endêmico. 

O espalhamento de epítopos é uma resposta auto-reativa específica de 

células B ou T aos epítopos endógenos, que são distintos dos epítopos 

desencadeadores da doença. Estes epítopos podem ser derivados da proteína 

reconhecida inicialmente ou de proteínas secundárias, sendo reconhecidos durante 

uma resposta inflamatória ou em caso de auto-imunidade crônica (Vanderlugt e 

Miller, 2002). 

Diaz et al. (2004) mostraram que um número significativo de pacientes com 

doenças transmitidas por vetores hematófagos como oncocercose, leishmaniose e 

doença de Chagas, também possuem auto-anticorpos anti-EC5. Este modelo 

proposto por Li et al. (2003) explica porque pacientes com oncocercose, 

leishmaniose e doença de Chagas não têm pênfigo, mesmo portando anticorpos 

anti-EC5, e também pode explicar porque muitos indivíduos saudáveis e parentes 

consangüíneos de pacientes possuem anticorpos anti-Dsg1 e não desenvolvem a 

doença. 

Outros aspectos ambientais menos estudados como a nutrição podem estar 

associados ao desencadeamento do PFE, além da existência de causas endógenas 

como o perfil genético. 
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Figura 2. Modelo da via imunopatogênica para o desenvolvimento do PFE. Fatores ambientais 

desencadeiam a produção de anticorpos IgG1 e IgG4 que desencadeiam resposta não-
patogênica contra o domínio EC5 da Dsg1. Em indivíduos geneticamente predispostos, o 
espalhamento intramolecular de epítopos resulta na geração de anticorpos IgG4 contra os 
domínios EC1 e EC2, o que induz a doença. Fonte: adaptado de Li et al. (2003). 

 

3.2.6 Aspectos Genéticos 

 

 A participação de um componente genético na patogênese do PFE é 

evidenciada pela sua agregação familial. O número de casos da doença entre 

indivíduos geneticamente relacionados é muito superior ao de indivíduos com 

ligações apenas sociais, mesmo nas regiões endêmicas (Hans-Filho et al., 1999). E 

a associação de genes HLA (antígeno leucocitário humano) do MHC (o complexo 

principal de histocompatibilidade) é comumente investigada em doenças auto-

imunes, devido à alta variabilidade no sítio de ligação que define a afinidade do 

peptídeo que está sendo apresentado e, portanto, a capacidade de um indivíduo 

gerar uma resposta imune a um antígeno, sendo ele estranho ou próprio (Todd, 

1999). 

Ao investigar uma população brasileira caucasóide em um estudo pioneiro, 

Petzl-Erler e SantaMaria (1989) concluíram que a predisposição ao PFE estaria 

principalmente associada a alelos HLA do MHC de classe II, sendo os haplótipos 

DR1.DQw1 e DR4.DQw3 marcadores de susceptibilidade, e os haplótipos 

DR7.DQw2 e DR3.DQw2, marcadores de resistência a PFE. Outros estudos 

associam PFE aos alelos HLA DRB1*01, *04 e *14 (Moraes et al., 1991). Estudos 

em uma população japonesa (Cerna et al., 1993) encontraram associação da 

doença com os alelos HLA-DR4 e DR14. 
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As associações com os alelos HLA-DR1 e DR4 foram corroboradas pelo 

estudo de Pavoni et al. (2003) que também detectou associações positivas com os 

alelos DRB1*0101, *0103, *0406, *0410, *1406 e *1601, além de associações 

negativas com DRB1*0301, *08 (especialmente *0801) e *11 (*1101 e * 1104). Em 

populações indígenas (Terena e Xavantes) somente DRB1*0404 foi associado com 

PF, e DRB1*08 em associação negativa. Estudos com PF esporádico revelaram 

associações com os alelos DRB1*0102 e *0404 em europeus (Moiseau et al., 2000), 

e com *1401, *1405 e *0406 em asiáticos (Miyagawa et al., 1999). As discordâncias 

nos resultados das associações podem ser resultantes de diferenças da 

variabilidade dos genes HLA entre as populações, já que associações não 

detectadas em determinado grupo étnico podem ser explicadas pela ausência ou 

baixa freqüência dos alelos correspondentes nesta população (Pavoni et al., 2003). 

Também foram detectadas associações entre os polimorfismos -590 C>T da 

interleucina 4 e -174 G>C da interleucina 6 e o PFE. Foi encontrada associação 

positiva com o genótipo TT (OR=2,71) e associação negativa com o alelo C 

(OR=0,13) de IL4, além de associação negativa do genótipo CC (OR=0,13) e 

associação positiva de portadores do alelo G (OR=7,66) em IL6 (Pereira et al., 

2004). As interleucinas são moléculas críticas no controle e modulação das 

respostas imunes. Cabe destacar os resultados obtidos para as variantes genéticas 

do auto-antígeno DSG1, visto que os polimorfismos 809 C>T e 1660 G>A não estão 

associados ao PFE (Malheiros, 2003). 

Braun-Prado e Petzl-Erler (2007) encontraram uma fraca associação entre o 

PFE e o alelo PD1.6A do gene PDCD1 (programmed cell death 1 molecule) em 

Euro-Brasileiros. O gene PDCD1 pertence à família CD28 de receptores e participa 

da indução e manutenção da tolerância periférica (Braun-Prado e Petzl-Erler, 2007). 

 

  

3.3 RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICAÇÃO AVANÇADA 

 

3.3.1 O gene RAGE 

 

O gene do receptor para os produtos finais de glicação avançada (RAGE: 

Receptor for Advanced Glycation End Products) humano foi mapeado no 
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cromossomo 6p21.3, no MHC de classe III (Sugaya et al., 1994, GenBank/EMBL 

Data Bank Accession Number D28769).  

Este gene é composto por 11 exons e 10 introns e já foram identificados cerca 

de 50 polimorfismos nas seqüências de DNA da região promotora, exons, introns e 

regiões 5’- e 3’-UTR (não-traduzida) do gene RAGE. A Figura 3 mostra as principais 

variantes descritas para o gene RAGE. 

 

 

Figura 3. Mapa de polimorfismos do gene RAGE. As variantes mais comuns estão marcadas em 
negrito; os polimorfismos analisados neste estudo estão destacados por círculos. Fonte: 
adaptado de Kanková et al. (2005). 

 

3.3.2 Polimorfismos de RAGE 

 

Vários estudos indicam um possível efeito dos polimorfismos do gene RAGE 

como mediadores de função alterada do receptor, associando-os às complicações 

micro-vasculares e macro-vasculares do diabetes (Ding e Keller, 2005). Contudo, em 

sua maioria, os polimorfismos de RAGE são responsáveis por alterações de baixa 

freqüência em regiões codificadoras ou ainda estão localizados em regiões não-

codificadoras (Poirier et al., 2001). Este pode ser o motivo de a maioria dos estudos 

de associação que investigam a relação entre os polimorfismos de RAGE e 

complicações do diabetes, apresentarem ainda resultados negativos ou 

controversos. 

Além da baixa freqüência de polimorfismos do gene RAGE outras hipóteses 

foram levantadas para explicar a divergência entre os resultados de associação com 

doenças como o diabetes e suas complicações. Estas hipóteses incluem as diversas 

origens das populações chamadas Caucasóides (Inglaterra, Eslovênia, Finlândia, 

China, Itália, França, entre outros), diversidade de etnias nos estudos, diferenças de 

expressão do gene RAGE in vitro e in vivo (Rudofsky et al., 2004), desequilíbrio de 

ligação entre os alelos -429C e -374A ou entre os polimorfismos do gene RAGE e 
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regiões adjacentes ou próximas que conferem susceptibilidade ou proteção às 

complicações do diabetes (Santos et al., 2005). 

Apesar das discrepâncias entre os estudos, variações no exon 3, região que 

codifica o sítio de interação ligante-receptor, ou em regiões responsáveis pela 

regulação da expressão de RAGE, como o promotor, têm sido alvos importantes das 

pesquisas porque podem alterar a concentração e atividade do receptor RAGE 

(Hudson et al. 2002). Estudos de freqüências destes polimorfismos do gene RAGE 

têm se mostrado os mais promissores em associações com doenças onde existe um 

componente imunológico e inflamatório importante. 

Hudson et al. (2001) identificaram a repetição de três nucleotídeos (GGT)n na 

posição -1420 e as substituições -1393 G>T, -1390 G>T, -1202 G>A, -429 T>C, -374 

T>A além do polimorfismo 63 pb del (deleção da região -407_-345del) na região 

promotora de RAGE; estes autores também detectaram a substituição +20 T>A na 

região 5’-UTR. Destes, foi demonstrado que os polimorfismos -429 T>C, -374 T>A e 

63 pb del alteram a expressão do gene RAGE. Em outro trabalho, Hudson et al. 

(1998) descreveram nove polimorfismos do gene RAGE, sete localizados nos exons 

e dois nos introns. Entre estes polimorfismos, quatro geram troca de aminoácidos: 

G82S (exon 3), T187P (exon 6), G329R (exon 8) e R389Q (exon 10), mas apenas o 

polimorfismo G82S (exon 3) foi encontrado em freqüência expressiva, com a 

freqüência do alelo raro de no mínimo 3%. 

A transição 2184 A>G no intron 8 pode estar situada no sítio de interação com 

proteínas reguladoras do splicing, e foi associada ao estado antioxidante de 

pacientes diabéticos (Kanková et al., 2001). Em um estudo posterior, Kanková et al. 

(2005) encontraram ainda uma maior freqüência do alelo 2184G em um grupo de 

diabéticos com nefropatia. 

Yoshioka et al. (2005) não encontraram relação entre o polimorfismo 

1704G>T e microalbuminúria (estágio inicial de nefropatia) em japoneses diabéticos 

tipo 2. Estes resultados divergem daqueles encontrados por Matsunaga-Irie et al. 

(2004) que observaram uma fraca relação entre 1704G>T e nefropatia em japoneses 

diabéticos tipo 2, o que pode ser devido à pequena amostra analisada pelos últimos. 

Este polimorfismo ocorre no intron 7 de RAGE, e ainda não foi determinado se ele 

apresenta algum efeito funcional. 
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Recentemente, Rudofsky et al. (2004) descreveram uma redução do risco de 

desenvolvimento de nefropatia em diabéticos associada à presença do polimorfismo 

63 pb del da região promotora em pacientes com diabetes tipo 2. Este polimorfismo 

está associado a um aumento da expressão gênica de RAGE em indivíduos com 

esta deleção (Hudson et al., 2001). 

De acordo com Hudson et al. (2002), o polimorfismo -429T>C da região 

promotora de RAGE não está associado com isquemia cardíaca, tanto em diabéticos 

quanto em não diabéticos, porém foi observada associação do alelo -429C com 

retinopatia em diabéticos tipo 2 (Hudson et al., 2001; Hudson et al., 2004). Kanková 

et al. (2005) encontraram associação entre o alelo -429C e nefropatia em pacientes 

diabéticos. Por outro lado, Santos et al. (2005) não encontraram associação dos 

polimorfismos -429 T>C e 63 pb del com retinopatia, nefropatia e isquemia cardíaca 

em pacientes diabéticos tipo 2 caucasóides e Afro-Brasileiros. Dados reportados por 

Hudson et al. (2001) mostraram que a presença do alelo -429C causa um aumento 

da atividade transcricional do promotor em duas vezes quando comparado com o 

alelo -429T. 

Em estudo recente, Schenk et al. (2001) relataram que o alelo -374A do 

polimorfismo -374 T>A da região promotora de RAGE está associado com aumento 

da freqüência de câncer de células pulmonares não-pequenas (non-small cell lung 

cancer). No entanto, Hudson et al. (2004) não observaram associação entre este 

polimorfismo e isquemia cardíaca em diabéticos e não diabéticos, bem como com 

retinopatia em diabéticos. 

Pettersson-Fernholm et al. (2003) investigaram os polimorfismos -429 T>C,      

-374 T>A e G82S em finlandeses diabéticos tipo 1, e os resultados indicaram que o 

genótipo -374AA tem efeito protetor contra o desenvolvimento de doença 

coronariana, além de uma associação do polimorfismo -374 T>A com nefropatia 

nestes indivíduos. Entretanto, Poirier et al. (2001) não encontraram esta associação 

quando estudaram franceses com diabetes tipo 1. 

Santos et al. (2005) reportaram uma associação do alelo -374A com a 

redução do risco de isquemia em diabéticos tipo 2 Afro-Brasileiros. Em concordância 

com estes resultados, Falcone et al. (2004) mostraram que indivíduos com o 

genótipo -374AA tem uma menor susceptibilidade à doença arterial coronariana. A 

substituição T>A na posição -374 da região promotora provoca a modificação de um 
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sítio de ligação a um complexo de proteínas repressoras da transcrição de RAGE, 

aumentando o nível de expressão do gene RAGE em 3 vezes (Hudson et al., 2001).  

Um dado importante foi o encontrado por Laki et al. (2007), que descreveram 

um forte desequilíbrio de ligação entre o alelo -429C da região promotora de RAGE 

e os alelos do haplótipo ancestral 8.1 (8.1 AH), o que inclui HLA-DRB1*0301 e 

DQB1*0201, TNF2 e mono-S-RCCX em uma população de húngaros com diabetes 

tipo 1. O haplótipo 8.1 AH têm sido associado ao desenvolvimento acelerado do HIV 

(Cameron et al., 1990), susceptibilidade ao diabetes tipo 1 (Hanifi et al., 1998), lúpus 

eritematoso sistêmico (Christiansen et al., 1991), dermatite herpitiforme (Wilson et 

al., 1995) e miastenia grave (Degli-Esposti et al., 1992). É importante frisar que o 

haplótipo formado pelos alelos HLA-DRB1*0301 e DQB1*0201 foi associado a um 

aumento da resistência ao pênfigo foliáceo endêmico (Petzl-Erler e SantaMaria, 

1989), apontando para uma possível associação do alelo -429C ao pênfigo foliáceo 

endêmico. 

No polimorfismo G82S a substituição de guanina por adenina (G>A) na 

posição 555 (GGCAGC) do exon 3 de RAGE gera alteração não-sinônima do 

resíduo de aminoácido no códon 82, com a substituição de glicina (G, Gly) por serina 

(S, Ser). O exon 3 codifica uma região de RAGE envolvida na interação com seus 

ligantes, portanto, alterações de resíduos de aminoácidos desta região da proteína 

são particularmente interessantes, já que podem alterar a interação de RAGE com 

seus ligantes (Hudson et al., 2002). Apesar do polimorfismo G82S ocorrer no 

provável sítio de interação com os ligantes, não é possível prever os efeitos 

estruturais deste polimorfismo já que a estrutura terciária da proteína RAGE ainda 

não é detalhadamente conhecida. 

Estudos in vitro mostram que a presença do genótipo SS em macrófagos está 

associada com o aumento da afinidade entre AGEs e RAGE, amplificando a 

resposta pró-inflamatória mediada por interleucinas (IL-1α, IL-6) e pelo TNFα (fator 

de necrose tumoral α). Estes dados corroboram a hipótese de que o genótipo SS 

(homozigoto) pode estar relacionado com a resposta inflamatória anormal em 

complicações vasculares (Hudson et al., 2002). 

Não foi encontrada diferença na freqüência genotípica ou alélica do 

polimorfismo G82S entre indivíduos saudáveis e diabéticos tipo 2 com ou sem 

doença macrovascular numa população de asiáticos e caucasóides (Hudson et al., 
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1998). Yoshioka et al. (2005) não encontraram relação entre o polimorfismo G82S e 

microalbuminúria (estágio inicial de nefropatia) em diabéticos tipo 2 em uma 

população japonesa. Por outro lado, Kanková et al. (1999) observaram uma maior 

freqüência do genótipo SS em indivíduos diabéticos com Psoriasis vulgaris. 

Kumaramanickavel et al. (2002) também encontraram relação entre o polimorfismo 

G82S e retinopatia em diabéticos. 

Seqüências intrônicas podem participar da ativação ou inibição de splicing 

(Venables, 2007), e estudos de polimorfismos em introns que possam estar 

associados a alterações do splicing do mRNA de RAGE ainda são escassos na 

literatura. Portanto, é interessante buscar um polimorfismo potencialmente 

relacionado ao splicing alternativo de RAGE. 

Uma busca feita através do programa SNPBrowser™ v3.5.3 (Applied 

Biosystems), uma ferramenta computacional para seleção de SNPs candidatos a 

estudos de associação a doenças (disponível gratuitamente no endereço eletrônico 

www.appliedbiosystems.com), revelou que o SNP 2741 G>A localizado no intron 9 

próximo ao exon 10, numa região de interação com proteínas reguladoras do 

espliceossomo, poderia estar associado à geração da isoforma protetora sRAGE 

através de splicing alternativo. Esta isoforma solúvel de RAGE é resultado da 

conservação de parte do intron 9 que introduz um códon de parada na proteína, 

eliminando as regiões codificadas pelos exons 10 e 11, que codificam a hélice 

transmembrana e a cauda citosólica, transdutora de sinal (Schmidt et al., 1994; 

Yonekura et al., 2003; Ding e Keller, 2005). A Figura 4 mostra o polimorfismo 2741 

G>A do intron 9 à montante do exon 10, bem como um esquema de seqüências 

intrônicas que interagem com as proteínas reguladoras do splicing. 

As frequências alélicas do polimorfismo 2741 G>A reportadas no HapMap 

(www.hapmap.org) são: 100,0% 2741G em europeus; 2,0% 2741A em asiáticos e 

em africanos. 

 

 

 

 

 

 

http://www.appliedbiosystems.com/
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a. Seqüência do gene RAGE evidenciando o alelo 2741G do intron 9 próximo ao exon 10 

AGGAGGGGCCAACTGCAGGTGAG…GCTGTGCTCTCAATTTTCCCTGTCTCCGTACAGGCTCTGTGGGA  

b. Esquema das seqüências de um intron que interagem com as proteínas reguladoras do splicing 

 

Figura 4. Localização do polimorfismo 2741G>A. a) Seqüência do gene RAGE evidenciando o alelo 
2741G do intron 9 (em vermelho) a montante do exon 10. Os exons foram destacados em 
cinza e em branco, o intron; em negrito estão marcados os nucleotídeos da Regra GT-AG 
(nucletídeos conservados nas extremidades de introns), e em branco estão os nucleotídeos 
vizinhos ao intron. Fonte: adaptado de Heidemann (comunicação oral). b) Seqüências 
conservadas que são relevantes para o splicing; as seqüências intrônicas são 
representadas por uma linha e, seqüências exônicas são caixas escuras. Fonte: adaptado 
de Blaustein et al. (2007). 

 

3.3.3 Estrutura do Receptor RAGE 

 

Segundo Schmidt e Stern (2000) o receptor RAGE é uma proteína de 

aproximadamente 45 kDa, membro da superfamília das imunoglobulinas de 

superfície celular. A região extracelular de RAGE consiste de três domínios de 

imunoglobulina: um N-terminal do tipo V (variável), seguido por dois do tipo C 

(constante) estabilizados por pontes de enxofre internas entre resíduos de cisteína. 

Uma única região transmembrana fixa o receptor RAGE na membrana e uma 

pequena cauda citosólica de 43 resíduos de aminoácidos altamente carregada, 

interage com as moléculas de transdução de sinal citosólicas.  

O sítio de interação com AGEs parece estar localizado numa região que 

compreende os 30 primeiros resíduos de aminoácidos do domínio V (Li e Schmidt, 

1997). Apesar de não interagirem com os ligantes, os domínios C parecem ter 

importante papel na estabilização do domínio V (Schmidt et al., 2000). A Figura 5 

mostra a estrutura da isoforma completa do receptor RAGE e sua interação com os 

AGEs através do domínio V. 

Duas outras formas do receptor RAGE resultantes de splicing alternativo são 

conhecidas. Além da forma completa de RAGE, uma proteína com 45 kDa, a 

isoforma C-truncada de RAGE tem 35 kDa e é secretada (Neeper et al., 1992). Esta 

isoforma é o chamado RAGE solúvel (sRAGE; item 3.3.2) que conserva parte do 

intron 9 (Schmidt et al., 1994; Yonekura et al., 2003; Ding e Keller, 2005). A proteína 

sRAGE é uma provável supressora da ativação e sinalização de RAGE, visto que 

seqüestra seus ligantes impedindo a transdução de sinal celular feita pela cauda 
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citosólica que está ausente, evitando dessa forma os efeitos da interação ligante-

RAGE (Ding e Keller, 2005). 

Segundo Yonekura et al. (2003) existe ainda uma forma N-truncada de 

RAGE, resultado da conservação do intron 1 que contém um códon de parada. 

Assim, o início de tradução deste mRNA  passa a ser o segundo códon da metionina 

no exon 3,  resultando na perda da seqüência de aminoácidos contida nos exons 1 e 

2 além de parte do exon 3 (Yonekura et al., 2003; Ding e Keller, 2005). A forma N-

truncada não contém o domínio imunoglobulina tipo V, o que também causa uma 

diminuição da capacidade de ligar os ligantes de RAGE (Yonekura et al., 2003; Ding 

e Keller, 2005). 

 Foram ainda identificadas formas de RAGE com 48 kDa e 23 kDa em células 

neuronais que provavelmente são resultado de processamento pós-traducional de 

RAGE (Brett et al., 1993). 

 

Meio 

Extracelular

Membrana 

Celular

Perturbação Celular

Citoplasma

 

Figura 5. Representação esquemática da estrutura do receptor RAGE. Fonte: adaptado de Schmidt e 
Stern (2000). 

 

O receptor RAGE é expresso em baixa concentração em vários tipos 

celulares, como células endoteliais vasculares, musculares lisas, glomerulares, 

macrófagos e monócitos (Brett et al., 1993). Em situações de acúmulo dos seus 

ligantes, bem como em estresse, desenvolvimento normal, diabetes, insuficiência 

renal, processos inflamatórios ou doença de Alzheimer (Yan et al., 1996; Nishikawa 

et al., 2000; Schmidt e Stern, 2000; Hudson et al., 2002), a expressão de RAGE é 



36 

 

 

 

extraordinariamente aumentada na retina, nas células glomerulares (epiteliais e 

mesangiais) e na aorta (Ritthaler et al., 1995; Soulis et al., 1997; Schmidt e Stern, 

2000). 

 

3.3.4 Ligantes de RAGE 

 

Uma das peculiaridades da proteína RAGE é a sua capacidade de reconhecer 

vários ligantes, permitindo a sua participação em um amplo espectro de eventos 

fisiopatológicos, relacionados principalmente à propagação de disfunção celular 

(Schmidt et al., 2000). O receptor RAGE interage com ligantes estruturalmente 

distintos, mas com conformações semelhantes, permitindo reconhecimento de uma 

variedade de seqüências primárias de resíduos de aminoácidos; este fato demonstra 

a importância do entendimento da estrutura do sítio de reconhecimento dos ligantes 

de RAGE (Schmidt et al., 2000). 

Os ligantes da proteína RAGE mais conhecidos são os produtos finais de 

glicação avançada (AGEs ou advanced glycation end products), que constituem um 

grupo heterogêneo de compostos responsáveis por efeitos adversos, incluindo 

redução de atividade enzimática, danos a ácidos nucléicos, formação de ligações 

cruzadas (cross-linking) entre proteínas, além de indução de vias citotóxicas 

(Brownlee, 1994). A formação de AGEs (Figura 6) ocorre pela natureza reativa de 

açúcares redutores, como a glucose que, por meio de seus grupos aldeídos ou 

cetonas, reagem não-enzimaticamente com grupos amino livres de proteínas, 

produzindo uma ligação irreversível. Esta reação foi descrita primeiramente por Luis-

Camille Maillard em 1912 (Huttunen, 1996). 

Um grande número de AGEs (Figura 7) têm sido isolado ou sintetizado de 

novo. Os mais estudados são a carboxi(metil)lisina (CML, N-(carboximetil)lisina) 

(Ahmed et al., 1986) e a pentosidina (Sell et al., 1989). Os AGEs estão relacionados 

com diversas patologias, como por exemplo, doenças vasculares, complicações 

micro- e macro-vasculares do diabetes e arteriosclerose. O efeito mais conhecido 

dos AGEs é a sua capacidade de formar ligações cruzadas (cross-linking) entre 

proteínas gerando efeitos tóxicos no organismo.  

A formação de AGEs causa alterações fisiopatológicas via três mecanismos 

(Brownlee, 1995): 1) a formação de AGEs na matriz extracelular prendendo 
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proteínas, e eventualmente, estreitando o lúmen de vasos sangüíneos; 2) a 

formação de AGEs intracelularmente, alterando estrutura e função de proteínas e; 3) 

AGEs interagem com receptores específicos, ativando vias pró-inflamatórias e pró-

trombóticas através de estresse oxidativo e da ativação de fatores de transcrição, 

como é o caso da interação AGEs-RAGE. 

 

 

Figura 6. Modelo esquemático da formação de AGEs. Fonte: adaptado de Basta et al. (2004). 

 

Figura 7. Estrutura química de AGEs. Fonte: adaptado de Huttunen (1996). 

 

Além dos AGEs, outros ligantes de RAGE incluem os polipeptídeos 

S100/calgranulinas e as anfoterinas, com efeitos ainda pouco elucidados após a 

interação com RAGE. No entanto, sabe-se que ambas desempenham papel durante 

o desenvolvimento normal e em inflamação do tecido nervoso (Hudson et al., 2002). 

Além disso, os polipeptídeos S100/calgranulinas são citocinas da resposta pró-

inflamatória e as anfoterinas participam da migração e invasão de tumores (Schmidt 
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et al., 2000). Selkoe (1994) mostrou que a proteína β-amilóide, formada através da 

proteólise da proteína amilóide, também é um dos ligantes de RAGE, sugerindo o 

envolvimento deste receptor na doença de Alzheimer. Neste mesmo estudo foi 

demonstrado que RAGE atua como mediador do transporte da proteína β-amilóide 

através da barreira sanguínea do cérebro contribuindo para o seu depósito na 

membrana basal de vasos sangüíneos. 

 

 

3.4 EFEITOS DA ATIVIDADE DO RECEPTOR RAGE 

 

 RAGE é um mediador da transdução de sinal que desencadeia estresse 

oxidativo e ativação da expressão de fatores de transcrição, como por exemplo, o 

NF-κB (fator nuclear-κB), modulador da expressão de outros genes relacionados à 

resposta pró-inflamatória, ao estado de pró-coagulação e à vasoconstrição (Lapolla 

et al., 2005). 

 A ativação e translocação nuclear de NF-κB aumentam a expressão de 

proteínas envolvidas na adesão de leucócitos ao endotélio, um processo implicado 

com o início de lesões ateroscleróticas e de outros distúrbios vasculares (Collins, 

1993; Chavakis et al., 2004). A proteína VCAM-1 (molécula de adesão celular 

vascular 1) é expressa no endotélio de placas ateroscleróticas, e gera aumento da 

adesão de monócitos (O’Brien et al., 1993), que são recrutados por quimiotaxia aos 

sítios de acúmulo de AGEs (Schmidt et al., 1993). A interação AGEs-RAGE causa 

ainda aumento da expressão de TF (fator tecidual) e de trombulina pelo endotélio 

(Westwood et al., 1995) e macrófagos (Ichikawa et al., 1998), iniciando um estado 

de pró-coagulação. O receptor RAGE ativado também induz a expressão de 

endotelina-1, um potente vasoconstritor que inibe a produção de prostaciclina e de 

óxido nítrico, contribuindo para a hipertensão em diabéticos. A inibição da produção 

de prostaciclinas resulta em retinopatia por perda de perícitos (Yamagishi et al., 

1995).   

A ativação do receptor RAGE gera também o aumento nas concentrações de 

citocinas de resposta pró-inflamatória, como as interleucinas IL-1α e IL-6 e o fator de 

necrose tumoral (TNFα) entre outros (Hofmann et al., 1999). O acúmulo de AGEs 

induz aumento da expressão de RAGE, portanto, receptor e ligante co-acumulam 
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nos glomérulos renais, retina e aorta de diabéticos como conseqüência de 

hiperglicemia (Soulis et al., 1997). A distribuição coincidente de receptor e ligante 

resulta em ativação prolongada do receptor, sugerindo uma alça de retro-

alimentação positiva (feedback positivo), onde a interação ligante-receptor aumenta 

a expressão do receptor (Schmidt et al., 2000). 

O papel do receptor RAGE em condições fisiológicas normais permanece 

indefinido. Estudos recentes (Zhou et al., 2006) sugeriram um papel regulador de 

RAGE na maturação e função de osteoclastos. Após nocaute do gene RAGE, foi 

detectado um aumento da massa e da densidade de minerais no osso de 

camundongos, além de diminuição da atividade reabsortiva do osso in vivo. 

Experimentos in vitro sugerem que RAGE também está envolvido na reorganização, 

adesão e função da actina do citoesqueleto em osteoclastos (Zhou et al., 2006). 

No entanto, em outro estudo foi observado que perda de percepção da dor foi 

prevenida em camundongos diabéticos com o gene RAGE nocauteado (Bierhaus et 

al., 2004). O mesmo estudo confirmou que alterações dependentes de RAGE 

incluem indução de migração celular e invasão de lesões ateroscleróticas por 

fagócitos mononucleares. 

Estudos recentes têm mostrado uma associação entre a atividade de RAGE e 

resposta inflamatória em patologias intestinais. Tecido derivado de intestino 

inflamado apresentou um aumento significativo na expressão de RAGE e da 

ativação de NF-κB, sendo que esta ativação aumentada foi inibida por depleção de 

AGEs ou pela adição de sRAGE in vitro (Andrassy et al., 2006). Os resultados de 

Raman et al. (2006) sugerem que a ativação de RAGE é um fator chave na 

disfunção da mucosa intestinal após choque hemorrágico e ressuscitação, sendo 

que neste processo inicialmente ocorre uma hemorragia que é amenizada através 

de ressuscitação, ou seja, uma recuperação do estado de equilíbrio. 

Gebhardt et al. (2008) mostraram que camundongos deficientes em RAGE 

são resistentes ao câncer de pele induzido por DMBA/TPA (um potente indutor de 

inflamação: 9,10-dimethylbenz[a]anthracene/12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) 

além de exibirem problemas na manutenção da resposta inflamatória. Além disso, 

RAGE é necessário para o aumento de mediadores inflamatórios induzidos por TPA, 

manutenção da infiltração de células imunes e hiperplasia epidérmica. Estes 

resultados sugerem que a sinalização de RAGE leva à manutenção de uma resposta 
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inflamatória durante a promoção do tumor, além de fornecer evidência genética de 

um novo papel de RAGE, ligando inflamação crônica ao câncer (Gebhardt et al., 

2008). 

 Até o momento existem poucas formas de reduzir a expressão de RAGE, 

dentre as quais se destaca o bloqueio da interação com seus ligantes através do uso 

de sRAGE ou de anticorpos. Além disso, o tratamento com aminoguanidina (um 

inibidor da formação de AGEs) reduz tanto os níveis de AGEs quanto a expressão 

de RAGE (Soulis et al., 1997). 

A Figura 8 resume os principais efeitos da interação AGE-RAGE. 

 

Interação
AGE -RAGE

Ativação de
NF-κB

Fator tecidual
procoagulante

Elevação no níveis de
VCAM -1

Liberação de
Endotelina-1 

vasoconstritiva

Geração de 
radicais livres 
de Oxigênio

Estresse oxidativo

Interação
AGE -RAGE

Ativação de
NF- B
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VCAM -1

Liberação de
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vasoconstritiva
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de Oxigênio

↑ Expressão de 
RAGE

 

Figura 8. Principais efeitos da associação AGE-RAGE. Fonte: adaptado de Lapolla et al. (2005). 

 

O gene RAGE foi escolhido como um candidato em potencial para a 

predisposição ao PFE por dois motivos. Em primeiro lugar, este receptor tem um 

papel relevante nos processos inflamatórios persistentes (Hudson et al., 2002), um 

fenômeno aparentemente presente no PFE. Em segundo lugar, alelos do gene 

RAGE estão em desequilíbrio de ligação com genes HLA, que possuem alelos 

associados ao PFE (Pavoni et al., 2003). Estudos de suas variantes alélicas e 

haplótipos contendo alelos HLA e de RAGE podem contribuir para a elucidação dos 

fatores responsáveis pela susceptibilidade ou proteção ao PFE e do 

desenvolvimento de novas terapias e medidas preventivas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 AMOSTRA POPULACIONAL 

 

A amostra populacional analisada neste trabalho foi coletada, caracterizada e 

catalogada pelo Laboratório de Genética Molecular Humana (LGMH) do 

Departamento de Genética, Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal 

do Paraná (UFPR), coordenado pela Professora Dra. Maria Luiza Petzl-Erler. 

A amostra populacional total contou com 763 indivíduos, da qual foram 

excluídos indivíduos consangüíneos, com pênfigo vulgar ou com etnia 

desconhecida. Dos 684 restantes foram ainda excluídos das análises 17 orientais 

(exclusivamente do grupo CTRL TOTAL) e 19 indígenas (16 do grupo PFE e 3 do 

grupo CTRL TOTAL), por constituírem número insuficiente de indivíduos para 

garantir comparações entre as etnias com poder estatístico. A amostra foi então 

dividida nos seguintes grupos: (1) pacientes portadores de pênfigo foliáceo 

endêmico (PFE) e (2) controle (CTRL TOTAL), ou seja, indivíduos sem a doença. 

Uma vez que a amostra populacional é etnicamente heterogênea e que sub-

populações étnicas podem diferir quanto às freqüências genotípicas, alélicas e 

haplotípicas, os grupos foram subdivididos quanto à ancestralidade das amostras 

minimizando seus efeitos. Portanto, as análises estatísticas foram realizadas com 

648 indivíduos no total, incluindo Euro-Brasileiros (EB) e Afro-Brasileiros (AB). Os 

resultados encontrados para indivíduos orientais e indígenas foram apenas citados 

para cada lócus estudado.  

O grupo EB é uma amostra populacional de origem predominantemente 

européia, na qual o componente de ancestralidade africana não é visível. A amostra 

populacional mestiça, de origem predominantemente africana e européia (o grupo 

AB) é composta de indivíduos mulatos claros (ancestralidade principalmente 

européia, mas com componente africano visível), mulatos médios (contribuição 

aproximadamente igual de ancestrais europeus e africanos), mulatos escuros e 

negros (ambos de ancestralidade predominantemente africana). 

O fluxograma abaixo (Figura 9) esquematiza a divisão da amostra detalhada 

acima, bem como os critérios de exclusão e inclusão utilizados para selecionar a 

amostra final analisada. 
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648 indivíduos
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PFE-EB (144) PFE-AB (101)
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CTRL1-EB (153) CTRL1-AB (75)

CTRL2 (175)

CTRL2-EB (156) CTRL2-AB (19)

Excluídos: 
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desconhecida, 
pênfigo vulgar (79)

Analisados
separadamente: 

Orientais e Indígenas
(36)

 

Figura 9. Fluxograma mostrando a divisão das amostras. 

 

4.1.1 Grupo de Portadores de Pênfigo Foliáceo Endêmico (PFE) 

  

 O grupo de portadores de pênfigo foliáceo endêmico (PFE) totalizou 245 

amostras, que foram coletadas no Hospital de Dermatologia Sanitária São Roque de 

Piraquara (Piraquara, PR) em 1988, e principalmente no Hospital Adventista do 

Pênfigo (Campo Grande, MS) em diferentes coletas entre 1997 e 2008. O 

diagnóstico destes pacientes foi realizado através de observações clínicas e exames 

imunopatológicos. Esta amostra foi subdividida quanto à ancestralidade (item 4.1) 

em 144 indivíduos pertencentes ao grupo PFE-EB e 101 ao grupo PFE-AB.  

 

4.1.2 Grupo Controle Total (CTRL TOTAL) 

 

Devido à importância do fator ambiental no desenvolvimento do pênfigo 

foliáceo endêmico o grupo controle deve estar pareado com o de pacientes no que 

diz respeito à origem geográfica e ocupação. Portanto, um grupo de indivíduos 

controle (CTRL TOTAL) constituído de 403 amostras obtidas principalmente no Mato 
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Grosso do Sul e no Paraná, foi subdividido em (1) controle de pênfigo (CTRL1) e (2) 

controle do Sul (CTRL2). 

O subgrupo CTRL1 é constituído por amostras de 228 indivíduos coletadas 

no Hospital Adventista do Pênfigo ou em Postos de Saúde de Campo Grande (MS) 

entre 1997 e 2008. A composição deste subgrupo é similar àquela do grupo PFE em 

relação à origem geográfica, ambiente e condições de vida. Este subgrupo possui 

153 indivíduos CTRL1-EB e 75 CTRL1-AB. 

As 175 amostras restantes de indivíduos do grupo CTRL TOTAL foram 

obtidas no Hospital de Clínicas da UFPR, na Santa Casa de Misericórdia ou no 

Setor de Ciências Biológicas da UFPR, em Curitiba entre 1988 e 2008. Este 

subgrupo foi denominado controle do Sul (CTRL2) e é constituído por 156 indivíduos 

CTRL2-EB e 19 CTRL2-AB. 

Nas análises estatísticas o grupo CTRL TOTAL foi utilizado para aumentar o 

número da amostra quando as freqüências alélicas, genotípicas, haplotípicas e de 

portadores do subgrupo CTRL1 eram estatisticamente similares àquelas do 

subgrupo CTRL2. 

 

4.1.3 Amostra pareada etnicamente 

 

As análises também foram realizadas entre os grupos PFE e CTRL TOTAL 

pareados quanto à etnia originando os grupos PFEp e CTRL TOTALp para obtenção 

de maiores informações quanto às freqüências genotípicas, alélicas, de portadores e 

haplotípicas, principalmente quando os grupos CTRL1 e CTRL2 se mostraram 

significativamente diferentes. Esse pareamento é realizado através do uso nos dois 

grupos de uma proporção igual de Euro-Brasileiros, bem como de negros, mulatos 

escuros, mulatos médios e mulatos claros (que estão incluídos em Afro-Brasileiros). 

 

4.1.4 Dados das amostras 

  

 As amostras de DNA analisadas neste estudo foram gentilmente cedidas 

pelo LGMH. O uso dessas amostras para investigar possíveis associações entre o 

PFE e genes candidatos foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo 

seres humanos do Setor de Ciências Biológicas da UFPR. Os voluntários foram 
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esclarecidos quanto ao objetivo e perspectivas da pesquisa e após o aceite 

preencheram o Termo de Consentimento de Participação no Estudo (Anexo I) e uma 

Ficha de Averiguação (Anexo II).  

 

 

4.2 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

A extração do DNA foi realizada a partir de leucócitos de sangue periférico em 

amostras de sangue coletadas com EDTA dissódico pelo método de salting-out 

(Lahiri e Nurnberger, 1991) ou pelo método fenol-clorofórmio-álcool isoamílico 

(Sambrook et al., 1989). A concentração final do DNA genômico foi ajustada para 

≈20 ng/L. As amostras com DNA genômico extraído foram armazenadas a -20oC. 

As etapas citadas neste item (4.2) foram realizadas por integrantes do laboratório 

LGMH. 

 

 

4.3 GENOTIPAGEM 

 

Os polimorfismos analisados foram nomeados considerando como 

nucleotídeo +1 a base A do códon ATG que corresponde à posição 6665 da 

seqüência do gene RAGE depositada no DDBJ/EMLB/Genbank sob o número de 

acesso D28769. Os polimorfismos estudados bem como os métodos utilizados para 

as genotipagens das amostras estão descritos na Tabela 1. 

 

TABELA 1 – POLIMORFISMOS ANALISADOS E RESPECTIVOS MÉTODOS 

POLIMORFISMOS dbSNP METODOLOGIA 

63 pb del (-407_-345del) --- PCR 

-429 T>C rs1800625 PCR-RFLP 

-374 T>A rs1800624 PCR em Tempo Real 

2741 G>A rs2071288 PCR em Tempo Real 

dbSNP: banco de dados de SNPs (single nucleotide polymorphism database); del: deleção; rs: 
referência do SNP (reference SNP). 
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 Para obter a genotipagem de todas as amostras, foi necessário realizar uma 

precipitação com acetato de amônio 7,5 M (Anexo III) em 72 amostras que não 

amplificaram, retirando dessa forma possíveis inibidores da reação de PCR. 

 

4.3.1 Genotipagem do polimorfismo 63 pb del da região promotora do gene RAGE 

  

 A genotipagem do polimorfismo 63 pb del (-407_-345del) da região promotora 

do gene RAGE foi realizada através de amplificação de parte desta região pela 

reação em cadeia da polimerase (PCR). 

O fragmento da região promotora do gene RAGE foi amplificado utilizando 

como oligonucleotídeos iniciadores os descritos por Hudson et al. (2001), que 

produzem um produto de PCR de 344 pb, correspondente à região entre os 

nucleotídeos -590 e -246: 

 PROM F: 5’ GGG GGC AGT TCT CTC CTC 3’; 

 PROM R: 5’ TCA GAG CCC CCG ATC CTA TTT 3’. 

O sistema de reação, bem como o programa utilizado, estão descritos nas 

Tabelas 2 e 3, respectivamente. Para a amplificação deste fragmento da região 

promotora foi utilizado o termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). 

 

TABELA 2 – SISTEMA DA REAÇÃO DE AMPLIFICAÇÃO DO FRAGMENTO DE 

 344 PB DA REGIÃO PROMOTORA DO GENE RAGE 

REAGENTES CONCENTRAÇÃO NA REAÇÃO VOLUME (µL) 

DNA molde (≈20 ng/L) ≈1,0 ng/L 1,0 

Tampão Taq DNA polimerase (10x) 1x 2,0 

MgCl2 (25 mmol/L) 1,5 mmol/L 1,2 

dNTP (5 mmol/L) 0,2 mmol/L 0,8 

Oligonucleotídeos Iniciadores 

(10 pmol/L cada) 
0,5 pmol/L (cada) 1,0 

Taq DNA polimerase (5 U/L) 0,05 U/L 0,2 

Água Reagente tipo 1 estéril q.s.p. 20,0 L 13,8 

 Volume Final 20,0 

Tampão Taq DNA polimerase (1x; Fermentas): 75 mmol Tris-HCl, 20 mmol (NH4)2SO4 e 0,1% (v/v) 
Tween 20, pH 8,8 a 25°C. q.s.p.: quantidade suficiente para. 
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TABELA 3 - PROGRAMA PARA AMPLIFICAÇÃO DO FRAGMENTO DE 344 PB DA 

REGIÃO PROMOTORA DO GENE RAGE 

NÚMERO DE CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (ºC) TEMPO 

1x Desnaturação 94 2 min 

35x 
Desnaturação 
Anelamento 

Extensão 

94 
60 
72 

40 s 
40 s 
45 s 

1x Extensão Final 72 10 min 

 

 

Os produtos de PCR obtidos foram submetidos à eletroforese submarina em 

gel de agarose 1,5% (cuba Horizon 58, Life Technologies) em voltagem constante 

de 60 Volts, ≈22 mA, em temperatura ambiente durante cerca de uma hora, em 

tampão TBE 1x (Tris-hidroximetilaminometano 89 mmol/L; ácido bórico 89 mmol/L e 

EDTA 1 mmol/L, pH 8,2). Uma alíquota de 2 µL da solução de produto de PCR, 

misturada a 3 µL de solução de aplicação (glicerol 30%, azul de bromofenol 0,05% e 

xilenocianol 0,05%) foi aplicada no gel. Os produtos de PCR foram corados com 

solução de brometo de etídeo (0,5 µg/mL) e visualizados em transiluminador sob luz 

ultravioleta (302 nm). As imagens obtidas com uma câmara CCD (Sistema Biochemi, 

UVP) foram armazenadas em computador e também impressas. 

A Figura 10 mostra o perfil eletroforético típico de produtos de PCR de parte 

da região promotora do gene RAGE, contendo os genótipos: (1) II, sem a deleção; 

(2) ID, deleção em heterozigose e; (3) DD, deleção em homozigose. 

 

344 pb

281 pb300 pb

200 pb

400 pb

1 2 3 4 5 6

 

Figura 10. Perfil eletroforético do produto de PCR da região promotora (344 pb) de RAGE. 
Evidenciando o polimorfismo 63 pb del em gel de agarose 1,5% (tampão TBE 1x) corado 
com brometo de etídeo. Linhas 1: marcador de massa molecular de 100 pb; Linhas 2, 3 
e 4: genótipos II (sem a deleção), ID (deleção em heterozigose) e DD (deleção em 
homozigose), respectivamente; Linha 5 e 6: controles negativo e positivo, 
respectivamente. À esquerda do gel estão os tamanhos do marcador de massa e à 
direita estão os tamanhos dos fragmentos obtidos. 



47 

 

 

 

4.3.2 Genotipagem do polimorfismo -429 T>C da região promotora do gene RAGE 

 

A genotipagem do polimorfismo -429 T>C foi realizada através da reação de 

PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length 

Polymorphisms ou reação em cadeia da polimerase - polimorfismos de comprimento 

de fragmento de restrição) como descrito por Picheth (2007). Os produtos de PCR 

da região promotora (344 pb) do gene RAGE foram obtidos como descrito 

anteriormente (item 4.3.1) e submetidos à clivagem com a enzima de restrição AluI 

(New Englands BioLabs) nas condições descritas na (Tabela 4) produzindo um 

padrão de restrição característico para cada genótipo. A Figura 11 mostra o mapa de 

restrição e o perfil eletroforético esperado. 

 

TABELA 4 – SISTEMA DE REAÇÃO DA RESTRIÇÃO DO FRAGMENTO DE 344 PB 

DA REGIÃO PROMOTORA DO GENE RAGE COM A ENZIMA AluI 

REAGENTES CONCENTRAÇÃO NA REAÇÃO VOLUME (µL) 

Produto de PCR ≈1,2 ng/L 2,0 

Tampão NEBuffer 2 (10x) 1x 1,0 

AluI (10 U/L) 0,15 U/L 0,15 

Água Reagente Tipo 1 estéril q.s.p. 10,0 L 6,85 

 Volume Final 10,0 

Homogeneizar e incubar a 37°C por 16 horas 

Tampão NEBuffer 2 (1x; New England Biolabs): 50 mmol NaCl; 10 mmol Tris-HCl; 10 mmol MgCl2; 1 
mmol DTT, pH 7,9 a 25ºC. q.s.p.: quantidade suficiente para. 

 

O produto de PCR da região promotora do gene RAGE (Figura 11b) que 

apresenta o genótipo usual TT na posição -429 não possui o sítio de restrição de 

AluI, portanto, apresenta apenas uma banda de 344 pb após a restrição do produto 

de amplificação. A transição de timina para citosina na posição -429 da região 

promotora (AG↓CT) leva ao aparecimento de um sítio de restrição para AluI, 

gerando os fragmentos de 183 pb e 161 pb para o homozigoto CC. Finalmente, o 

genótipo do heterozigoto TC apresenta os fragmentos de 344 pb, 183 pb e 161 pb. 

 

 

 

 

 



48 

 

 

 

a. Mapa de restrição do produto de PCR da região promotora (344 pb) do gene RAGE 

Alelo -429T

344 pbAG TT

344 pb

183 pb

161 pb

AG CT

Alelo -429C

5’ 3’

5’ 3’

 

b. Perfil eletroforético dos genótipos do polimorfismo -429 T>C da região promotora do gene RAGE 

-429TT -429CC-429TC

344 pb 344 pb

183 pb 183 pb

161 pb 161 pb
 

Figura 11. Clivagem do produto de PCR da região promotora (344 pb) do gene RAGE com a enzima 
de restrição AluI. a) Mapa de restrição do produto de PCR, as setas indicam os sítios de 
restrição para a enzima AluI. Em destaque a ausência do sítio de restrição (X) na região 
do alelo selvagem -429T. b) Representação esquemática do perfil eletroforético dos 
genótipos do polimorfismo -429 T>C da região promotora do gene RAGE. 

 

Os produtos de restrição foram submetidos à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% (proporção de acrilamida:bisacrilamida de 20:1 ou 29:1) em 

tampão TBE 1x (item 4.3.1) a ≈8ºC (Sistema Mini Protean® 3 Cell, Bio-Rad). As 

eletroforeses foram realizadas com 5 µL (≈12 ng) do produto de restrição misturado 

a 5 µL de solução de aplicação (item 4.3.1), em voltagem constante de 100 V, ≈15 

mA, por cerca de duas horas. Após a corrida eletroforética o DNA foi corado em 

solução de brometo de etídeo (0,5 g/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (302 

nm). As imagens obtidas com uma câmara CCD (Sistema Biochemi, UVP) foram 

armazenadas em computador e também impressas. A Figura 12 mostra o perfil 

eletroforético típico deste ensaio para a genotipagem do polimorfismo -429 T>C. 

Algumas amostras apresentaram um perfil eletroforético anômalo e diferente 

daqueles mostrados na Figura 12. Estes produtos de PCR da região promotora do 

gene RAGE foram então submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 8% 

(29:1) para identificação de polimorfismo de conformação de fita simples (SSCP ou 

Single Strand Conformation Polymorphism) (item 4.4.1). Finalmente, para determinar 
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com precisão a causa dessa migração eletroforética anômala o produtos de PCR foi 

seqüenciado diretamente (item 4.4.4) ou clonado e posteriormente seqüenciado 

(itens 4.4.2, 4.4.3 e 4.4.4, respectivamente).  

 

 

183 pb

161 pb

344 pb

100 pb

400 pb

300 pb

200 pb

1 2 3 4

 

Figura 12. Perfil eletroforético do polimorfismo -429 T>C. Evidenciando os produtos de PCR da 
região promotora do gene RAGE após clivagem com a enzima AluI em gel de 
poliacrilamida 8% (29:1) (tampão TBE 1x) corado com brometo de etídeo. Linhas 1, 2 e 
3: perfil eletroforético dos genótipos TT, TC e CC, respectivamente. Linha 4: marcador 
de massa molecular de 100 pb. À esquerda do gel estão os tamanhos dos fragmentos 
obtidos e à direita, estão os tamanhos do marcador de massa. 

 

4.3.3 Genotipagem dos polimorfismos -374 T>A da região promotora e 2741 G>A do 

intron 9 do gene RAGE 

 

Os polimorfismos do gene RAGE, -374 T>A da região promotora e 2741 G>A 

do intron 9, foram genotipados através da reação em cadeia da polimerase com 

aquisição de dados em tempo real (Real Time PCR, PCR em Tempo Real ou RT-

PCR). Para isto foi utilizado o sistema TaqMan® (Applied Biosystems) em um 

termociclador ABI7500 (Applied Biosystems) instalado no Laboratório de 

Imunogenética do Hospital de Clínicas da UFPR. O programa 7500 System SDS 

(Sequence Detection Software) versão 1.2.3 (Applied Biosystems) foi utilizado nas 

análises e caracterização dos genótipos.  

A genotipagem por PCR em Tempo Real foi realizada utilizando o reagente 

TaqMan® Genotyping Assay Mix (Assay ID C___3293837_1_ para o -374 T>A; 

Assay ID C__15861169_10 para o 2741 G>A; Applied Biosystems) específico para 

cada região e que contém um par de oligonucleotídeos iniciadores e um par de 

sondas fluorescentes alelo-específicas (Applied Biosystems). Também foi utilizado o 

reagente TaqMan® SNP Genotyping Master Mix (Applied Biosystems) contendo 

javascript:showAssayDetails('https://products.appliedbiosystems.com:443/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=C___3293837_1_&Fs=y');
javascript:showAssayDetails('https://products.appliedbiosystems.com:443/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=C__15861169_10&Fs=y');
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AmpliTaq Gold® DNA Polymerase UP (Ultra Pura), dNTPs, Referência Passiva 1 

(ROX), tampão e aditivos otimizados para a reação de PCR em Tempo Real. A 

reação foi conduzida conforme as especificações do fabricante (Applied 

Biosystems). As Tabelas 5 e 6 descrevem a composição do sistema de reação e o 

programa utilizado, respectivamente. 

 

TABELA 5 – SISTEMA DA REAÇÃO DE PCR EM TEMPO REAL 

REAGENTES CONCENTRAÇÃO NA REAÇÃO VOLUME (µL) 

DNA molde diluído em água (≈20 ng) ≈3,3 ng/L 1,0 

SNP Genotyping Assay Mix (20x) 1x 0,3 

TaqMan
®
 Genotyping  

Master Mix (2x) 
1x 3,0 

Água Reagente tipo 1 estéril q.s.p. 6,0 L 1,7 

 Volume Final 6,0 

q.s.p.: quantidade suficiente para. 

 

TABELA 6 - PROGRAMA PARA GENOTIPAGEM POR PCR EM TEMPO REAL 

DOS SNPS -374 T>A E 2741 G>A 

NÚMERO DE CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (ºC) TEMPO 

1x Desnaturação 95 10 min 

40x 
Desnaturação 95 15 s 

Anelamento e 
Extensão* 

60 1 min 

*Ao fim da etapa de anelamento e extensão ocorre a detecção da fluorescência. 

  

A Figura 13 exemplifica um tipo de gráfico resultante do programa 7500 

System SDS (Sequence Detection Software) Version 1.2.3 (Applied Biosystems) 

acoplado ao termociclador ABI7500 após genotipagem do SNP -374 T>A. Para a 

análise do SNP 2741 G>A foram obtidos gráficos similares. 

A detecção da fluorescência das sondas alelo-específicas digerida pela 

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase permite a determinação da presença ou ausência 

dos alelos. É importante lembrar que em cada placa de PCR em Tempo Real foram 

colocados controles positivos de cada um dos três genótipos dos SNPs para 

determinar se a reação estava funcionando, bem como um controle negativo para 

garantir que não havia contaminação na reação. 
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a. Amostra homozigota -374TT: alelo -374T marcado por FAM 

 
b. Amostra heterozigota -374TA: alelos -374T e -374A marcados por FAM e VIC, respectivamente  

 
c. Amostra homozigota -374AA: alelo -374A marcado por VIC 

 
d. Controle negativo da reação de PCR EM TEMPO REAL  

 
Figura 13. Representação gráfica dos resultados da genotipagem do polimorfismo -374 T>A obtidos 

através de PCR em Tempo Real utilizando o sistema TaqMan
®
. a) Amostra homozigota 

para o alelo -374T que corresponde à sonda marcada por FAM (linha vermelha indica 
aumento de fluorescência de FAM); b) Amostra heterozigota contendo os alelos -374T e 
-374A marcados por FAM e VIC, respectivamente (linhas vermelha e verde indicam 
aumento da fluorescência de FAM e VIC, respectivamente); c) Amostra homozigota para o 
alelo -374A que corresponde à sonda marcada por FAM (linha  verde indica aumento 
fluorescência de VIC); d) Controle negativo da reação de PCR em Tempo Real. A linha 
azul representa a variação da fluorescência do fluoróforo ROX. 
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Nos gráficos da Figura 13 é possível observar a variação da intensidade da 

fluorescência dos fluoróforos VIC e FAM, que marcam as sondas alelo-específicas, e 

ROX, referência passiva, que permite normalizar a intensidade da fluorescência em 

razão de variações no volume e na concentração das amostras. 

 No entanto, apenas os resultados da PCR em Tempo Real do polimorfismo 

-374 T>A são insuficientes para a genotipagem desta região, pois o ensaio TaqMan® 

detecta apenas duas formas alélicas, mas o lócus -374 é tri-alélico, uma vez que o 

polimorfismo 63 pb del causa a perda dessa posição. Portanto, para a análise de 

freqüência de polimorfismos desta posição, foi necessário considerar os indivíduos 

com o polimorfismo 63 pb del, que foi genotipado por PCR e eletroforese em gel de 

agarose 2,0 % (item 4.3.1). Assim se o polimorfismo 63 pb del estiver presente em 

heterozigose, o indivíduo apresentará só um alelo T ou A na posição -374, e o outro 

será o  alelo D (do polimorfismo 63 pb del).  Quando o polimorfismo 63 pb del 

aparecer em homozigose, o indivíduo possuirá dois alelos D e não apresentará a 

região -374. 

 Finalmente, a genotipagem do SNP -374 T>A da região promotora de RAGE 

foi confirmada através da clivagem do produto de PCR de 344 pb com a enzima de 

restrição Tsp509I em uma reação de PCR-RFLP (Anexo IV). A genotipagem do SNP 

2741 G>A do intron 9 foi confirmada pelo seqüenciamento (item 4.4.4) do produto de 

PCR após clonagem no vetor pCR®2.1 (itens 4.4.2 e 4.4.3). 

 

 

4.4 DETECÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE NOVAS MUTAÇÕES E CONFIRMAÇÃO 

DA GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO 2741 G>A 

 

4.4.1 Polimorfismo de conformação de fita simples (Single Strand Conformation 

Polymorphism ou SSCP) do produto de PCR da região promotora do gene 

RAGE 

 

 A análise de polimorfismos de conformação de fita simples (SSCP) foi 

realizada para identificação de mutações potencialmente novas, nas amostras 

estudadas. Estas potenciais novas mutações foram previamente identificadas por 
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que apresentaram um perfil eletroforético diferente em gel de poliacrilamida 8% 

(20:1 ou 29:1) após a reação de PCR-RFLP (itens 4.3.1 e 4.3.2). 

 Ao produto de PCR (4 L) foi adicionado 10 L de formamida (950 L de 

formamida, EDTA 1mmol/L, azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol 0,05%); a 

mistura foi incubada a 98 °C por 10 minutos, e em seguida resfriada em gelo. Esta 

foi aplicada em gel de poliacrilamida 8% (29:1) contendo glicerol 1% e TBE 0,5x. A 

eletroforese foi conduzida em voltagem constante de 100 V, ≈15 mA, por cerca de 

doze horas (cuba Gibco, Life Technologies). Após a corrida eletroforética o DNA foi 

corado em brometo de etídeo (0,5 g/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (302 nm). 

As imagens capturadas Sistema Biochemi, UVP foram armazenadas em computador 

e também impressas. 

 

4.4.2 Clonagem de produtos de PCR 
 

 

Para seqüenciamento de novas regiões polimórficas de indivíduos 

heterozigotos, o produto de PCR da região promotora do gene RAGE (344 pb) foi 

primeiramente clonado no vetor pCR2.1 e em seguida o inserto de plasmídeos 

recombinantes foi seqüenciado (item 4.4.4). Essas etapas também foram realizadas 

para confirmação da genotipagem do polimorfismo 2741 G>A do intron 9 do gene 

RAGE através do ensaio de PCR em Tempo Real, sistema TaqMan® (item 4.3.3). 

 Para clonagem dos produtos de PCR foi utilizada a capacidade da Taq DNA 

polimerase de introduzir um resíduo A na extremidade 3’ do fragmento independente 

de DNA molde. Esta atividade leva a produção de produtos de PCR contendo 

extremidades 3’ com uma ponta A coesiva. Este fragmento pode ser ligado ao vetor 

pCR®2.1 (Invitrogen) linearizado com pontas coesivas 3’-T. O sistema de ligação 

utilizado está resumido na Tabela 7.  

O plasmídeo pCR®2.1 apresenta também as seguintes características 

relevantes: gene lacZα; sítio para os oligonucleotídeos M13 universal e reverso; sítio 

de múltipla clonagem; origem de replicação f1 e pUC; e gene de resistência à 

ampicilina e canamicina.  

  

 

 



54 

 

 

 

TABELA 7 – SISTEMA DA REAÇÃO DE LIGAÇÃO. 

REAGENTES CONCENTRAÇÃO NA REAÇÃO VOLUME (µL) 

Produto de PCR ≈1,2 ng/L 3,0 

pCR
®
2.1 (5 ng/µL) 1,0 ng/L 2,0 

Tampão Ligation Buffer (10x) 1x 1,0 

T4 DNA ligase (10 U/µL) 0,1 U/L 1,0 

Água Reagente Tipo 1 estéril q.s.p. 10,0 µL 3,0 

 Volume Final 10,0 

Homogeneizar e incubar a 10°C por cerca de 12 horas 

Tampão de Ligação (1x; Fermentas): 40 mmol Tris-HCl, 10 mmol MgCl2, 10 mmol DTT, 0,5 mmol 
ATP, pH 7,8 a 25°C. q.s.p.: quantidade suficiente para. 

 

 Escherichia coli estirpe DH10B (Sambrook et al., 1989) resistente à 

estreptomicina, F’ [proAB, lacZΔM15], foi utilizada como hospedeiro dos plasmídeos 

recombinantes. Para introdução de plasmídeos por eletrotransformação, uma 

colônia de E. coli estipe DH10B foi inoculada em 2 mL de meio LB (triptona 10 g/L; 

extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L) contendo estreptomicina (20 µg/mL). Este 

pré-inóculo foi então incubado a 37ºC por 12 horas sob agitação constante 

(120 rpm). Após esse período, 1 mL do pré-inóculo foi re-inoculado em 50 mL de 

meio SOB (triptona 20g/L; extrato de levedura 5g/L; cloreto de potássio 0,186 g/L; 

cloreto de sódio 0,5 g/L) e a cultura foi incubada a 37ºC sob agitação constante até 

atingir D.O.600 entre 0,5 a 0,8. 

 A cultura foi resfriada em gelo por 30 minutos e as células foram coletadas 

por centrifugação a 4ºC por 5 minutos (4.500 xg) e lavadas duas vezes com água 

ultrapura estéril a ≈8ºC. As células eletrocompetentes foram ressuspensas em 

≈200 µL de água e alíquotas de 30 μL foram colocadas em cubetas de 

eletroporação. A cada alíquota de suspensão de células eletrocompetentes foram 

adicionados 0,5 μL de plasmídeo recombinante; então as amostras foram 

submetidas a uma rápida corrente elétrica (4KΩ, 330 µF). 

Após a eletroporação, foi adicionado 1 mL de meio SOC (meio SOB acrescido 

de cloreto de magnésio 0,94 g/L; sulfato de magnésio 1,2 g/L; glucose 3,6 g/L) às 

células que foram incubadas por 30 minutos em estufa a 37ºC. Finalmente, a 

suspensão foi plaqueada em meio LA (meio LB acrescido de ágar 15g/L) contendo 

canamicina (50 µg/mL) e X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil- beta-D-

galactopiranosídeo; 30 µg/mL) e incubadas a 37ºC até o aparecimento de colônias 

azuis e brancas. 
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4.4.3 Mini-preparação de plasmídeo 

  

 Para purificar os plasmídeos recombinantes pelo menos 3 colônias brancas 

isoladas de cada genótipo foram inoculadas separadamente em 3 mL de meio LB 

contendo canamicina (50 µg/mL)  a 37ºC sob agitação constante (120 rpm) por cerca 

de 12 horas. Alíquotas de 1,5 mL desta cultura foram centrifugadas (12.000 xg) por 1 

minuto. Depois de descartado o sobrenadante, o precipitado de células foi 

ressuspenso em 200 μL de solução GET a ≈8ºC (glucose 50 mmol/L; EDTA 

10 mmol/L; Tris-HCl 25 mmol/L; pH 8,0). Foram então adicionados 200 μL de 

solução de lise (NaOH 0,2 mol/L; SDS 1%) e a amostra foi homogeneizada 

gentilmente por inversão até a observação da lise. 

O lisado foi neutralizado pela adição de 200 μL de Kacf (3,0 mol/L de acetato 

de potássio; 1,8 mol/L de ácido fórmico), sendo a mistura homogeneizada 

gentilmente e incubada em gelo por 15 minutos. Após centrifugação por 15 minutos 

(12.000 xg), o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram 

adicionados 2 μL de RNase (10 mg/mL) seguido de incubação a 37ºC por cerca de 

duas horas. Posteriormente, 200 μL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) foram 

adicionados ao sobrenadante e após a homogeneização, a amostra foi centrifugada 

por 5 minutos (12.000 xg) e a fase aquosa foi transferida para um tubo novo. A esta 

fase aquosa foi adicionado 0,6 volume de isopropanol e após homogeneização, a 

solução foi centrifugada por 20 minutos (12.000 xg). Depois de descartado o 

sobrenadante, o DNA precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado 

por 5 minutos (12.000 xg). Finalmente, o sobrenadante foi descartado e o DNA foi 

seco e ressuspenso em 25 μL de água reagente tipo 1 estéril. 

 Para confirmar se as colônias brancas escolhidas de fato possuíam o produto 

de PCR, os plasmídeos isolados foram clivados com a enzima de restrição EcoRI 

(Tabela 8). 
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TABELA 8 – SISTEMA DE REAÇÃO DA RESTRIÇÃO DOS PLASMÍDEOS 

RECOMBINANTES COM A ENZIMA EcoRI 

REAGENTES CONCENTRAÇÃO NA REAÇÃO VOLUME (µL) 

DNA plasmidial ≈5,0 ng/L 1,5 

Tampão REact
® 

3 (10x) 1x 2,0 

EcoRI (10 U/L) 0,15 U/L 0,3 

Água Reagente Tipo 1 estéril q.s.p. 20,0 L 16,2 

 Volume Final 20,0 

Homogeneizar e incubar a 37°C por 2 horas 

Tampão REact
®
 3 (1x; Invitrogen): 50 mmol Tris-HCl; 10 mmol Tris-HCl; 10 mmol MgCl2; 100 mmol 

NaCl, pH 8,0 a 37 ºC. q.s.p.: quantidade suficiente para. 

 

Uma alíquota de 10 µL da solução dos produtos de restrição misturada a 5 µL 

de solução de aplicação (item 4.3.1) foi aplicada em gel de agarose 2% (cuba 

Horizon 58, Life Technologies) e submetida a eletroforese submarina em voltagem 

constante de 70 V, ≈40 mA, à temperatura ambiente durante cerca de duas horas, 

em tampão TBE 1x (item 4.3.1). O gel foi corado com solução de brometo de etídeo 

(0,5 µg/mL) e visualizado em transiluminador sob luz ultravioleta (302 nm). As 

imagens (Figura 14) foram obtidas com uma câmara CCD (Sistema Biochemi, UVP) 

e armazenadas em computador além de impressas. 

 

~3,9 kb4,0 kb

400 pb
344 pb

500 pb

1,0 kb

1 2 3 4 5 6 7

 

Figura 14. Perfil eletroforético de plasmídeos recombinantes após restrição com EcoRI. Eletroforese 
em gel de agarose 2% em tampão TBE 1x. Linha 1: marcador de massa molecular de 1 
kb; Linhas: 2, 3, 4 e 5: perfil eletroforético de plasmídeo recombinante após clivagem com 
a enzima EcoRI, evidenciando o produto de PCR da região promotora (344 pb) do gene 
RAGE; Linha 6: marcador de massa molecular de 100 pb; Linha 7: perfil eletroforético de 
plasmídeo não-recombinante. À esquerda do gel estão os tamanhos do marcador de 
massa e à direita do gel está indicado o tamanho esperado dos fragmentos após a reação 
de restrição.  
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4.4.4 Seqüenciamento de DNA 

 

Para o seqüenciamento dos insertos, os plasmídeos foram purificados como 

descrito no item 4.4.3. Os componentes da reação de seqüenciamento e o programa 

do termociclador para a reação estão resumidos nas tabelas 9 e 10, 

respectivamente. 

 

TABELA 9 – SISTEMA DE REAÇÃO DO SEQÜENCIAMENTO 

REAGENTES CONCENTRAÇÃO NA REAÇÃO VOLUME (µL) 

DNA plasmidial 
>20,0 ng/L para plasmídeos; 

>2,7 ng/L para fragmento de PCR 
3,0 

Oligonucleotídeos Iniciadores 
(F ou R) (10pmol/µL cada) 

0,5 pmol/L 0,4 

ET Terminator Mix (GE 
Healthcare) 

1x 3,0 

Água Reagente Tipo 1 estéril q.s.p. 7,5 µL 1,1 

  Volume Final 7,5 

q.s.p.: quantidade suficiente para. 

 

TABELA 10 - PROGRAMA DA REAÇÃO DE SEQÜENCIAMENTO 

NÚMERO DE CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (ºC) TEMPO 

1x Desnaturação 94 2 min 

35x 
Desnaturação 
Anelamento 

94 
60 

30 s 
1 min 30 s 

 

A reação de seqüenciamento também foi realizada utilizando o próprio 

produto de PCR como molde quando os indivíduos eram homozigotos para os 

polimorfismos de interesse. Para isso foi necessária a remoção dos 

oligonucleotídeos iniciadores e dos desoxiribonucleotídeos livres da reação de PCR 

inicial. Neste caso antes da reação de seqüenciamento 4 µL do produto de PCR 

(≈12ng) foram tratados com ExoI (3,3 U) e fosfatase alcalina de camarão (ou SAP 

6,6 U); a mistura foi incubada a 37ºC por 30 minutos e a 80ºC por 40 minutos. 

Os produtos da reação de seqüenciamento foram precipitados adicionando 

2 μL de acetato de amônio 7,5 mol/L e 60 μL de etanol absoluto. A mistura foi 

incubada em temperatura ambiente por 30 minutos e depois centrifugada por 30 

minutos (12.000 xg). Depois de descartado o sobrenadante, o precipitado foi lavado 

com etanol 70% e centrifugado por 10 minutos (12.000 xg); o sobrenadante foi 
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novamente descartado e o precipitado foi seco sob vácuo. Depois deste tratamento 

o DNA foi dissolvido em formamida (1-2 µL) e submetido à eletroforese em 

seqüenciador automático de DNA ABI-PRISM 377 (Applied Biosystems). 

A montagem das seqüências contíguas a partir das seqüências direta (F) e 

reversa (R) obtidas de uma mesma amostra, e a detecção de mutações, foram 

realizadas através do programa CodonCode Aligner 2.0.6 para Windows (versão 

para demonstração; http://www.codoncode.com/). Este programa foi alimentado com 

arquivo em extensão “.scf” gerado pelo programa Phred/Phrap (Ewing et al, 1998; 

http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html) e CONSED (Gordon et al, 1998). 

 

 

4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

O programa Statistica 5.5 (StatSoft, Inc.) para Windows foi utilizado para as 

determinações de média, desvio padrão e freqüências dos sexos.  

As análises estatísticas foram realizadas considerando-se os dois subgrupos 

étnicos separadamente, EB e AB, dentro dos grupos de PFE e CTRL TOTAL. Os 

subgrupos CTRL1 e CTRL2 foram comparados entre si e, quando as freqüências 

alélicas, genotípicas e haplotípicas eram estatisticamente similares, os subgrupos 

eram unidos formando o grupo CTRL TOTAL para aumentar o número da amostra e 

assim tornar as análises estatísticas mais confiáveis. Ainda, quando os subgrupos 

CTRL1 e CTRL2 eram estatisticamente diferentes, apenas o subgrupo CTRL1 foi 

utilizado; em outra comparação as amostras de indivíduos controle (CTRL TOTALp) 

e com pênfigo (PFEp) foram pareadas de acordo a etnia para homogeneizar a 

ancestralidade e evitar associações espúrias ao pênfigo foliáceo endêmico (item 

4.1.3). 

Os genótipos obtidos de todos os indivíduos foram armazenados em um 

banco de dados, em formato Access (Microsoft Office 2007). As freqüências 

genotípicas e de portadores para cada variante foram então obtidas por contagem 

direta pelo programa CONVERT 1.1. (Probst, 1998), que também gera o arquivo de 

entrada de dados para o pacote de programas ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 

2006), que calcula as freqüências alélicas. As freqüências de alelos, genótipos e 

http://www.codoncode.com/
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haplótipos foram comparadas entre os grupos utilizando o algoritmo metropolis 

implementado no programa RXC (Miller, 1997). 

O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi testado através do método de Guo e 

Thompson (1992) implementado no pacote de programas ARLEQUIN 3.11 (Excoffier 

et al., 2006). 

O pacote de programas ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2006) também foi 

usado para estimar as freqüências haplotípicas pelo método de máxima 

verossimilhança, empregando o algoritmo EM (maximização da expectativa), e para 

calcular o coeficiente de desequilíbrio de ligação (D’) e o coeficiente de correlação 

(r2). 

Para as comparações entre os grupos com diferenças estatisticamente 

significativas dos dados genéticos, foi estimada uma razão de probabilidade (odds 

ratio ou OR) (Woolf, 1955) com intervalo de confiança de 95% (IC 95%). O valor da 

OR para doenças raras reflete o risco relativo (RR), ou seja, a chance que os 

portadores de determinado fator têm de desenvolver a patologia, em relação aos 

indivíduos que não possuem o fator. O valor de OR=1,0 indica que os indivíduos 

com ou sem o fator, têm a mesma probabilidade de desenvolver a patologia. Valores 

acima de 1,0 indicam que o fator está associado a uma maior probabilidade de se 

desenvolver a doença e valores abaixo de 1,0, indicam uma menor probabilidade. 

Para todas as análises estatísticas foi considerado significativo um valor de 

probabilidade menor que 5% (P<0,05). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

 

 Todos os participantes deste estudo responderam um questionário, através 

do qual foram obtidas informações relevantes para o pareamento dos indivíduos 

quanto ao grupo étnico, bem como informações sobre o ambiente e condições de 

vida. Deste questionário foram retirados os dados necessários para a análise 

discutida a seguir. 

 A Figura 15 mostra as regiões nas quais ocorreu o aparecimento da lesão 

primária característica nos portadores de pênfigo foliáceo endêmico (PFE), sendo 

que na grande maioria dos casos estudados (75,9%) a manifestação primária 

ocorreu na região Centro-Oeste. 
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Figura 15. Distribuição das freqüências nas regiões do território brasileiro onde ocorreu início de 
manifestação das lesões características do pênfigo foliáceo endêmico. S: Sul; SE: 
Sudeste; CO: Centro-Oeste; N: Norte; Exterior: outros países. 

  

Como descrito anteriormente (item 4.1.2), a grande maioria do grupo CTRL1 

(78,8%) foi formada por indivíduos com residência na região Centro-Oeste, e em 

menor proporção, também no Sul (17,7%), Sudeste (1,7%) e Norte (1,3%). Por outro 

lado, o grupo CTRL2 foi formado principalmente por indivíduos residentes da região 
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Sul (93,7%) bem como por indivíduos das regiões Sudeste (0,5%), Centro-Oeste 

(0,5%), e de fora do país (0,5%). 

 A faixa etária na qual apareceram as primeiras lesões características do 

pênfigo foliáceo endêmico nos portadores de pênfigo foliáceo (PFE) indica uma 

predominância do aparecimento da doença de 10 a 50 anos (74,3%), sendo que a 

idade média de aparecimento das primeiras lesões foi de 32,9 ± 16,3 anos (Figura 

16). A idade média na data da coleta das amostras foi de 43,0 ± 17,3 anos no grupo 

PFE, 46,6 ± 15,5 no subgrupo CTRL1 e 33,8 ± 13,2 no subgrupo CTRL2. 
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Figura 16. Distribuição das freqüências da faixa etária de pacientes na qual houve o aparecimento da 
lesão característica do pênfigo foliáceo endêmico. 

 

 Os resultados obtidos apontam para uma agregação familial do pênfigo 

foliáceo endêmico na amostra estudada visto que 80,8% dos pacientes analisados 

possuíam familiares afetados pela doença, enquanto apenas 8,8% informaram que 

não possuíam familiares afetados. 

 A proporção mulheres:homens é de cerca de 1:1 entre os grupos PFE (55,6% 

mulheres e 44,4% homens) e CTRL TOTAL (54,8% mulheres e 44,9% homens) 

nesta amostra. A distribuição de indivíduos do sexo feminino e do sexo masculino 

(Figura 17) também foi próxima de 1:1 em PFE (55,6% mulheres e 44,4%) e CTRL1 

(52,4% homens e 47,6% mulheres). No entanto, foi observada uma proporção 

próxima de 2:1 no subgrupo CTRL2 (63,5% mulheres e 36,5% homens). 
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Figura 17. Proporção mulheres:homens nos grupos. PFE: indivíduos do grupo de portadores de 
pênfigo foliáceo endêmico; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de pênfigo; CTRL2: 
indivíduos do subgrupo controle do sul. 

 

 A distribuição quanto à ocupação é mostrada na Figura 18. Uma 

predominância de trabalhadores rurais foi observada no grupo PFE (60,5%) e no 

subgrupo CTRL1 (68,8%), em menor proporção encontraram-se ainda do lar (PFE: 

16,1%; CTRL1: 4,8%), estudantes (PFE: 1,9%; CTRL1: 1,7%) e outros (PFE: 11,1%; 

CTRL1: 24,7%). O subgrupo CTRL2, entretanto, apresentou a maioria dos 

indivíduos atuando em áreas diversas classificadas como outros (72,4%), além de 

estudantes (22,4%), porém estiveram ausentes neste grupo trabalhadores rurais e 

do lar. 

O grau de instrução (Figura 19) dos indivíduos analisados se distribuiu de 

forma similar em PFE e CTRL1, sendo que a maioria destes são indivíduos com 

ensino fundamental incompleto (PFE: 49,4%; CTRL1: 54,1%). Por outro lado, a 

maioria dos indivíduos do subgrupo CTRL2 (45,3%) tinha ensino superior completo. 
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Figura 18. Distribuição das freqüências das atividades ocupacionais nos grupos. PFE: indivíduos do 
grupo de portadores de pênfigo foliáceo endêmico; CTRL1: indivíduos do subgrupo 
controle de pênfigo; CTRL2: indivíduos do subgrupo controle do sul. 
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Figura 19. Distribuição das freqüências do grau de instrução nos grupos. PFE: indivíduos do grupo de 
portadores de pênfigo foliáceo endêmico; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de 
pênfigo; CTRL2: indivíduos do subgrupo controle do sul. AN: analfabetos; FI, MI, SI: 
ensinos fundamental, médio e superior incompletos, respectivamente; FC, MC, SC: 
ensinos fundamental, médio e superior completos, respectivamente; Pós: pós-graduação. 
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5.2 GENOTIPAGEM 

 

5.2.1 Análise de associação individual do polimorfismo 63 pb del da região 

promotora do gene RAGE 

 

O polimorfismo 63 pb del foi genotipado através de amplificação de um 

fragmento da região promotora do gene RAGE (344 pb) pelo ensaio de PCR (item 

4.3.1). As freqüências obtidas para esta posição em todas as subpopulações se 

mostraram de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 11, 12 e 13). 

 A análise estatística do polimorfismo 63 pb del revelou uma diferença 

significativa entre os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB nas freqüências 

genotípicas (P=0,024) e alélicas (P=0,016), que também se refletiu na freqüência de 

portadores (P=0,04) (Tabela 11). Esses resultados mostram que os subgrupos 

CTRL1-EB e CTRL2-EB são diferentes para o polimorfismo 63 pb del da região 

promotora do gene RAGE. 

 

TABELA 11 - COMPARAÇÃO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS 

FREQÜÊNCIAS OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO 63 PB DEL 

DA REGIÃO PROMOTORA DO GENE RAGE 

  
  

Euro-Brasileiros (EB) 
P 

Afro-Brasileiros (AB) 
P 

CTRL1 (153) CTRL2 (156) CTRL1 (75) CTRL2 (19) 

Genótipos 
% (n) 

II 93,5 (143) 98,7 (154) 

0,02* 

90,7 (68) 94,7 (18) 

1,00 ID 5,9 (9) 1,3 (2) 9,3 (7) 5,3 (1) 

DD 0,6 (1) 0,0 0,0 0,0 

Alelos (%) D 4,0 1,0 0,02* 5,0 3,0 1,00 

Portadores 
% (n) 

I 99,3 (152) 100 (156) 
0,04* 

100 (75) 100 (19) 

1,00 D 6,5 (10) 1,3 (2) 9,3 (7) 5,3 (1) 

  HW (P) 0,17 1,00   1,00 1,00   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de 
pênfigo; CTRL2: indivíduos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do 
Equilíbrio de Hardy-Weinberg; II, ID e DD: genótipos do polimorfismo 63 pb del, homozigoto sem a 
deleção, heterozigoto e homozigoto com a deleção, respectivamente; I e D: alelos do polimorfismo 63 
pb del, inserção e deleção, respectivamente. *Diferenças significativas marcadas em negrito. 

 

 Portanto, para garantir o pareamento relativo ao ambiente e à ancestralidade 

(itens 4.1.2 e 4.5), as comparações foram realizadas entre PFE-EB e CTRL1-EB 

(Tabela 12). Não foi encontrada diferença significativa (P>0,05) nas comparações 

entre PFE-EB e CTRL1-EB, e entre PFE-AB e CTRL TOTAL-AB (CTRL1-AB 
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somado à CTRL2-AB), tanto nas freqüências genotípicas e alélicas, quanto na de 

portadores (Tabela 12). 

 

TABELA 12 - COMPARAÇÃO ENTRE PFE E CTRL DAS FREQÜÊNCIAS OBTIDAS 

PARA O POLIMORFISMO 63 PB DEL DA REGIÃO PROMOTORA 

DO GENE RAGE 

  
  

Euro-Brasileiros (EB) 
P 

Afro-Brasileiros (AB) 
P 

PFE (144) CTRL1 (153) PFE (101) CTRL TOTAL (94) 

Genótipos 
% (n) 

II 94,4 (136) 93,5 (143) 

0,26 

84,2 (85) 91,5 (86) 

0,12 ID 4,9 (7) 5,9 (9) 15,8 (16) 8,5 (8) 

DD 0,7 (1) 0,6 (1) 0,0 0,0 

Alelos (%) D 3,1 4,0 0,75 7,9 4,0 0,13 

Portadores 
% (n) 

I 99,3 (143) 99,3 (152) 
0,82 

100,0 (101) 100,0 (94) 
0,19 

D 5,6 (8) 6,5 (10) 15,8 (16) 8,5 (8) 

  HW (P) 0,12 0,17   1,00 1,00   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; PFE: indivíduos do grupo de portadores de 
pênfigo foliáceo endêmico; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de pênfigo; CTRL TOTAL: 
indivíduos dos subgrupos CTRL1 e CTRL2; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do Equilíbrio de 
Hardy-Weinberg; II, ID e DD: genótipos do polimorfismo 63 pb del, homozigoto sem a deleção, 
heterozigoto e deleção em homozigose, respectivamente; I e D: alelos do polimorfismo 63 pb del, 
inserção e deleção, respectivamente. Não foram encontradas diferenças significativas. 

  

 Dos 17 orientais do subgrupo CTRL2, 16 possuíam o genótipo II (homozigoto 

sem a deleção), e apenas um, ID (heterozigoto); e nos indígenas (3 PFE e 16 

CTRL1) esse lócus se mostrou monomórfico, com indivíduos portando apenas o 

genótipo II. 

 Além da diferença significativa das freqüências alélicas, genotípicas e de 

portadores entre os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 11), também foi 

detectada uma diferença entre PFE-EB e PFE-AB (genótipos: P=0,01; alelos: 

P=0,02; portadores: P=0,03). Essas diferenças sugerem a necessidade de uma 

comparação usando as amostras pareadas etnicamente, ou seja, entre PFEp e 

CTRL TOTALp (item 4.1.3), minimizando o fator ancestralidade como uma possível 

diferença entre os grupos (Tabela 13). Não foram encontradas diferenças 

significativas entre os grupos PFEp e CTRL TOTALp para o polimorfismo 63 pb del. 
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TABELA 13 - COMPARAÇÃO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQÜÊNCIAS 

OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO 63 PB DEL DA REGIÃO 

PROMOTORA DO GENE RAGE 

Amostra Pareada Etnicamente 

    PFEp (236) CTRL TOTALp (236) P 

Genótipos % 
(n) 

II 91,5 (216) 93,2 (220) 

0,80 ID 8,1 (19) 6,4 (15) 

DD 0,4 (1) 0,4 (1) 

Alelos (%) D 4,0 4,0 1,00 

Portadores % 
(n) 

I 99,6 (235) 99,6 (235) 
0,60 

D 8,5 (20) 6,8 (16) 

  HW (P) 0,37 0,26   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; PFEp: indivíduos do grupo de pacientes de 
pênfigo foliáceo endêmico pareados etnicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: indivíduos 
dos subgrupos CTRL1 e CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade; HW (P): 
probabilidade do Equilíbrio de Hardy-Weinberg; II, ID e DD: genótipos do polimorfismo 63 pb del, 
homozigoto sem a deleção, heterozigoto e homozigoto com a deleção, respectivamente; I e D: alelos 
do polimorfismo 63 pb del, inserção e deleção, respectivamente. Não foram encontradas diferenças 
significativas. 

 

5.2.2 Análise de associação individual do polimorfismo -429 T>C da região 

promotora do gene RAGE 

 

O polimorfismo -429 T>C foi genotipado através de PCR-RFLP (item 4.3.2). 

As freqüências obtidas para este lócus em todas as subpopulações se distribuíram 

de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 14 e 15). 

 O tratamento estatístico dos dados obtidos para o SNP -429 T>C revelou que 

os grupos CTRL1 e CTRL2 são similares tanto em Euro- quanto em Afro-Brasileiros 

(Tabela 14). Logo, foi possível realizar as comparações entre PFE e CTRL TOTAL 

em ambos os subgrupos étnicos. 
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TABELA 14 - COMPARAÇÃO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS 

FREQÜÊNCIAS OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -429 T>C DA 

REGIÃO PROMOTORA DO GENE RAGE 

  
  

Euro-Brasileiros (EB) 
P 

Afro-Brasileiros (AB) 
P 

CTRL1 (153) CTRL2 (156) CTRL1 (75) CTRL2 (19) 

Genótipos 
% (n) 

TT 83,0 (127) 78,9 (123) 

0,29 

81,3 (61) 89,5 (17) 

0,82 TC 15,0 (23) 20,5 (32) 16,0 (12) 10,5 (2) 

CC 2,0 (3) 0,6 (1) 2,7 (2) 0,0 

Alelos (%) C 10,0 11,0 0,79 11,0 5,0 0,55 

Portadores 
% (n) 

T 98,0 (150) 99,4 (155) 

0,49 

97,3 (73) 100 (19) 

0,73 C 17,0 (26) 21,1 (33) 18,7 (14) 10,5 (2) 

  HW (P) 0,13 1,00   0,18 1,00   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de 
pênfigo; CTRL2: indivíduos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do 
Equilíbrio de Hardy-Weinberg; TT, TC e CC: genótipos do polimorfismo -429 T>C; T e C: alelos do 
polimorfismo -429 T>C. Não foram encontradas diferenças significativas. 

 

Não foram encontradas diferenças significativas (P>0,05) entre os grupos 

PFE e CTRL TOTAL (Tabela 15), tanto de freqüências genotípicas quanto de 

portadores nos dois subgrupos étnicos. Porém, as freqüências alélicas diferiram 

entre PFE-EB e CTRL TOTAL-EB (CTRL1-EB somado ao CTRL2-EB). O risco 

relativo (OR≈RR) calculado para esta fraca associação foi de 0,61 [0,34 – 1,07].  

 

TABELA 15 - COMPARAÇÃO ENTRE PFE E CTRL TOTAL DAS FREQÜÊNCIAS 

OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -429 T>C DEL DA REGIÃO 

PROMOTORA DO GENE RAGE 

  
  

Euro-Brasileiros (EB) 
P 

Afro-Brasileiros (AB) 
P 

PFE (144) CTRL TOTAL (309) PFE (101) CTRL TOTAL (94) 

Genótipos 
% (n) 

TT 87,5 (126) 80,9 (250) 

0,15 

85,1 (86) 83,0 (78) 

0,88 TC 12,5 (18) 17,8 (55) 12,9 (13) 14,9 (14) 

CC 0,0 1,3 (4) 2,0 (2) 2,1 (2) 

Alelos (%) C 6,0 10,0 0,04* 8,4 9,6 0,69 

Portadores 
% (n) 

T 100,0 (144) 98,7 (305) 
0,14 

98,0 (99) 97,9 (92) 
0,85 

C 12,5 (18) 19,1 (59) 14,9 (15) 17,0 (16) 

  HW (P) 1,00 0,53   0,13 0,19   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; PFE: indivíduos do grupo de portadores de 
pênfigo foliáceo endêmico; CTRL TOTAL: indivíduos dos subgrupos CTRL1 e CTRL2; P: 
probabilidade; HW (P): probabilidade do Equilíbrio de Hardy-Weinberg; TT, TC e CC: genótipos do 
polimorfismo -429 T>C; T e C: alelos do polimorfismo -429 T>C. *A diferença significativa está 
destacada em negrito. 

 

Não foram encontradas diferenças significativas das freqüências entre os 

grupos pareados etnicamente (item 4.1.3; Tabela 16). No grupo de orientais 

(CTRL2) foram encontrados 13 indivíduos com o genótipo TT e 4 com o genótipo 
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TC. Entre os indígenas, os 3 indivíduos do subgrupo CTRL1 e 13 do grupo PFE 

apresentaram o genótipo TT, e os outros 3 indivíduos PFE apresentaram o genótipo 

TC. 

 

TABELA 16 - COMPARAÇÃO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQÜÊNCIAS 

OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -429 T>C DA REGIÃO 

PROMOTORA DO GENE RAGE 

  Amostra Pareada Etnicamente 
P 

    PFEp (236) CTRL TOTALp (236) 

Genótipos, % (n) 

TT 86,9 (205) 83,1 (196) 

0,37 TC 12,3 (29) 14,8 (35) 

CC 0,8 (2) 2,1 (5) 

Alelos (%) C 7,0 10,0 0,14 

Portadores (n) 
T 99,1 (234) 97,9 (231) 

0,32 C 13,1 (31) 16,9 (40) 

  HW (P) 0,31 0,05   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; PFEp: indivíduos do grupo de pacientes de 
pênfigo foliáceo endêmico pareados etnicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: indivíduos 
dos subgrupos CTRL1 e CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade; HW (P): 
probabilidade do Equilíbrio de Hardy-Weinberg; TT, TC e CC: genótipos do polimorfismo -429 T>C; T 
e C: alelos do polimorfismo -429 T>C. Não foram encontradas diferenças significativas. 

 

5.2.3 Análise de associação individual do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del da 

região promotora do gene RAGE 

 

O polimorfismo -374 T>A foi genotipado através de PCR em Tempo Real, 

sistema TaqMan® (item 4.3.3). O polimorfismo 63 pb del engloba a região do SNP 

-374 T>A (item 4.3.3), o que faz com que essa posição esteja ausente quando a 

deleção está presente em homozigose ou ainda, presente de forma haplóide quando 

a deleção está em heterozigose. Por isso, a posição -374 da região promotora do 

gene RAGE foi considerada como um polimorfismo com três alelos: T, A e D (alelo 

da deleção). As freqüências obtidas para esta posição em todas as subpopulações 

também se mostraram de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 17, 

18 e 19). 

Os resultados obtidos para o polimorfismo -374 T>A revelaram uma diferença 

significativa próxima do limiar entre os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB das 

freqüências alélicas (P=0,04), sendo que a freqüência de portadores (P=0,05) se 

mostrou no limiar de significância entre os mesmos grupos (Tabela 17). Esses 

resultados mostram que os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB são estatisticamente 
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diferentes para o SNP -374 T>A. No entanto, é importante notar que essa diferença 

desapareceu quando os indivíduos com o polimorfismo 63 pb del foram excluídos da 

análise, neste caso os valores de P obtidos nas comparações entre os subgrupos 

CTRL1-EB e CTRL2-EB para as freqüências genotípicas, alélicas e de portadores 

foram de 0,24, 0,41 e 0,54, respectivamente; entre CTRL1-AB e CTRL2-AB, o P das 

freqüências obtidas foi de 1,00 para freqüências de genótipos, alelos e de 

portadores. 

 

TABELA 17 - COMPARAÇÃO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS 

FREQÜÊNCIAS OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -374 T>A + 63 

PB DEL DA REGIÃO PROMOTORA DO GENE RAGE 

  
  

Euro-Brasileiros (EB) 
P 

Afro-Brasileiros (AB) 
P 

CTRL1 (153) CTRL2 (156) CTRL1 (75) CTRL2 (19) 

Genótipos 
% (n) 

TT 50,3 (77) 45,5 (71) 

0,08 

53,4 (40) 57,9 (11) 

0,53 

TA 33,3 (51) 44,9 (70) 33,3 (25) 31,5 (6) 

AA 9,8 (15) 8,3 (13) 4,0 (3) 5,3 (1) 

TD 4,6 (7) 1,3 (2) 8,0 (6) 0,0 

AD 1,3 (2) 0,0 1,3 (1) 5,3 (1) 

DD 0,7 (1) 0,0 0,0 0,0 

Alelos (%) 
A 27,0 31,0 

0,04* 
21,0 24,0 

0,94 
D 4,0 1,0 5,0 3,0 

Portadores 
% (n) 

T 88,2 (135) 91,7 (143) 

0,05** 

94,7 (71) 89,5 (17) 

0,93 A 44,4 (68) 53,2 (83) 38,7 (29) 42,1 (8) 

D 6,5 (10) 1,3 (2) 9,3 (7) 5,3 (1) 

  HW (P) 0,11 0,67   1,00 0,27   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de 
pênfigo; CTRL2: indivíduos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do 
Equilíbrio de Hardy-Weinberg; TT, TA e AA: genótipos do polimorfismo -374 T>A; T e A: alelos do 
polimorfismo -374 T>A. *As diferenças significativas estão marcadas em negrito. **Valor no limiar da 
significância. 

 

Com tudo isso, as comparações foram realizadas entre PFE-EB e CTRL1-EB, 

garantindo a homogeneidade do ambiente e da ancestralidade. Não foram 

encontradas diferenças significativas (P>0,05) entre PFE-EB e CTRL1-EB, bem 

como entre PFE-AB e CTRL TOTAL-AB (CTRL1-AB somado a CTRL2-AB), tanto de 

freqüências genotípicas e alélicas, quanto de portadores (Tabela 18). No grupo de 

orientais (CTRL2), 13 indivíduos possuíam o genótipo TT, 3 indivíduos o TA, e 

apenas 1 apresentou o genótipo TD. No grupo de indígenas, 4 indivíduos eram TT (2 

PFE e 2 CTRL1), 9 TA (8 PFE e 1 CTRL1) e 6 AA (PFE). 
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TABELA 18 - COMPARAÇÃO ENTRE PFE E CTRL DAS FREQÜÊNCIAS OBTIDAS 

PARA O POLIMORFISMO -374 T>A + 63 PB DEL DA REGIÃO 

PROMOTORA DO GENE RAGE 

  
  

Euro-Brasileiros (EB) 
P 

Afro-Brasileiros (AB) 
P 

PFE (144) CTRL1 (153) PFE (101) CTRL TOTAL (94) 

Genótipos % 
(n) 

TT 41,7 (60) 50,3 (77) 

0,26 

43,6 (44) 54,3 (51) 

0,20 

TA 45,8 (66) 33,3 (51) 32,7 (33) 33,0 (31) 

AA 6,9 (10) 9,8 (15) 7,9 (8) 4,2 (4) 

TD 2,8 (4) 4,6 (7) 14,8 (15) 6,4 (6) 

AD 2,1 (3) 1,3 (2) 1,0 (1) 2,1 (2) 

DD 0,7 (1) 0,7 (1) 0,0 0,0 

Alelos (%) 
A 31,0 27,0 

0,54 
25,0 22,0 

0,06 
D 3,0 4,0 8,0 4,0 

Portadores 
% (n) 

T 90,3 (130) 88,2 (135) 

0,58 

91,1 (92) 93,6 (88) 

0,37 A 54,9 (79) 44,4 (68) 41,6 (42) 39,4 (37) 

D 5,6 (8) 6,5 (10) 15,8 (16) 8,5 (8) 

  HW (P) 0,07 0,11   0,19 1,00   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; PFE: indivíduos do grupo de portadores de 
pênfigo foliáceo endêmico; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de pênfigo; CTRL TOTAL: 
indivíduos dos subgrupos CTRL1 e CTRL2; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do Equilíbrio de 
Hardy-Weinberg; TT, TA, AA, TD, AD, DD: genótipos do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del; T, A e D: 
alelos do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del. Não foram encontradas diferenças significativas. 

 

 Assim como observado para o polimorfismo 63 pb del, foi detectada uma 

diferença significativa das freqüências alélicas entre os subgrupos CTRL1-EB e 

CTRL2-EB (Tabela 17). Também foi detectada uma diferença entre os subgrupos 

PFE-EB e PFE-AB (genótipos: P=0,01; alelos: P=0,03; portadores: P=0,01). 

Novamente, é importante enfatizar que essa diferença não foi detectada quando os 

indivíduos com o polimorfismo 63 pb del foram excluídos da análise (genótipos: 

P=0,39; alelos: P=0,50; portadores: P=0,61). Essas diferenças apontam para uma 

necessidade de comparação usando as amostras pareadas etnicamente (item 

4.1.3), minimizando o fator ancestralidade como uma possível diferença entre os 

grupos (Tabela 18). Essa análise mostrou que os grupos PFEp e CTRL TOTALp são 

estatisticamente similares para o polimorfismo -374 T>A + 63 pb del. 
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TABELA 19 - COMPARAÇÃO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQÜÊNCIAS 

OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -374 T>A + 63 PB DEL DA 

REGIÃO PROMOTORA DO GENE RAGE 

Amostra Pareada Etnicamente 

    PFEp (236) CTRL TOTALp (236) P 

Genótipos 
% (n) 

TT 42,8 (101) 52,1 (123) 

0,40 

TA 41,1 (97) 33,1 (78) 

AA 7,6 (18) 8,1 (19) 

TD 6,4 (15) 5,1 (12) 

AD 1,7 (4) 1,3 (3) 

DD 0,4 (1) 0,4 (1) 

Alelos (%) 
A 29,0 25,0 

0,38 
D 4,0 4,0 

Portadores 
% (n) 

T 90,3 (213) 90,3 (213) 

0,53 A 50,4 (119) 42,4 (100) 

D 8,5 (20) 6,8 (16) 

  HW (P) 0,41 0,21   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; PFEp: indivíduos do grupo de pacientes de 
pênfigo foliáceo endêmico pareados etnicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: indivíduos 
dos subgrupos CTRL1 e CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade; HW (P): 
probabilidade do Equilíbrio de Hardy-Weinberg; TT, TA, AA, TD, AD, DD: genótipos do polimorfismo 
-374 T>A + 63 pb del; T, A e D: alelos do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del. Não foram encontradas 
diferenças significativas. 

 

5.2.4 Análise de associação individual do polimorfismo 2741 G>A do intron 9 do 

gene RAGE 

 

O polimorfismo 2741 G>A foi genotipado através de PCR em Tempo Real, 

sistema TaqMan® (item 4.3.3). Assim como para as outras posições, as freqüências 

obtidas para este lócus em todas as subpopulações se mostraram de acordo com o 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 20, 21 e 22). 

 A análise do SNP 2741 G>A revelou uma diferença significativa entre as 

freqüências genotípicas, alélicas, e de portadores, entre os subgrupos CTRL1-EB e 

CTRL2-EB (Tabela 20). Esses resultados indicam que os subgrupos CTRL1-EB e 

CTRL2-EB são diferentes entre si, conseqüentemente, como para os polimorfismos 

63 pb del e -374 T>A (itens 5.2.1 e 5.2.3), as análises de associação foram 

realizadas entre PFE-EB e CTRL1-EB. Não foram encontradas diferenças 

significativas (P>0,05) entre PFE-EB e CTRL1-EB e entre PFE-AB e CTRL TOTAL-

AB, tanto de freqüências genotípicas e alélicas, quanto de portadores (Tabela 21). 
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TABELA 20 - COMPARAÇÃO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS 

FREQÜÊNCIAS OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO 2741 G>A DO 

INTRON 9 DO GENE RAGE 

  
  

Euro-Brasileiros (EB) 
P 

Afro-Brasileiros (AB) 
P 

CTRL1 (153) CTRL2 (156) CTRL1 (75) CTRL2 (19) 

Genótipos 
% (n) 

GG 93,5 (143) 98,7 (154) 

0,02* 

90,7 (68) 94,7 (18) 

1,00 GA 5,9 (9) 1,3 (2) 9,3 (7) 5,3 (1) 

AA 0,6 (1) 0,0 0,0 0,0 

Alelos (%) A 4,0 1,0 0,02* 5,0 3,0 1,00 

Portadores 
% (n) 

G 99,3 (152) 100 (156) 
0,04* 

100 (75) 100 (19) 

1,00 A 6,5 (10) 1,3 (2) 9,3 (7) 5,3 (1) 

  HW (P) 0,17 1,00   1,00 1,00   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de 
pênfigo; CTRL2: indivíduos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do 
Equilíbrio de Hardy-Weinberg; GG, GA e AA: genótipos do polimorfismo 2741 G>A; G e A: alelos do 
polimorfismo 2741 G>A. *As diferenças significativas estão marcadas em negrito. 

 

TABELA 21 - COMPARAÇÃO ENTRE PFE E CTRL DAS FREQÜÊNCIAS OBTIDAS 

PARA O POLIMORFISMO 2741 G>A DA REGIÃO PROMOTORA DO 

GENE RAGE 

  
  

Euro-Brasileiros (EB) 
P 

Afro-Brasileiros (AB) 
P 

PFE (144) CTRL1 (153) PFE (101) CTRL TOTAL (94) 

Genótipos % 
(n) 

GG 95,1 (137) 93,5 (143) 

0,80 

83,2 (84) 91,5 (86) 

0,08 GA 4,2 (6) 5,9 (9) 16,8 (17) 8,5 (8) 

AA 0,7 (1) 0,6 (1) 0,0 0,0 

Alelos (%) A 3,0 4,0 0,57 7,9 4,0 0,09 

Portadores 
% (n) 

G 99,3 (143) 99,3 (152) 
0,63 

100,0 (101) 100,0 (94) 
0,14 

A 4,9 (7) 6,5 (10) 16,8 (17) 8,5 (8) 

  HW (P) 0,09 0,17   1,00 1,00   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; PFE: indivíduos do grupo de portadores de 
pênfigo foliáceo endêmico; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de pênfigo; CTRL TOTAL: 
indivíduos dos subgrupos CTRL1 e CTRL2; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do Equilíbrio de 
Hardy-Weinberg; GG, GA e AA: genótipos do polimorfismo 2741 G>A; G e A: alelos do polimorfismo 
2741 G>A. Não foram encontradas diferenças significativas. 

 

 Dos 17 orientais do subgrupo CTRL2, foram encontrados 16 portando o 

genótipo GG, e apenas um (1), GA; e o grupo de indígenas (3 PFE e 16 CTRL1) se 

mostrou monomórfico para este lócus, assim como o polimorfismo 63 pb del, com 

indivíduos portando o genótipo GG. 

 Além da diferença estatística das freqüências genotípicas, alélicas e de 

portadores entre os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 20), foi detectada 

uma diferença entre os grupos PFE-EB e PFE-AB (genótipos: P=0,003; alelos: 

P=0,03; portadores: P=0,01). Neste caso, portanto, também foi realizada a 

comparação entre os grupos pareados etnicamente, PFEp e CTRL TOTALp (item 
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4.1.3). Essa análise confirmou que esta posição não está associada ao pênfigo 

foliáceo endêmico, visto que os grupos PFEp e CTRL TOTALp são estatisticamente 

similares entre si (Tabela 22). 

 

TABELA 22 - COMPARAÇÃO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQÜÊNCIAS 

OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO 2741 G>A DO INTRON 9 DO 

GENE RAGE 

Amostra Pareada Etnicamente 

    PFEp (236) CTRL TOTALp (236) P 

Genótipos 
% (n) 

GG 91,5 (216) 93,2 (220) 

0,80 GA 8,1 (19) 6,4 (15) 

AA 0,4 (1) 0,4 (1) 

Alelos (%) A 4,0 4,0 1,00 

Portadores 
% (n) 

G 99,6 (235) 99,6 (235) 
0,60 

A 8,5 (20) 6,8 (16) 

  HW (P) 0,37 0,26   

n: número de indivíduos; %: porcentagem de indivíduos; PFEp: indivíduos do grupo de pacientes de 
pênfigo foliáceo endêmico pareados etnicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: indivíduos 
dos subgrupos CTRL1 e CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade; HW (P): 
probabilidade do Equilíbrio de Hardy-Weinberg; GG, GA e AA: genótipos do polimorfismo 2741 G>A; 
G e A: alelos do polimorfismo 2741 G>A. Não foram encontradas diferenças significativas. 

 

Finalmente, a genotipagem do SNP 2741 G>A através da reação PCR em 

Tempo Real com o sistema TaqMan® foi confirmada pela clonagem de uma amostra 

de cada genótipo (GG, GA e AA), e posterior seqüenciamento dos insertos de 

plasmídeos recombinantes de 3 clones da amostra com genótipo heterozigoto (GA) 

e, de 5 clones de amostras de indivíduos com genótipos homozigotos (GG e AA). Os 

eletroforetogramas da reação de seqüenciamento estão mostrados na Figura 20 (a, 

b e c). 
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a. Genótipo 2741GG 

 
b. Genótipo 2741GA 

 
c. Genótipo 2741AA 

 
Figura 20. Eletroforetogramas da reação de seqüenciamento de amostras da região do intron 9, 

evidenciando o SNP 2741 G>A. Cada amostra apresenta plasmídeos recombinantes de 2 
clones diferentes, sendo que cada um porta um dos 2 alelos que forma os genótipos: a) 

GG; b) GA e; c) AA. 
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5.3 ANÁLISE DE HAPLÓTIPOS E DO DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE 

POLIMORFISMOS -429 T>C, -374 T>A + 63 PB DEL E 2741 G>A DO GENE 

RAGE 

 

 Os polimorfismos do gene RAGE -429 T>C e -374 T>A + 63 pb del da região 

promotora, bem como o 2741 G>A do intron 9, foram também analisados através de 

um estudo de haplótipos, comparando as freqüências haplotípicas obtidas entre 

pacientes e controles em busca de associações com o pênfigo foliáceo endêmico. 

 Inicialmente foram comparadas as freqüências haplotípicas entre os 

subgrupos CTRL1 e CTRL2 (Tabela 23), para avaliar a possibilidade de comparação 

entre PFE e CTRL TOTAL, como foi feito para a análise individual de cada 

polimorfismo (item 4.2). Foi observada uma diferença significativa entre as 

freqüências entre CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 24). Portanto, as comparações 

entre pacientes e controles foram realizadas apenas com o subgrupo CTRL1-EB, 

para evitar associações espúrias (item 4.1.2). 

Não foram encontradas diferenças significativas (P>0,05) entre PFE-EB e 

CTRL1-EB, nem entre PFE-AB e CTRL TOTAL-AB (Tabela 24). Além disso, dos 12 

haplótipos possíveis da combinação dessas posições, foram detectados apenas 7, 

descritos na Tabela 24. 

 

TABELA 23 - COMPARAÇÃO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS 

FREQÜÊNCIAS HAPLOTÍPICAS DOS POLIMORFISMOS -429 T>C, 

-374 T>A + 63 PB DEL E 2741 G>A DO GENE RAGE 

Haplótipos 
(-429T>C.-374T>A.2741G>A) 

Euro-Brasileiros (EB) %  
P 

Afro-Brasileiros (AB) % 
P 

CTRL1 (306) CTRL2 (312) CTRL1 (150) CTRL2 (38) 

T T G 60,0 58,0 

0,03* 

63,0 68,0 

0,81 

T A G 27,0 31,0 21,0 24,0 

C T G 9,0 11,0 11,0 5,0 

T D A 4,0 0,4 5,0 3,0 

C D A 0,0 0,2 0,0 0,0 

%: porcentagem de indivíduos; CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de pênfigo; CTRL2: 
indivíduos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade. *As diferenças significativas estão marcadas 
em negrito. 

 

 Assim como observado na análise individual dos polimorfismos 63 pb del, 

-374 T>A e 2741 G>A, foi detectada uma diferença entre os subgrupos CTRL1-EB e 

CTRL2-EB (Tabela 23) tornando importante mais uma vez a comparação com a 
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amostra pareada etnicamente (item 4.1.3), PFEp e CTRL TOTALp (Tabela 25). Essa 

análise mostrou que as freqüências haplotípicas obtidas para os grupos PFEp e 

CTRL TOTALp são estatisticamente similares. Os mesmos 7 haplótipos descritos na 

Tabela 23, dos 12 possíveis foram encontrados nesta análise. 

 

TABELA 24 - COMPARAÇÃO ENTRE PFE E CTRL DAS FREQÜÊNCIAS 

HAPLOTÍPICAS DOS POLIMORFISMOS -429 T>C, -374 T>A + 63 

PB DEL E 2741 G>A DO GENE RAGE 

Haplótipos 
(-429T>C.-374T>A.2741G>A) 

Euro-Brasileiros (EB) % 
P 

Afro-Brasileiros (AB) % 
P 

PFE (288) CTRL1 (306) PFE (202) CTRL TOTAL (188) 

C T G 6,2 9,5 

0,37 

6,7 9,6 

0,39 

C T A 0,0 0,0 0,5 0,0 

C D A 0,1 0,0 1,2 0,0 

T T G 59,8 59,8 60,1 64,4 

T A G 30,9 27,1 24,8 21,8 

T D G 0,3 0,0 0,0 0,0 

T D A 2,7 3,6 6,7 4,3 

%: porcentagem de indivíduos; PFE: indivíduos do grupo de portadores de pênfigo foliáceo endêmico; 
CTRL1: indivíduos do subgrupo controle de pênfigo; CTRL TOTAL: indivíduos dos subgrupos CTRL1 
e CTRL2; P: probabilidade. Não foram encontradas diferenças significativas. 

 

TABELA 25 - COMPARAÇÃO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQÜÊNCIAS 

HAPLOTÍPICAS DOS POLIMORFISMOS -429 T>C, -374 T>A + 63 

PB DEL E 2741 G>A DO GENE RAGE 

Haplótipos 
(-429T>C.-374T>A.2741G>A) 

Amostra Pareada Etnicamente (%) 
P 

PFEp (472) CTRL TOTALp (472) 

C T G 6,6 9,5 

0,23 

C T A 0,2 0,0 

C D A 0,2 0,0 

T T G 59,7 61,7 

T A G 29,0 25,2 

T D G 0,2 0,0 

T D A 4,0 3,6 

%: porcentagem de indivíduos; PFEp: indivíduos do grupo de pacientes de pênfigo foliáceo endêmico 
pareados etnicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: indivíduos dos subgrupos CTRL1 e 
CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade. Não foram encontradas diferenças 
significativas. 

 

 As análises do desequilíbrio de ligação (Tabelas 26, 27 e 28) foram realizadas 

somando PFEp e CTRL TOTALp numa amostra total. Apesar desta escolha, é 

interessante notar que outras análises com a amostra, somando ou não os grupos 

Euro- e Afro-Brasileiros em uma amostra total, mostraram o mesmo padrão do 

coeficiente D’. 
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 Os resultados obtidos revelaram um coeficiente D’ com significância 

estatística (P<0,05) somente entre os pares dos polimorfismos -429 T>C e -374 T>A 

+ 63 pb del, e entre -374 T>A + 63 pb del e 2741 G>A. A associação cis, ou seja, a 

ocorrência desses alelos juntos mais do que o esperado, ocorre entre os alelos 

-429C e -374T, -429T e -374A ou -374D (63 pb del), 2741G e -374T ou -374A, e 

2741A e -374D (63 pb del). 

 

TABELA 26 – DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE OS POLIMORFISMOS -429 

T>C E -374 T>A + 63 PB DEL EM AMOSTRA PAREADA 

ETNICAMENTE 

Amostra Pareada 

Etnicamente (944) 

-429 T>C DL 

T C D' P r
2
 

-374 T>A 

T - + 1,00 <0,0001* 0,04 

A + - 1,00 <0,0001* 0,03 

D + - 1,00 0,06 0,004 

T e C: alelos do polimorfismo -429 T>C; T, A e D: alelos do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del; DL: 
desequilíbrio de ligação; D’: coeficiente do desequilíbrio de ligação; P: probabilidade; r

2
: coeficiente de 

correlação; +: associação cis entre os alelos; -: associação trans entre os alelos. *D’ com P 
significativo (P<0,05) está marcado em negrito. 

 

TABELA 27 – DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE OS POLIMORFISMOS -374 

T>A + 63 PB DEL E 2741 G>A EM AMOSTRA PAREADA 

ETNICAMENTE 

Amostra Pareada 

Etnicamente (944) 

2741 G>A DL 

G A D' P r
2
 

-374 T>A 

T + - 0,96 <0,0001* 0,09 

A + - 1,00 0,0001* 0,02 

D - + 0,97 <0,0001* 0,95 

G e A: alelos do polimorfismo 2741 G>A; T, A e D: alelos do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del; DL: 
desequilíbrio de ligação; D’: coeficiente do desequilíbrio de ligação; P: probabilidade; r

2
: coeficiente de 

correlação; +: associação cis entre os alelos; -: associação trans entre os alelos. *D’ com P 
significativo (P<0,05) está marcado em negrito. 

 

TABELA 28 – DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE OS POLIMORFISMOS -429 

T>C E 2741 G>A EM AMOSTRA PAREADA ETNICAMENTE 

Amostra Pareada 

Etnicamente (944) 

2741 G>A DL 

G A D' P r
2
 

-429 T>C 
T - + 0,19 0,68 0,002 

C + - 0,19 0,68 0,002 

G e A: alelos do polimorfismo 2741 G>A; T e C: alelos do polimorfismo -429 T>C; DL: desequilíbrio de 
ligação; D’: coeficiente do desequilíbrio de ligação; P: probabilidade; r

2
: coeficiente de correlação; +: 

associação cis entre os alelos; -: associação trans entre os alelos. Não foram encontrados D’ com P 
significativo (P>0,05). 
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5.4 ANÁLISE DE HAPLÓTIPOS E DO DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE O 

POLIMORFISMO -429 T>C DO GENE RAGE E VARIANTES DOS GENES 

HLA-DRB1 E HLA-DQB1 

 

 Estudos anteriores (Price et al., 1999; Laki et al., 2007) mostraram que o alelo 

-429C pertence ao haplótipo ancestral 8.1 (8.1 AH) de Caucasóides, que inclui, entre 

outros, os alelos *0301 do gene HLA-DRB1 e *0201 de HLA-DQB1. O grupo do 

LGMH, em estudos anteriores, já havia genotipado os genes HLA-DRB1 e DQB1 na 

amostra em estudo e cedeu gentilmente esses dados para análise de haplótipos 

com o SNP -429 T>C da região promotora do gene RAGE. 

 Uma vez que os genes HLA são freqüentemente associados a etnias (Probst 

et al., 2000), as análises foram realizadas entre PFE-EB e CTRL1-EB, minimizando 

associações espúrias com o pênfigo foliáceo endêmico. Outras razões favoreceram 

esta escolha: a amostra de Euro-Brasileiros é maior que Afro-Brasileiros, e os dados 

reportados na literatura (Price et al., 1999) sugerem que o haplótipo 8.1 AH é típico 

de Caucasóides. As freqüências haplotípicas encontradas para PFE-EB e 

CTRL1-EB estão descritas na Tabela 29. 

Os haplótipos -429T.DRB1*01.DQB1*05, -429T.DRB1*04.DQB1*03 e 

-429T.DRB1*16.DQB1*05 foram observados com freqüência significativamente mais 

alta no grupo PFE-EB quando comparado com CTRL1-EB. Os haplótipos 

-429T.DRB1*07.DQB1*02, -429T.DRB1*11.DQB1*03, -429T.DRB1*13.DQB1*06 

foram encontrados com freqüência significativamente mais alta em CTRL1-EB 

quando comparado com PFE-EB. Na amostra estudada, as freqüências do haplótipo 

-429C.DRB1*03.DQB1*02 (8.1 AH) se mostraram estatisticamente similares entre 

PFE-EB e CTRL1-EB, no entanto, uma tendência à associação negativa ao pênfigo 

foliáceo endêmico é observada pelos valores P=0,12, OR=0,27 [0,06-1,27]. É 

interessante notar que comparando PFE-EB e CTRL TOTAL-EB, a tendência de o 

haplótipo 8.1 AH estar associado negativamente ao pênfigo foliáceo endêmico se 

torna ainda mais próxima do limiar de significância: P=0,06, OR=0,25 [0,06-1,06]. 
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TABELA 29 – HAPLÓTIPOS FORMADOS PELO POLIMORFISMO -429 T>C DO 

GENE RAGE E VARIANTES DOS GENES HLA-DRB1 E HLA-DQB1 

ENTRE PFE-EB E CTRL1-EB 

Haplótipos (-429T>C.HLA-DRB1.HLA-DQB1) 
Euro-Brasileiros (EB) % 

PFE (222) CTRL1 (278) P OR IC 95% 

C 03 02* 0,9 3,2 0,12 0,27 0,06-1,27 

C 03 05 0,5 0,0 
   C 04 03 1,4 0,0 
   C 07 02 0,5 1,8 
   C 07 03 0,0 1,5 
   C 08 03 0,5 0,0 
   C 08 04 0,7 0,0 
   C 10 05 0,3 0,0 
   C 11 03 0,0 0,5 
   C 13 02 0,0 0,4 
   C 13 03 0,0 1,0 
   C 13 05 0,9 0,7 
   C 14 03 0,4 0,0 
   C 14 05 0,0 0,4 
   C 14 06 0,0 0,4 
   C 15 06 0,5 0,0 
   C 16 03 0,3 0,4 
   T 01 03 0,5 0,0 
   T 01 05** 29,2 10,8 <0,000001 3,42 2,13-5,51 

T 01 06 0,5 0,0 
   T 03 02 1,4 4,3 
   T 03 04 0,9 1,1 
   T 03 06 0,0 0,7 
   T 04 02 0,5 0,4 
   T 04 03** 26,0 11,5 <0,0001 2,72 1,69-4,37 

T 04 04 1,8 0,4 
   T 04 05 0,5 0,0 
   T 07 02** 0,0 8,6 <0,000001 0,02 0,00-0,39 

T 07 03 0,5 0,4 
   T 08 03 0,0 1,4 
   T 08 04 2,4 4,3 
   T 08 06 0,0 0,7 
   T 09 03 0,5 0,7 
   T 10 05 1,9 1,8 
   T 11 03** 0,0 10,7 <0,000001 0,02 0,00-0,30 

T 11 06 0,0 1,1 
   T 12 03 0,4 0,4 
   T 12 05 0,5 0,4 
   T 13 02 0,0 0,4 
   T 13 03 0,9 0,8 
   T 13 05 0,9 1,1 
   T 13 06** 5,4 11,9 0,01 0,42 0,21-0,84 

T 14 03 1,4 1,8 
   T 14 05 1,8 1,8 
   T 15 03 0,0 0,4 
   T 15 05 0,5 0,0 
   T 15 06 4,5 9,0 
   T 16 03 3,3 0,7 
   T 16 05** 7,2 2,5 0,02 3,01 1,21-7,44 

PFE: Euro-Brasileiros do grupo de portadores de pênfigo foliáceo endêmico; CTRL1: Euro-Brasileiros 
do subgrupo controle de pênfigo; P: probabilidade; OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 
95%. *Haplótipo ancestral 8.1. **As diferenças significativas entre PFE-EB e CTRL1-EB estão 
marcadas em negrito. 
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A análise de desequilíbrio de ligação entre os pares de alelos destas posições 

que apresentaram D’ com P<0,05 está descrita nas Tabelas 30, 31 e 32. Os 

resultados obtidos para o desequilíbrio de ligação nos quais foram observados um D’ 

com P>0,05 não foram descritos em tabelas. Essa análise mostrou associação cis 

entre os alelos do haplótipo 8.1 AH, -429C, HLA-DRB1*03 e DQB1*02, em todos os 

grupos PFE-EB e CTRL1-EB. 

Em relação aos outros alelos HLA-DRB1 e DQB1, não houve um padrão de 

associação cis entre os grupos PFE-EB e CTRL1-EB, e por essa razão a análise dos 

grupos foi realizada separadamente. Além dos alelos do haplótipo 8.1 AH 

(-429C.DRB1*03.DQB1*02), apenas o alelo HLA-DRB1*07 ligado ao alelo -429C foi 

encontrado em ambos os grupos (PFE-EB e CTRL1-EB). A associação cis entre os 

alelos HLA-DRB1*01 e -429T está no limite de significância (P=0,05) no subgrupo 

CTRL1-EB (Tabela 31), mas em PFE-EB (Tabela 30) é significativo (P<0,05). 

Além disso, em PFE-EB (Tabela 30) foi também observada uma associação 

cis entre -429C e HLA-DRB1*08. No subgrupo CTRL1 (Tabela 31) foi encontrada 

uma associação cis entre os alelos -429T e HLA-DRB1*04, e -429T e DQB1*06. O 

coeficiente D’ encontrado entre HLA-DRB1*03 e DQB1*02 foi de 0,7036 (P<0,0001; 

r2=0,4312) no grupo PFE-EB e 0,7624 (P<0,0001; r2=0,2546) em CTRL1-EB. 

 

TABELA 30 – DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE -429 T>C, HLA-DRB1 E HLA-

DQB1 EM PFE-EB 

PFE-EB (222) 
-429 T>C DL 

T C D' P r
2
 

HLA-DRB1 

01 + - 1,00 0,01 0,03 

03 - + 0,33 <0,001 0,05 

07 - + 0,46 0,02 0,02 

08 - + 0,33 <0,001 0,05 

HLA-DQB1 02 - + 0,38 <0,001 0,06 

PFE-EB: Euro-Brasileiros do grupo de portadores de pênfigo foliáceo endêmico; T e C: alelos do 
polimorfismo -429 T>C do gene RAGE; 01, 03, 07 e 08: alelos do gene HLA-DRB1; 02: alelo do gene 
HLA-DQB1; DL: desequilíbrio de ligação; D’: coeficiente do desequilíbrio de ligação; P: probabilidade; 
r
2
: coeficiente de correlação; +: associação cis entre os alelos; -: associação trans entre os alelos. Em 

negrito estão destacados os alelos DRB1*03 e DQB1*02, pertencentes ao haplótipo 8.1 AH. 
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TABELA 31 – DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE -429 T>C, HLA-DRB1 E HLA-

DQB1 EM CTRL1-EB 

CTRL1-EB (278) 
-429 T>C DL 

T C D' P r
2
 

HLA-DRB1 

01 + - 1,00 0,05* 0,01 

03 - + 0,27 <0,0001 0,07 

04 + - 1,00 0,04 0,02 

07 - + 0,23 <0,001 0,04 

HLA-DQB1 
02 - + 0,43 <0,0001 0,09 

06 + - 0,85 0,01 0,03 

CTRL1: Euro-Brasileiros do subgrupo controle de pênfigo; T e C: alelos do polimorfismo -429 T>C do 
gene RAGE; 01, 03, 04 e 07: alelos do gene HLA-DRB1; 02 e 06: alelos do gene HLA-DQB1; DL: 
desequilíbrio de ligação; D’: coeficiente do desequilíbrio de ligação; P: probabilidade; r

2
: coeficiente de 

correlação; +: associação cis entre os alelos; -: associação trans entre os alelos. Em negrito estão 
destacados os alelos DRB1*03 e DQB1*02, pertencentes ao haplótipo 8.1 AH. *D’ com P no limiar da 
significância (P = 0,05). 

 

 

5.5 DETECÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE NOVAS MUTAÇÕES 

 

5.5.1 Polimorfismo de conformação de fita simples (Single Strand Conformation 

Polymorphism ou SSCP) do produto de PCR da região promotora do gene 

RAGE 

 

 A reação de SSCP foi realizada para identificar mutações potencialmente 

novas no produto de PCR da região promotora (344 pb) nas amostras que foram 

inicialmente identificadas com um perfil eletroforético anômalo em gel de 

poliacrilamida 8% (20:1) após a reação de PCR-RFLP da região promotora com a 

enzima AluI (item 4.3.2). A Figura 21 mostra um gel de poliacrilamida 8% (20:1) com 

os perfis eletroforéticos do produto de PCR da região promotora (344 pb) do gene 

RAGE das amostras 52, 476, 646 e 688. 
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Figura 21. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% (20:1) do produto de PCR da região promotora 
(344 pb) do gene RAGE, em tampão TBE 1x e corado com brometo de etídeo. Linha 1: 
amostra 52; Linhas 2 e 3: controles do padrão de tamanho do produto de PCR da região 
promotora (344 pb) do gene RAGE (genótipos II e ID, respectivamente); Linha 4, 5 e 6: 
amostras 476, 646 e 688, respectivamente. 

 

A amostra 52 apresentou uma única banda entre 400 e 500 pb, sugerindo 

uma possível inserção em homozigose. As amostras 476, 646 e 688 apresentaram 

um padrão eletroforético similar, com uma banda de 344 pb (produto de PCR da 

região promotora) e uma banda um pouco menor, sugerindo a existência de uma 

pequena deleção em heterozigose com a inserção (produto de PCR da região 

promotora). 

A Figura 22 é um gel de poliacrilamida 8% (29:1) com as mesmas amostras 

(52, 476, 646 e 688) após a reação de PCR-SSCP (item 4.4.1). As amostras 52 e 

688 apresentaram padrão eletroforético idêntico entre si nestas condições 

desnaturantes. As amostras 476 e 646 exibiram perfil eletroforético diferenciado das 

outras e similar entre si. 

 

1 2 3 4

 

Figura 22. Reação de PCR-SSCP. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% (29:1) com tampão TBE 
0,5x e corado com brometo de etídeo do produto de PCR da região promotora (344 pb) 
das amostras 52, 476, 646 e 688. Linhas 1, 2, 3 e 4: amostras 52, 476, 646 e 688, 
respectivamente. 
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5.5.2 Clonagem e seqüenciamento do produto de PCR da região promotora do gene 

RAGE 

  

Os produtos de PCR da região promotora (344 pb) do gene RAGE das 

amostras heterozigotas (476, 646 e 688) também foram clonados e seqüenciados 

(item 4.4). De cada amostra analisada, pelo menos 5 clones contendo plasmídeos 

recombinantes foram seqüenciados. 

 Em duas amostras, 476 e 646, foi encontrada uma deleção de 2 pb (CT) em 

heterozigose com a inserção, que possui seqüência idêntica ao consenso do produto 

de PCR (344 pb) da região promotora do gene RAGE. Portanto, esta é uma deleção 

de um dinucleotídeo na posição -510_-509delCT. O alinhamento e os 

eletroforetogramas da reação de seqüenciamento dessas amostras estão 

representados na Figura 23 (a e b, respectivamente). 

 

a. Alinhamento das seqüências obtidas para o produto de PCR da região promotora do gene RAGE 
das amostras 476 e 646 

 
 
b. Eletroforetogramas da reação de seqüenciamento da região promotora do gene RAGE das 

amostras 476 e 646 

 
Figura 23. Reação de seqüenciamento do produto de PCR da região promotora (344pb) do gene 

RAGE. a) Alinhamento das seqüências obtidas. b) Eletroforetogramas da reação de 
seqüenciamento. Cada amostra apresenta plasmídeos recombinantes de 2 clones, sendo 
que cada clone porta um dos 2 alelos que forma o genótipo. O primeiro clone apresenta o 
alelo -510_-509delCT, e o segundo clone apresenta o alelo selvagem -510_-509insCT, 
formando em cada amostra o genótipo heterozigoto. 

 

As amostras 476 e 646 apresentaram seqüências idênticas do produto de 

PCR (344 pb) da região promotora do gene RAGE, inclusive com os mesmos 

haplótipos dos polimorfismos presentes: (1) -510_-509insCT.-429C.-374T e (2) 

-510_-509delCT.-429T.-374A. 
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O produto de PCR da região promotora do gene RAGE da amostra 52 não foi 

clonado visto que o indivíduo é aparentemente homozigoto para a mutação em 

potencial (apenas uma banda). Portanto, o produto de PCR foi diretamente 

seqüenciado após tratamento com as enzimas ExoI e SAP. A seqüência obtida foi 

idêntica à depositada no banco de dados, apresentando os genótipos -429TC e 

-374TT. Não foi possível obter as seqüências dos clones da amostra 688. 

 Produtos de PCR da região promotora do gene RAGE de dois indivíduos de 

uma amostra de diabéticos tipo 1 estudada por Picheth (2007) utilizando PCR-SSCP 

também apresentaram padrões de migração eletroforética distintos dos usuais. Para 

tentar identificar as possíveis mutações nestas amostras, seus produtos de PCR 

também foram clonados e pelo menos 5 plasmídeos recombinantes de cada 

amostra foram seqüenciados. Ambas apresentaram a mutação -510_-509delCT, 

idêntica a das amostras 476 e 646, na região promotora do gene RAGE (Figura 23). 

 

5.5.3 Clonagem e seqüenciamento do produto de PCR da exon 3 do gene RAGE 

  

Produtos de PCR do exon 3 (397 pb) do gene RAGE de três indivíduos 

também da amostra de diabéticos tipo 1 estudada por Picheth (2007) apresentaram 

padrões de migração eletroforética distintos dos usuais em  PCR-SSCP. Para tentar 

identificar as possíveis novas mutações nestas amostras, seus produtos de PCR 

também foram clonados e pelo menos 5 plasmídeos recombinantes de cada 

amostra foram seqüenciados. Nestas três amostras foi encontrada uma transição de 

citosina para timina na posição 540 (Figura 24) do exon 3 do gene RAGE. Esta 

mutação é responsável pela substituição não-sinônima do resíduo de arginina, para 

cisteína (R77C) na posição 77 do receptor RAGE (Figura 25). 
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Figura 24. Eletroforetogramas da reação de seqüenciamento do exon 3 do gene RAGE. Evidenciando 
amostras que apresentaram padrão eletroforético diferenciado em gel de poliacrilamida 
8% (29:1) após reação de SSCP. Em destaque está a transição de citosina para timina na 
posição 540 (540 C>T). Cada amostra apresenta 2 plasmídeos recombinantes, sendo que 
cada um porta um dos 2 alelos (C ou T) que forma os genótipos 540CC, 540CT e 540TT. 

 

 

Figura 25. Alinhamento de parte da seqüência de aminoácidos codificado pelo exon 3 do gene RAGE. 
Evidenciando a mutação 540 C>T no exon 3 com a sequência normal, que resulta em 
substituição não-sinônima do aminoácido 77 do receptor RAGE, de arginina para cisteína 
(R77C). 
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6. DISCUSSÃO 

 

O pênfigo foliáceo endêmico é uma doença auto-imune complexa mediada 

por auto-anticorpos específicos para a Dsg1, uma glicoproteína desmossomal 

(Amagai, 1995) e é caracterizado por bolhas e erosões na pele (Veldman e Feliciani, 

2007). No Brasil o pênfigo foliáceo ocorre de forma endêmica em áreas rurais, 

principalmente no Centro-Oeste (Hans-Filho et al., 1999). 

Alelos dos genes HLA, integrantes do complexo principal de 

histocompatibilidade de classes I e II (MHC Classes I e II), têm sido associados à 

susceptibilidade ou resistência ao pênfigo foliáceo endêmico (Petzl-Erler e 

SantaMaria, 1989; Pavoni et al. 2003). Também foram detectadas associações das 

variantes genéticas -590 C>T da interleucina 4 e -174 G>C da interleucina 6 com o 

PFE (Pereira et al., 2004). Por outro lado, os polimorfismos 809 C>T e 

1660 G>A do auto-antígeno DSG1 não estão associados com o PFE (Malheiros, 

2003). Uma fraca associação entre o PFE e o alelo PD1.6A do gene PDCD1 

(programmed cell death 1 molecule) foi encontrada em Euro-Brasileiros (Braun-

Prado e Petlz-Erler, 2007). 

O receptor para produtos finais de glicação avançada (RAGE), presente nas 

membranas e membro da superfamília das imunoglobulinas, é codificado pelo gene 

RAGE localizado no cromossomo 6p21.3 no MHC III, posicionado entre MHC I e II 

(Sugaya et al., 1994). Estudos recentes mostraram que o alelo -429C do gene 

RAGE faz parte de um haplótipo que inclui alelos HLA, o haplótipo 8.1 AH (Laki et 

al., 2007). Este haplótipo tem sido associado com uma plêiade de doenças 

imunológicas (Price et al., 1999). 

O receptor RAGE é capaz de reconhecer múltiplos ligantes e aparentemente 

está envolvido em um amplo espectro de eventos fisiopatológicos (Stern et al., 

2002). A função deste receptor em condições fisiológicas normais ainda não é 

conhecida em detalhes. No entanto, estudos recentes (Zhou et al., 2006) sugeriram 

uma função regulatória para RAGE na maturação e função de osteoclastos. Por 

outro lado, a ativação do receptor RAGE, através da interação com seus ligantes, 

desencadeia por transdução de sinal uma cascata de eventos intracelulares que 

promovem resposta inflamatória, estado de pró-coagulação, geração de espécies 

reativas de oxigênio e inclusive modificação da expressão gênica com indução da 
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transcrição do próprio gene RAGE (Lapolla et al., 2005). Em condições nas quais o 

receptor RAGE é persistentemente ativado, como presumivelmente ocorre em 

pacientes diabéticos, o receptor RAGE atua como um propagador de disfunções 

celulares (Schmidt et al., 2000; Hudson et al., 2002). 

As características muito distintas dos ligantes de RAGE, como as beta-fibrilas 

presentes na doença de Alzheimer, os polipeptídeos S100/calgranulinas e os AGEs, 

ambos envolvidos no processo inflamatório, sugerem que este receptor celular tem 

uma função biológica relevante e pode ser um elemento importante para o estudo e 

compreensão de vários processos patológicos (Schmidt et al., 2000; Stern et al., 

2002). A importância de RAGE é também ressaltada por estudos que mostraram o 

efeito do RAGE solúvel (sRAGE), uma isoforma C-truncada de RAGE que perdeu o 

sítio de ancoragem na membrana celular e circula no plasma, reduzindo a 

intensidade do processo inflamatório e das complicações associadas ao diabetes em 

roedores, possivelmente por seqüestrar os ligantes de RAGE, não permitindo que 

estes atinjam o receptor na membrana e, conseqüentemente, o desenvolvimento de 

efeitos patológicos (Ding e Keller, 2005). 

Os estudos de associação de variantes do gene RAGE com processos 

patológicos têm mostrado resultados conflitantes. Enquanto alguns estudos não 

identificaram associações em particular com o diabetes e função renal (Globocnick 

et al., 2003; Jixiong et al., 2003; Kanková et al., 2005; Naka et al., 2006), outros têm 

relacionado polimorfismos de RAGE principalmente com complicações do diabetes, 

processos inflamatórios, aterosclerose e doença coronariana (Pettersson-Fernholm 

et al., 2003; Falcone et al., 2005; Picheth et al., 2007 a e b). 

Deste modo, o gene RAGE foi escolhido como candidato deste estudo caso 

versus controle para investigação de associação ao pênfigo foliáceo endêmico, tanto 

pelos efeitos já descritos de sua atividade como receptor quanto por refletir os 

efeitos de um alelo em associação primária com a doença devido a um desequilíbrio 

de ligação com RAGE, como é o caso de alguns alelos dos genes HLA. 
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6.1 AMOSTRA POPULACIONAL 

 

6.1.1 Composição da amostra 

 

Freqüentemente são registradas associações divergentes entre polimorfismos 

e processos patológicos de etiologia complexa em diferentes estudos (Willett et al., 

2002). Alguns dos fatores que contribuem para este fenômeno estão relacionados à 

amostragem populacional como, por exemplo, o uso de amostras com poucos 

indivíduos, a escolha de grupos controle inapropriados, além de falhas ao coletar 

informações dos fatores ambientais que podem modificar a relação entre genótipo e 

doença. Neste trabalho, estes fatores foram minimizados a fim de obter resultados 

consistentes. 

Uma das principais razões que podem conduzir a associações espúrias entre 

as variantes genéticas e doenças é a existência de diferenças das freqüências dos 

alelos estudados entre subgrupos populacionais ou se estes estiverem 

representados desigualmente nos grupos de pacientes e controles. As diferenças 

nas freqüências alélicas entre grupos étnicos podem influenciar os resultados e 

conclusões dos estudos de associação por dois motivos: (1) a freqüência do alelo 

associado num grupo pode estar muito baixa ou mesmo ausente em outros grupos 

étnicos; (2) a associação com a variante pode ocorrer em vários grupos, no entanto 

o risco relativo conferido pelo alelo pode diferir entre os grupos (Petzl-Erler, 1999). 

Assim, a amostra estudada foi dividida em dois subgrupos de acordo com a 

composição étnica: indivíduos de origem predominantemente européia (EB) e 

indivíduos de origem mestiça predominantemente africana e européia (AB).  

As comparações foram realizadas considerando-se estes dois subgrupos 

populacionais que compõem a amostra. Quando as diferenças de freqüências 

genotípicas, alélicas, de portadores e haplotípicas foram estatisticamente 

significativas entre os grupos étnicos, os grupos de pacientes com pênfigo e controle 

foram pareados em relação à composição étnica (item 4.1). 
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6.1.2 Caracterização da amostra 

 

O Centro-Oeste foi a região do Brasil na qual foi registrada a maior freqüência 

de aparecimento das lesões primárias características do pênfigo foliáceo endêmico 

na amostra estudada (Figura 15). Esses resultados refletem a região na qual as 

amostras deste estudo foram coletadas. 

 A idade média de aparecimento das lesões primárias características do 

pênfigo foliáceo endêmico no grupo PFE deste estudo foi de 32,9 ± 16,3 anos (item 

5.1). Esta idade média é menor que as descritas em outros estudos: 54 anos na 

Itália (Naldi et al., 1993), 36,7 ± 15,7 anos na Tunísia e 52,0 ± 18,1 anos na França 

(Bastuji-Garin et al., 1995), 43 anos na África do Sul (Aboobaker et al., 2001), 40 

anos na Arábia Saudita (Tallab et al., 2001), 53 anos na Croácia (Ljubojevic et al., 

2002), 44,3 anos na Coréia (Seo et al., 2003) e 42,0 ± 19,0 anos em pacientes do Irã 

(Chams-Davatchi et al., 2004). O reconhecimento de áreas endêmicas para o PFE 

no Brasil por autoridades sanitárias e mesmos por pesquisadores pode ter 

influenciado a detecção precoce das lesões primárias em comparação com os 

demais estudos. 

 A proporção mulheres:homens (Figura 17) encontrada em PFE neste estudo 

foi de 1,25:1. Em outras populações, esta proporção foi descrita como: 1,43:1 na 

Itália (Naldi et al., 1993), 4:1 na Tunísia e 1:2 na França (Bastuji-Garin et al., 1995), 

1,4:1 na África do Sul (Aboobaker et al., 2001), 2,2:1 na Arábia Saudita (Tallab et al., 

2001), 2:1 na Croácia (Ljubojevic et al., 2002), 1,3:1 na Coréia (Seo et al., 2003) e 

1,5:1 no Irã (Chams-Davatchi et al., 2004). Portanto, neste quesito, a população 

brasileira em estudo assemelha-se à coreana, sul-africana e iraniana. Também, a 

maioria dos estudos aponta para uma predominância de mulheres entre os afetados.  

Os resultados obtidos por Bastuji-Garin et al. (1995) na Tunísia, outra região 

onde o pênfigo foliáceo é endêmico, mostraram um padrão semelhante àquele 

observado neste trabalho, pois aqueles autores  encontraram  uma maior incidência 

em mulheres (4:1) jovens (36,7 ± 15,7 anos). Nas amostras deste estudo, apesar da 

relação mulheres:homens ser próxima de 1:1 no grupo PFE (Figura 17), a idade 

média neste grupo é 32,9 ± 16,3 anos (item 5.1), ou seja, há uma maior incidência 

de pênfigo foliáceo em jovens na amostra estudada quando comparado com outras 

populações. Outra característica coincidente entre os casos de pênfigo na Tunísia e 
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no Brasil é a maior incidência em áreas rurais. Por outro lado, dois fatores são 

diferentes nestas regiões endêmicas: (1) a presença de casos de pênfigo foliáceo 

em crianças (abaixo de 15 anos) em nosso estudo foi de 11,1% (Figura 16), e na 

Tunísia foi encontrado apenas um caso de um total de 198 indivíduos (0,51%) e; (2) 

na amostra estudada, 88,8% dos pacientes de pênfigo possuíam familiar afetado 

(item 5.1), enquanto na Tunísia não foram observados casos em famílias.  

Algumas diferenças em relação à ocupação e ao grau de instrução entre os 

indivíduos do subgrupo CTRL2 e os grupos PFE e CTRL1 refletem as regiões de 

residência dos indivíduos destes grupos e também a forma de abordagem dos 

participantes. Os integrantes do subgrupo CTRL1, normalmente, eram 

acompanhantes dos pacientes do grupo PFE. Este fator foi importante para garantir 

a homogeneidade da origem étnica, geográfica e ocupação, do subgrupo CTRL1 em 

relação ao grupo PFE. Por outro lado, o grupo CTRL2 foi formado principalmente por 

indivíduos abordados na Universidade Federal do Paraná e como seus familiares. 

Devido à importância do fator ambiental no desenvolvimento do pênfigo 

foliáceo endêmico o grupo controle deve estar pareado com o de pacientes no que 

diz respeito à origem geográfica e ocupação. Os dados epidemiológicos da amostra 

estudada (item 5.1) evidenciam as diferenças dos fatores ambientais entre CTRL2 e 

os grupos PFE e CTRL1, enfatizando a necessidade da divisão do grupo CTRL 

TOTAL em CTRL1 e CTRL2, a não ser que as freqüências genotípicas, alélicas, de 

portadores e haplotípicas sejam estatisticamente similares (item 4.1.2). Uma vez que 

polimorfismos podem estar associados à etnia e considerando que a população 

brasileira é muito miscigenada, é essencial minimizar a possibilidade de associações 

espúrias ao pênfigo foliáceo endêmico. Por isso, é importante a realização de 

análises com uma amostra pareada etnicamente (item 4.1.3; PFEp e CTRL 

TOTALp), além de fornecer maiores informações relativas à distribuição das 

freqüências dos polimorfismos na amostra estudada. 

 

 

6.2 GENOTIPAGEM 

 

Os polimorfismos de único nucleotídeo (SNPs) podem causar modificação da 

seqüência de resíduos de aminoácidos na proteína ou na expressão gênica 
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podendo, portanto, podem participar de mudanças bioquímicas e fisiopatológicas 

importantes. Os polimorfismos do gene RAGE têm sido relacionados com 

susceptibilidade genética às complicações do diabetes, além da possível associação 

com outras patologias, como a doença de Alzheimer (Hudson et al., 2002). Os SNPs 

-429 T>C e -374 T>A da região promotora são funcionais, pois causam um aumento 

da expressão de RAGE (Hudson et al., 2001); e o SNP 2741 G>A do intron 9, pode 

estar envolvido com splicing alternativo do transcrito primário de RAGE. O 

polimorfismo 63 pb del da região promotora também causa alterações importantes 

na expressão de RAGE (Hudson et al., 2001).  

Para todos estes polimorfismos analisados neste estudo, os resultados 

obtidos na genotipagem de amostras de orientais e indígenas foram apenas citados 

devido ao número insuficiente de indivíduos destas etnias para realizar comparações 

com poder estatístico. Portanto, o estudo de associação foi realizado entre pacientes 

e controle em Euro- e Afro-Brasileiros. Nestes, as freqüências observadas para 

todos os polimorfismos analisados se distribuíram conforme o esperado no equilíbrio 

de Hardy-Weinberg. 

 

6.2.1 Análise de associação individual do polimorfismo 63 pb del da região 

promotora do gene RAGE 

 

Em estudos anteriores da região promotora do gene RAGE em Caucasóides 

(Hudson et al., 2001; Schenk et al., 2001; Kanková et al., 2005), o polimorfismo 63 

pb del foi encontrado em um número muito reduzido de indivíduos (<1%). Por outro 

lado, em uma amostra de diabéticos tipo 2 investigada por Santos et al. (2005) foram 

encontradas freqüências alélicas mais altas do polimorfismo 63 pb del em Euro- 

(2,0%) e Afro-Brasileiros (4,0%). Estudos populacionais recentes (Torres, 2007) 

sugerem que o polimorfismo 63 pb del ocorre mais freqüentemente (P<0,05) em 

Afro-Brasileiros (3,8%) quando comparados com Euro-Brasileiros (<1%). 

No presente estudo, para avaliar a pertinência de usar o grupo CTRL TOTAL 

(unindo os subgrupos CTRL1 e CTRL2) nas comparações com o grupo PFE, 

inicialmente foi realizada uma comparação entre CTRL1 e CTRL2 (Tabela 11). Foi 

determinado que CTRL1-EB e CTRL2-EB possuem freqüências genotípicas, alélicas 

(P=0,02) e de portadores (P=0,04) do polimorfismo 63 pb del diferentes, enquanto 
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CTRL1-AB e CTRL2-AB se mostraram similares (P=1,0). A fim de evitar associações 

espúrias ao pênfigo foliáceo endêmico e de garantir o pareamento dos fatores 

ambientais pela importância destes no desencadeamento da doença, prosseguiu-se 

às análises de associação entre PFE-EB e CTRL1-EB, e PFE-AB e CTRL2-AB 

(Tabela 12). Nestas análises não foi observada associação entre o pênfigo foliáceo 

endêmico e o polimorfismo 63 pb del (P>0,12). A comparação entre pacientes e 

controles da amostra pareada etnicamente (Tabela 13) foi realizada, não sendo 

observada associação significativa entre o pênfigo foliáceo endêmico e o 

polimorfismo 63 pb del (P>0,60). 

A diferença encontrada das freqüências genotípicas, alélicas e de portadores 

do polimorfismo 63 pb del entre CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 11) e, entre PFE-

EB e PFE-AB (item 5.2.1), sugere que a classificação étnica utilizada não é perfeita. 

As dificuldades na classificação étnica com base observacional são reconhecidas 

em vários trabalhos envolvendo genética de populações e, na amostra em estudo 

foram potencializados pela maior miscigenação observada em indivíduos da Região 

Centro-Oeste em relação à população do Sul do Brasil, o que torna o grupo Euro-

Brasileiros menos homogêneo etnicamente na Região Centro-Oeste quando 

comparado ao da Região Sul. Neste contexto, os dados obtidos corroboram a maior 

freqüência do polimorfismo 63 pb del em Afro- quando comparado a Euro-Brasileiros 

como anteriormente descrito por Torres (2007). 

 

6.2.2 Análise de associação individual do polimorfismo -429 T>C da região 

promotora do gene RAGE 

 

Variantes genéticas na região promotora do gene RAGE têm sido alvos 

importantes das pesquisas porque podem alterar a concentração e atividade do 

receptor RAGE (Hudson et al. 2002). O alelo -429C aumenta, em estudos in vitro, 

em até duas vezes a transcrição do gene RAGE (Hudson et al., 2001). Os resultados 

obtidos em estudos de associação do polimorfismo -429T>C sugerem que o alelo 

-429C está associado com retinopatia em diabéticos tipo 2 (Hudson et al., 2004) e 

nefropatia em diabéticos (Kanková et al., 2005). Em um estudo populacional em 

amostra brasileira foram obtidas freqüências similares do alelo -429C (≈12,0%) em 

Euro- e Afro-Brasileiros (Torres, 2007). 
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No presente estudo, para avaliar a consistência do uso do grupo CTRL 

TOTAL nas comparações com o grupo PFE, inicialmente foi realizada uma análise 

entre CTRL1 e CTRL2, na qual foi determinado que tanto CTRL1-EB e CTRL2-EB 

quanto CTRL1-AB e CTRL2-AB são similares entre si para o polimorfismo -429 T>C 

(Tabela 14; P≥0,29). Estes resultados permitiram que as análises de associação 

fossem conduzidas entre PFE-EB e CTRL TOTAL-EB e, entre PFE-AB e CTRL 

TOTAL-AB (Tabela 15). Nestas análises foi encontrada uma associação entre o 

pênfigo foliáceo endêmico e o alelo -429C em Euro-Brasileiros (P=0,04). Esta fraca 

associação sugere que o alelo -429C confere proteção de cerca de 50% para o 

desenvolvimento da doença (OR=0,61 [0,34-1,07]). Finalmente, em uma 

comparação entre pacientes e controles da amostra pareada etnicamente (Tabela 

16) não foi encontrada associação entre o pênfigo foliáceo endêmico e o 

polimorfismo -429 T>C (P≥0,14). 

 Esses resultados sugerem que o alelo -429C pode conferir proteção ao 

pênfigo foliáceo endêmico. A baixa freqüência do alelo -429C na população (≈8%) é 

um fator que dificulta os estudos de associação com doenças. Estudos com 

amostras maiores são essenciais para esclarecer a associação entre o alelo -429C e 

o pênfigo foliáceo endêmico. Também é possível concluir que o efeito do alelo -429C 

no desenvolvimento da doença é pouco significativo em termos populacionais, pela 

fraca associação observada associada à baixa freqüência na população. 

 

6.2.3 Análise de associação individual do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del da 

região promotora do gene RAGE 

 

A substituição T>A na posição -374 da região promotora modifica o sítio de 

ligação a um complexo de proteínas repressoras da transcrição de RAGE, 

aumentando a expressão do gene RAGE em até três vezes (Hudson et al., 2001). 

Schenk et al. (2001) relataram que o alelo -374A está associado com aumento da 

freqüência de câncer de células pulmonares não-pequenas (non-small cell lung 

cancer). Além disso, o alelo -374A está associado a um efeito protetor contra o 

desenvolvimento de doença coronariana (Pettersson-Fernholm et al., 2003; Falcone 

et al., 2004; Santos et al., 2005). As freqüências do alelo -374A em Euro- (31,5%) e 

Afro-Brasileiros (25,3%) saudáveis descritas por Torres (2007), se mostraram 
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diferentes das reportadas por vários estudos em indivíduos saudáveis (Hudson et 

al., 2001; Jixiong et al., 2003; Falcone et al., 2004; Kanková et al., 2005) 

Um dado importante a ser considerado é que o polimorfismo 63 pb del 

engloba a região do SNP -374 T>A (item 4.3.3), o que faz com que essa posição 

esteja ausente quando a deleção está presente em homozigose ou ainda, presente 

de forma haplóide quando a deleção está em heterozigose. Em estudos anteriores 

da região promotora do gene RAGE em Caucasóides (Hudson et al., 2001; Schenk 

et al., 2001; Kanková et al., 2005), a baixa freqüência do polimorfismo 63 pb del 

(<1%) levou os autores a excluir os indivíduos com esta deleção das análises. 

Entretanto, estudos na população brasileira (Santos et al., 2005; Torres, 2007) 

sugerem que o polimorfismo 63 pb del ocorre mais freqüentemente, principalmente 

em Afro-Brasileiros (3,8%), o que torna a sua exclusão das análises um equívoco, 

visto que a ausência de um alelo da posição -374 T>A pode alterar a expressão do 

gene RAGE. Por isso, a posição -374 da região promotora do gene RAGE foi 

considerada como um polimorfismo com três alelos: T, A e D (alelo da deleção) 

neste estudo. 

Inicialmente foi realizada uma comparação entre CTRL1 e CTRL2 para avaliar 

a possibilidade de usar o grupo CTRL TOTAL nas comparações com o grupo PFE 

(Tabela 17). Nesta foi determinado que CTRL1-EB e CTRL2-EB possuem 

freqüências alélicas diferentes do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del (P=0,04), 

enquanto CTRL1-AB e CTRL2-AB se mostraram similares (P=0,94). A fim de evitar 

associações espúrias ao pênfigo foliáceo endêmico e de garantir o pareamento dos 

fatores ambientais pela importância destes no desencadeamento da doença, 

prosseguiu-se às análises de associação entre PFE-EB e CTRL1-EB, e PFE-AB e 

CTRL2-AB (Tabela 18). Por sua vez, nestas análises não foi encontrada associação 

entre o pênfigo foliáceo endêmico e o polimorfismo 63 pb del (P≥0,06). Finalmente, a 

comparação entre pacientes e controles da amostra pareada etnicamente (Tabela 

19) foi realizada, não sendo observada associação entre o pênfigo foliáceo 

endêmico e o polimorfismo 63 pb del foi corroborada (P≥0,38). 

A diferença encontrada das freqüências alélicas do polimorfismo -374 T>A + 

63 pb del entre CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 16) e, entre PFE-EB e PFE-AB 

(item 5.2.3), apontam para uma inconsistência na classificação étnica dos indivíduos 
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sugerindo que o grupo Euro-Brasileiros da Região Centro-Oeste é menos 

homogêneo etnicamente quando comparado ao da Região Sul. 

Entretanto, deve-se ressaltar que estas diferenças significativas encontradas 

para o polimorfismo -374 T>A + 63 pb del, desapareceram quando os indivíduos 

com a deleção foram excluídos das análises (item 5.2.3), sugerindo que o 

polimorfismo 63 pb del, e não o -374 T>A, está afetando os resultados. 

 As genotipagens do polimorfismo -374 T>A através do ensaio PCR em Tempo 

Real, sistema TaqMan®, foi confirmada através de clivagem com a enzima Tsp509I 

por PCR-RFLP (Anexo IV), de 3 amostras de cada genótipo (TT, TA e AA). 

 

6.2.4 Análise de associação individual do polimorfismo 2741 G>A do intron 9 do 

gene RAGE 

 

Estudos de associação a doenças descrevendo polimorfismos em introns do 

gene RAGE ainda são escassos na literatura. A transição 2184 A>G no intron 8 foi 

associada ao estado antioxidante em pacientes diabéticos (Kanková et al., 2001). 

Em um estudo posterior, Kanková et al. (2005) encontraram uma maior freqüência 

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

Seqüências intrônicas podem participar da ativação ou inibição do processo 

de splicing (Venables, 2007). Uma isoforma do receptor RAGE, sRAGE, é resultado 

da conservação de parte do intron 9 que introduz um códon de parada na proteína, 

eliminando as regiões codificadas pelos exons 10 e 11, a hélice transmembrana e a 

cauda citosólica, respectivamente (Schmidt et al., 1994; Yonekura et al., 2003; Ding 

e Keller, 2005). A forma sRAGE é uma provável supressora da ativação e 

sinalização de RAGE, visto que seqüestra seus ligantes, o que torna interessante a 

análise de polimorfismos potencialmente relacionados ao splicing alternativo de 

RAGE. 

Uma busca feita através do programa SNPBrowser™ v3.5.3 (Applied 

Biosystems), revelou que o SNP 2741 G>A localizado no intron 9 próximo ao exon 

10 poderia estar associado à geração da isoforma protetora sRAGE através de 

splicing alternativo, visto que se encontra em uma região de interação com proteínas 

reguladoras do espliceossomo, tornando-se um alvo interessante de análises de 

associação a doenças. As freqüências alélicas do polimorfismo 2741 G>A 
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reportadas até o momento são: 100,0% 2741G em europeus; 2,0% 2741A em 

asiáticos e em africanos (www.hapmap.org). 

Neste estudo, para avaliar a pertinência do uso do grupo CTRL TOTAL nas 

comparações com o grupo PFE, inicialmente também foi realizada uma análise entre 

CTRL1 e CTRL2 (Tabela 20), na qual foi verificado que CTRL1-EB e CTRL2-EB 

possuem freqüências genotípicas, alélicas (P=0,02) e de portadores (P=0,04) do 

SNP 2741 G>A diferentes, entretanto, CTRL1-AB e CTRL2-AB se mostraram 

similares (P=1,0). Com a intenção de evitar associações espúrias ao pênfigo foliáceo 

endêmico, prosseguiu-se às análises de associação entre PFE-EB e CTRL1-EB, e 

PFE-AB e CTRL2-AB (Tabela 21). Nestas análises não foi encontrada associação 

entre o pênfigo foliáceo endêmico e o polimorfismo 2741 G>A (P≥0,08). Finalmente, 

uma comparação entre pacientes e controles da amostra pareada etnicamente 

(Tabela 22) foi realizada e neste caso também foi encontrada uma ausência de 

associação entre o pênfigo foliáceo endêmico e o polimorfismo 2741 G>A (P≥0,60). 

Da mesma forma que a observada para os polimorfismos 63 pb del e -374 

T>A + 63 pb del, a diferença encontrada das freqüências genotípicas, alélicas e de 

portadores do polimorfismo 2741 G>A entre CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 20) e, 

entre PFE-EB e PFE-AB (item 5.2.4), apontam para inconsistências na classificação 

étnica dos indivíduos revelando que o grupo Euro-Brasileiros é menos homogêneo 

etnicamente na Região Centro-Oeste quando comparado ao da Região Sul. Estes 

resultados sugerem também que possivelmente 2741 G>A está associado a etnias. 

Finalmente, a genotipagem do SNP 2741 G>A através da reação PCR em 

Tempo Real com o sistema TaqMan® foi confirmada pelo seqüenciamento após 

clonagem do produto de PCR do intron 9 (item 5.2.4). 

 

 

6.3 ANÁLISE DE HAPLÓTIPOS E DO DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE 

POLIMORFISMOS -429 T>C, -374 T>A + 63 PB DEL E 2741 G>A DO GENE 

RAGE 

 

Estudos de haplótipos de polimorfismos do gene RAGE ainda são escassos 

na literatura. Kanková et al. (2005) encontraram uma associação entre um haplótipo 

incluindo os alelos -429C e -374T e nefropatia em caucasóides com diabetes tipo 2.  
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Em um estudo populacional usando uma amostra incluindo Euro- e Afro-Brasileiros, 

Torres (2007) não detectou associação entre as etnias e os haplótipos dos 

polimorfismos -429 T>C e -374 T>A, os quais estão em desequilíbrio de ligação 

absoluto, resultados concordantes com os achados por Hudson et al. (2001). 

Neste estudo, inicialmente foram comparadas as freqüências haplotípicas 

entre os subgrupos CTRL1 e CTRL2 (Tabela 23), para avaliar a possibilidade de uso 

do grupo CTRL TOTAL, como foi feito para a análise individual de cada polimorfismo 

(item 4.2). Foi observada uma diferença significativa (P=0,03) das freqüências 

haplotípicas entre CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 23), portanto, as comparações 

foram realizadas entre PFE-EB e o subgrupo CTRL1-EB, e entre PFE-AB e CTRL 

TOTAL-AB, para evitar associações espúrias (Tabela 24). Neste caso, não foi 

detectada associação entre os haplótipos e o pênfigo foliáceo endêmico (P≥0,37), 

resultados confirmados pelos resultados da análise da amostra pareada etnicamente 

(Tabela 25), PFEp e CTRL TOTALp (P=0,23). 

As análises do desequilíbrio de ligação (Tabelas 26, 27 e 28) foram realizadas 

com uma amostra total pareada etnicamente, que inclui indivíduos dos grupos PFEp 

e CTRL TOTALp. Depois da realização de outras análises com a amostra, somando 

ou não os grupos Euro- e Afro-Brasileiros em uma amostra total, esta escolha foi 

adotada visando aumentar o número da amostra, visto que em todos os casos 

obteve-se o mesmo padrão do coeficiente D’. 

Os resultados obtidos revelaram associação cis, ou seja, a ocorrência desses 

alelos juntos mais do que o esperado, entre os alelos -429C e -374T, -429T e -374A 

ou -374D (63 pb del), 2741G e -374T ou -374A, e 2741A e -374D (63 pb del). Um 

forte desequilíbrio de ligação (D’≈1,0; P<0,0001; r2=0,95) foi encontrado entre os 

alelos 63 del e 2741A, e o alto coeficiente de correlação (r2>0,8) sugere que um 

destes alelos pode ser utilizado isoladamente para identificar o haplótipo em estudos 

de associação a doenças, visto que a variabilidade de cada alelo individualmente é 

capaz de representar a variabilidade possível no outro lócus. Nestas condições, o 

poder de detectar associação a doenças com um lócus marcador ao usar uma 

amostra de tamanho N é aproximadamente igual ao poder de detectar a associação 

com o lócus causal usando uma amostra de tamanho Nr2 (VanLiere e Rosenberg, 

2008). Deve-se ressaltar que os polimorfismos 2741G>A e 63 pb del estão 
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presentes em baixa freqüência na população em estudo o que pode afetar as 

análises estatísticas envolvendo estas variações. 

 

 

 6.4 ANÁLISE DE HAPLÓTIPOS E DO DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE O 

POLIMORFISMO -429 T>C DO GENE RAGE E VARIANTES DOS GENES 

HLA-DRB1 E HLA-DQB1 

 

Alelos de genes HLA têm sido estudados extensivamente buscando 

associações com diversas doenças imunológicas, incluindo o pênfigo (Petzl-Erler e 

SantaMaria, 1989; Moraes et al., 1991; Cerna et al., 1993; Miyagawa et al., 1999; 

Moiseau et al., 2000; Pavoni et al., 2003). Estudos também evidenciaram que alelos 

HLA são marcadores de ancestralidade (Probst et al., 2000). Petzl-Erler e 

SantaMaria (1989) sugerem que genes do MHC de classe II controlam a 

predisposição ao pênfigo foliáceo endêmico. Neste estudo foi constatada associação 

positiva da doença com HLA-DR1, DR4 e DR16, e associação negativa com DR7. 

Estes resultados foram recentemente confirmados, num estudo que objetivou avaliar 

as associações entre PFE e alelos HLA-DRB1 (Pavoni et al., 2003). 

Hudson et al. (1998) aventaram que devido à proximidade entre o gene 

RAGE e a região HLA é possível que qualquer associação encontrada entre RAGE e 

complicações do diabetes seja devida a um desequilíbrio de ligação com variações 

nos loci de HLA. Entretanto, apesar de existir uma associação entre diabetes e 

polimorfismos dos genes HLA, ainda não há evidências que suportem esta 

associação com o desenvolvimento de complicações do diabetes (Hudson et al., 

1998).  

Um haplótipo do MHC típico de Caucasóides, o haplótipo ancestral 8.1 (8.1 

AH), está associado a doenças imunológicas, entretanto, os efeitos diretos de seus 

genes integrantes ainda não foram determinados (Price et al., 1999). O haplótipo 8.1 

AH foi associado ao desenvolvimento acelerado do HIV (Cameron et al., 1990), 

susceptibilidade ao diabetes tipo 1 (Hanifi et al., 1998), lúpus eritematoso sistêmico 

(Christiansen et al., 1991), dermatite herpitiforme (Wilson et al., 1995) e miastenia 

grave (Degli-Esposti et al., 1992). O alelo -429C pertence ao haplótipo ancestral 8.1 
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(8.1 AH) de Caucasóides (Price et al., 1999; Laki et al., 2007) que inclui, entre 

outros, os alelos *0301 do gene HLA-DRB1 e *0201 de HLA-DQB1. 

Esses dados juntamente com a associação negativa encontrada entre a 

freqüência do alelo -429C e o pênfigo foliáceo endêmico em Euro-Brasileiros neste 

estudo indicam que a análise de haplótipos dessas três posições é relevante. 

Pesquisadores do grupo LGMH, em estudos anteriores, já genotiparam os genes 

HLA-DRB1 e DQB1 em grande parte da amostra em estudo e cederam gentilmente 

esses dados para análise de haplótipos com o SNP -429 T>C da região promotora 

do gene RAGE. 

Uma vez que os genes HLA são freqüentemente associados a etnias (Probst 

et al., 2000), as análises foram realizadas entre o grupo PFE-EB e o subgrupo 

CTRL1-EB, minimizando associações espúrias com o pênfigo foliáceo endêmico. 

Além disso, esta escolha se deve ao maior tamanho da amostra de Euro-Brasileiros 

em relação a Afro-Brasileiros, e porque os dados reportados na literatura (Price et 

al., 1999) sugerem que o haplótipo 8.1 AH é típico de Caucasóides. 

Na amostra estudada os haplótipos -429T.DRB1*01.DQB1*05, 

-429T.DRB1*04.DQB1*03 e -429T.DRB1*16.DQB1*05 estão associados à 

susceptibilidade ao pênfigo foliáceo endêmico (Tabela 29). Por outro lado, os 

haplótipos -429T.DRB1*07.DQB1*02, -429T.DRB1*11.DQB1*03, 

-429T.DRB1*13.DQB1*06 conferem proteção ao desenvolvimento da doença 

(Tabela 29). Os resultados obtidos para as análises de associação entre haplótipos 

e o pênfigo foliáceo endêmico são coincidentes com os descritos em outros estudos. 

Petzl-Erler e SantaMaria (1989) sugerem que DR1.DQw1 e DR4.DQw3 são 

marcadores de susceptibilidade, e DR7.DQw2 e DR3.DQw2 são marcadores de 

resistência ao pênfigo foliáceo endêmico. Pavoni et al. (2003) encontraram que os 

alelos HLA-DRB1*01, *04, *14 e *16 conferem susceptibilidade, e HLA-DRB1*03, 

*08 e *11 são responsáveis por conferir resistência ao pênfigo foliáceo endêmico. 

Outros estudos também associam PFE aos alelos HLA DRB1*01 (Moraes et al., 

1991), *04 e *14 e (Moraes et al., 1991; Cerna et al., 1993). Em populações 

indígenas (Terena e Xavantes) somente DRB1*04 foi associado com PF, e DRB1*08 

se mostrou associado negativamente. Estudos com PF esporádico revelaram 

associações com os alelos DRB1*01 e *04 em europeus (Moiseau et al., 2000), e 

com *04 e *14 em asiáticos (Miyagawa et al., 1999). Em uma amostra de pacientes 
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de pênfigo vulgar e foliáceo da Turquia, foi encontrada uma associação positiva com 

DR14, DQ8 e DQ4, e negativa com DR11, DQ7 e DQ2 (Birol et al., 2002). É preciso 

considerar que as associações entre os haplótipos -429T.DRB1*11.DQB1*03 e 

-429T.DRB1*13.DQB1*06 encontradas particularmente neste estudo podem também 

refletir uma associação primária entre o pênfigo foliáceo endêmico e alelos do gene 

HLA-DQB1, menos estudados até o momento. 

Na amostra estudada, o haplótipo -429C.DRB1*03.DQB1*02 (8.1 AH) não 

está associado à doença (Tabela 29), no entanto, uma tendência à associação 

negativa ao pênfigo foliáceo endêmico é observada pelos valores P=0,12, OR=0,27 

[0,06-1,27]. Petzl-Erler e SantaMaria (1989) sugerem que o haplótipo formado pelos 

alelos HLA-DRB1*03 e DQB1*02 são marcadores de resistência ao pênfigo foliáceo 

endêmico em Euro-Brasileiros. É importante lembrar que apesar do uso do grupo 

CTRL1-EB para as análises haplotípicas pelos motivos citados acima, as análises 

que detectaram a fraca associação entre as freqüências alélicas do polimorfismo 

-429 T>C e o pênfigo foliáceo endêmico foram realizadas entre PFE-EB e CTRL 

TOTAL-EB (Tabela 15), visto que os grupos CTRL1-EB e CTRL2-EB se mostraram 

com freqüências genotípicas, alélicas e de portadores, estatisticamente similares 

(Tabela 14). Dessa forma, é interessante notar que comparando PFE-EB e CTRL 

TOTAL-EB, a tendência de o haplótipo 8.1 AH estar associado negativamente ao 

pênfigo foliáceo endêmico se torna ainda mais próxima do limiar de significância: 

P=0,06, OR=0,25 [0,06-1,06] (item 5.4). Seguramente, a análise de uma amostra 

maior é essencial para determinar a associação entre o haplótipo 8.1 AH e o pênfigo 

foliáceo endêmico, devido à baixa freqüência do mesmo na população estudada 

(haplótipo 8.1 AH: <3%) fator complicador na determinação de associação a 

doenças. 

Além do próprio haplótipo 8.1 AH (-429C.DRB1*03.DQB1*02), dentre os 

haplótipos encontrados nas análises haplotípicas dos polimorfismos -429 T>C e 

alelos dos genes HLA-DRB1 e DQB1, alguns já foram descritos em estudos 

anteriores (Laki et al., 2007) -429C.DRB1*13.DQB1*02, -429T.DRB1*01.DQB1*05, 

-429T.DRB1*03.DQB1*02, -429T.DRB1*13.DQB1*06, -429T.DRB1*15.DQB1*06 e 

-429T.DRB1*16.DQB1*05 (Tabela 29). 

Além disso, os resultados obtidos para o desequilíbrio de ligação (Tabelas 30 

e 31) sugerem de fato uma forte associação cis entre os alelos do haplótipo 8.1 AH 
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-429C, HLA-DRB1*03 e DQB1*02. Em relação aos outros alelos, não houve um 

padrão do desequilíbrio de ligação nos grupos PFE-EB e CTRL1-EB, e por essa 

razão a análise foi realizada com os grupos separadamente. Associação cis foi 

também encontrada entre os alelos HLA-DRB1*07 e -429C (P≤0,02) em ambos os 

grupos (PFE-EB e CTRL1-EB). No grupo PFE-EB (Tabela 30), os alelos HLA-

DRB1*01 e -429T, e -429C e HLA-DRB1*08, ocorreram juntos em maior freqüência 

do que o esperado (P≤0,01). No subgrupo CTRL1 (Tabela 31) foi encontrada uma 

associação cis entre os alelos -429T e HLA-DRB1*04 e, -429T e DQB1*06 (P≤0,04). 

Entretanto, os baixos valores encontrados para o coeficiente de correlação (r2<0,1), 

sugerem que nenhum destes alelos pode ser utilizado isoladamente para identificar 

todo o haplótipo do qual faz parte em estudos de associação, visto que a 

variabilidade de cada alelo individualmente não á capaz de representar a 

variabilidade possível nos outros loci. 

 

 

6.5 DETECÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE NOVAS MUTAÇÕES 

 

Os sítios polimórficos mais estudados do gene RAGE são o exon 3 e a região 

promotora (Hudson et al., 1998; Hudson et al., 2001). No exon 3, o polimorfismo que 

promove a substituição de uma glicina por serina no codon 82 (G82S), resulta em 

uma proteína com maior afinidade pelos ligantes (Hudson et al., 2002). O alelo 82S 

tem elevada prevalência em orientais (cerca de 20%), sendo menos freqüente 

(<10%) em populações ocidentais (Hudson et al., 1998; Liu e Xianc, 1999). Na 

população brasileira, a freqüência do alelo 82S é de cerca de 3% (Naka et al., 2006; 

Torres, 2007) e não está associado ao diabetes e à doença arterial coronariana 

(Picheth, 2007). 

As variações genéticas da região promotora de RAGE têm revelado 

associação dos polimorfismos -429 T>C, -374 T>A e 63 pb del (-407_-345del) com 

complicações do diabetes tipos 1 e 2, bem como com a severidade da doença 

cardiovascular (Petterson-Fernholm et al., 2003; Falcone et al., 2004; Falcone et al., 

2005; Santos et al., 2005). Estes sítios polimórficos ganharam especial atenção com 

a descoberta de que são funcionais, uma vez que os alelos raros -429C, -374A e 

63del condicionam aumento na expressão do gene RAGE (Hudson et al., 2001). 
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Poucos estudos têm se dedicado a detectar novas variações genéticas na 

região promotora de RAGE. Heidemann (2008) caracterizou a mutação 

-505_-504delTT através de seqüenciamento do produto de PCR da região 

promotora do gene RAGE seguindo resultados iniciais de triagem utilizando a 

técnica de PCR-SSCP que sugeriram a presença de novas mutações nesta região 

de RAGE (Picheth, 2007). 

Neste estudo, o perfil eletroforético do produto de PCR da região promotora 

(344 pb) do gene RAGE de quatro amostras (52, 476, 646 e 688) foi diferente do 

usual em gel de poliacrilamida 8% (20:1) (Figura 21). Este padrão diferenciado 

poderia indicar a existência de uma variação genética nova. Estas foram então 

caracterizadas por meio de PCR-SSCP (item 4.4.1). 

Os produtos de PCR das amostras 52 e 688 apresentaram padrão 

eletroforético no ensaio de PCR-SSCP (Figura 22) idêntico entre si em gel de 

poliacrilamida 8% (29:1), sugerindo similaridade entre as seqüências. Por outro lado, 

o produto de PCR das amostras 476 e 646 exibiram um padrão diferenciado das 

amostras 52 e 688 (Figura 22), mas similar entre si, sugerindo também similaridade 

entre as seqüências. Para determinar a presença ou ausência de mutações 

potencialmente novas e caracterizá-las foi realizado o seqüenciamento desta região 

destas amostras (4.4.4). 

Como o DNA humano é diplóide, no seqüenciamento, nas posições 

polimórficas de indivíduos heterozigotos aparecem duas bases diferentes e 

sobrepostas no mesmo sítio. Este é um dos elementos que dificulta a interpretação 

do seqüenciamento, necessitando com freqüência de uma análise individual, base a 

base, de cada amostra em estudo. Além disso, amostras com deleção em 

heterozigose apresentam sobreposição de bases a partir dos nucleotídeos 

deletados, o que torna a análise de seqüenciamento nessas condições inconclusiva. 

Programas computacionais que realizam análises de modo automático dependem 

da qualidade da seqüência e podem apresentar resultados espúrios associados a 

problemas medológicos da reação de seqüenciamento (Kwok, 2003). Para 

solucionar esses problemas, o produto de PCR das amostras heterozigotas foram 

primeiramente clonados e os plasmídeos recombinantes foram seqüenciados (itens 

4.4.2, 4.4.3 e 4.4.4). 
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A clonagem e o seqüenciamento também foram utilizados para confirmação 

da genotipagem do polimorfismo 2741 G>A pela técnica de PCR em Tempo Real 

(4.3.3), porque o fabricante (Applied Biosystems) não disponibiliza as seqüências 

dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a amplificação da região do SNP 

2741 G>A do intron 9, e estes são fornecidos em uma mistura de reação contendo 

também as sondas alelo-específicas marcadas com fluoróforos. Este ensaio permitiu 

a confirmação dos resultados obtidos com a PCR em Tempo Real. 

Por sua vez, o seqüenciamento da região promotora do gene RAGE revelou 

que duas amostras do subgrupo CTRL2-EB (476 e 646) apresentam uma variante 

genética ainda não descrita na literatura, a mutação -510_-509delCT em 

heterozigose (Figura 23). As amostras 476 e 646 apresentaram seqüências idênticas 

do produto de PCR (344 pb) da região promotora do gene RAGE, inclusive com os 

mesmos haplótipos dos polimorfismos presentes: (1) -510_-509insCT.-429C.-374T e 

(2) -510_-509delCT.-429T.-374A. O produto de PCR da região promotora do gene 

RAGE da amostra 52 não apresentou nenhuma nova variação em sua seqüência 

indicando que algum outro fator causou a alteração do seu perfil eletroforético como, 

por exemplo, uma variação da concentração iônica da amostra. 

A região promotora do gene RAGE de dois indivíduos pertencentes a uma 

amostra de diabéticos tipo 1 estudada por Picheth (2007) foi seqüenciada e ambas 

também apresentaram a deleção -510_-509delCT (Figura 23). A mutação 

-505_-504delTT descrita por Heidemann (2008) em um paciente com diabetes tipo 2 

e doença arterial coronariana, está localizada à próxima da deleção 

-510_-509delCT. 

A deleção -510_-509delCT está localizada na região promotora do gene 

RAGE, na qual já foram descritos pelo menos três polimorfismos funcionais que 

alteram a expressão do gene: -429 T>C, -374 >A e 63 bp del. Li e Schmidt (1997), 

num estudo de caracterização e análise funcional da região promotora de RAGE, 

determinaram sítios de potencial interação com fatores de transcrição, incluindo NF-

κB. A deleção -510_-509delCT está próxima de dois desses prováveis sítios de 

interação com NF-κB, principalmente do que inicia no nucleotídeo -467. Essa 

proximidade poderia afetar a afinidade entre DNA e proteínas reguladoras, alterando 

os níveis de transcrição do gene. 
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É importante lembrar que a deleção -510_-509delCT é muito pequena, 

podendo ser detectada somente em eletroforese em géis de alta resolução, PCR-

SSCP ou seqüenciamento de DNA. Assim é possível que a freqüência deste 

polimorfismo seja maior do que a inferida por estas duas ocorrências em uma 

amostra de 763 indivíduos genotipados (0,26%), já que fatores tais como flutuações 

na concentração iônica, tipo de íons, presença de outros contaminantes nas 

amostras, etc., podem mascarar a diferença de migração eletroforética. Estudos 

funcionais deste polimorfismo poderão fornecer maiores informações quanto aos 

seus efeitos. 

O produto de PCR do exon 3 do gene RAGE de indivíduos da amostra de 

diabéticos tipo 1 estudada por Picheth (2007) também foi clonado e seqüenciado. 

Estas amostras também apresentaram padrão diferente dos usuais na reação de 

PCR-SSCP. A seqüência de DNA obtida revelou uma transição de citosina para 

timina (CGT→TGT) na posição 540 (Figura 24) responsável por uma substituição 

não-sinônima do resíduo de arginina (polar básico) para cisteína (polar neutro) na 

posição 77 do receptor RAGE (R77C) (Figura 25). Esta variante genética já havia 

sido descrita por Kanková et al. (2001) em um indivíduo de um total de 45 (2,2%) em 

estudo de mutações incluindo a região do gene RAGE entre os nucletídeos -4 e 

3334 numa população de caucasóides. Segundo Kanková et al. (2001), este 

polimorfismo gera a perda de um sítio de restrição da enzima BssSI, o que permite a 

diferenciação dos genótipos através da técnica de PCR-RFLP. 

É importante ressaltar que a baixa freqüência destas variantes genéticas na 

amostra estudada sugere que seu efeito esperado em processos patológicos na 

população seja muito pequeno mesmo que exista modificação funcional da proteína. 

 

Em síntese, os resultados obtidos neste estudo apontam para uma possível 

função protetora do alelo -429C da região promotora para o desenvolvimento do 

pênfigo foliáceo endêmico. Estudos usando uma amostra maior podem confirmar 

essa associação e definir claramente a função do gene RAGE no processo 

patológico. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 As características epidemiológicas do pênfigo foliáceo endêmico nas 

amostras estudadas são: proporção mulheres:homens próxima de 1:1, 

aparecimento das lesões primárias características da doença em indivíduos 

mais jovens, além de ocorrência comum em indivíduos consangüíneos; 

 Os polimorfismos 63 pb del, -374 T>A e 2741 G>A não estão associados 

(P>0,05) ao pênfigo foliáceo endêmico; 

 Foi encontrada uma associação significativa (P=0,04) entre o alelo -429C e 

pênfigo foliáceo endêmico; 

 A freqüência do polimorfismo 2741 G>A foi pela primeira vez descrita em uma 

população brasileira, sendo a freqüência do alelo 2741A cerca de 4,0%; 

 Os haplótipos formados pelos polimorfismos de RAGE, -429 T>C, -374 T>A + 

63 pb del e 2741 G>A não estão associados ao pênfigo foliáceo endêmico; 

 Os alelos D (63 pb del) e 2741A encontram-se em forte desequilíbrio de 

ligação (D’≈1,0; P<0,0001; r2=0,95) na amostra total pareada etnicamente, 

podendo ser escolhidos para identificar haplótipos (que incluem esses dois 

polimorfismos) em estudos de associação; 

 Os haplótipos -429T.DRB1*01.DQB1*05, -429T.DRB1*04.DQB1*03 e -

429T.DRB1*16.DQB1*05 conferem susceptibilidade ao pênfigo foliáceo 

endêmico em Euro-Brasileiros na amostra estudada; 

 Os haplótipos -429T.DRB1*07.DQB1*02, -429T.DRB1*11.DQB1*03, -

429T.DRB1*13.DQB1*06 conferem resistência ao pênfigo foliáceo endêmico 

em Euro-Brasileiros na amostra estudada; 

 O haplótipo ancestral 8.1 (-429C.DRB1*03.DQB1*02) não está associado ao 

pênfigo foliáceo endêmico em Euro-Brasileiros na amostra estudada (P=0,12, 

OR=0,27 [0,06-1,27]); 

 Em Euro-Brasileiros na amostra estudada foi encontrada associação cis 

significativa (P<0,05) entre os alelos: -429C, HLA-DRB1*03 e DQB1*02, 

pertencentes ao haplótipo ancestral 8.1 AH; 

 Na região promotora do gene RAGE foi encontrada uma mutação ainda não 

descrita na literatura, -510_-509delCT, com freqüência estimada de 0,26% na 

amostra em estudo. 
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ANEXOS 

 

ANEXO I – TERMO DE CONSENTIMENTO DE PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO 

 

TERMO  DE  CONSENTIMENTO  DE  PARTICIPAÇÃO  NO  ESTUDO  

 

“ANÁLISE DE GENES DO MHC E OUTROS GENES DE FUNÇÃO 
RELACIONADA À RESPOSTA IMUNE, EM POPULAÇÕES” 

 

Este é um convite para você participar voluntariamente do projeto de pesquisa 

ANÁLISE DE GENES DO MHC E OUTROS GENES DE FUNÇÃO RELACIONADA 

À RESPOSTA IMUNE, EM POPULAÇÕES. Por favor, leia com atenção as 

informações abaixo antes de dar ou não seu consentimento para participar deste 

estudo. Se houver qualquer dúvida sobre o estudo ou sobre este documento, 

pergunte ao pesquisador com quem você está conversando neste momento. 

 

 OBJETIVO DO ESTUDO 

O objetivo principal desse estudo é conhecer as variações normais de genes 

(formas alternativas de genes, denominadas alelos) e suas freqüências, em 

populações humanas.  

Por exemplo, para grupos sangüíneos, há 3 variações (alelos) principais: A, B e O. 

As combinações dessas resultam no grupo sangüíneo do indivíduo (combinações 

A/A ou A/O = grupo A; B/B ou B/O = grupo B; A/B = grupo AB; O/O = grupo O). As 

freqüências de A, B e O diferem, entre populações. Por exemplo, nas populações 

indígenas das Américas o grupo sangüíneo B  praticamente inexiste (quase 100% 

das pessoas pertencem ao tipo O), enquanto na Europa 35% das pessoas são do 

tipo B e, na África, 20%. 

Enquanto a distribuição geográfica/étnica das variações do gene ABO são bem 

conhecidas, a diversidade populacional da maioria dos outros genes ainda é 

desconhecida. Nesse trabalho de pesquisa, vamos analisar 20 a 30 outros genes, 

em várias grupos da população brasileira. 

O resultado será útil para conhecer as origens e as relações históricas das 

populações atuais e para compreender as causas da variabilidade humana 

normal.  
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 PROCEDIMENTOS  

Se você participar deste estudo, será colhida uma amostra de seu sangue (10 até 

20 ml, ou seja, correspondente a uma seringa pequena a média) e você irá 

responder a algumas perguntas sobre a sua origem geográfica e a origem de 

seus ancestrais, assim como sobre a sua saúde. 

 RISCOS 

Não há riscos previstos nesta etapa do estudo, sendo que o único desconforto 

poderá ser a retirada da amostra de sangue. 

 BENEFÍCIOS 

Não há nenhum benefício direto desta pesquisa para você, mas o conhecimento 

adquirido com este estudo poderá auxiliar na compreensão das causas da 

variabilidade genética normal da espécie humana. Isso poderá contribuir para a 

compreensão das funções dos genes estudados, assim como para a análise das 

relações históricas/biológicas entre as populações humanas. 

 PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA 

A sua participação neste estudo é voluntária. Mesmo que você decida participar, 

terá plena e total liberdade para desistir do estudo a qualquer momento, sem que 

isso acarrete qualquer  prejuízo para você. Embora não seja esperado, caso você 

tenha algum problema e não possa ir ao trabalho, você receberá um atestado 

médico para justificar a sua falta.  

 ESCLARECIMENTO DE DÚVIDAS 

Você pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessárias antes de 

concordar em participar do estudo. 

 IDENTIFICAÇÃO 

A sua identificação será mantida confidencial. Os resultados do estudo serão 

publicados sem revelar a sua identidade. 

 

Pesquisador responsável: Profa. Dra. Maria Luiza Petzl-Erler, UFPR 

 

Diante do exposto acima eu, ________________________________________  

abaixo assinado, declaro que fui esclarecido sobre os objetivos do presente estudo, 

sobre os desconfortos que poderei sofrer, assim como sobre os benefícios que 

poderão resultar deste estudo. Concedo meu acordo de participação de livre e 



120 

 

 

 

espontânea vontade. Foi-me assegurado o direito de abandonar o estudo a qualquer 

momento, se eu assim o desejar. Declaro também não possuir nenhum grau de 

dependência profissional ou educacional com os pesquisadores envolvidos nesse 

projeto (ou seja os pesquisadores desse projeto não podem me prejudicar de modo 

algum no trabalho ou nos estudos), não me sentindo pressionado de nenhum modo 

a participar dessa pesquisa. 

 

 
Curitiba, ____ de __________________ de _______ 

 
 
 

__________________________________ ___________________________________ 

Voluntário (assinatura) Pesquisador (assinatura) 

RG RG  

 



121 

 

 

 

ANEXO II – FICHA DE AVERIGUAÇÃO 
 

PROJETO PÊNFIGO FOLIÁCEO 
 

CÓDIGO DO 
INDIVÍDUO  

Nº DO 
PRONTUÁRIO  

DATA DA 
AVERIGUAÇÃO  AVERIGUADOR 

       

 
1) IDENTIFICAÇÃO 
 
Nome:  ________________________________________________  

Sexo:            (1) Masculino   (2) Feminino 

Estado civil: (1) solteiro(a) (4) divorciado(a) 

                     (2) casado(a)    (5) Outros: ____________ 

                     (3) viúvo(a)  

Data de nascimento: ____ / ____ / ____ ______________________ Município: 

______________    UF: _____ 

 
Endereço:  _____________________________________________  

Telefone: ( __ ) __________ 

Município: ________________________   UF: ____      Próximo a: 

_________________________________ 

Nome, telefone e endereço de pessoa para contato:  

___________________________________________ 

___________________________________________________________________

__________________ 

 
Municípios onde residiu: 

MUNICÍPIO TEMPO DE 
RESIDÊNCIA 

EXPOSIÇÃO A 
(usar os códigos 
abaixo e 
especificar para 
cada exposição): 

OBS 

    

    

    

    

    

Código: 
(1) Animais, (2) Insetos, (3) Rios, (4) Lavouras 
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Grupo étnico: 

Pesquisador Auto-classificação (conforme IBGE) 

Lab                                          IBGE 

(1) Branco 
(2) Mulato-claro 
(3) Mulato-médio 
(4) Mulato-escuro 
(5) Negro 
(6) Indígena 
(7) Oriental 
(8) Branco 
brasileiro 

(1) Branca 
(2) Preta  
(3) Amarela 
(4) Parda 
(5) Indígena 

 

(1) Branca 
(2) Preta  
(3) Amarela 
(4) Parda 
(5) Indígena 

 
História ocupacional 

Emprego/Ocupaçã
o 

Início (mês/ano) Fim (mês/ano) OBS 

    

    

    

    

    

 
Escolaridade:  ______ anos completos de estudo  
Grau de instrução:  (1) Analfabeto _______ (5) Médio 
completo 
 (2) Fundamental incompleto (6) Superior incompleto 
 (3) Fundamental completo (7) Superior completo 
 (4) Médio incompleto (8) Pós-graduação 
 
Tipo de habitação:  (1) madeira     (2) alvenaria     (3) mista     (4) Outros: ________ 
Nº de cômodos: ________                                 
Nº banheiros:     ________ 
Saneamento básico: (1) Sim   (2) Não               
Energia elétrica:      (1) Sim    (2) Não 
Nº de pessoas que vivem na habitação: ____________ 
 
2) HISTÓRIA FAMILIAR 
 
Nome do pai:  ___________________________________________  
Município de nascimento : __________________ UF: _____ 
Ascendência do pai: (1) européia   (2) africana  (3) indígena   (4) oriental  (5) Outros: 
_____________ 
Cor de pele semelhante à sua?  (1) Sim (2) Não (se não, descrever) 
 
Nome da mãe:  __________________________________________  
Município de nascimento : __________________ UF: _____ 
Ascendência da mãe: (1) européia   (2) africana  (3) indígena   (4) oriental  (5) 
Outros: _____________ 
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Cor de pele semelhante à sua?  (1) Sim (2) Não (se não, descrever) 
Quantas vezes engravidou / sua esposa engravidou? ________ 
Quantos filhos nasceram vivos? ________ 
Quantos filhos nasceram mortos? ________ 
Algum aborto (perca)?  _______ 
 
Pais consangüíneos (considerar mesmo se primos distantes)?  (1) Sim   (2) Não  (se 
sim, descrever com heredograma, no verso) 
Número de irmãos - total: _______ 
Número de irmãos vivos: _______ 
Todos filhos dos mesmos pais?  (1) Sim   (2) Não 
Ordem de nascimento dos irmãos: 
 ______________________________________________________  
 ______________________________________________________  
 ______________________________________________________  
 ______________________________________________________  
 
Alguém na família tem a mesma doença? (1) Sim   (2) Não 
Caso haja algum caso, fazer o heredograma dos familiares (no verso) 
 
A doença foi semelhante à sua? (1) Sim (2) Não 
Caso não seja semelhante, especificar abaixo a diferença: 
 ______________________________________________________  
 ______________________________________________________  
 ______________________________________________________  
 

PROJETO PÊNFIGO FOLIÁCEO 
CÓDIGO DO 
INDIVÍDUO  

Nº DO 
PRONTUÁRIO  

DATA DA 
AVERIGUAÇÃO  AVERIGUADOR 

       

Nome:  ________________________________________________  

3) ASPECTOS CLÍNICOS 
 
LESÃO PRIMÁRIA 
Município em que apareceu: __________________________________   Idade: 
_______  Ano: _______ 
Mês do ano em que apareceu: __________________ 
Região do corpo: 
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EVOLUÇÃO DAS LESÕES 
A lesão se disseminou?  (1) Sim  (2) Não 
Caso tenha se disseminado, utilize o esquema abaixo para mostrar a evolução em 
ordem crescente (ex: 1 marca o primeiro lugar em que surgiram novas lesões, 2 o 

segundo e assim sucessivamente. Utilizar a mesma chave numérica na tabela 
abaixo.  
 

[LOCAL (usar número colocado no 
esquema acima) 

TEMPO APÓS LESÃO PRIMÁRIA 

  

  

  

  

DIAGNÓSTICO DEFINITIVO 
 
Base do diagnóstico: (1) Informações clínicas      (2) Histopatológico       (3) 
Imunohistoquímica 
 
Local do diagnóstico: 

Instiuição: _____________________________ Município: 
____________________ UF: _____ 

 
Informações adicionais sobre diagnóstico: 
 
(1) Informações clínicas:  _____________________________________________  
 _________________________________________________________________  
(2) Histopatológico:  _________________________________________________  
 _________________________________________________________________  
(3) Imunohistoquímica:  ______________________________________________  
 _________________________________________________________________  
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TITULAÇÃO DE ANTICORPOS 
 

ANTICORPO DATA TÍTULO 

   

   

   

   

   

 
 
TRATAMENTO ATUAL 
 
Medicamento : _______________________________    Dose: _______     

Posologia: _______________ 

Data de início: _____________________ 
 
Melhora das lesões: (1) Sim  (2) Não 
 
 
TRATAMENTOS ANTERIORES 
 

MEDICAMENT
O 

DOS
E 

VIA DE 
ADMINISTRAÇÃ
O (usar código 
abaixo) 

POSOLOGI
A 

INÍCIO 
(mês/an
o) 

FIM 
(mês/an
o) 

Melhor
a das 
lesões
?  
(1) Sim 
(2) 
Não 

       

       

       

       

       

Código: (1) tópico; (2) via oral; (3) via intravenosa 
 
Houve interrupção do tratamento?   (1) Sim     (2) Não 
 
Se houve interrupção, especificar: 
 
    Tempo: _______ (meses)                      

    Motivo: ________________________________________________ 
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OUTROS MEDICAMENTOS 
 

MEDICAMENT
O 

DOS
E 

VIA DE 
ADMINISTRAÇÃ
O (usar código 
abaixo) 

POSOLOGI
A 

INÍCIO 
(mês/an
o) 

FIM 
(mês/an
o) 

Melhor
a das 
lesões
?  
(1) Sim 
(2) 
Não 

       

       

       

       

       

Código: (1) tópico; (2) via oral; (3) via intravenosa 
 
 
OUTRAS DOENÇAS: 
 

DOENÇA DATA DE 
DIAGNÓSTICO 

DATA DE CURA TRATAMENTO 

    

    

    

 
 
HÁBITOS ALIMENTARES 
 
Costuma ingerir (marcar todos que se aplica): 
 

Alimento Freqüência Quantidade OBS 

(1) manga    

(2) alho    

(3) alho-poró    

(4) cebola    

(5) água de poço/rio    

    

    

    

 
 
EXPOSIÇÃO A AGENTES QUÍMICOS (considerar: agrotóxicos, tintas, solventes...) 
 

AGENTE  INÍCIO 
(mês/ano) 

FIM 
(mês/ano) 

Freqüência 
(vezes por 
semana) 

OBS 
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ANEXO III – PRECIPITAÇÃO DE DNA EM ACETATO DE AMÔNIO 

 

PROTOCOLO DE PRECIPITAÇÃO DE DNA – ACETATO DE AMÔNIO 
 
Obs.: protocolo para cada 10 uL de amostra de DNA. 
 
1. Adicionar 7 uL de acetato de amônio 7,5 M e homogeneizar (spin na centrífuga); 
 
2. Adicionar 34 uL (2 Volumes do total da solução anterior) de etanol absoluto (ou 
95%), homogeneizar e observar a formação de um precipitado (preferencialmente); 
 
3. Misturar bem em vortex (baixa rotação) e inverter até observar o precipitado 
(preferencialmente), deixar alguns minutos na bancada (ou no gelo se for pouco 
DNA); 
 
4. Centrifugar por 15 min; 
 
5. Imediatamente após a centrifugação, descartar o sobrenadante com cuidado para 
não perder o pellet; 
 
6. Lavar o pellet com etanol 70% (200 uL para tubos de 600 ul); 
 
7. Centrifugar por 15 min; 
 
8. Descartar o sobrenadante com cuidado para não perder o pellet; 
 
9. Secar no vácuo ou na bancada; 
 
10. Dissolver o pellet em Tris 10 mmol/L + EDTA 0,1 mmol/L: a quantidade 
necessária dependendo da concentração inicial da amostra. 
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ANEXO IV – RFLP PARA GENOTIPAGEM DO SNP -374 T>A DE RAGE 

 

CONDIÇÕES DE RESTRIÇÃO PARA O PRODUTO DE PCR DA REGIÃO 

PROMOTORA COM A ENZIMA Tsp509I. 

REAGENTES CONCENTRAÇÃO NA REAÇÃO VOLUME (µL) 

Produto de PCR ≈2,4 ng/L 1,25 

NEBuffer 1 (10x) 1x 0,5 

Tsp509I (10 U/L) 0,25 U/L 0,125 

Água Reagente Tipo 1 estéril q.s.p. 10 L 3,125 

Volume final 5,0 

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

Tampão NEBuffer 1 [10X] (New England Biolabs): 100 mmol Bis-Tris propano-HCl; 100 mmol MgCl2; 
10 mmol ditiotreitol, pH 7,0 a 25ºC. q.s.p.: quantidade suficiente para. 

 

Os produtos de restrição foram submetidos à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% (20:1 ou 29:1) em tampão TBE 1x (item 4.3.1) a 4°C (Sistema Mini 

Protean® 3 Cell, Bio-Rad). As eletroforeses foram realizadas com 5 µL (~ 12 ng) do 

produto de restrição misturado a 5 µL de solução de aplicação (item 4.3.1), em 

voltagem constante de 100 V, ~15 mA, por cerca de duas horas. Após a corrida 

eletroforética o DNA foi corado em brometo de etídeo (0,5 g/mL) e visualizado sob 

luz ultravioleta (302nm). As imagens foram capturadas Sistema Biochemi, UVP e 

foram armazenadas em computador além de impressas. 

 

 

 

 

 

 


