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RESUMO

O pénfigo foliaceo endémico, também conhecido como fogo selvagem, é uma
doenca caracterizada por bolhas e mediada por auto-anticorpos especificos contra
uma glicoproteina desmossomal, a desmogleina 1 (Dsgl). Esta auto-imunidade
resulta em perda da interacdo entre as células da epiderme, um fenbmeno chamado
acantolise. Fatores genéticos e ambientais influenciam sua patogénese e
principalmente variantes dos genes HLA de classe Il tém sido associadas ao
pénfigo. A ativacédo do receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE ou
AGER) produz eventos celulares associados a processos inflamatorios e ao
diabetes. Mais de 50 polimorfismos foram descritos para o gene RAGE, dentre os
quais estdo os polimorfismos da regido promotora, -429 T>C, -374 T>A e 63 bp del
(-407_-345del), todos relacionados a um aumento da expressdo de RAGE. O
polimorfismo 2741 G>A do intron 9 pode estar associado com a geracao da isoforma
protetora SRAGE através de splicing alternativo de RAGE. O objetivo deste estudo
foi investigar uma possivel associacdo entre os polimorfismos do gene RAGE,
-429 T>C, -374 T>A, 63 bp del e 2741 G>A, e o desenvolvimento do pénfigo foliaceo
endémico através de um estudo caso versus controle. Uma amostra da populacao
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). Nao
foram encontradas associacdes entre os polimorfismos -374 T>A, 63 bp del e 2741
G>A e a doenca (P>0,05). Por outro lado, foi encontrada uma fraca funcao protetora
do alelo -429C ao pénfigo (P=0,04; OR=0,61 [0,34 e 1,07]), que deve ser investigada
em estudos usando uma amostra maior. Estudos de haplotipos entre estes
polimorfismos revelaram que ndo h& associacdo entre estes e a doenca (P>0,05).
Entretanto, um forte desequilibrio de ligacao foi encontrado entre os alelos D (63 bp
del) e 2741A (D’=1,0; P<0,0001; r’=0,95), sugerindo que estes podem ser utilizados
isoladamente para identificar hapl6tipos em estudos de associacao. Além disso, um
estudo de haplotipos entre o polimorfismo -429 T>C do gene RAGE e os genes HLA
de classe I DRB1 e DQBl1 revelaram que -429T.DRB1*01.DQB1*05,
-429T.DRB1*04.DQB1*03 e -429T.DRB1*16.DQB1*05 sao marcadores de
susceptibilidade para o pénfigo, enquanto os haplétipos -429T.DRB1*07.DQB1*02,
-429T.DRB1*11.DQB1*03 e  -429T.DRB1*13.DQB1*06 estdo associados
negativamente a doenca. Além disso, Euro-Brasileiros mostraram um desequilibrio
de ligacdo (P<0,05) entre os alelos do haplétipo 8.1 AH (-429C, HLA-DRB1*03 e
DQB1*02). Finalmente, uma nova mutacdo (-510 -509delCT) foi encontrada na
regido promotora do gene RAGE, porém sua baixa frequéncia (0,26%) aponta para
um pequeno efeito populacional, mesmo que estabelecido funcional.

Palavras-chave: MHC, gene RAGE, pénfigo foliaceo endémico, susceptibilidade
genética, associagcao 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 (Dsgl). 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 Il 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; r?=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 Il 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. INTRODUCAO

No inicio do século XX, o monge Gregor Mendel postulou as leis dos padrdes
de heranca genética baseado em seus estudos de cruzamento em plantas, dando
inicio a Genética Moderna e a compreensdo das bases genéticas de doencas de
origem monogénica (Risch, 2000). Contudo, doencas de carater multifatorial como o
diabetes, a artrite reumatéide e o pénfigo foliaceo resultam da interacdo do produto
de varios genes com diversos fatores ambientais, tornando muito complexa a
elucidacao de sua etiologia (Price et al., 1999).

Pénfigo foliaceo endémico (PFE), também conhecido como fogo selvagem, é
uma doenca auto-imune mediada por auto-anticorpos IgG especificos para a
desmogleina 1, uma glicoproteina desmossomal (Amagai, 1995), e se caracteriza
por bolhas e erosdes na pele resultantes de um processo chamado acantélise
(Veldman e Feliciani, 2007). O pénfigo folidceo ocorre globalmente de forma
esporadica, no entanto, na América do Sul ocorre de forma endémica em areas
rurais principalmente no Centro-Oeste do Brasil (Hans-Filho et al., 1999).

O estudo dos fatores genéticos envolvidos com doencas multifatoriais como o
PFE é feito através de estudos caso versus controle de variantes de genes
candidatos. Estes estudos tém indicado que a susceptibilidade e resisténcia ao PFE
estdo associadas a varios alelos dos genes HLA, integrantes do complexo principal
de histocompatibilidade classes | e Il (MHC | e Il) (Pavoni et al. 2003).

O receptor RAGE ou AGER (receptor para produtos finais de glicacédo
avancada), membro da superfamilia das imunoglobulinas, € codificado pelo gene
RAGE localizado no cromossomo 6p21.3 no MHC classe lll, posicionado entre MHC
classes | e Il (Sugaya et al., 1994). Estudos revelaram a presenca de um alelo de
RAGE num hapl6tipo que inclui alelos HLA, designado haplétipo ancestral 8.1 (8.1
AH), que esta associado a doencgas auto-imunes (Laki et al., 2007).

Através da interacdo com ligantes, como os produtos finais de glicagédo
avancada (AGEs), RAGE ativa vias pro-inflamatérias e pro-coagulantes, além de
gerar estresse oxidativo (Nagaraj et al., 1996; Miyata et al., 1997). Sua expressao é
aumentada em locais de acumulo dos seus ligantes, bem como em estresse,
desenvolvimento normal, diabetes, insuficiéncia renal, resposta inflamatéria e na
doenca 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 ja foram identificados no gene
RAGE. Na regidao promotora foram encontrados os polimorfismos funcionais -429
T>C (rs1800625), -374 T>A (rs1800624) e uma delecao de 63 pb (-407_-345del) que
estdo associados a alteracdo da transcricdo de RAGE in vitro (Hudson et al.; 2001).
Estudos recentes tém mostrado a participacdo do receptor RAGE na inflamacé&o
intestinal (Andrassy et al., 2006; Raman et al., 2006) e no desenvolvimento de
cancer de pele induzido por DMBA/TPA (Gebhardt et al., 2008).

O splicing alternativo do mRNA de RAGE gera uma isoforma soluvel (SRAGE)
que conserva parte do intron 9. Esta forma truncada de RAGE é resultado da
introducdo de um codon de parada prematuro no mRNA resultando na eliminacéo
das regides codificadas pelos exons 10 e 11. No produto da traducéo, esta regido
corresponde a hélice transmembrana, que ancora o receptor na membrana, e a
cauda citosolica, responsavel pela transducédo de sinal intracelular (Schmidt et al.,
1994; Yonekura et al., 2003; Ding e Keller, 2005). O sRAGE é uma isoforma com
provavel acao supressora da ativacao e sinalizacdo de RAGE, pois € capaz de ligar
e sequestrar ligantes de RAGE sem promover a transducdo de sinal (Ding e Keller,
2005). O SNP 2741 G>A (rs2071288) localiza-se no intron 9 proximo ao exon 10,
numa regido de interacdo com proteinas reguladoras de splicing (item 3.3.2; Stamm
et al., 2005; Blaustein et al., 2007), podendo estar associado a geracao da isoforma
protetora SRAGE através de splicing alternativo do mRNA.

Uma vez que o produto do gene RAGE é parte importante do processo
inflamatoério e seus diferentes alelos estdo associados a condi¢bes patoldgicas e
suas complicacdes, além de também estar préximo de outros genes associados ao
PFE, este gene foi escolhido como candidato para estudar uma possivel associacéo
com a predisposi¢cdo ao PFE. O estudo das variantes alélicas pode contribuir para a
identificacdo de fatores responsaveis pela susceptibilidade ou protecdo ao PFE, e

desenvolvimento de novas terapias e medidas preventivas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis associacfes entre variantes genéticas do gene do
receptor para os produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) e o pénfigo foliaceo

endémico em uma populacao brasileira.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as caracteristicas epidemiologicas do pénfigo folidceo endémico
na populacao estudada;

e Determinar a variabilidade genética nos sitios polimérficos da regido
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
pénfigo folidceo endémico versus grupo controle saudavel);

e Amplificar através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a regido
promotora do gene RAGE para determinar a frequéncia do polimorfismo 63
pb del através de eletroforese em gel de agarose;

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo -429 T>C da
regido promotora através da reacdo de PCR-RFLP;

e Determinar as frequiéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos -374 T>A
da regido promotora e 2741 G>A do intron 9 através de PCR com aquisi¢céo
de dados em tempo real (PCR em Tempo Real) utilizando o sistema
TagMan®;

e Determinar as frequéncias haplotipicas e o desequilibrio de ligagdo entre os
polimorfismos do gene RAGE em estudo;

e Realizar uma analise haplotipica e determinar o desequilibrio de ligacéo entre
o polimorfismo -429 T>C da regidao promotora do gene RAGE e as variantes
dos genes HLA-DRB1 e DQB1,;

e Comparar as frequéncias genotipicas, alélicas, de portadores e haplotipicas
dos polimorfismos em estudo entre 0os grupos de pacientes e de individuos

controle.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DOENCAS COMPLEXAS

As doencas podem ser classificadas de acordo com a contribuicdo relativa
dos fatores genéticos e ambientais para a sua etiologia. Em geral, estes fatores
interagem para desencadear a doenca, mas com contribui¢cdes diferenciadas. Nos
distirbios monogénicos o papel dos fatores genéticos é predominante e
incontestavel, uma vez que os padrdes genealdgicos mendelianos sdo consistentes
(Strachan e Read, 2002). As causas de patologias de padrédo de heranca
monogénico como a hemofilia e a distrofia muscular de Duchenne tém sido
elucidadas pela identificacdo dos genes que as controlam (Petronis, 2001). No
entanto, doencas que nao seguem os padroes mendelianos de heranga surgem da
interacdo de varios genes, fatores ambientais e comportamentos de risco e séo
conhecidas como doencas complexas ou multifatoriais dentre as quais se destacam
as doencas auto-imunes, mentais e neurodegenerativas (Kibertis e Roberts, 2002).

Ao contrario do padrdo de herangca monogénico no qual o gene mutado em
dose simples ou dupla é suficiente, a manifestacao de doencas multifatoriais envolve
susceptibilidade genética. Dessa forma um individuo geneticamente susceptivel
pode manifestar a doenca ou nédo, dependendo da combinac¢édo do seu gendtipo com
fatores de risco como ambiente, idade, sexo e alimentagcédo. A constituicdo genética
que aumenta ou diminui o risco de desenvolvimento das doencas multifatoriais
resulta de um grande numero de variantes polimérficas com baixa penetrancia, ou
seja, as variantes exercem pequeno efeito fenotipico (Willett, 2002). Para identificar
alelos que conferem um baixo risco relativo tém sido utilizadas principalmente as
analises de associagdo caso versus controle. Neste tipo de andlise as freqiiéncias
alélicas e genotipicas de genes candidatos a predispor a doenca sdo comparadas
entre pacientes e individuos saudaveis (Risch e Merikangas, 1996).

As causas da maioria das doencas complexas ainda sao pouco conhecidas, o
que torna sua elucidacdo mais dificil. Assim sendo, é de grande importancia a
identificacdo dos fatores genéticos que contribuem para esse processo, Visto que
este conhecimento pode auxiliar ndo sé no desenvolvimento de melhores estratégias

de tratamento, mas também auxiliam no entendimento da etiologia da doencga e,
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consequentemente, podem permitir novos métodos de diagnostico e prevencgdo
(Petzl-Erler, 1999).

Muitas das doencas complexas sdo atribuidas a disfungBes auto-imunes,
como pénfigo folidceo e vulgar, artrite reumatoide e diabetes tipo 1. Doencas auto-
imunes séo condi¢cdes cronicas que se caracterizam pelo ataque do sistema imune a
um ou mais 6rgaos préprios e afetam aproximadamente 5% da populagéo (Becker et
al.,, 1998). Os mecanismos envolvidos na auto-imunidade ainda s&o pouco
conhecidos, mas a participacdo de um componente genético € demonstrada pela
agregacdo familial das doencas, o que significa que ha um risco maior de um
consanglineo apresentar a patologia em relacdo a outros individuos (Strachan e
Read, 2002).

3.2 PENFIGO FOLIACEO ENDEMICO

3.2.1 Etiologia

Pénfigo € o nome dado a um grupo de doencas auto-imunes raras
caracterizadas pela producdo de auto-anticorpos contra moléculas de adeséo celular
expressas na superficie de queratinécitos, as desmogleinas (Amagai, 1995),
resultando no aparecimento de vesiculas intra-epidérmicas (Veldman e Feliciani,
2007).

O pénfigo vulgar (PV) e o pénfigo folidceo (PF) séo os principais tipos clinicos
da doenca, sendo o0s auto-antigenos reconhecidos por auto-anticorpos IgG, a
desmogleina 3 (Dsg3) e a desmogleina 1 (Dsgl) respectivamente (Miyagawa et al.,
1999). A Dsgl, expressa principalmente nas células da camada subcornea da
epiderme, é reconhecida no PF pelos auto-anticorpos IgG especificos, causando um
fenbmeno chamado acantolise, no qual ocorre lise das juncgfes intercelulares do
epitélio escamoso. No espaco formado pela perda da adeséo das células formam-se
as bolhas intraepidérmicas. A Dsg 3 é principalmente expressa nas células da
camada suprabasal da epiderme, que € mais interna, e nas mucosas. Portanto, a
auto-imunidade contra Dsg3 gera lesdes mais profundas no PV (Chidgey, 1997).

Outra forma imunolégica menos comum é o pénfigo paraneoplasico que esta
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associado a tumores e no qual, além das Dsg 1 e 3, as proteinas plaquinas séo
alvos dos auto-anticorpos. Nesta forma de pénfigo séo observadas lesdes na pele e
mucosas (Martel et al., 2003).

No pénfigo foliaceo, os anticorpos depositados sobre os queratindcitos sao
principalmente da classe IgG, particularmente da subclasse IgG4, com titulos
menores de 1gG1, IgG2, 1gG3 e IgM (Tremeau-Martinage et al., 1995). Também
podem ser detectados anticorpos circulantes que incluem IgG4, 1gG1, e raramente
IgG3 (Jones et al., 1988). A recuperacdo dos pacientes geralmente esta
correlacionada com o declinio dos titulos de IgG4, enquanto os titulos de IgG1l
muitas vezes permanecem detectaveis, corroborando o papel patogénico dos
anticorpos IgG4 (Bhol et al., 1994).

O papel dos auto-anticorpos no desenvolvimento do pénfigo folidceo esta bem
estabelecido, no entanto, o mecanismo molecular da acantllise permanece
controverso e sob intensa investigacdo. Entre as hipéteses em estudo, encontram-se
impedimento estérico, atividade proteolitica, transducédo de sinal no queratindcito,
endocitose da desmogleina, sintese alterada ou degradacdo de proteinas
desmossomais e apoptose (Dasher et al., 2008).

Dasher et al. (2008) sugerem o envolvimento de multiplos mecanismos. O
evento inicial, a ligacdo entre IgG patogénico e a Dsg alvo, geraria uma transicao
estrutural na proteina alvo. A natureza dessa modificacdo estrutural permanece
desconhecida, mas pode ser derivada de impedimento estérico, no qual a ligacao
entre Dsg e anticorpo anti-Dsg causariam um impedimento da interacdo entre
proteinas desmossomais, ou ainda derivada de ruptura de interacdes entre proteinas
desmossomais, ou mudancas conformacionais da Dsg. Esta modificacdo estrutural
resultaria em aumento da fosforilacdo pela quinase p38 (proteina quinase ativada
por mitdbgeno) desencadeando uma cascata de eventos celulares (Dasher et al.,
2008). Finalmente, a ruptura de interacdes moleculares e da face citoplasmica dos
desmossomos, colapso do citoesqueleto, endocitose da Dsg, apoptose e outros
eventos intracelulares, ocorreriam sequencialmente ou agiriam sinergicamente,

resultando em perda da adeséao celular.
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3.2.2 Quadro Clinico

As lesBes primarias caracteristicas do pénfigo foliaceo endémico sao bolhas
superficiais que podem se transformar em discretas erosdes, escama fina e
aderente ou em pequena crosta hemorrdgica. 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 trés formas clinicas do PF: a localizada, a
generalizada e a hiperpigmentada. Na forma localizada as lesfes séo limitadas as
areas seborréicas da pele, sendo normalmente pequenas bolhas que quando se
rompem causam erosdes deixando a area eritematosa, violacea ou com papulas.

O pénfigo foliaceo generalizado pode apresentar-se nas formas: (1) bolhosa-
esfoliativa, doenca aguda, com lesdes bolhosas e auséncia de septicemia ou
bacteremia; (2) eritroderma-esfoliativo, com erosdes superficiais confluentes,
crostosas, e com exsudato sérico, infeccbes secundarias podem também ser
observadas; e (3) placas ceratéticas generalizadas e lesées nodulares.

A forma hiperpigmentada estd associada a remissdo da doenca, podendo
restringir-se a areas de lesdes antigas ou se difundir para areas ndo afetadas
anteriormente (Campbell et al., 2001). A Figura 1 destaca pacientes com PFE.

Fonte: DANILLO G. AUGUSTO
LGMH - UFPR

Figura 1. Imagens de pacientes com PFE. Em destaque o aspecto das les6es em portadores de PFE.
Fonte: Imagens cedidas pelo Mestrando Danillo G. Augusto (LGMH).
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3.2.3 Diagndstico e Tratamento

O diagnodstico € baseado em observacbes clinicas, histolégicas e
imunologicas. A acantOlise é detectada por exames histologicos e a elevada
concentracdo de auto-anticorpos do tipo IgG € detectada por imunofluorescéncia
indireta no soro de pacientes (IFI) (Campbell et al., 2001). A diferenciacao entre PV
e PF pode ser feita pela observacdo de lesGes orais (mucosas), encontradas
somente em individuos acometidos por PV.

O tratamento é feito com glicocorticoides administrados por via oral sendo a
prednisona a droga mais usada; a dosagem depende da gravidade das lesGes e é
reduzida com a melhora do quadro clinico. Por demandar um tratamento prolongado
podem surgir efeitos colaterais como o desenvolvimento de infeccdes intestinais,
extracutaneas e urindrias, pneumonia, tuberculose e septicemias. Além disso,
hipertensdo, hiperglicemia, aumento de peso, osteoporose, gastrite, Ulcera
gastrintestinal e surtos psicoticos podem surgir durante o tratamento. Os pacientes
devem ainda proteger-se da luz solar que pode induzir a formacgéo de bolhas, sendo
0 sol um fator ambiental dos mais importantes no desenvolvimento e agravamento
do PFE (Campbell et al., 2001). Banhos de permanganato de potassio (diluicdo de
1/40.000) s&o usados para promover a cicatrizacdo e reduzir a sensagao de

ardéncia causada pelas lesées (Harman e Black, 1999; Campbell et al., 2001).

3.2.4 Epidemiologia

O pénfigo foliaceo é encontrado sob as formas: esporadica e endémica. O
pénfigo folidceo ocorre na América do Norte, Europa, e em areas ndo endémicas da
América do Sul. A forma endémica ocorre principalmente na Ameérica do Sul
incluindo paises como Brasil, Bolivia, Paraguai e Argentina (Petzl-Erler e
SantaMaria, 1989) e também na Tunisia (Bastuji-Garin et al., 1995).

As caracteristicas clinicas, histolégicas e imunoldgicas sdo semelhantes entre
as formas do PF, mas as epidemioldgicas ndo. Na Franca, a incidéncia € de 1,7
casos por milhdo por ano, destes casos, 73% correspondem ao PV, a incidéncia
aumenta com a idade, e a proporcéo sexual de afetados corresponde a 2 mulheres:1

homem. Na Tunisia a incidéncia é de 6-7 casos por milhdo por ano. A maioria dos
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casos, 61%, corresponde ao PF, a propor¢cdo de mulheres para homens afetados é
de 4:1 e a taxa de incidéncia € maior entre mulheres jovens (Bastuji-Garin et al.,
1995). Ja no Brasil o PF € o mais comum com uma incidéncia de 25-35 casos por
milh&o por ano.

No Brasil, o pénfigo foliaceo é endémico nos estados de Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S&o Paulo e Parana. A maioria dos casos ocorre
em regibes com altitude entre 500 e 800 metros, préoximas a rios acometendo
trabalhadores rurais e indigenas (Lombardi et al., 1992; Campbell et al., 2001).
Freqlentemente aparece em criangas e jovens com pico de incidéncia entre 20 e 30
anos de idade. A proporc¢do sexual de afetados é de 1:1 (Diaz et al., 1989).

No final da década de 80, o pénfigo foliaceo passou a ser chamado de
pénfigo foliaceo endémico (PFE) no Brasil, onde também é conhecido como fogo
selvagem. O endemismo torna esta patologia peculiar, pois € a Unica doenca que €
ao mesmo tempo auto-imune e endémica (Campbell et al., 2001).

3.2.5 Aspectos Ambientais

A partir da metade da década de 70, a endemia reduziu muito principalmente
em Sado Paulo e Parana, e atualmente estd estabilizada em alguns focos. A
ascensdo e a queda da endemia do PFE coincidem com a trajetoria do
desbravamento e ocupacéo do territério 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 doenca ocorre na area endémica pois os titulos
de anticorpos anti-Dsgl em individuos saudaveis elevam-se com a proximidade da
residéncia destes com a area endémica na reserva de Limédo Verde (Amambai, MS),
na qual vivem os indigenas Terena. A picada de um mosquito hematofago da familia
Simuliidae parece ser o unico fator ambiental comum entre os pacientes analisados
por Lombardi et al. (1992). Especula-se que alguma molécula ou virus de sua saliva
seria 0 responsavel por desencadear a auto-imunidade através de uma reacgéao-
cruzada. Em um levantamento feito em 1998, descobriu-se que a distribuicdo de
uma unica espécie de simulideos, Simulium nigrimanum, é coincidente com os locais

de foco da doencga (Eaton et al., 1998).
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Os altos titulos de anticorpos anti-Dsg em individuos saudaveis de Limé&o
Verde levaram Li et al. (2003) a um estudo que concluiu que algum antigeno salivar
desses insetos pode conter uma molécula que reage de forma cruzada com a Dsgl
e desencadeia uma resposta ndo-patogénica de auto-anticorpos anti-EC5, o quinto
dominio extracelular da Dsgl. Esta regido, que € muito pequena e proxima a
membrana (Figura 2), pode estar oculta in vivo e, consequentemente, € incapaz de
ser reconhecida por anticorpos circulantes anti-EC5. Os pacientes que desenvolvem
PFE seriam individuos geneticamente predispostos que, através do fenémeno
chamado espalhamento intramolecular de epitopos, produziriam uma resposta
patogénica de anticorpos contra os primeiro (EC1) e segundo (EC2) dominios
extracelulares da Dsgl. Os dominios EC1 e EC2 (Figura 2) sdo 0s responsaveis
pela funcdo de adesdo das desmogleinas e quando reconhecidos pelos auto-
anticorpos possivelmente perdem a capacidade de mediar a adesdo celular
desencadeando o pénfigo folidceo endémico.

O espalhamento de epitopos € uma resposta auto-reativa especifica de
células B ou T aos epitopos endbégenos, que sdo distintos dos epitopos
desencadeadores da doenca. Estes epitopos podem ser derivados da proteina
reconhecida inicialmente ou de proteinas secundarias, sendo reconhecidos durante
uma resposta inflamatéria ou em caso de auto-imunidade crénica (Vanderlugt e
Miller, 2002).

Diaz et al. (2004) mostraram que um nuamero significativo de pacientes com
doencas transmitidas por vetores hemat6fagos como oncocercose, leishmaniose e
doenca de Chagas, também possuem auto-anticorpos anti-EC5. Este modelo
proposto por Li et al. (2003) explica porque pacientes com oncocercose,
leishmaniose e doenca de Chagas ndo tém pénfigo, mesmo portando anticorpos
anti-EC5, e também pode explicar porque muitos individuos saudaveis e parentes
consanglineos de pacientes possuem anticorpos anti-Dsgl e ndo desenvolvem a
doenca.

Outros aspectos ambientais menos estudados como a nutricdo podem estar
associados ao desencadeamento do PFE, além da existéncia de causas enddgenas

como o perfil genético.
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Figura 2. Modelo da via imunopatogénica para o desenvolvimento do PFE. Fatores ambientais
desencadeiam a producdo de anticorpos IgG1 e IgG4 que desencadeiam resposta ndo-
patogénica contra o dominio EC5 da Dsgl. Em individuos geneticamente predispostos, o
espalhamento intramolecular de epitopos resulta na geragédo de anticorpos 1gG4 contra 0s
dominios EC1 e EC2, o que induz a doenca. Fonte: adaptado de Li et al. (2003).

3.2.6 Aspectos Genéticos

A participacdo de um componente genético na patogénese do PFE é
evidenciada pela sua agregacdo familial. O namero de casos da doenca entre
individuos geneticamente relacionados € muito superior ao de individuos com
ligacbes apenas sociais, mesmo nas regides endémicas (Hans-Filho et al., 1999). E
a associacdo de genes HLA (antigeno leucocitario humano) do MHC (o complexo
principal de histocompatibilidade) é comumente investigada em doencas auto-
imunes, devido a alta variabilidade no sitio de ligacdo que define a afinidade do
peptideo que estd sendo apresentado e, portanto, a capacidade de um individuo
gerar uma resposta imune a um antigeno, sendo ele estranho ou proprio (Todd,
1999).

Ao investigar uma populacdo brasileira caucasoide em um estudo pioneiro,
Petzl-Erler e SantaMaria (1989) concluiram que a predisposicdo ao PFE estaria
principalmente associada a alelos HLA do MHC de classe Il, sendo os haplétipos
DR1.DQwl e DR4.DQw3 marcadores de susceptibilidade, e os haplétipos
DR7.DQw2 e DR3.DQw2, marcadores de resisténcia a PFE. Outros estudos
associam PFE aos alelos HLA DRB1*01, *04 e *14 (Moraes et al., 1991). Estudos
em uma populacdo japonesa (Cerna et al., 1993) encontraram associacdo da
doencga com os alelos HLA-DR4 e DR14.
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As associagbes com os alelos HLA-DR1 e DR4 foram corroboradas pelo
estudo de Pavoni et al. (2003) que também detectou associa¢des positivas com 0s
alelos DRB1*0101, *0103, *0406, *0410, *1406 e *1601, além de associacdes
negativas com DRB1*0301, *08 (especialmente *0801) e *11 (*1101 e * 1104). Em
populacées indigenas (Terena e Xavantes) somente DRB1*0404 foi associado com
PF, e DRB1*08 em associacdo negativa. Estudos com PF esporadico revelaram
associacdes com os alelos DRB1*0102 e *0404 em europeus (Moiseau et al., 2000),
e com *1401, *1405 e *0406 em asiaticos (Miyagawa et al., 1999). As discordancias
nos resultados das associagcbes podem ser resultantes de diferencas da
variabilidade dos genes HLA entre as populagbes, ja que associacdes nao
detectadas em determinado grupo étnico podem ser explicadas pela auséncia ou
baixa frequiéncia dos alelos correspondentes nesta populacao (Pavoni et al., 2003).

Também foram detectadas associacdes entre os polimorfismos -590 C>T da
interleucina 4 e -174 G>C da interleucina 6 e o PFE. Foi encontrada associacao
positiva com o genétipo TT (OR=2,71) e associacdo negativa com o alelo C
(OR=0,13) de IL4, além de associacdo negativa do gendtipo CC (OR=0,13) e
associacao positiva de portadores do alelo G (OR=7,66) em IL6 (Pereira et al.,
2004). As interleucinas sdo moléculas criticas no controle e modulagdo das
respostas imunes. Cabe destacar os resultados obtidos para as variantes genéticas
do auto-antigeno DSG1, visto que os polimorfismos 809 C>T e 1660 G>A nao estao
associados ao PFE (Malheiros, 2003).

Braun-Prado e Petzl-Erler (2007) encontraram uma fraca associagcdo entre o
PFE e o alelo PD1.6A do gene PDCD1 (programmed cell death 1 molecule) em
Euro-Brasileiros. O gene PDCD1 pertence a familia CD28 de receptores e participa

da inducdo e manutencéo da tolerancia periférica (Braun-Prado e Petzl-Erler, 2007).

3.3 RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA

3.3.1 O gene RAGE

O gene do receptor para os produtos finais de glicacdo avancada (RAGE:
Receptor for Advanced Glycation End Products) humano foi mapeado no
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cromossomo 6p21.3, no MHC de classe Ill (Sugaya et al., 1994, GenBank/EMBL
Data Bank Accession Number D28769).

Este gene é composto por 11 exons e 10 introns e ja foram identificados cerca
de 50 polimorfismos nas sequéncias de DNA da regido promotora, exons, introns e
regides 5'- e 3’-UTR (ndo-traduzida) do gene RAGE. A Figura 3 mostra as principais

variantes descritas para o gene RAGE.
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Figura 3. Mapa de polimorfismos do gene RAGE. As variantes mais comuns estdo marcadas em
negrito; os polimorfismos analisados neste estudo estéo destacados por circulos. Fonte:
adaptado de Kankové et al. (2005).

3.3.2 Polimorfismos de RAGE

Varios estudos indicam um possivel efeito dos polimorfismos do gene RAGE
como mediadores de funcdo alterada do receptor, associando-os as complicacdes
micro-vasculares e macro-vasculares do diabetes (Ding e Keller, 2005). Contudo, em
sua maioria, os polimorfismos de RAGE sé&o responsaveis por alteracdes de baixa
frequéncia em regibes codificadoras ou ainda estdo localizados em regiées nao-
codificadoras (Poirier et al., 2001). Este pode ser o motivo de a maioria dos estudos
de associacdo que investigam a relacdo entre os polimorfismos de RAGE e
complicagbes do diabetes, apresentarem ainda resultados negativos ou
controversos.

Além da baixa frequéncia de polimorfismos do gene RAGE outras hipbteses
foram levantadas para explicar a divergéncia entre os resultados de associacdo com
doencas como o diabetes e suas complicacdes. Estas hipdteses incluem as diversas
origens das populacdes chamadas Caucasoides (Inglaterra, Eslovénia, Finlandia,
China, Italia, Franga, entre outros), diversidade de etnias nos estudos, diferencas de
expressao do gene RAGE in vitro e in vivo (Rudofsky et al., 2004), desequilibrio de

ligacdo entre os alelos -429C e -374A ou entre os polimorfismos do gene RAGE e
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regibes adjacentes ou proximas que conferem susceptibilidade ou protecdo as
complicagfes do diabetes (Santos et al., 2005).

Apesar das discrepancias entre os estudos, variacées no exon 3, regiao que
codifica o sitio de interacdo ligante-receptor, ou em regiées responsaveis pela
regulacédo da expressdo de RAGE, como o promotor, tém sido alvos importantes das
pesquisas porque podem alterar a concentracdo e atividade do receptor RAGE
(Hudson et al. 2002). Estudos de frequéncias destes polimorfismos do gene RAGE
tém se mostrado os mais promissores em associacfes com doencas onde existe um
componente imunolégico e inflamatério importante.

Hudson et al. (2001) identificaram a repeticao de trés nucleotideos (GGT)n na
posicao -1420 e as substituicfes -1393 G>T, -1390 G>T, -1202 G>A, -429 T>C, -374
T>A além do polimorfismo 63 pb del (delecdo da regido -407_-345del) na regido
promotora de RAGE; estes autores também detectaram a substituicdo +20 T>A na
regido 5’-UTR. Destes, foi demonstrado que os polimorfismos -429 T>C, -374 T>A e
63 pb del alteram a expressdo 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 aminoécidos:
G82S (exon 3), T187P (exon 6), G329R (exon 8) e R389Q (exon 10), mas apenas o
polimorfismo G82S (exon 3) foi encontrado em frequéncia expressiva, com a
frequéncia do alelo raro de no minimo 3%.

A transicdo 2184 A>G no intron 8 pode estar situada no sitio de interacdo com
proteinas reguladoras do splicing, e foi associada ao estado antioxidante de
pacientes diabéticos (Kankova et al., 2001). Em um estudo posterior, Kankova et al.
(2005) encontraram ainda uma maior frequéncia do alelo 2184G em um grupo de
diabéticos com nefropatia.

Yoshioka et al. (2005) n&o encontraram relacdo entre o polimorfismo
1704G>T e microalbumindria (estagio inicial de nefropatia) em japoneses diabéticos
tipo 2. Estes resultados divergem daqueles encontrados por Matsunaga-Irie et al.
(2004) que observaram uma fraca relagéo entre 1704G>T e nefropatia em japoneses
diabéticos tipo 2, 0 que pode ser devido a pequena amostra analisada pelos ultimos.
Este polimorfismo ocorre no intron 7 de RAGE, e ainda nao foi determinado se ele

apresenta algum efeito funcional.
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Recentemente, Rudofsky et al. (2004) descreveram uma reducdo do risco de
desenvolvimento de nefropatia em diabéticos associada a presenca do polimorfismo
63 pb del da regido promotora em pacientes com diabetes tipo 2. Este polimorfismo
esta associado a um aumento da expressdo génica de RAGE em individuos com
esta delecao (Hudson et al., 2001).

De acordo com Hudson et al. (2002), o polimorfismo -429T>C da regiao
promotora de RAGE néo est4 associado com isquemia cardiaca, tanto em diabéticos
quanto em ndo diabéticos, porém foi observada associacdo do alelo -429C com
retinopatia em diabéticos tipo 2 (Hudson et al., 2001; Hudson et al., 2004). Kankova
et al. (2005) encontraram associagao entre o alelo -429C e nefropatia em pacientes
diabéticos. Por outro lado, Santos et al. (2005) ndo encontraram associacao dos
polimorfismos -429 T>C e 63 pb del com retinopatia, nefropatia e isquemia cardiaca
em pacientes diabéticos tipo 2 caucaséides e Afro-Brasileiros. Dados reportados por
Hudson et al. (2001) mostraram que a presenca 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 regido promotora de RAGE est4 associado com aumento
da frequéncia de cancer de células pulmonares nao-pequenas (non-small cell lung
cancer). No entanto, Hudson et al. (2004) ndo observaram associacdo entre este
polimorfismo e isquemia cardiaca em diabéticos e ndo diabéticos, bem como com
retinopatia em diabéticos.

Pettersson-Fernholm et al. (2003) investigaram os polimorfismos -429 T>C,
-374 T>A e G82S em finlandeses diabéticos tipo 1, e os resultados indicaram que o
gendtipo -374AA tem efeito protetor contra o desenvolvimento de doenca
coronariana, além de uma associacao do polimorfismo -374 T>A com nefropatia
nestes individuos. Entretanto, Poirier et al. (2001) ndo encontraram esta associacao
guando estudaram franceses com diabetes tipo 1.

Santos et al. (2005) reportaram uma associacdo do alelo -374A com a
reducao do risco de isquemia em diabéticos tipo 2 Afro-Brasileiros. Em concordancia
com estes resultados, Falcone et al. (2004) mostraram que individuos com o
genotipo -374AA tem uma menor susceptibilidade a doenca arterial coronariana. A

substituicdo T>A na posi¢ao -374 da regido promotora provoca a modificacdo de um



32

sitio de ligacdo a um complexo de proteinas repressoras da transcricdo de RAGE,
aumentando o nivel de expressao 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 desequilibrio de ligagédo entre o alelo -429C da regido promotora de RAGE
e os alelos do haplétipo ancestral 8.1 (8.1 AH), o que inclui HLA-DRB1*0301 e
DQB1*0201, TNF2 e mono-S-RCCX em uma populacdo de hungaros com diabetes
tipo 1. O hapldtipo 8.1 AH tém sido associado ao desenvolvimento acelerado do HIV
(Cameron et al., 1990), susceptibilidade ao diabetes tipo 1 (Hanifi et al., 1998), lupus
eritematoso sistémico (Christiansen et al., 1991), dermatite herpitiforme (Wilson et
al., 1995) e miastenia grave (Degli-Esposti et al., 1992). E importante frisar que o
haplétipo formado pelos alelos HLA-DRB1*0301 e DQB1*0201 foi associado a um
aumento da resisténcia ao pénfigo foliaceo endémico (Petzl-Erler e SantaMaria,
1989), apontando para uma possivel associacdo do alelo -429C ao pénfigo foliaceo
endémico.

No polimorfismo G82S a substituicAo de guanina por adenina (G>A) na
posicdo 555 (GGC—>AGC) do exon 3 de RAGE gera alteracdo nao-sinbnima do
residuo de aminoacido no codon 82, com a substituicdo de glicina (G, Gly) por serina
(S, Ser). O exon 3 codifica uma regido de RAGE envolvida na interacdo com seus
ligantes, portanto, alteraces de residuos de aminoacidos desta regido da proteina
sdo particularmente interessantes, ja que podem alterar a interacdo de RAGE com
seus ligantes (Hudson et al., 2002). Apesar do polimorfismo G82S ocorrer no
provavel sitio de interacdo com os ligantes, ndo € possivel prever os efeitos
estruturais deste polimorfismo ja que a estrutura terciaria da proteina RAGE ainda
nédo é detalhadamente conhecida.

Estudos in vitro mostram que a presenca do gendtipo SS em macrofagos esta
associada com o aumento da afinidade entre AGEs e RAGE, amplificando a
resposta proé-inflamatéria mediada por interleucinas (IL-1q, IL-6) e pelo TNFa (fator
de necrose tumoral a). Estes dados corroboram a hip6tese de que o gendtipo SS
(homozigoto) pode estar relacionado com a resposta inflamatdria anormal em
complicagfes vasculares (Hudson et al., 2002).

N&do foi encontrada diferenca na freqiéncia genotipica ou alélica do
polimorfismo G82S entre individuos saudaveis e diabéticos tipo 2 com ou sem

doenca macrovascular numa populacédo de asiaticos e caucasoides (Hudson et al.,
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1998). Yoshioka et al. (2005) ndo encontraram relag&o entre o polimorfismo G82S e
microalbuminuria (estagio inicial de nefropatia) em diabéticos tipo 2 em uma
populacao japonesa. Por outro lado, Kankova et al. (1999) observaram uma maior
frequéncia do gendtipo SS em individuos diabéticos com Psoriasis vulgaris.
Kumaramanickavel et al. (2002) também encontraram relacdo entre o polimorfismo
G82S e retinopatia em diabéticos.

Sequiéncias intronicas podem participar da ativacdo ou inibicdo de splicing
(Venables, 2007), e estudos de polimorfismos em introns que possam estar
associados a alteracdes do splicing do mMRNA de RAGE ainda sdo escassos ha
literatura. Portanto, € 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 selecdo de SNPs candidatos a
estudos de associacdo a doencas (disponivel gratuitamente no endereco eletrdnico
www.appliedbiosystems.com), revelou que o SNP 2741 G>A localizado no intron 9
préximo ao exon 10, numa regido de interagdo com proteinas reguladoras do
espliceossomo, poderia estar associado a geracdo da isoforma protetora SRAGE
através de splicing alternativo. Esta isoforma soluvel de RAGE é resultado da
conservacao de parte do intron 9 que introduz um coédon de parada na proteina,
eliminando as regides codificadas pelos exons 10 e 11, que codificam a hélice
transmembrana e a cauda citosolica, 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 a montante do exon 10, bem como um esquema de sequéncias
intrénicas que interagem com as proteinas reguladoras do splicing.

As frequéncias alélicas do polimorfismo 2741 G>A reportadas no HapMap
(www.hapmap.org) sdo: 100,0% 2741G em europeus; 2,0% 2741A em asiaticos e

em africanos.


http://www.appliedbiosystems.com/
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a. Seqiiéncia do gene RAGE evidenciando o alelo 2741G do intron 9 préximo ao exon 10
AGGAGGGGCCAACTGC - GTGAG...GCTGTGCTCTCAATTI ICCCTGTCTCCETACAG CTCTGTGGGA

b. Esquema das seqiiéncias de um intron que interagem com as proteinas reguladoras do splicing
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Figura 4. Localizacdo do polimorfismo 2741G>A. a) Seqiiéncia 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 estdo marcados os nucleotideos da Regra GT-AG
(nucletideos conservados nas extremidades de introns), e em branco estédo os nucleotideos
vizinhos ao intron. Fonte: adaptado de Heidemann (comunicacdo oral). b) Seqiiéncias
conservadas que sdo relevantes para o splicing; as seqiéncias intrbnicas sao
representadas por uma linha e, seqiiéncias exénicas sdo 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 proteina de
aproximadamente 45 kDa, membro da superfamilia das imunoglobulinas de
superficie celular. A regido extracelular de RAGE consiste de trés dominios de
imunoglobulina: um N-terminal do tipo V (variavel), seguido por dois do tipo C
(constante) estabilizados por pontes de enxofre internas entre residuos de cisteina.
Uma unica regido transmembrana fixa o receptor RAGE na membrana e uma
pequena cauda citosélica de 43 residuos de aminoacidos altamente carregada,
interage com as moléculas de transducéo de sinal citosolicas.

O sitio de interacdo com AGEs parece estar localizado numa regido que
compreende os 30 primeiros residuos de aminoacidos do dominio V (Li e Schmidt,
1997). Apesar de nao interagirem com os ligantes, os dominios C parecem ter
importante papel na estabilizacdo do dominio V (Schmidt et al., 2000). A Figura 5
mostra a estrutura da isoforma completa do receptor RAGE e sua interacdo com 0s
AGEs através do dominio V.

Duas outras formas do receptor RAGE resultantes de splicing alternativo sao
conhecidas. Além da forma completa de RAGE, uma proteina com 45 kDa, a
isoforma C-truncada de RAGE tem 35 kDa e é secretada (Neeper et al., 1992). Esta
isoforma € o chamado RAGE soluvel (sSRAGE; item 3.3.2) que conserva parte do
intron 9 (Schmidt et al., 1994; Yonekura et al., 2003; Ding e Keller, 2005). A proteina
SRAGE é uma provavel supressora da ativagéo e sinalizacdo de RAGE, visto que

sequestra seus ligantes impedindo a transducdo de sinal celular feita pela cauda



35

citosolica que esta ausente, evitando dessa forma os efeitos da interacdo ligante-
RAGE (Ding e Keller, 2005).

Segundo Yonekura et al. (2003) existe ainda uma forma N-truncada de
RAGE, resultado da conservagcdo do intron 1 que contém um codon de parada.
Assim, o inicio de traducdo deste MRNA passa a ser o segundo cdédon da metionina
no exon 3, resultando na perda da sequéncia de amino&cidos contida nos exons 1 e
2 além de parte do exon 3 (Yonekura et al., 2003; Ding e Keller, 2005). A forma N-
truncada ndo contém o dominio imunoglobulina tipo V, o que também causa uma
diminuicdo 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 sdo resultado de processamento poés-traducional de
RAGE (Brett et al., 1993).
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Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura do receptor RAGE. Fonte: adaptado de Schmidt e
Stern (2000).

O receptor RAGE é expresso em baixa concentragdo em Varios tipos
celulares, como células endoteliais vasculares, musculares lisas, glomerulares,
macrofagos e mondocitos (Brett et al., 1993). Em situacbes de acumulo dos seus
ligantes, bem como em estresse, desenvolvimento normal, diabetes, insuficiéncia
renal, processos inflamatorios ou doenca de Alzheimer (Yan et al., 1996; Nishikawa
et al., 2000; Schmidt e Stern, 2000; Hudson et al., 2002), a expressao de RAGE é
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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 proteina RAGE € a sua capacidade de reconhecer
varios ligantes, permitindo a sua participacdo em um amplo espectro de eventos
fisiopatolégicos, relacionados principalmente a propagacdo de disfuncédo celular
(Schmidt et al., 2000). O receptor RAGE interage com ligantes estruturalmente
distintos, mas com conformacfes semelhantes, permitindo reconhecimento de uma
variedade de seqiiéncias primarias de residuos de aminoacidos; este fato demonstra
a importancia do entendimento da estrutura do sitio de reconhecimento dos ligantes
de RAGE (Schmidt et al., 2000).

Os ligantes da proteina RAGE mais conhecidos sdo os produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs ou advanced glycation end products), que constituem um
grupo heterogéneo de compostos responsaveis por efeitos adversos, incluindo
reducdo de atividade enzimatica, danos a acidos nucléicos, formacdo de ligacdes
cruzadas (cross-linking) entre proteinas, além de inducdo de vias citotoxicas
(Brownlee, 1994). A formacédo de AGEs (Figura 6) ocorre pela natureza reativa de
acucares redutores, como a glucose que, por meio de seus grupos aldeidos ou
cetonas, reagem n&o-enzimaticamente com grupos amino livres de proteinas,
produzindo uma ligacao irreversivel. Esta reacao foi descrita primeiramente por Luis-
Camille Maillard em 1912 (Huttunen, 1996).

Um grande numero de AGEs (Figura 7) tém sido isolado ou sintetizado de
novo. Os mais estudados sdo a carboxi(metil)lisina (CML, N°-(carboximetil)lisina)
(Ahmed et al., 1986) e a pentosidina (Sell et al., 1989). Os AGEs estéo relacionados
com diversas patologias, como por exemplo, doencas vasculares, complicacbes
micro- e macro-vasculares do diabetes e arteriosclerose. O efeito mais conhecido
dos AGEs é a sua capacidade de formar ligagcdes cruzadas (cross-linking) entre
proteinas gerando efeitos toxicos no organismo.

A formacédo de AGEs causa alteracdes fisiopatologicas via trés mecanismos

(Brownlee, 1995): 1) a formagdao de AGEs na matriz extracelular prendendo
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proteinas, e eventualmente, estreitando o lumen de vasos sanguineos; 2) a
formacao de AGEs intracelularmente, alterando estrutura e fungéo de proteinas e; 3)
AGEs interagem com receptores especificos, ativando vias pro-inflamatoérias e pro-
trombdticas através de estresse oxidativo e da ativacdo de fatores de transcricao,

como € o caso da interagcdo AGEs-RAGE.
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Figura 6. Modelo esquematico da formacao de AGEs. Fonte: adaptado de Basta et al. (2004).
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Figura 7. Estrutura quimica de AGEs. Fonte: adaptado de Huttunen (1996).
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Além dos AGEs, outros ligantes de RAGE incluem os polipeptideos
S100/calgranulinas e as anfoterinas, com efeitos ainda pouco elucidados apo6s a
interacdo com RAGE. No entanto, sabe-se que ambas desempenham papel durante
0 desenvolvimento normal e em inflamagé&o do tecido nervoso (Hudson et al., 2002).
Além disso, os polipeptideos S100/calgranulinas sé&o citocinas da resposta pro-

inflamatoria e as anfoterinas participam da migracéo e invasédo de tumores (Schmidt
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et al., 2000). Selkoe (1994) mostrou que a proteina B-amildide, formada através da
protedlise da proteina amildide, também € um dos ligantes de RAGE, sugerindo o
envolvimento deste receptor na doenca de Alzheimer. Neste mesmo estudo foi
demonstrado que RAGE atua como mediador do transporte da proteina p-amiloide
através da barreira sanguinea do cérebro contribuindo para o seu depdsito na

membrana basal de vasos sangliineos.

3.4 EFEITOS DA ATIVIDADE DO RECEPTOR RAGE

RAGE é um mediador da transducdo de sinal que desencadeia estresse
oxidativo e ativacdo da expressao de fatores de transcricdo, como por exemplo, o
NF-kB (fator nuclear-kB), modulador da expressao de outros genes relacionados a
resposta proé-inflamatéria, ao estado de pré-coagulacdo e a vasoconstricdo (Lapolla
et al., 2005).

A ativacdo e translocacdo nuclear de NF-kB aumentam a expressao de
proteinas envolvidas na adesédo de leucocitos ao endotélio, um processo implicado
com o inicio de lesBes ateroscleréticas e de outros distirbios vasculares (Collins,
1993; Chavakis et al., 2004). A proteina VCAM-1 (molécula de adesao celular
vascular 1) é expressa no endotélio de placas ateroscleroticas, e gera aumento da
adesao de mondécitos (O’Brien et al., 1993), que sao recrutados por quimiotaxia aos
sitios de acumulo de AGEs (Schmidt et al., 1993). A interacdo AGEs-RAGE causa
ainda aumento da expressdo de TF (fator tecidual) e de trombulina pelo endotélio
(Westwood et al., 1995) e macréfagos (Ichikawa et al., 1998), iniciando um estado
de pro-coagulacdo. O receptor RAGE ativado também induz a expressdo de
endotelina-1, um potente vasoconstritor que inibe a producédo de prostaciclina e de
oxido nitrico, contribuindo para a hipertensdo em diabéticos. A inibicdo da producéo
de prostaciclinas resulta em retinopatia por perda de pericitos (Yamagishi et al.,
1995).

A ativacéo do receptor RAGE gera também o aumento nas concentracdes de
citocinas de resposta pro-inflamatoria, como as interleucinas IL-1a e IL-6 e o fator de
necrose tumoral (TNFa) entre outros (Hofmann et al., 1999). O acumulo de AGEs
induz aumento da expressao de RAGE, portanto, receptor e ligante co-acumulam
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nos glomérulos renais, retina e aorta de diabéticos como consequéncia de
hiperglicemia (Soulis et al., 1997). A distribuicdo coincidente de receptor e ligante
resulta em ativacdo prolongada do receptor, sugerindo uma alca de retro-
alimentacao positiva (feedback positivo), onde a interacdo ligante-receptor aumenta
a expresséo do receptor (Schmidt et al., 2000).

O papel do receptor RAGE em condicfes fisiolégicas normais permanece
indefinido. Estudos recentes (Zhou et al., 2006) sugeriram um papel regulador de
RAGE na maturacdo e funcéo de osteoclastos. Apds nocaute do gene RAGE, foi
detectado um aumento da massa e da densidade de minerais no o0sso de
camundongos, além de diminuicdo da atividade reabsortiva do 0sso in vivo.
Experimentos in vitro sugerem que RAGE também esté envolvido na reorganizagéo,
adesdao e funcéo da actina do citoesqueleto em osteoclastos (Zhou et al., 2006).

No entanto, em outro estudo foi observado que perda de percepcao da dor foi
prevenida em camundongos diabéticos com o gene RAGE nocauteado (Bierhaus et
al.,, 2004). O mesmo estudo confirmou que alteracbes dependentes de RAGE
incluem inducdo de migracdo celular e invasdo de lesbGes ateroscleréticas por
fagdcitos mononucleares.

Estudos recentes tém mostrado uma associagéo entre a atividade de RAGE e
resposta inflamatoria em patologias intestinais. Tecido derivado de intestino
inflamado apresentou um aumento significativo na expressdo de RAGE e da
ativacdo de NF-kB, sendo que esta ativagao aumentada foi inibida por deplegao de
AGEs ou pela adicdo de sRAGE in vitro (Andrassy et al., 2006). Os resultados de
Raman et al. (2006) sugerem que a ativacdo de RAGE € um fator chave na
disfuncdo da mucosa intestinal apds choque hemorragico e ressuscitacdo, sendo
gue neste processo inicialmente ocorre uma hemorragia que é amenizada atraves
de ressuscitacdo, ou seja, uma recuperacao do estado de equilibrio.

Gebhardt et al. (2008) mostraram que camundongos deficientes em RAGE
sao resistentes ao cancer de pele induzido por DMBA/TPA (um potente indutor de
inflamagéo: 9,10-dimethylbenz[a]anthracene/12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate)
além de exibirem problemas na manutencédo da resposta inflamatoéria. Além disso,
RAGE é necessario para o aumento de mediadores inflamatorios induzidos por TPA,
manutencdo da infiltracdo de células imunes e hiperplasia epidérmica. Estes

resultados sugerem que a sinalizacdo de RAGE leva a manuten¢cédo de uma resposta
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inflamatoéria durante a promocéo do tumor, além de fornecer evidéncia genética de
um novo papel de RAGE, ligando inflamacao cronica ao cancer (Gebhardt et al.,
2008).

Até o momento existem poucas formas de reduzir a expressdo de RAGE,
dentre as quais se destaca o bloqueio da interacdo com seus ligantes através do uso
de sRAGE ou de anticorpos. Além disso, o tratamento com aminoguanidina (um
inibidor da formacédo de AGES) reduz tanto os niveis de AGEs quanto a expressao
de RAGE (Soulis et al., 1997).

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

Interagdo

AGE RAGE \

Geragdo de
radicais livres
de Oxigénio
1 Expressdo de l
RAGE <— Ativagdo de

/ NF -kB Qisse oxidativo

Fator tecidual Elevacdo no niveis de  Liberagdo de

procoagulante VCAM -1 Endotelina-1
vasoconstritiva

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

O gene RAGE foi escolhido como um candidato em potencial para a
predisposicdo ao PFE por dois motivos. Em primeiro lugar, este receptor tem um
papel relevante nos processos inflamatorios persistentes (Hudson et al., 2002), um
fendbmeno aparentemente presente no PFE. Em segundo lugar, alelos do gene
RAGE estdo em desequilibrio de ligagdo com genes HLA, que possuem alelos
associados ao PFE (Pavoni et al., 2003). Estudos de suas variantes alélicas e
haplotipos contendo alelos HLA e de RAGE podem contribuir para a elucidacdo dos
fatores responsaveis pela susceptibilidade ou protecdo ao PFE e do

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

4.1 AMOSTRA POPULACIONAL

A amostra populacional analisada neste trabalho foi coletada, caracterizada e
catalogada pelo Laboratério de Genética Molecular Humana (LGMH) do
Departamento de Genética, Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
do Parana (UFPR), coordenado pela Professora Dra. Maria Luiza Petzl-Erler.

A amostra populacional total contou com 763 individuos, da qual foram
excluidos individuos consanglineos, com pénfigo vulgar ou com etnia
desconhecida. Dos 684 restantes foram ainda excluidos das analises 17 orientais
(exclusivamente do grupo CTRL TOTAL) e 19 indigenas (16 do grupo PFE e 3 do
grupo CTRL TOTAL), por constituirem numero insuficiente de individuos para
garantir comparacdes entre as etnias com poder estatistico. A amostra foi entdo
dividida nos seguintes grupos: (1) pacientes portadores de pénfigo foliaceo
endémico (PFE) e (2) controle (CTRL TOTAL), ou seja, individuos sem a doenca.
Uma vez que a amostra populacional € etnicamente heterogénea e que sub-
populacbes étnicas podem diferir quanto as freqiéncias genotipicas, alélicas e
haplotipicas, os grupos foram subdivididos quanto a ancestralidade das amostras
minimizando seus efeitos. Portanto, as analises estatisticas foram realizadas com
648 individuos no total, incluindo Euro-Brasileiros (EB) e Afro-Brasileiros (AB). Os
resultados encontrados para individuos orientais e indigenas foram apenas citados
para cada lécus estudado.

O grupo EB é uma amostra populacional de origem predominantemente
européia, na qual o componente de ancestralidade africana nao é visivel. A amostra
populacional mestica, de origem predominantemente africana e européia (0 grupo
AB) é composta de individuos mulatos claros (ancestralidade principalmente
européia, mas com componente africano visivel), mulatos médios (contribuicdo
aproximadamente igual de ancestrais europeus e africanos), mulatos escuros e
negros (ambos de ancestralidade predominantemente africana).

O fluxograma abaixo (Figura 9) esquematiza a divisdo da amostra detalhada
acima, bem como os critérios de exclusado e inclusédo utilizados para selecionar a

amostra final analisada.
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Amostra Total (763)
Excluidos:
consangiineos, etnla
desconhecida,

pénfigo vulgar (79)
684 individuos
Analisados
separadamente:
648 individuos

Or|enta|s e |nd|genas

Figura 9. Fluxograma mostrando a divisdo das amostras.

4.1.1 Grupo de Portadores de Pénfigo Foliaceo Endémico (PFE)

O grupo de portadores de pénfigo foliaceo endémico (PFE) totalizou 245
amostras, que foram coletadas no Hospital de Dermatologia Sanitaria Sdo Roque de
Piraquara (Piraquara, PR) em 1988, e principalmente no Hospital Adventista do
Pénfigo (Campo Grande, MS) em diferentes coletas entre 1997 e 2008. O
diagndstico destes pacientes foi realizado através de observacdes clinicas e exames
imunopatoldgicos. Esta amostra foi subdividida quanto a ancestralidade (item 4.1)
em 144 individuos pertencentes ao grupo PFE-EB e 101 ao grupo PFE-AB.

4.1.2 Grupo Controle Total (CTRL TOTAL)

Devido a importancia do fator ambiental no desenvolvimento do pénfigo
foliaceo endémico o grupo controle deve estar pareado com o de pacientes no que
diz respeito a origem geografica e ocupacdo. Portanto, um grupo de individuos
controle (CTRL TOTAL) constituido de 403 amostras obtidas principalmente no Mato
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Grosso do Sul e no Parand, foi subdividido em (1) controle de pénfigo (CTRL1) e (2)
controle do Sul (CTRL2).

O subgrupo CTRL1 é constituido por amostras de 228 individuos coletadas
no Hospital Adventista do Pénfigo ou em Postos de Saude de Campo Grande (MS)
entre 1997 e 2008. A composicdo deste subgrupo é similar aquela do grupo PFE em
relacdo a origem geografica, ambiente e condi¢cdes de vida. Este subgrupo possui
153 individuos CTRL1-EB e 75 CTRL1-AB.

As 175 amostras restantes de individuos do grupo CTRL TOTAL foram
obtidas no Hospital de Clinicas da UFPR, na Santa Casa de Misericérdia ou no
Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, em Curitiba entre 1988 e 2008. Este
subgrupo foi denominado controle do Sul (CTRL2) e é constituido por 156 individuos
CTRL2-EB e 19 CTRL2-AB.

Nas analises estatisticas o grupo CTRL TOTAL foi utilizado para aumentar o
namero da amostra quando as frequéncias alélicas, genotipicas, haplotipicas e de
portadores do subgrupo CTRL1 eram estatisticamente similares aquelas do
subgrupo CTRL2.

4.1.3 Amostra pareada etnicamente

As analises também foram realizadas entre os grupos PFE e CTRL TOTAL
pareados quanto a etnia originando os grupos PFEp e CTRL TOTALp para obtencao
de maiores informacfes quanto as frequéncias genotipicas, alélicas, de portadores e
haplotipicas, principalmente quando os grupos CTRL1 e CTRL2 se mostraram
significativamente diferentes. Esse pareamento é realizado através do uso nos dois
grupos de uma proporcédo igual de Euro-Brasileiros, bem como de negros, mulatos

escuros, mulatos médios e mulatos claros (que estéo incluidos 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 possiveis associacdes entre o
PFE e genes candidatos foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo

seres humanos do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Os voluntarios foram
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esclarecidos quanto ao objetivo e perspectivas da pesquisa e ap0s 0 aceite
preencheram o Termo de Consentimento de Participacao no Estudo (Anexo I) e uma

Ficha de Averiguacao (Anexo II).

4.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de leucocitos de sangue periférico em
amostras de sangue coletadas com EDTA dissddico pelo método de salting-out
(Lahiri e Nurnberger, 1991) ou pelo método fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(Sambrook et al., 1989). A concentragéo final do DNA genOmico foi ajustada para
=20 ng/uL. As amostras com DNA gendmico extraido foram armazenadas a -20°C.
As etapas citadas neste item (4.2) foram realizadas por integrantes do laboratério
LGMH.

4.3 GENOTIPAGEM

Os polimorfismos analisados foram nomeados considerando como
nucleotideo +1 a base A do cdédon ATG que corresponde a posicdo 6665 da
sequéncia do gene RAGE depositada no DDBJ/EMLB/Genbank sob o niumero de
acesso D28769. Os polimorfismos estudados bem como os métodos utilizados para

as genotipagens das amostras estdo descritos na Tabela 1.

TABELA 1 — POLIMORFISMOS ANALISADOS E RESPECTIVOS METODOS

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: delecao; rs:
referéncia do SNP (reference SNP).
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Para obter a genotipagem de todas as amostras, foi necessario realizar uma
precipitagdo com acetato de aménio 7,5 M (Anexo Ill) em 72 amostras que nao

amplificaram, retirando dessa forma possiveis inibidores da reacédo de PCR.

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

A genotipagem do polimorfismo 63 pb del (-407_-345del) da regido promotora
do gene RAGE foi realizada através de amplificacdo de parte desta regido pela
reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

O fragmento da regido promotora do gene RAGE foi amplificado utilizando
como oligonucleotideos iniciadores os descritos por Hudson et al. (2001), que
produzem um produto de PCR de 344 pb, correspondente a regido entre 0s
nucleotideos -590 e -246:

e PROMF:5 GGG GGC AGT TCT CTC CTC 33
e PROMR:5 TCA GAG CCC CCGATCCTATTT 3.

O sistema de reacdo, bem como o programa utilizado, estdo descritos nas

Tabelas 2 e 3, respectivamente. Para a amplificacdo deste fragmento da regido

promotora foi utilizado o termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf).

TABELA 2 — SISTEMA DA REACAO DE AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DE
344 PB DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE

REAGENTES CONCENTRAGCAO NA REACAO  VOLUME (uL)

DNA molde (=20 ng/pL) =1,0 ng/puL 1,0

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

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

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

(10 pmol/uL cada) 0,5 pmol/uL (cada) 1,0

Taq DNA polimerase (5 U/ulL) 0,05 U/uL 0,2

Agua Reagente tipo 1 estéril g.s.p. 20,0 puL 13,8

Volume Final 20,0

Tampéao Tag DNA polimerase (1x; Fermentas): 75 mmol Tris-HCI, 20 mmol (NH,4),SO, e 0,1% (v/v)
Tween 20, pH 8,8 a 25°C. g.s.p.: quantidade suficiente para.
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TABELA 3 - PROGRAMA PARA AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DE 344 PB DA
REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE

NUMERO DE CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1x Desnaturacéo 94 2 min
Desnaturacéo 94 40 s
35x Anelamento 60 40 s
Extensao 72 45 s

1x Extensao Final 72 10 min

Os produtos de PCR obtidos foram submetidos a 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
tampéo TBE 1x (Tris-hidroximetilaminometano 89 mmol/L; &cido bérico 89 mmol/L e
EDTA 1 mmol/L, pH 8,2). Uma aliquota de 2 pyL da solucdo de produto de PCR,
misturada a 3 pL de solucao de aplicagao (glicerol 30%, azul de bromofenol 0,05% e
xilenocianol 0,05%) foi aplicada no gel. Os produtos de PCR foram corados com
solucéo de brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizados em transiluminador sob luz
ultravioleta (302 nm). As imagens obtidas com uma camara CCD (Sistema Biochemi,
UVP) foram armazenadas em computador e também impressas.

A Figura 10 mostra o perfil eletroforético tipico de produtos de PCR de parte
da regido promotora do gene RAGE, contendo os gendétipos: (1) Il, sem a delecao;

(2) ID, delecdo em heterozigose e; (3) DD, delecdo em homozigose.
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Figura 10. Perfil eletroforético do produto de PCR da regido promotora (344 pb) de RAGE.
Evidenciando o polimorfismo 63 pb del em gel de agarose 1,5% (tampéo TBE 1x) corado
com brometo de etideo. Linhas 1: marcador de massa molecular de 100 pb; Linhas 2, 3
e 4: gendtipos Il (sem a delegdo), ID (delegdo em heterozigose) e DD (delecdo em
homozigose), respectivamente; Linha 5 e 6: controles negativo e positivo,
respectivamente. A esquerda do gel estdo os tamanhos do marcador de massa e a
direita estdo os tamanhos dos fragmentos obtidos.
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4.3.2 Genotipagem do polimorfismo -429 T>C da regido promotora do gene RAGE

A genotipagem do polimorfismo -429 T>C foi realizada através da reacéo de
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphisms ou reacdo em cadeia da polimerase - polimorfismos de comprimento
de fragmento de restricdo) como descrito por Picheth (2007). Os produtos de PCR
da regido promotora (344 pb) do gene RAGE foram obtidos como descrito
anteriormente (item 4.3.1) e submetidos a clivagem com a enzima de restricdo Alul
(New Englands BioLabs) nas condi¢cdes descritas na (Tabela 4) produzindo um
padrdo de restricdo caracteristico para cada genaétipo. A Figura 11 mostra o mapa de

restricdo e o perfil eletroforético esperado.

TABELA 4 — SISTEMA DE REACAO DA RESTRICAO DO FRAGMENTO DE 344 PB
DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE COM A ENZIMA Alul

REAGENTES CONCENTRACAO NA REACAO VOLUME (L)
Produto de PCR =1,2 ng/pL 2,0
Tampéao NEBuffer 2 (10x) 1x 1,0
Alul (10 U/uL) 0,15 U/uL 0,15
Agua Reagente Tipo 1 estéril g.s.p. 10,0 uL 6,85
Volume Final 10,0

Homogeneizar e incubar a 37°C por 16 horas

Tampao NEBuffer 2 (1x; New England Biolabs): 50 mmol NaCl; 10 mmol Tris-HCI; 10 mmol MgCl,; 1
mmol DTT, pH 7,9 a 25°C. g.s.p.: quantidade suficiente para.

O produto de PCR da regido promotora do gene RAGE (Figura 11b) que
apresenta o genétipo usual TT na posicdo -429 ndo possui o0 sitio de restricdo de
Alul, portanto, apresenta apenas uma banda de 344 pb apds a restricdo do produto
de amplificacdo. A transicdo de timina para citosina na posicado -429 da regido
promotora (AG|CT) leva ao aparecimento de um sitio de restricdo para Alul,
gerando os fragmentos de 183 pb e 161 pb para o homozigoto CC. Finalmente, o

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



48

a. Mapa de restricdo do produto de PCR da regido promotora (344 pb) do gene RAGE

Alelo -429T

.5’

Alelo -429C

344 pb

|
5 3
|

161 pb |

183 pb

b. Perfil eletroforético dos gendétipos do polimorfismo -429 T>C da regido promotora do gene RAGE
-429TT -429TC -429CC
| 344 pb I 344 pb

| 183 pb | 183 pb
I 161 pb I 161 pb

Figura 11. Clivagem do produto de PCR da regido promotora (344 pb) do gene RAGE com a enzima
de restricdo Alul. a) Mapa de restricdo do produto de PCR, as setas indicam os sitios de
restricdo para a enzima Alul. Em destaque a auséncia do sitio de restricdo (X) na regido
do alelo selvagem -429T. b) Representacdo esquemética do perfil eletroforético dos
gendtipos do polimorfismo -429 T>C da regido promotora do gene RAGE.

Os produtos de restricdo foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% (propor¢édo de acrilamida:bisacrilamida de 20:1 ou 29:1) em
tampdo TBE 1x (item 4.3.1) a ~8°C (Sistema Mini Protean® 3 Cell, Bio-Rad). As
eletroforeses foram realizadas com 5 pL (=12 ng) do produto de restricdo misturado
a 5 pL de solugéo de aplicacéo (item 4.3.1), em voltagem constante de 100 V, =15
mA, por cerca de duas horas. ApOs a corrida eletroforética o DNA foi corado em
solucdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (302
nm). As imagens obtidas com uma camara CCD (Sistema Biochemi, UVP) foram
armazenadas em computador e também impressas. A Figura 12 mostra o peffil
eletroforético tipico deste ensaio para a genotipagem do polimorfismo -429 T>C.

Algumas amostras apresentaram um perfil eletroforético anémalo e diferente
daqueles mostrados na Figura 12. Estes produtos de PCR da regido promotora do
gene RAGE foram entdo submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 8%
(29:1) para identificacdo de polimorfismo de conformacao de fita simples (SSCP ou
Single Strand Conformation Polymorphism) (item 4.4.1). Finalmente, para determinar
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com precisdo a causa dessa migracao eletroforética anémala o produtos de PCR foi
sequenciado diretamente (item 4.4.4) ou clonado e posteriormente sequenciado
(tens 4.4.2, 4.4.3 e 4.4.4, respectivamente).

1 2 3 4
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Figura 12. Perfil eletroforético do polimorfismo -429 T>C. Evidenciando os produtos de PCR da
regido promotora do gene RAGE apés clivagem com a enzima Alul em gel de
poliacrilamida 8% (29:1) (tampdo TBE 1x) corado com brometo de etideo. Linhas 1, 2 e
3: perfil eletroforético dos gendtipos TT, TC e CC, respectivamente. Linha 4: marcador
de massa molecular de 100 pb. A esquerda do gel estdo os tamanhos dos fragmentos
obtidos e a direita, estdo os tamanhos do marcador de massa.

4.3.3 Genotipagem dos polimorfismos -374 T>A da regido promotora e 2741 G>A do
intron 9 do gene RAGE

Os polimorfismos do gene RAGE, -374 T>A da regido promotora e 2741 G>A
do intron 9, foram genotipados através da reacdo em cadeia da polimerase com
aguisicdo de dados em tempo real (Real Time PCR, PCR em Tempo Real ou RT-
PCR). Para isto foi utilizado o sistema TagMan® (Applied Biosystems) em um
termociclador ABI7500 (Applied Biosystems) instalado no Laboratério de
Imunogenética do Hospital de Clinicas da UFPR. O programa 7500 System SDS
(Sequence Detection Software) versao 1.2.3 (Applied Biosystems) foi utilizado nas
analises e caracterizagao dos genotipos.

A genotipagem por PCR em Tempo Real foi realizada utilizando o reagente
TagMan® Genotyping Assay Mix (Assay ID C__ 3293837 1 para 0 -374 T>A;
Assay ID C_ 15861169 10 para o 2741 G>A; Applied Biosystems) especifico para
cada regido e que contém um par de oligonucleotideos iniciadores e um par de
sondas fluorescentes alelo-especificas (Applied Biosystems). Também foi utilizado o
reagente TagMan® 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');
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AmpliTagq Gold® DNA Polymerase UP (Ultra Pura), dNTPs, Referéncia Passiva 1
(ROX), tampéo e aditivos otimizados para a reacdo de PCR em Tempo Real. A
reacdo foi conduzida conforme as especificacbes do fabricante (Applied
Biosystems). As Tabelas 5 e 6 descrevem a composi¢cao do sistema de reacdo e o

programa utilizado, respectivamente.

TABELA 5 — SISTEMA DA REACAO DE PCR EM TEMPO REAL

REAGENTES CONCENTRACAO NA REACAO  VOLUME (uL)
DNA molde diluido em agua (=20 ng) =~3,3 ng/uL 1,0
SNP Genotyping Assay Mix (20x) 1x 0,3

TagMan® Genotyping

Master Mix (2x) x 3.0
Agua Reagente tipo 1 estéril g.s.p. 6,0 uL 1,7
Volume Final 6,0

g.s.p.: quantidade suficiente para.

TABELA 6 - PROGRAMA PARA GENOTIPAGEM POR PCR EM TEMPO REAL
DOS SNPS -374 T>A E 2741 G>A

NUMERO DE CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1x Desnaturacdo 95 10 min
0 Desnaturacdo 95 15s
40x
e 60

*Ao fim da etapa de anelamento e extensdo ocorre a detec¢do da fluorescéncia.

A Figura 13 exemplifica um tipo de gréfico resultante do programa 7500
System SDS (Sequence Detection Software) Version 1.2.3 (Applied Biosystems)
acoplado ao termociclador ABI7500 ap6s genotipagem do SNP -374 T>A. Para a
analise do SNP 2741 G>A foram obtidos graficos similares.

A deteccdo da fluorescéncia das sondas alelo-especificas digerida pela
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase permite a determinacéo da presenca ou auséncia
dos alelos. E importante lembrar que em cada placa de PCR em Tempo Real foram
colocados controles positivos de cada um dos trés gendtipos dos SNPs para
determinar se a reacdo estava funcionando, bem como um controle negativo para

garantir que n&o havia contaminagéo na reacao.
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a. Amostra homozigota -374TT: alelo -374T marcado por FAM
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b. Amostra heterozigota -374TA: alelos -374T e -374A marcados por FAM e VIC, respectivamente
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c. Amostra homozigota -374AA: alelo -374A marcado por VIC
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d. Controle negativo da reacdo de PCR EM TEMPO REAL
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Figura 13. Representacao gréafica 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 a sonda marcada por FAM (linha vermelha indica
aumento de fluorescéncia de FAM); b) Amostra heterozigota contendo os alelos -374T e
-374A marcados por FAM e VIC, respectivamente (linhas vermelha e verde indicam
aumento da fluorescéncia de FAM e VIC, respectivamente); ¢) Amostra homozigota para o
alelo -374A que corresponde & sonda marcada por FAM (linha verde indica aumento
fluorescéncia de VIC); d) Controle negativo da reacdo de PCR em Tempo Real. A linha
azul representa a variagcdo da fluorescéncia do fluoréforo ROX.
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Nos graficos da Figura 13 é possivel observar a variagdo da intensidade da
fluorescéncia dos fluoréforos VIC e FAM, que marcam as sondas alelo-especificas, e
ROX, referéncia passiva, que permite normalizar a intensidade da fluorescéncia em
razdo de variacbes no volume e na concentracao das amostras.

No entanto, apenas os resultados da PCR em Tempo Real do polimorfismo
-374 T>A sdo insuficientes para a genotipagem desta regido, pois o ensaio TagMan®
detecta apenas duas formas alélicas, mas o l6cus -374 é tri-alélico, uma vez que o
polimorfismo 63 pb del causa a perda dessa posi¢cdo. Portanto, para a analise de
frequéncia de polimorfismos desta posicao, foi necessério considerar os individuos
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 individuo apresentara s6é um alelo T ou A na posicdo -374, e 0 outro
sera 0 alelo D (do polimorfismo 63 pb del). Quando o polimorfismo 63 pb del
aparecer em homozigose, o individuo possuira dois alelos D e ndo apresentara a
regiao -374.

Finalmente, a genotipagem do SNP -374 T>A da regido promotora de RAGE
foi confirmada através da clivagem do produto de PCR de 344 pb com a enzima de
restricdo Tsp5091 em uma reagédo de PCR-RFLP (Anexo V). A genotipagem do SNP
2741 G>A do intron 9 foi confirmada pelo sequienciamento (item 4.4.4) do produto de
PCR apds clonagem no vetor pCR®2.1 (itens 4.4.2 e 4.4.3).

4.4 DETECCAO E CARACTERIZACAO DE NOVAS MUTACOES E CONFIRMACAO
DA GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO 2741 G>A

4.4.1 Polimorfismo de conformacgao de fita simples (Single Strand Conformation
Polymorphism ou SSCP) do produto de PCR da regido promotora do gene
RAGE

A analise de polimorfismos de conformacdo de fita simples (SSCP) foi
realizada para identificacdo de mutacdes potencialmente novas, nas amostras

estudadas. Estas potenciais novas mutacbes foram previamente identificadas por



53

que apresentaram um perfil eletroforético diferente em gel de poliacrilamida 8%
(20:1 ou 29:1) apos a reacdo de PCR-RFLP (itens 4.3.1 e 4.3.2).

Ao produto de PCR (4 pL) foi adicionado 10 uL de formamida (950 uL 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). Apds a corrida eletroforética o DNA foi
corado em brometo de etideo (0,5 ng/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 sequenciamento de novas regibes polimérficas de individuos
heterozigotos, o produto de PCR da regido promotora do gene RAGE (344 pb) foi
primeiramente clonado no vetor pCR2.1 e em seguida o inserto de plasmideos
recombinantes foi sequienciado (item 4.4.4). Essas etapas também foram realizadas
para confirmacdo da genotipagem do polimorfismo 2741 G>A do intron 9 do gene
RAGE através do ensaio de PCR em Tempo Real, sistema TagMan® (item 4.3.3).

Para clonagem dos produtos de PCR foi utilizada a capacidade da Taq DNA
polimerase de introduzir um residuo A na extremidade 3’ do fragmento independente
de DNA molde. Esta atividade leva a producdo 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 ligacéo
utilizado esta resumido na Tabela 7.

O plasmideo pCR®2.1 apresenta também as seguintes caracteristicas
relevantes: gene lacZa; sitio para os oligonucleotideos M13 universal e reverso; sitio
de multipla clonagem; origem de replicacdo f1 e pUC; e gene de resisténcia a

ampicilina e canamicina.
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TABELA 7 — SISTEMA DA REACAO DE LIGACAO.

REAGENTES CONCENTRACAO NA REACAO VOLUME (uL)
Produto de PCR =~1,2 ng/pL 3,0
pCR®2.1 (5 ng/pL) 1,0 ng/uL 2,0
Tampao Ligation Buffer (10x) 1x 1,0
T4 DNA ligase (10 U/uL) 0,1 U/uL 1,0
Agua Reagente Tipo 1 estéril g.s.p. 10,0 pL 3,0
Volume Final 10,0

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

Tampéo de Ligacdo (1x; Fermentas): 40 mmol Tris-HCI, 10 mmol MgCl,, 10 mmol DTT, 0,5 mmol
ATP, pH 7,8 a 25°C. g.s.p.: quantidade suficiente para.

Escherichia coli estirpe DH10B (Sambrook et al., 1989) resistente a
estreptomicina, F’ [proAB, lacZAM15], foi utilizada como hospedeiro dos plasmideos
recombinantes. Para introducdo de plasmideos por eletrotransformacdo, uma
colonia 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 pg/mL). Este
pré-indculo foi entdo incubado a 37°C por 12 horas sob agitacdo constante
(120 rpm). Apds esse periodo, 1 mL do pré-inéculo foi re-inoculado em 50 mL de
meio SOB (triptona 20g/L; extrato de levedura 5g/L; cloreto de potassio 0,186 g/L;
cloreto de sédio 0,5 g/L) e a cultura foi incubada a 37°C sob agitacdo constante até
atingir D.O.g00 €ntre 0,5 a 0,8.

A cultura foi resfriada em gelo por 30 minutos e as células foram coletadas
por centrifugacdo a 4°C por 5 minutos (4.500 xg) e lavadas duas vezes com agua
ultrapura estéril a =8°C. As células eletrocompetentes foram ressuspensas em
~200 pL de agua e aliguotas de 30 pL foram colocadas em cubetas de
eletroporacdo. A cada aliquota de suspensdo de células eletrocompetentes foram
adicionados 0,5 pL de plasmideo recombinante; entdo as amostras foram
submetidas a uma rapida corrente elétrica (4KQ, 330 pF).

Apos a eletroporagéo, 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) as
células que foram incubadas por 30 minutos em estufa a 37°C. Finalmente, a
suspensao foi plagueada em meio LA (meio LB acrescido de agar 15g/L) contendo
canamicina (50 pupg/mL) e  X-gal  (5-bromo-4-cloro-3-indolil-  beta-D-
galactopiranosideo; 30 pg/mL) e incubadas a 37°C até o aparecimento de col6nias

azuis e brancas.
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4.4.3 Mini-preparacéo de plasmideo

Para purificar os plasmideos recombinantes pelo menos 3 colénias brancas
isoladas de cada genotipo foram inoculadas separadamente em 3 mL de meio LB
contendo canamicina (50 pg/mL) a 37°C sob agitacdo constante (120 rpm) por cerca
de 12 horas. Aliquotas 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 uL de solugdo GET a =8°C (glucose 50 mmol/L; EDTA
10 mmol/L; Tris-HCI 25 mmol/L; pH 8,0). Foram entdo adicionados 200 pL de
solugcdo de lise (NaOH 0,2 mol/L; SDS 1%) e a amostra foi homogeneizada
gentilmente por inversdo até a observacao da lise.

O lisado foi neutralizado pela adicdo de 200 uL de Kacf (3,0 mol/L de acetato
de potassio; 1,8 mol/L de acido férmico), sendo a mistura homogeneizada
gentilmente e incubada em gelo por 15 minutos. Apés centrifugacéo por 15 minutos
(12.000 xg), o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram
adicionados 2 uL de RNase (10 mg/mL) seguido de incubacédo a 37°C por cerca de
duas horas. Posteriormente, 200 pyL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foram
adicionados ao sobrenadante e apds a homogeneizagéo, 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 apdés homogeneizacédo, a
solucdo 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 uL de agua reagente tipo 1 estéril.

Para confirmar se as colénias brancas escolhidas de fato possuiam o produto
de PCR, os plasmideos isolados foram clivados com a enzima de restricdo EcoRl
(Tabela 8).
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TABELA 8 — SISTEMA DE REACAO DA RESTRICAO DOS PLASMIDEOS
RECOMBINANTES COM A ENZIMA EcoRlI

REAGENTES CONCENTRACAO NA REACAO VOLUME (uL)
DNA plasmidial ~5,0 ng/uL 15
Tampao REact® 3 (10x) 1x 2,0
EcoRI (10 U/uL) 0,15 U/pL 0,3
Agua Reagente Tipo 1 estéril g.s.p. 20,0 uL 16,2
Volume Final 20,0

Homogeneizar e incubar a 37°C por 2 horas

Tampao REact” 3 (1x; Invitrogen): 50 mmol Tris-HCI; 10 mmol Tris-HCI; 10 mmol MgCl,; 100 mmol
NacCl, pH 8,0 a 37 °C. g.s.p.: quantidade suficiente para.

Uma aliquota de 10 pL da solucdo dos produtos de restricdo misturada a 5 pL
de solucéo de aplicacdo (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, a temperatura ambiente durante cerca de duas horas,
em tampé&o TBE 1x (item 4.3.1). O gel foi corado com solugdo de brometo de etideo
(0,5 pg/mL) e visualizado em transiluminador sob luz ultravioleta (302 nm). As
imagens (Figura 14) foram obtidas com uma camara CCD (Sistema Biochemi, UVP)

e armazenadas em computador além de impressas.
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Figura 14. Perfil eletroforético de plasmideos recombinantes apés restricdo com EcoRI. Eletroforese
em gel de agarose 2% em tampdo TBE 1x. Linha 1: marcador de massa molecular de 1
kb; Linhas: 2, 3, 4 e 5: perfil eletroforético de plasmideo recombinante ap6s clivagem com
a enzima EcoRl, evidenciando o produto de PCR da regido promotora (344 pb) do gene
RAGE; Linha 6: marcador de massa molecular de 100 pb; Linha 7: perfil eletroforético de
plasmideo ndo-recombinante. A esquerda do gel estdo os tamanhos do marcador de
massa e a direita do gel esta indicado o tamanho esperado dos fragmentos apds a reacao
de restricao.
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4.4.4 Sequenciamento de DNA

Para o sequenciamento dos insertos, os plasmideos foram purificados como
descrito no item 4.4.3. Os componentes da reacdo de seqiienciamento e o programa
do termociclador para a reacdo estdo resumidos nas tabelas 9 e 10,

respectivamente.

TABELA 9 — SISTEMA DE REACAO DO SEQUENCIAMENTO

REAGENTES CONCENTRACAO NA REACAO VOLUME (L)
>20,0 ng/uL para plasmideos;

DNA plasmidial >2,7 ng/uL para fragmento de PCR 3.0
Oligonucleotideos Iniciadores
(F ou R) (10pmol/pL cada) 0,5 pmol/pl 0.4
ET Terminator Mix (GE 1x 30
Healthcare) '
Agua Reagente Tipo 1 estéril g.s.p. 7,5 uL 11
Volume Final 7,5
g.s.p.: quantidade suficiente para.
TABELA 10 - PROGRAMA DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO
NUMERO DE CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1x Desnaturacdo 94 2 min
35x Desnaturacéo 94 30s
Anelamento 60 1min30s

A reacdo de sequenciamento também foi realizada utilizando o préprio
produto de PCR como molde quando os individuos eram homozigotos para o0s
polimorfismos de interesse. Para isso foi necessaria a remocdo dos
oligonucleotideos iniciadores e dos desoxiribonucleotideos livres da reacdo de PCR
inicial. Neste caso antes da reacdo de sequenciamento 4 pL do produto de PCR
(=12ng) foram tratados com Exol (3,3 U) e fosfatase alcalina de camardo (ou SAP
6,6 U); a mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos e a 80°C por 40 minutos.

Os produtos da reacao de sequenciamento foram precipitados adicionando
2 uL de acetato de amoénio 7,5 mol/L e 60 uL 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 vacuo. Depois deste tratamento
o DNA foi dissolvido em formamida (1-2 pL) e submetido a eletroforese em
sequenciador automatico de DNA ABI-PRISM 377 (Applied Biosystems).

A montagem das sequUéncias contiguas a partir das sequéncias direta (F) e
reversa (R) obtidas de uma mesma amostra, e a deteccdo de mutagdes, foram
realizadas através do programa CodonCode Aligner 2.0.6 para Windows (versao
para demonstracao; http://www.codoncode.com/). Este programa foi alimentado com
arquivo em extensao “.scf’ gerado pelo programa Phred/Phrap (Ewing et al, 1998;
http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html) e CONSED (Gordon et al, 1998).

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

O programa Statistica 5.5 (StatSoft, Inc.) para Windows foi utilizado para as
determinacdes de média, desvio padrao e frequiéncias dos sexos.

As analises estatisticas 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 frequéncias
alélicas, genotipicas e haplotipicas eram estatisticamente similares, os subgrupos
eram unidos formando o grupo CTRL TOTAL para aumentar 0 numero da amostra e
assim tornar as analises estatisticas mais confiaveis. Ainda, quando os subgrupos
CTRL1 e CTRL2 eram estatisticamente diferentes, apenas o subgrupo CTRLL1 foi
utilizado; em outra comparagéo as amostras de individuos controle (CTRL TOTALp)
e com pénfigo (PFEp) foram pareadas de acordo a etnia para homogeneizar a
ancestralidade e evitar associacdes espurias ao pénfigo foliaceo endémico (item
4.1.3).

Os gendtipos obtidos de todos os individuos foram armazenados em um
banco de dados, em formato Access (Microsoft Office 2007). As frequéncias
genotipicas e de portadores para cada variante foram entdo 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 frequéncias alélicas. As freqtiéncias de alelos, gendétipos e
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haplétipos foram comparadas entre os grupos utilizando o algoritmo metropolis
implementado no programa RXC (Miller, 1997).

O equilibrio 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 frequéncias haplotipicas pelo método de maxima
verossimilhanca, empregando o algoritmo EM (maximizacdo da expectativa), e para
calcular o coeficiente de desequilibrio de ligagdo (D’) e o coeficiente de correlagéo
(r®).

Para as comparacdes entre os grupos com diferencas estatisticamente
significativas dos dados genéticos, foi estimada uma razao de probabilidade (odds
ratio ou OR) (Woolf, 1955) com intervalo de confianca de 95% (IC 95%). O valor da
OR para doencas raras reflete o risco relativo (RR), ou seja, a chance que os
portadores de determinado fator tém de desenvolver a patologia, em relacdo aos
individuos que ndo possuem o fator. O valor de OR=1,0 indica que os individuos
com ou sem o fator, ttm a mesma probabilidade de desenvolver a patologia. Valores
acima de 1,0 indicam que o fator estd associado a uma maior probabilidade de se
desenvolver a doenga e valores abaixo de 1,0, indicam uma menor probabilidade.

Para todas as analises estatisticas foi considerado significativo um valor de

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

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Todos os participantes deste estudo responderam um questionario, através
do qual foram obtidas informacdes relevantes para o pareamento dos individuos
guanto ao grupo étnico, bem como informacdes sobre o ambiente e condicbes de
vida. Deste questionario foram retirados os dados necessarios para a analise
discutida a sequir.

A Figura 15 mostra as regides nas quais ocorreu 0 aparecimento da lesao
primaria caracteristica nos portadores de pénfigo foliaceo endémico (PFE), sendo
gue na grande maioria dos casos estudados (75,9%) a manifestacdo primaria

ocorreu na regido Centro-Oeste.

Distribuicdo das freqiiéncias nas regides onde
ocorreu a manifestagcdo das lesGes priméarias
caracteristicas do PFE
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Figura 15. Distribuicdo das freqUéncias nas regides do territério brasileiro onde ocorreu inicio de
manifestacdo das lesbBes caracteristicas do pénfigo foliaceo endémico. S: Sul; SE:
Sudeste; CO: Centro-Oeste; N: Norte; Exterior: outros paises.

Como descrito anteriormente (item 4.1.2), a grande maioria do grupo CTRL1
(78,8%) foi formada por individuos com residéncia na regido Centro-Oeste, e em
menor propor¢do, também no Sul (17,7%), Sudeste (1,7%) e Norte (1,3%). Por outro

lado, o grupo CTRL2 foi formado principalmente por individuos residentes da regiao
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Sul (93,7%) bem como por individuos das regides Sudeste (0,5%), Centro-Oeste
(0,5%), e de fora do pais (0,5%).

A faixa etaria na qual apareceram as primeiras lesdes caracteristicas do
pénfigo foliaceo endémico nos portadores de pénfigo folidceo (PFE) indica uma
predominéncia do aparecimento da doenca de 10 a 50 anos (74,3%), sendo que a
idade média de aparecimento das primeiras lesdes 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.

Distribuicdo das frequiéncias da faixa etaria de pacientes
de aparecimento da lesdes primarias do PFE
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Figura 16. Distribuicdo das frequéncias da faixa etaria de pacientes na qual houve o aparecimento da
leséo caracteristica do pénfigo foliaceo endémico.

Os resultados obtidos apontam para uma agregacao familial do pénfigo
foliaceo endémico na amostra estudada visto que 80,8% dos pacientes analisados
possuiam familiares afetados pela doenca, enquanto apenas 8,8% informaram que
nao possuiam familiares afetados.

A proporcdo 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 distribuicdo de individuos do sexo feminino e do sexo masculino
(Figura 17) também foi proxima 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 proporgao

proxima de 2:1 no subgrupo CTRL2 (63,5% mulheres e 36,5% homens).
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Propor¢cdo mulheres:homens nos grupos
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Figura 17. Proporcdo mulheres:homens nos grupos. PFE: individuos do grupo de portadores de
pénfigo foliaceo endémico; CTRL1: individuos do subgrupo controle de pénfigo; CTRL2:
individuos do subgrupo controle do sul.

A distribuicdo quanto a ocupacdo € mostrada na Figura 18. Uma
predominancia de trabalhadores rurais foi observada no grupo PFE (60,5%) e no
subgrupo CTRL1 (68,8%), em menor propor¢ao 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
individuos atuando em areas diversas classificadas como outros (72,4%), além de
estudantes (22,4%), porém estiveram ausentes neste grupo trabalhadores rurais e
do lar.

O grau de instrucdo (Figura 19) dos individuos analisados se distribuiu de
forma similar em PFE e CTRL1, sendo que a maioria destes sdo individuos com
ensino fundamental incompleto (PFE: 49,4%; CTRL1: 54,1%). Por outro lado, a
maioria dos individuos do subgrupo CTRL2 (45,3%) tinha ensino superior completo.
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Distribuicdo das freqiiéncias das atividades ocupacionais
nos grupos
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Figura 18. Distribuicdo das freqliiéncias das atividades ocupacionais nos grupos. PFE: individuos do
grupo de portadores de pénfigo folidceo endémico; CTRL1: individuos do subgrupo
controle de pénfigo; CTRL2: individuos do subgrupo controle do sul.

Distribuicdo das frequéncias do grau de instrugdo nos
grupos
60
50 -
40 -
%deindividuos 30 - u PFE
]
20 - CTRL1
LU CTRL2
10
O |
AN FI FC Ml MC SI SC POS
Grau de Instrucéo

Figura 19. Distribuicdo das freqiiéncias do grau de instru¢cdo nos grupos. PFE: individuos do grupo de
portadores de pénfigo folidceo endémico; CTRL1: individuos do subgrupo controle de
pénfigo; CTRL2: individuos do subgrupo controle do sul. AN: analfabetos; FI, Ml, SI:
ensinos fundamental, médio e superior incompletos, respectivamente; FC, MC, SC:
ensinos fundamental, médio e superior completos, respectivamente; Pos: pds-graduacao.
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5.2 GENOTIPAGEM

5.2.1 Analise de associacdo individual do polimorfismo 63 pb del da regido

promotora do gene RAGE

O polimorfismo 63 pb del foi genotipado através de amplificacdo de um
fragmento da regido promotora do gene RAGE (344 pb) pelo ensaio de PCR (item
4.3.1). As frequéncias obtidas para esta posicdo em todas as subpopulacdes se
mostraram de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 11, 12 e 13).

A andlise estatistica do polimorfismo 63 pb del revelou uma diferenca
significativa entre os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB nas frequéncias
genotipicas (P=0,024) e alélicas (P=0,016), que também se refletiu na freqiéncia de
portadores (P=0,04) (Tabela 11). Esses resultados mostram que 0s subgrupos
CTRL1-EB e CTRL2-EB sao diferentes para o polimorfismo 63 pb del da regiao
promotora do gene RAGE.

TABELA 11 - COMPARACAO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS
FREQUENCIAS OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO 63 PB DEL
DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE

Euro-Brasileiros (EB) Afro-Brasileiros (AB)

CTRL1 (153) CTRL2 (156) P CTRL1 (75) CTRL2 (19) P
Gendtipos I 93,5 (143) 98,7 (154) 90,7 (68) 94,7 (18)
% (n) ID 5,9 (9) 1,32 0,02* 9,3 53 @ 1,00
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 | 99,3 (152) 100 (156) 0.04* 100 (75) 100 (19)
% (n) D 6,5 (10) 1,32 ’ 9,3 (7) 5,3 (1) 1,00
HW (P) 0,17 1,00 1,00 1,00

n: niumero de individuos; %: porcentagem de individuos; CTRL1: individuos do subgrupo controle de
pénfigo; CTRL2: individuos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do
Equilibrio de Hardy-Weinberg; II, ID e DD: gendtipos do polimorfismo 63 pb del, homozigoto sem a
delecéo, heterozigoto e homozigoto com a delecédo, respectivamente; | e D: alelos do polimorfismo 63
pb del, insercdo e delecdo, respectivamente. *Diferencgas significativas marcadas em negrito.

Portanto, para garantir o pareamento relativo ao ambiente e a ancestralidade
(tens 4.1.2 e 4.5), as comparacdes foram realizadas entre PFE-EB e CTRL1-EB
(Tabela 12). Nao foi encontrada diferenca significativa (P>0,05) nas comparacdes
entre PFE-EB e CTRL1-EB, e entre PFE-AB e CTRL TOTAL-AB (CTRL1-AB
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somado a CTRL2-AB), tanto nas frequiéncias genotipicas e alélicas, quanto na de

portadores (Tabela 12).

TABELA 12 - COMPARACAO ENTRE PFE E CTRL DAS FREQUENCIAS OBTIDAS
PARA O POLIMORFISMO 63 PB DEL DA REGIAO PROMOTORA
DO GENE RAGE

Euro-Brasileiros (EB) p Afro-Brasileiros (AB)
PFE (144) CTRL1 (153) PFE (101) CTRL TOTAL (94)
Genétipos Il 94,4 (136) 93,5 (143) 84,2 (85) 91,5 (86)
% (n) ID 4,9 (7) 5,9 (9) 0,26 15,8 (16) 8,5 (8) 0,12
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 | 99,3 (143) 99,3 (152) 100,0 (101) 100,0 (94)
% (n) D 5,6 (8) 6,5 (10) 0,82 15,8 (16) 8,5 (8) 0.19
HW (P) 0,12 0,17 1,00 1,00

n: nimero de individuos; %: porcentagem de individuos; PFE: individuos do grupo de portadores de
pénfigo folidceo endémico; CTRL1: individuos do subgrupo controle de pénfigo; CTRL TOTAL:
individuos dos subgrupos CTRL1 e CTRL2; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do Equilibrio de
Hardy-Weinberg; Il, ID e DD: genotipos do polimorfismo 63 pb del, homozigoto sem a delec¢éo,
heterozigoto e delecdo em homozigose, respectivamente; | e D: alelos do polimorfismo 63 pb del,
insercdo e delecéo, respectivamente. Ndo foram encontradas diferencas significativas.

Dos 17 orientais do subgrupo CTRL2, 16 possuiam o gendtipo |l (homozigoto
sem a delecdo), e apenas um, ID (heterozigoto); e nos indigenas (3 PFE e 16
CTRL1) esse l6cus se mostrou monomorfico, com individuos portando apenas o
gendtipo Il

Além da diferenca significativa das frequéncias alélicas, genotipicas e de
portadores entre os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 11), também foi
detectada uma diferenca entre PFE-EB e PFE-AB (gendtipos: P=0,01; alelos:
P=0,02; portadores: P=0,03). Essas diferencas sugerem a necessidade de uma
comparacao usando as amostras pareadas etnicamente, ou seja, entre PFEp e
CTRL TOTALp (item 4.1.3), minimizando o fator ancestralidade como uma possivel
diferenca entre os grupos (Tabela 13). N&o foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos PFEp e CTRL TOTALp para o polimorfismo 63 pb del.
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TABELA 13 - COMPARACAO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQUENCIAS
OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO 63 PB DEL DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE

Amostra Pareada Etnicamente
PFEp (236) CTRL TOTALp (236) P

- I 91,5 (216) 93,2 (220)
Geno(tlf]‘;os % ID 8,1 (19) 6,4 (15) 0,80
DD 0,4 (1) 0,4 (1)
Alelos (%) D 4,0 4,0 1,00
Portadores % I 99,6 (235) 99,6 (235) 060
(n) D 8,5 (20) 6,8 (16) '
HW (P) 0,37 0,26

n: numero de individuos; %: porcentagem de individuos; PFEp: individuos do grupo de pacientes de
pénfigo foliaceo endémico pareados etnicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: individuos
dos subgrupos CTRL1 e CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade; HW (P):
probabilidade do Equilibrio de Hardy-Weinberg; Il, ID e DD: genétipos do polimorfismo 63 pb del,
homozigoto sem a delec¢do, heterozigoto e homozigoto com a delecéo, respectivamente; | e D: alelos
do polimorfismo 63 pb del, insercédo e dele¢éo, respectivamente. Nao foram encontradas diferencas
significativas.

5.2.2 Andlise de associacdo individual do polimorfismo -429 T>C da regido
promotora do gene RAGE

O polimorfismo -429 T>C foi genotipado através de PCR-RFLP (item 4.3.2).
As frequéncias obtidas para este l6cus em todas as subpopulagbes se distribuiram
de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 14 e 15).

O tratamento estatistico dos dados obtidos para o SNP -429 T>C revelou que
os grupos CTRL1 e CTRL2 sao similares tanto em Euro- quanto em Afro-Brasileiros
(Tabela 14). Logo, foi possivel realizar as comparacfes entre PFE e CTRL TOTAL

em ambos os subgrupos étnicos.
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TABELA 14 - COMPARACAO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS
FREQUENCIAS OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -429 T>C DA
REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE

Euro-Brasileiros (EB) Afro-Brasileiros (AB)

CTRL1 (153) CTRL2 (156) P CTRL1 (759 CTRL2 (19)
Genétipos TT 83,0 (127) 78,9 (123) 81,3 (61) 89,5 (17)
% (n) TC 15,0 (23) 20,5 (32) 0,29 16,0 (12) 10,5 (2) 0,82
CcC 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 T 98,0 (150) 99,4 (155) 97,3 (73) 100 (19)
% (n) C 17,0 (26) 21,1 (33) 0,49 18,7 (14) 10,5 (2) 0,73
HW (P) 0,13 1,00 0,18 1,00

n: numero de individuos; %: porcentagem de individuos; CTRL1: individuos do subgrupo controle de
pénfigo; CTRL2: individuos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do
Equilibrio de Hardy-Weinberg; TT, TC e CC: genotipos do polimorfismo -429 T>C; T e C: alelos do
polimorfismo -429 T>C. N&o foram encontradas diferencas significativas.

N&o foram encontradas diferencas significativas (P>0,05) entre 0s grupos
PFE e CTRL TOTAL (Tabela 15), tanto de frequéncias genotipicas quanto de
portadores nos dois subgrupos étnicos. Porém, as frequéncias alélicas diferiram
entre PFE-EB e CTRL TOTAL-EB (CTRL1-EB somado ao CTRL2-EB). O risco

relativo (OR=RR) calculado para esta fraca associagéao foi de 0,61 [0,34 — 1,07].

TABELA 15 - COMPARACAO ENTRE PFE E CTRL TOTAL DAS FREQUENCIAS
OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -429 T>C DEL DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE

Euro-Brasileiros (EB) p Afro-Brasileiros (AB)
PFE (144) CTRL TOTAL (309) PFE (101) CTRL TOTAL (94)
Gen6tipos TT 87,5 (126) 80,9 (250) 85,1 (86) 83,0 (78)
% (n) TC 12,5 (18) 17,8 (55) 0,15 12,9 13) 14,9 (14) 0,88
CC 0,0 1,34 2,0 (2 2,12
Alelos (%) C 6,0 10,0 0,04* 8,4 9,6 0,69
Portadores T 100,0 (144) 98,7 (305) 98,0 (99) 97,9 (92)
% (n) C 12,5 (18) 19,1 (59) 14 14,9 (15) 17,0 (16) 0.85
HW (P) 1,00 0,53 0,13 0,19

n: nimero de individuos; %: porcentagem de individuos; PFE: individuos do grupo de portadores de
pénfigo foliaceo endémico; CTRL TOTAL: individuos dos subgrupos CTRL1 e CTRL2; P:
probabilidade; HW (P): probabilidade do Equilibrio de Hardy-Weinberg; TT, TC e CC: gendtipos do
polimorfismo -429 T>C; T e C: alelos do polimorfismo -429 T>C. *A diferenca significativa esta
destacada em negrito.

N&o foram encontradas diferencas significativas das frequiéncias entre os
grupos pareados etnicamente (item 4.1.3; Tabela 16). No grupo de orientais

(CTRL2) foram encontrados 13 individuos com o genotipo TT e 4 com 0 genotipo
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TC. Entre os indigenas, os 3 individuos do subgrupo CTRL1 e 13 do grupo PFE
apresentaram o genétipo TT, e os outros 3 individuos PFE apresentaram o genétipo
TC.

TABELA 16 - COMPARACAO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQUENCIAS
OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -429 T>C DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE

Amostra Pareada Etnicamente
PFEp (236) CTRL TOTALp (236)

TT 86,9 (205) 83,1 (196)
Genotipos, % (n) TC 12,3 (29) 14,8 (35) 0,37
cC 0,8 (2) 2,1 (5)
Alelos (%) C 7,0 10,0 0,14
T 99,1 (234) 97,9 (231)
Portadores (n) C 13,1 (31) 16,9 (40) 0,32
HW (P) 0,31 0,05

n: numero de individuos; %: porcentagem de individuos; PFEp: individuos do grupo de pacientes de
pénfigo foliaceo endémico pareados etnicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: individuos
dos subgrupos CTRL1 e CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade; HW (P):
probabilidade do Equilibrio de Hardy-Weinberg; TT, TC e CC: gendtipos do polimorfismo -429 T>C; T
e C: alelos do polimorfismo -429 T>C. N&o foram encontradas diferencas significativas.

5.2.3 Andlise de associacdo individual do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del da
regido promotora do gene RAGE

O polimorfismo -374 T>A foi genotipado através de PCR em Tempo Real,
sistema TagMan® (item 4.3.3). O polimorfismo 63 pb del engloba a regido do SNP
-374 T>A (item 4.3.3), o que faz com que essa posicdo esteja ausente quando a
delecdo esta presente em homozigose ou ainda, presente de forma hapléide quando
a delecdo esta em heterozigose. Por isso, a posicdo -374 da regido promotora do
gene RAGE foi considerada como um polimorfismo com trés alelos: T, A e D (alelo
da delec&o). As frequiéncias obtidas para esta posi¢cdo em todas as subpopulagbes
também se mostraram de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 17,
18 e 19).

Os resultados obtidos para o polimorfismo -374 T>A revelaram uma diferenca
significativa préxima do limiar entre os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB das
frequéncias alélicas (P=0,04), sendo que a frequéncia de portadores (P=0,05) se
mostrou no limiar de significancia entre os mesmos grupos (Tabela 17). Esses

resultados mostram que os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB séao estatisticamente
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diferentes para o SNP -374 T>A. No entanto, é importante notar que essa diferenca
desapareceu quando os individuos com o polimorfismo 63 pb del foram excluidos da
analise, neste caso os valores de P obtidos nas comparacdes entre os subgrupos
CTRL1-EB e CTRL2-EB para as freqtiéncias genotipicas, alélicas e de portadores
foram de 0,24, 0,41 e 0,54, respectivamente; entre CTRL1-AB e CTRL2-AB, o P das
frequéncias obtidas foi de 1,00 para frequéncias de genotipos, alelos e de

portadores.

TABELA 17 - COMPARACAO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS
FREQUENCIAS OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -374 T>A + 63
PB DEL DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE

Euro-Brasileiros (EB) Afro-Brasileiros (AB)

CTRL1 (153) CTRL2 (156) P CTRL1(75) CTRL2 (19)
TT 50,3 (77) 45,5 (71) 53,4 (40) 57,9 (12)
TA 33,3 (51) 44,9 (70) 33,3 (25) 31,5 (6)
Genotipos AA 9,8 (15) 8,3 (13) 008 4,0 (3) 53 1) 053
% (n) D 4.6 (7) 1,3(2) ’ 8,0 (6) 0,0 ’
AD 1,3 0,0 1,3 ) 5,3 (1)
DD 0,7 (1) 0,0 0,0 0,0
A 27,0 31,0 * 21,0 24,0
Alelos (%) D 40 1.0 0,04 5.0 3.0 0,94
T 88,2 (135) 91,7 (143) 94,7 (71) 89,5 (17)
Po&a?r‘]’)res A 44,4 (68) 53,2 (83) 0,05 38,7 (29) 421@ 0,93
D 6,5 (10) 1,3 9,3(M 53 @
HW (P) 0,11 0,67 1,00 0,27

n: niumero de individuos; %: porcentagem de individuos; CTRL1: individuos do subgrupo controle de
pénfigo; CTRL2: individuos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do
Equilibrio de Hardy-Weinberg; TT, TA e AA: gendtipos do polimorfismo -374 T>A; T e A: alelos do
polimorfismo -374 T>A. *As diferencas significativas estdo marcadas em negrito. **Valor no limiar da
significancia.

Com tudo isso, as comparacdes foram realizadas entre PFE-EB e CTRL1-EB,
garantindo a homogeneidade do ambiente e da ancestralidade. N&o foram
encontradas diferencas 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
frequéncias genotipicas e alélicas, quanto de portadores (Tabela 18). No grupo de
orientais (CTRL2), 13 individuos possuiam o gendétipo TT, 3 individuos o TA, e
apenas 1 apresentou o gendétipo TD. No grupo de indigenas, 4 individuos eram TT (2

PFE e 2 CTRL1), 9 TA (8 PFE e 1 CTRL1) e 6 AA (PFE).
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TABELA 18 - COMPARACAO ENTRE PFE E CTRL DAS FREQUENCIAS OBTIDAS
PARA O POLIMORFISMO -374 T>A + 63 PB DEL DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE RAGE

Euro-Brasileiros (EB) Afro-Brasileiros (AB)

PFE (144) CTRL1 (153) P PFE (101) CTRL TOTAL (94)
TT 41,7 (60) 50,3 (77) 43,6 (44) 54,3 (51)
TA 45,8 (66) 33,3 (51) 32,7 (33) 33,0 (31)
Genotipos % AA 6,9 (10) 9,8 (15) 7,9 (8) 4,2 (4)
0,26 0,20
(n) D 2,8 (4) 4.6 (7) 14,8 (15) 6,4 (6)
AD 2,13 1,32 1,0 (1) 2,12
DD 0,7 (1) 0,7 (1) 0,0 0,0
Alelos (%) A 31,0 21,0 0,54 25,0 22,0 0,06
D 3,0 4,0 8,0 4,0
T 90,3 (130) 88,2 (135) 91,1 (92) 93,6 (88)
Po&’a((jr(]))res A 54,9 (79) 44,4 (68) 0,58 41,6 42) 39,4 (37) 0,37
D 5,6 (8) 6,5 (10) 15,8 (16) 8,5 (8)
HW (P) 0,07 0,11 0,19 1,00

n: nimero de individuos; %: porcentagem de individuos; PFE: individuos do grupo de portadores de
pénfigo foliaceo endémico; CTRL1: individuos do subgrupo controle de pénfigo; CTRL TOTAL:
individuos dos subgrupos CTRL1 e CTRL2; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do Equilibrio de
Hardy-Weinberg; TT, TA, AA, TD, AD, DD: genétipos do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del; T, A e D:
alelos do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del. Ndo foram encontradas diferencas significativas.

Assim como observado para o polimorfismo 63 pb del, foi detectada uma
diferenca significativa das frequéncias alélicas entre os subgrupos CTRL1-EB e
CTRL2-EB (Tabela 17). Também foi detectada uma diferenca entre os subgrupos
PFE-EB e PFE-AB (gendtipos: P=0,01; alelos: P=0,03; portadores: P=0,01).
Novamente, € importante enfatizar que essa diferenca nao foi detectada quando os
individuos com o polimorfismo 63 pb del foram excluidos da analise (genétipos:
P=0,39; alelos: P=0,50; portadores: P=0,61). Essas diferencas apontam para uma
necessidade de comparacdo usando as amostras pareadas etnicamente (item
4.1.3), minimizando o fator ancestralidade como uma possivel diferenca entre os
grupos (Tabela 18). Essa analise mostrou que os grupos PFEp e CTRL TOTALp sao

estatisticamente similares para o polimorfismo -374 T>A + 63 pb del.
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TABELA 19 - COMPARACAO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQUENCIAS
OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO -374 T>A + 63 PB DEL DA
REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE

Amostra Pareada Etnicamente

PFEp (236) CTRL TOTALp (236) P
TT 42,8 (101) 52,1 (123)
TA 41,1 (97) 33,1 (78)

Gendtipos AA 7,6 (18) 8,1 (19) 0.40
% (n) D 6,4 (15) 5,1 (12) ’
AD 1,7 4 1,33
DD 0,4 0,4 (1)

Alelos (%) 2 29,0 25,0 0,38

D 4,0 4,0
T 90,3 (213) 90,3 (213)
Pog}(?((jr:))res A 50,4 (119) 42,4 (100) 0,53
D 8,5 (20) 6,8 (16)
HW (P) 0,41 0,21

n: numero de individuos; %: porcentagem de individuos; PFEp: individuos do grupo de pacientes de
pénfigo folidceo endémico pareados ethicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: individuos
dos subgrupos CTRL1 e CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade; HW (P):
probabilidade do Equilibrio de Hardy-Weinberg; TT, TA, AA, TD, AD, DD: gendétipos do polimorfismo
-374 T>A + 63 pb del; T, A e D: alelos do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del. Ndo foram encontradas
diferencgas significativas.

5.2.4 Analise de associagdo 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 TagMan® (item 4.3.3). Assim como para as outras posicées, as frequiéncias
obtidas para este l6cus em todas as subpopulacdes se mostraram de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 20, 21 e 22).

A andlise do SNP 2741 G>A revelou uma diferenca significativa entre as
freqUéncias genotipicas, 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 séo diferentes entre si, consequientemente, como para os polimorfismos
63 pb del e -374 T>A (itens 5.2.1 e 5.2.3), as analises de associacdo foram
realizadas entre PFE-EB e CTRL1-EB. N&o foram encontradas diferencas
significativas (P>0,05) entre PFE-EB e CTRL1-EB e entre PFE-AB e CTRL TOTAL-

AB, tanto de frequiéncias genotipicas e alélicas, quanto de portadores (Tabela 21).
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TABELA 20 - COMPARACAO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS
FREQUENCIAS OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO 2741 G>A DO
INTRON 9 DO GENE RAGE

Euro-Brasileiros (EB) Afro-Brasileiros (AB)

CTRL1 (153) CTRL2 (156) CTRL1 (759 CTRL2 (19)
Genétipos GG 93,5 (143) 98,7 (154) 90,7 (68) 94,7 (18)
% (n) GA 5,9 (9) 1,3 0,02* 9,3 (7) 53 @ 1,00
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 G 99,3 (152) 100 (156) 0.04* 100 (75) 100 (19)
% (n) A 6,5 (10) 1,32 ' 9,3 5,3 (1) 1,00
HW (P) 0,17 1,00 1,00 1,00

n: numero de individuos; %: porcentagem de individuos; CTRL1: individuos do subgrupo controle de
pénfigo; CTRL2: individuos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do
Equilibrio de Hardy-Weinberg; GG, GA e AA: genotipos do polimorfismo 2741 G>A; G e A: alelos do
polimorfismo 2741 G>A. *As diferencas significativas estdo marcadas em negrito.

TABELA 21 - COMPARACAO ENTRE PFE E CTRL DAS FREQUENCIAS OBTIDAS
PARA O POLIMORFISMO 2741 G>A DA REGIAO PROMOTORA DO

GENE RAGE
Euro-Brasileiros (EB) p Afro-Brasileiros (AB) p
PFE (144) CTRL1 (153) PFE (101) CTRL TOTAL (94)
- GG 95,1 (137) 93,5 (143) 83,2 (84) 91,5 (86)
0,
Geno(té‘;os X GA 420 5,9 9) 0,80 16,8 (17) 8,5 ) 0,08
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 G 99,3 (143) 99,3 (152) 100,0 (101) 100,0 (94) 014
% (n) A 4,9 (7) 6,5 (10) ’ 16,8 (17) 8,5 (8) ’
HW (P) 0,09 0,17 1,00 1,00

n: nimero de individuos; %: porcentagem de individuos; PFE: individuos do grupo de portadores de
pénfigo foliaceo endémico; CTRL1: individuos do subgrupo controle de pénfigo; CTRL TOTAL:
individuos dos subgrupos CTRL1 e CTRL2; P: probabilidade; HW (P): probabilidade do Equilibrio de
Hardy-Weinberg; GG, GA e AA: gendtipos do polimorfismo 2741 G>A; G e A: alelos do polimorfismo
2741 G>A. Nao foram encontradas diferencas significativas.

Dos 17 orientais do subgrupo CTRL2, foram encontrados 16 portando o
genaotipo GG, e apenas um (1), GA; e o grupo de indigenas (3 PFE e 16 CTRL1) se
mostrou monomorfico para este locus, assim como o polimorfismo 63 pb del, com
individuos portando o gendétipo GG.

Além da diferenca estatistica das frequéncias genotipicas, alélicas e de
portadores entre os subgrupos CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 20), foi detectada
uma diferenca entre os grupos PFE-EB e PFE-AB (genotipos: P=0,003; alelos:
P=0,03; portadores: P=0,01). Neste caso, portanto, também foi realizada a

comparacao entre os grupos pareados etnicamente, PFEp e CTRL TOTALp (item
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4.1.3). Essa anadlise confirmou que esta posicdo ndo estd associada ao pénfigo
foliaceo endémico, visto que os grupos PFEp e CTRL TOTALp sé&o estatisticamente

similares entre si (Tabela 22).

TABELA 22 - COMPARACAO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQUENCIAS
OBTIDAS PARA O POLIMORFISMO 2741 G>A DO INTRON 9 DO

GENE RAGE
Amostra Pareada Etnicamente
PFEp (236) CTRL TOTALp (236) P
Genbtipos GG 91,5 (216) 93,2 (220)
% (n) GA 8,1 (19) 6,4 (15) 0,80
AA 0,4 (1) 0,4 (1)

Alelos (%) A 4,0 4,0 1,00
Portadores G 99,6 (235) 99,6 (235) 060
% (n) A 8,5 (20) 6,8 (16) ’
HW (P) 0,37 0,26

n: numero de individuos; %: porcentagem de individuos; PFEp: individuos do grupo de pacientes de
pénfigo folidceo endémico pareados ethicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: individuos
dos subgrupos CTRL1 e CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade; HW (P):
probabilidade do Equilibrio de Hardy-Weinberg; GG, GA e AA: gendtipos do polimorfismo 2741 G>A;
G e A: alelos do polimorfismo 2741 G>A. N&o foram encontradas diferengas significativas.

Finalmente, a genotipagem do SNP 2741 G>A através da reacdo PCR em
Tempo Real com o sistema TagMan® foi confirmada pela clonagem de uma amostra
de cada gendtipo (GG, GA e AA), e posterior sequenciamento dos insertos de
plasmideos recombinantes de 3 clones da amostra com genoétipo heterozigoto (GA)
e, de 5 clones de amostras de individuos com genétipos homozigotos (GG e AA). Os
eletroforetogramas da reacéo de sequenciamento estdo mostrados na Figura 20 (a,
b e c).
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a. Genodtipo 2741GG
GCTCTCAATTTTCCCTGTCTCCHTACAGGCTCTGTGGGAGGJ\TCA
<< 18210-101 110 120 130 140

G CTCTCALATTTTTCC CTGTC CTTCTC CGTATECA AZG® GCT CTG TG G GA G GA[LT €A
<< 18209-T0L 110 120 130 140

Kl

b. Genétipo 2741GA

T ¢ T ¢C A ATTT T CC CTOG&GT CTOC CGT A C AG G CT CT GTIG G GAL G GA T
e 18214-T01 100 110 120 130

il
TcrTlcaarT|trltrcc|lcre Te T cffT ac 466 CT CTGTG G GA G GA T
ce 1B213-T01 100 110 1z0 130

c. Gendtipo 2741AA
CTCAATTTTCCCTGTCTCCETACAGGCTCTGTGGGAGGA_
<< 1&206-I01 8o S0 100 110

4
Cc TCALATTTTOCC CTOGTOCTTC C G G CTOGCTOGT G
<< 1B205-I01 8o 90 100

Figura 20. Eletroforetogramas da reacdo de sequenciamento de amostras da regido do intron 9,
evidenciando o SNP 2741 G>A. Cada amostra apresenta plasmideos recombinantes de 2
clones diferentes, sendo que cada um porta um dos 2 alelos que forma os gendtipos: a)

GG; b) GA e; c) AA.
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5.3 ANALISE DE HAPLOTIPOS E DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO 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 regiédo
promotora, bem como o 2741 G>A do intron 9, foram também analisados através de
um estudo de haplotipos, comparando as frequiéncias haplotipicas obtidas entre
pacientes e controles em busca de associacdes com o pénfigo folihceo endémico.

Inicialmente foram comparadas as frequéncias haplotipicas entre os
subgrupos CTRL1 e CTRL2 (Tabela 23), para avaliar a possibilidade de comparacao
entre PFE e CTRL TOTAL, como foi feito para a analise individual de cada
polimorfismo (item 4.2). Foi observada uma diferenca significativa entre as
frequéncias entre CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 24). Portanto, as comparacoes
entre pacientes e controles foram realizadas apenas com o subgrupo CTRL1-EB,
para evitar associacdes espurias (item 4.1.2).

N&o foram encontradas diferencas significativas (P>0,05) entre PFE-EB e
CTRL1-EB, nem entre PFE-AB e CTRL TOTAL-AB (Tabela 24). Além disso, dos 12
haplo6tipos possiveis da combinacdo dessas posicdes, foram detectados apenas 7,
descritos na Tabela 24.

TABELA 23 - COMPARACAO ENTRE OS SUBGRUPOS CTRL1 E CTRL2 DAS
FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS DOS POLIMORFISMOS -429 T>C,
-374 T>A + 63 PB DEL E 2741 G>A DO GENE RAGE

Haplétipos Euro-Brasileiros (EB) % p Afro-Brasileiros (AB) %
(429T>C.-374T>A.2741G>A)  CTRL1 (306) CTRL2 (312) CTRL1(150) CTRL2 (38)
TTG 60,0 58,0 63,0 68,0
TAG 27,0 31,0 21,0 24,0
CTG 9,0 11,0 0,03* 11,0 5,0 0,81
TDA 4,0 0,4 5,0 3,0
CDA 0,0 0,2 0,0 0,0

%: porcentagem de individuos; CTRL1: individuos do subgrupo controle de pénfigo; CTRL2:
individuos do subgrupo controle do sul; P: probabilidade. *As diferencas significativas estdo marcadas
em negrito.

Assim como observado na analise individual dos polimorfismos 63 pb del,
-374 T>A e 2741 G>A, foi detectada uma diferenca entre os subgrupos CTRL1-EB e

CTRL2-EB (Tabela 23) tornando importante mais uma vez a comparagdo com a
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amostra pareada etnicamente (item 4.1.3), PFEp e CTRL TOTALp (Tabela 25). Essa
analise mostrou que as freqiéncias haplotipicas obtidas para os grupos PFEp e
CTRL TOTALp sao estatisticamente similares. Os mesmos 7 haplétipos descritos na

Tabela 23, dos 12 possiveis foram encontrados nesta analise.

TABELA 24 - COMPARACAO ENTRE PFE E CTRL DAS FREQUENCIAS
HAPLOTIPICAS DOS POLIMORFISMOS -429 T>C, -374 T>A + 63
PB DEL E 2741 G>A DO GENE RAGE

Haplétipos Euro-Brasileiros (EB) % p Afro-Brasileiros (AB) %
(-429T>C.-374T>A.2741G>A) PFE (288)  CTRL1 (306) PFE (202) CTRL TOTAL (188)
CTG 6,2 9,5 6,7 9,6
CTA 0,0 0,0 0,5 0,0
CDA 0,1 0,0 1,2 0,0
TTG 59,8 59,8 037 60,1 64,4 0,39
TAG 30,9 27,1 24,8 21,8
TDG 0,3 0,0 0,0 0,0
TDA 2,7 3,6 6,7 4.3

%: porcentagem de individuos; PFE: individuos do grupo de portadores de pénfigo foliaceo endémico;
CTRL1: individuos do subgrupo controle de pénfigo; CTRL TOTAL: individuos dos subgrupos CTRL1
e CTRL2; P: probabilidade. Nao foram encontradas diferencas significativas.

TABELA 25 - COMPARACAO ENTRE PFEp E CTRL TOTALp DAS FREQUENCIAS
HAPLOTIPICAS DOS POLIMORFISMOS -429 T>C, -374 T>A + 63
PB DEL E 2741 G>A DO GENE RAGE

Hapl6tipos Amostra Pareada Etnicamente (%)

(-429T>C.-374T>A.2741G>A) PFEp (472) CTRL TOTALp (472) P
CTG 6,6 9,5
CTA 0,2 0,0
CDA 0,2 0,0
TTG 59,7 61,7 0,23
TAG 29,0 25,2
TDG 0,2 0,0
TDA 4,0 3,6

%: porcentagem de individuos; PFEp: individuos do grupo de pacientes de pénfigo foliaceo endémico
pareados etnicamente com o CTRL TOTALp; CTRL TOTALp: individuos dos subgrupos CTRL1 e
CTRL2 pareados etnicamente com PFEp; P: probabilidade. Ndo foram encontradas diferencas
significativas.

As analises do desequilibrio de ligacdo (Tabelas 26, 27 e 28) foram realizadas
somando PFEp e CTRL TOTALp numa amostra total. Apesar desta escolha, &
interessante notar que outras analises com a amostra, somando ou ndo 0s grupos
Euro- e Afro-Brasileiros em uma amostra total, mostraram o mesmo padrdo do

coeficiente D’.
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Os resultados obtidos revelaram um coeficiente D’ com significancia
estatistica (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 associacao cis, ou seja, a
ocorréncia 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 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS -429
T>C E -374 T>A + 63 PB DEL EM AMOSTRA PAREADA
ETNICAMENTE

Amostra Pareada -429 T>C DL
Etnicamente (944) T C D' =) P2
T - + 1,00 <0,0001* 0,04
-374 T>A 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:
desequilibrio de ligagao; D’: coeficiente do desequilibrio de ligagéo; P: probabilidade; r*: coeficiente de
correlacdo; +: associacdo cis entre os alelos; -: associagdo trans entre os alelos. *D’ com P
significativo (P<0,05) esta marcado em negrito.

TABELA 27 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS -374
T>A + 63 PB DEL E 2741 G>A EM AMOSTRA PAREADA
ETNICAMENTE

Amostra Pareada 2741 G>A DL
Etnicamente (944) G A D' p 2
T + - 0,96 <0,0001* 0,09
-374 T>A 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:
desequilibrio de ligacdo; D’: coeficiente do desequilibrio de ligagcéo; P: probabilidade; r*: coeficiente de
correlacdo; +: associagcdo cis entre os alelos; -: associacdo trans entre os alelos. *D’ com P
significativo (P<0,05) esta marcado em negrito.

TABELA 28 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS -429
T>C E 2741 G>A EM AMOSTRA PAREADA ETNICAMENTE

Amostra Pareada 2741 G>A DL
Etnicamente (944) G A D" P 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 pol|morf|smo -429 T>C; DL: desequilibrio de
ligacado; D’: coeficiente do desequmbrlo de ligacao; P: probabilidade; r*: coeficiente de correlacdo; +:
associagdo cis entre os alelos; -: associacdo trans entre os alelos. Ndo foram encontrados D’ com P
significativo (P>0,05).
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5.4 ANALISE DE HAPLOTIPOS E DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO 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 haplotipo ancestral 8.1 (8.1 AH) de Caucasoides, que inclui, entre
outros, os alelos *0301 do gene HLA-DRB1 e *0201 de HLA-DQB1. O grupo do
LGMH, em estudos anteriores, ja havia genotipado os genes HLA-DRB1 e DQB1 na
amostra em estudo e cedeu gentilmente esses dados para andlise de haplotipos
com o SNP -429 T>C da regido promotora do gene RAGE.

Uma vez que os genes HLA sao freqiientemente associados a etnias (Probst
et al., 2000), as analises foram realizadas entre PFE-EB e CTRL1-EB, minimizando
associacdes espurias com o pénfigo foliaceo endémico. Outras razdes favoreceram
esta escolha: a amostra de Euro-Brasileiros € maior que Afro-Brasileiros, e os dados
reportados na literatura (Price et al., 1999) sugerem que o haplétipo 8.1 AH é tipico
de Caucasoides. As frequéncias haplotipicas encontradas para PFE-EB e
CTRL1-EB estao descritas na Tabela 29.

Os haplétipos -429T.DRB1*01.DQB1*05, -429T.DRB1*04.DQB1*03 e
-429T.DRB1*16.DQB1*05 foram observados com frequéncia significativamente mais
alta no grupo PFE-EB quando comparado com CTRL1-EB. Os haplétipos
-429T.DRB1*07.DQB1*02, -429T.DRB1*11.DQB1*03, -429T.DRB1*13.DQB1*06
foram encontrados com frequéncia significativamente mais alta em CTRL1-EB
quando comparado com PFE-EB. Na amostra estudada, as freqiiéncias do haplétipo
-429C.DRB1*03.DQB1*02 (8.1 AH) se mostraram estatisticamente similares entre
PFE-EB e CTRL1-EB, no entanto, uma tendéncia a associacdo negativa ao pénfigo
foliaceo endémico é observada pelos valores P=0,12, OR=0,27 [0,06-1,27]. E
interessante notar que comparando PFE-EB e CTRL TOTAL-EB, a tendéncia de o
haplétipo 8.1 AH estar associado negativamente ao pénfigo folihceo endémico se

torna ainda mais proxima do limiar de significancia: P=0,06, OR=0,25 [0,06-1,06].
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TABELA 29 — HAPLOTIPOS FORMADOS PELO POLIMORFISMO -429 T>C DO
GENE RAGE E VARIANTES DOS GENES HLA-DRB1 E HLA-DQB1

ENTRE PFE-EB E CTRL1-EB

Hapl6tipos (-429T>C.HLA-DRB1.HLA-DQB1)

Euro-Brasileiros (EB) %

PFE (222)  CTRL1 (278) P OR  IC95%
C 03 02* 0,9 3.2 0,12 0,27 0,06-1,27
C 0305 0,5 0,0
C 0403 1,4 0,0
C 0702 0,5 1,8
C 0703 0,0 1,5
C 0803 0,5 0,0
C 0804 0,7 0,0
C 1005 0,3 0,0
C 1103 0,0 0,5
C 1302 0,0 0,4
C 1303 0,0 1,0
C 1305 0,9 0,7
C1403 0,4 0,0
C1405 0,0 0,4
C 1406 0,0 0,4
C 1506 0,5 0,0
C 1603 0,3 0,4
T0103 0,5 0,0
T 01 05* 29,2 10,8 <0,000001 3,42 2,13-5,51
T 0106 0,5 0,0
T 0302 1,4 4,3
T0304 0,9 1,1
T 0306 0,0 0,7
T 0402 0,5 0,4
T 04 03** 26,0 11,5 <0,0001 2,72  1,69-4,37
T 0404 18 0,4
T 0405 0,5 0,0
T 07 02** 0,0 8,6 <0,000001 0,02  0,00-0,39
T 0703 0,5 0,4
T 0803 0,0 1,4
T 08 04 2,4 4,3
T 0806 0,0 0,7
T 0903 0,5 0,7
T1005 1,9 18
T 11 03* 0,0 10,7 <0,000001 0,02  0,00-0,30
T1106 0,0 1,1
T1203 0,4 0,4
T1205 0,5 0,4
T1302 0,0 0,4
T1303 0,9 0,8
T1305 0,9 11
T 13 06** 54 11,9 0,01 0,42 0,21-0,84
T 1403 1,4 1,8
T1405 18 18
T 1503 0,0 0,4
T 1505 0,5 0,0
T 1506 45 9,0
T 1603 3,3 0,7
T 16 05** 7,2 2,5 0,02 301  1,21-7.44

PFE: Euro-Brasileiros do grupo de portadores de pénfigo folidceo endémico; CTRL1: Euro-Brasileiros
do subgrupo controle de pénfigo; P: probabilidade; OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confianca de
95%. *Haplétipo ancestral 8.1. **As diferencas significativas entre PFE-EB e CTRL1-EB estdo

marcadas em negrito.
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A andlise de desequilibrio de ligagdo entre os pares de alelos destas posicdes
que apresentaram D’ com P<0,05 estd descrita nas Tabelas 30, 31 e 32. Os
resultados obtidos para o desequilibrio de ligagao nos quais foram observados um D’
com P>0,05 ndo foram descritos em tabelas. Essa andlise mostrou associacéo cis
entre os alelos do hapl6tipo 8.1 AH, -429C, HLA-DRB1*03 e DQB1*02, em todos 0s
grupos PFE-EB e CTRL1-EB.

Em relacdo aos outros alelos HLA-DRB1 e DQB1, ndo houve um padréo de
associacgao cis entre os grupos PFE-EB e CTRL1-EB, e por essa razdo a anélise dos
grupos foi realizada separadamente. Além dos alelos do haplétipo 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 associagéo cis entre os
alelos HLA-DRB1*01 e -429T esta no limite de significancia (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 associacao
cis entre -429C e HLA-DRB1*08. No subgrupo CTRL1 (Tabela 31) foi encontrada
uma associacgdo 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;
r’=0,4312) no grupo PFE-EB e 0,7624 (P<0,0001; r*=0,2546) em CTRL1-EB.

TABELA 30 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE -429 T>C, HLA-DRB1 E HLA-
DQB1 EM PFE-EB

PFE-EB (222) -429 T>C DL ;
c D' p r
01 4 i 1,00 0,01 0,03
HLA-DRBL 03 i + 033 <0001 005
07 4 0.46 0,02 0,02
08 ] + 033 <0001 005
HLA-DQB1 02 - ¥ 038 <0001 006

PFE-EB: Euro-Brasileiros do grupo de portadores de pénfigo foliaceo endémico; 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: desequilibrio de ligagcéo; D’: coeficiente do desequilibrio de ligacéo; P: probabilidade;
r*: coeficiente de correlacdo; +: associacao cis entre os alelos; -: associagéo trans entre os alelos. Em
negrito estdo destacados os alelos DRB1*03 e DQB1*02, pertencentes ao haplotipo 8.1 AH.
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TABELA 31 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE -429 T>C, HLA-DRB1 E HLA-
DQB1 EM CTRL1-EB

CTRL1-EB (278) 429 T>C DL 2
T c D' p R
01 + - 1'00 0105* 0101
HLA-DRB1 03 - + 027  <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 pénfigo; 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-DQBZ1; DL:
desequilibrio de ligagao; D’: coeficiente do desequilibrio de ligagéo; P: probabilidade; r*: coeficiente de
correlacdo; +: associacdo cis entre os alelos; -: associacédo trans entre os alelos. Em negrito estéo
destacados os alelos DRB1*03 e DQB1*02, pertencentes ao haplétipo 8.1 AH. *D’ com P no limiar da
significancia (P = 0,05).

5.5 DETECCAO E CARACTERIZACAO DE NOVAS MUTACOES

5.5.1 Polimorfismo de conformacédo de fita simples (Single Strand Conformation
Polymorphism ou SSCP) do produto de PCR da regido promotora do gene
RAGE

A reacdo de SSCP foi realizada para identificar muta¢des potencialmente
novas no produto de PCR da regido promotora (344 pb) nas amostras que foram
inicialmente identificadas com um perfil eletroforético anémalo em gel de
poliacrilamida 8% (20:1) ap0s a reacdo de PCR-RFLP da regido promotora com a
enzima Alul (item 4.3.2). A Figura 21 mostra um gel de poliacrilamida 8% (20:1) com
os perfis eletroforéticos do produto de PCR da regido 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 regido promotora
(344 pb) do gene RAGE, em tampao TBE 1x e corado com brometo de etideo. Linha 1:
amostra 52; Linhas 2 e 3: controles do padrdo de tamanho do produto de PCR da regido
promotora (344 pb) do gene RAGE (gendtipos Il e ID, respectivamente); Linha 4, 5 e 6:
amostras 476, 646 e 688, respectivamente.

A amostra 52 apresentou uma Unica banda entre 400 e 500 pb, sugerindo
uma possivel insercdo em homozigose. As amostras 476, 646 e 688 apresentaram
um padrdo eletroforético similar, com uma banda de 344 pb (produto de PCR da
regido promotora) e uma banda um pouco menor, sugerindo a existéncia de uma
pequena delecdo em heterozigose com a insercdo (produto de PCR da regido
promotora).

A Figura 22 é um gel de poliacrilamida 8% (29:1) com as mesmas amostras
(52, 476, 646 e 688) apos a reacdo de PCR-SSCP (item 4.4.1). As amostras 52 e
688 apresentaram padrdo eletroforético idéntico entre si nestas condicfes
desnaturantes. As amostras 476 e 646 exibiram perfil eletroforético diferenciado das

outras e similar entre si.

Figura 22. Reacdo de PCR-SSCP. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% (29:1) com tampé&o TBE
0,5x e corado com brometo de etideo do produto de PCR da regido 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 sequenciamento do produto de PCR da regiao promotora do gene
RAGE

Os produtos de PCR da regido promotora (344 pb) do gene RAGE das
amostras heterozigotas (476, 646 e 688) também foram clonados e sequenciados
(tem 4.4). De cada amostra analisada, pelo menos 5 clones contendo plasmideos
recombinantes foram sequenciados.

Em duas amostras, 476 e 646, foi encontrada uma delecao de 2 pb (CT) em
heterozigose com a insergéo, que possui seqiiéncia idéntica ao consenso do produto
de PCR (344 pb) da regido promotora do gene RAGE. Portanto, esta é uma delecéo
de um dinucleotideo na posicdo -510 -509delCT. O alinhamento e o0s
eletroforetogramas da reacdo de sequenciamento dessas amostras estao

representados na Figura 23 (a e b, respectivamente).

a. Alinhamento das sequéncias obtidas para o produto de PCR da regido promotora do gene RAGE
das amostras 476 e 646

AL A A AR A TG CAGTTTTALAATAALAGAA AT T e T TTTTCCCTEGGTTTAGTTCAGAATTTTTTTCAALAAL

AAAAABAEAAABTGCAGTTTTEARTBAEGAAATTTLTTTTTE CCTGGGTTTAGTTGAGAATTTTTTTCAARALD

b. Eletroforetogramas da reacdo de seqienciamento da regido promotora do gene RAGE das

amostras 476 e 646
ACAAAATGCAGTT T T TAAATAAAGAAATTI ITT TCCCTG GG TTTAGT TGAGA AL
&0 70 8 50 100

100

“’L/\' W

Flgura 23 Reagao de sequenuamento do produto de PCR da regiao promotora (344pb) do gene
RAGE. a) Alinhamento das sequéncias obtidas. b) Eletroforetogramas da reacédo de
sequienciamento. Cada amostra apresenta plasmideos recombinantes de 2 clones, sendo
gue cada clone porta um dos 2 alelos que forma o gen6tipo. O primeiro clone apresenta o
alelo -510_-509delCT, e o segundo clone apresenta o alelo selvagem -510 -509insCT,
formando em cada amostra o genétipo heterozigoto.

As amostras 476 e 646 apresentaram seqiéncias idénticas do produto de
PCR (344 pb) da regido promotora do gene RAGE, inclusive com 0s mesmos
haplétipos dos polimorfismos presentes: (1) -510 _-509insCT.-429C.-374T e (2)
-510_-509delCT.-429T.-374A.



84

O produto de PCR da regidao promotora do gene RAGE da amostra 52 nao foi
clonado visto que o individuo € aparentemente homozigoto para a mutacdo em
potencial (apenas uma banda). Portanto, o produto de PCR foi diretamente
sequenciado apds tratamento com as enzimas Exol e SAP. A sequiéncia obtida foi
idéntica a depositada no banco de dados, apresentando os genétipos -429TC e
-374TT. N&o foi possivel obter as sequéncias dos clones da amostra 688.

Produtos de PCR da regido promotora do gene RAGE de dois individuos de
uma amostra de diabéticos tipo 1 estudada por Picheth (2007) utilizando PCR-SSCP
também apresentaram padrdes de migragéo eletroforética distintos dos usuais. Para
tentar identificar as possiveis mutacbes nestas amostras, seus produtos de PCR
também foram clonados e pelo menos 5 plasmideos recombinantes de cada
amostra foram sequenciados. Ambas apresentaram a mutacdo -510 -509delCT,

idéntica a das amostras 476 e 646, na regido promotora do gene RAGE (Figura 23).

5.5.3 Clonagem e sequenciamento do produto de PCR da exon 3 do gene RAGE

Produtos de PCR do exon 3 (397 pb) do gene RAGE de trés individuos
também da amostra de diabéticos tipo 1 estudada por Picheth (2007) apresentaram
padrbées de migracdo eletroforética distintos dos usuais em PCR-SSCP. Para tentar
identificar as possiveis novas mutacdes nestas amostras, seus produtos de PCR
também foram clonados e pelo menos 5 plasmideos recombinantes de cada
amostra foram sequenciados. Nestas trés amostras foi encontrada uma transicéo de
citosina para timina na posicao 540 (Figura 24) do exon 3 do gene RAGE. Esta
mutacdo é responsavel pela substituicdo ndo-sinbnima do residuo de arginina, para
cisteina (R77C) na posicdo 77 do receptor RAGE (Figura 25).
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Figura 24. Eletroforetogramas da reagéo de sequenciamento do exon 3 do gene RAGE. Evidenciando
amostras que apresentaram padrdo eletroforético diferenciado em gel de poliacrilamida
8% (29:1) apds reacdo de SSCP. Em destaque esta a transicao de citosina para timina na
posicao 540 (540 C>T). Cada amostra apresenta 2 plasmideos recombinantes, sendo que
cada um porta um dos 2 alelos (C ou T) que forma os genétipos 540CC, 540CT e 540TT.

GENE ID: 177 AGER | advanced glycosylation end product-specific receptor
[Homo sapiens] (Over 100 PubMed links)

Score = 149 bits (377), Expect = S5e-35
Identities = 71/72 (98%), Positives = 71/72 (98%), Gaps = 0/72 (0%)
Frame = +2

Query 131 NIGRTEAWKVLSPQGGGPWD PNGSLFLPAVGIQDEGIFRCQAMNRNGKETKSNY 310
NTGRTEAWKVLSPQGGGPWD PNGSLFLPAVGIQDEGIFRCQAMNRNGKETKSNY
Sbjct 54  NIGRTEAWKVLSPQGGGPWD PNGSLFLPAVGIQDEGIFRCQAMNRNGKETKSNY 113

Query 311 RVRVYRKNSRVF 346
RVRVYRKNSRVF
Sbjct 114 RVRVYRKNSRVE 125

Figura 25. Alinhamento de parte da seqiiéncia de amino&cidos codificado pelo exon 3 do gene RAGE.
Evidenciando a mutacdo 540 C>T no exon 3 com a sequéncia normal, que resulta em
substituicdo ndo-sindnima do aminoacido 77 do receptor RAGE, de arginina para cisteina
(R77C).
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6. DISCUSSAO

O pénfigo foliaceo endémico € uma doenca auto-imune complexa mediada
por auto-anticorpos especificos para a Dsgl, uma glicoproteina desmossomal
(Amagai, 1995) e é caracterizado por bolhas e erosdes na pele (Veldman e Feliciani,
2007). No Brasil o pénfigo foliaceo ocorre de forma endémica em &reas rurais,
principalmente no Centro-Oeste (Hans-Filho et al., 1999).

Alelos dos genes HLA, integrantes do complexo principal de
histocompatibilidade de classes | e Il (MHC Classes | e Il), tém sido associados a
susceptibilidade ou resisténcia ao pénfigo folidceo endémico (Petzl-Erler e
SantaMaria, 1989; Pavoni et al. 2003). Também foram detectadas associa¢des 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-antigeno DSG1 nédo estdo associados com o PFE (Malheiros,
2003). Uma fraca associacdo 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 glicacdo avancada (RAGE), presente nas
membranas e membro da superfamilia das imunoglobulinas, é codificado pelo gene
RAGE localizado no cromossomo 6p21.3 no MHC lll, posicionado entre MHC | e 1l
(Sugaya et al., 1994). Estudos recentes mostraram que o alelo -429C do gene
RAGE faz parte de um haplétipo que inclui alelos HLA, o haplétipo 8.1 AH (Laki et
al., 2007). Este haplétipo tem sido associado com uma pléiade de doencas
imunoldgicas (Price et al., 1999).

O receptor RAGE é capaz de reconhecer mdultiplos ligantes e aparentemente
esta envolvido em um amplo espectro de eventos fisiopatolégicos (Stern et al.,
2002). A funcao deste receptor em condi¢des fisiolégicas normais ainda nédo é
conhecida em detalhes. No entanto, estudos recentes (Zhou et al., 2006) sugeriram
uma funcdo regulatoria para RAGE na maturacdo e fungdo de osteoclastos. Por
outro lado, a ativacdo do receptor RAGE, através da interacdo com seus ligantes,
desencadeia por transducdo de sinal uma cascata de eventos intracelulares que
promovem resposta inflamatoria, estado de pro-coagulagédo, geracdo de espécies

reativas de oxigénio e inclusive modificagdo da expressdo génica com inducdo da
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transcricdo do proprio gene RAGE (Lapolla et al., 2005). Em condi¢cdes nas quais 0
receptor RAGE é persistentemente ativado, como presumivelmente ocorre em
pacientes diabéticos, o receptor RAGE atua como um propagador de disfuncdes
celulares (Schmidt et al., 2000; Hudson et al., 2002).

As caracteristicas muito distintas dos ligantes de RAGE, como as beta-fibrilas
presentes na doenca de Alzheimer, os polipeptideos S100/calgranulinas e os AGEs,
ambos envolvidos no processo inflamatorio, sugerem que este receptor celular tem
uma funcao biologica relevante e pode ser um elemento importante para o estudo e
compreensao de varios processos patolégicos (Schmidt et al., 2000; Stern et al.,
2002). A importancia de RAGE é também ressaltada por estudos que mostraram o
efeito do RAGE soluvel (SRAGE), uma isoforma C-truncada de RAGE que perdeu o
sitio de ancoragem na membrana celular e circula no plasma, reduzindo a
intensidade do processo inflamatério e das complicacfes associadas ao diabetes em
roedores, possivelmente por sequestrar os ligantes de RAGE, n&o permitindo que
estes atinjam o receptor na membrana e, consequentemente, o desenvolvimento de
efeitos patologicos (Ding e Keller, 2005).

Os estudos de associacdo de variantes do gene RAGE com processos
patolégicos tém mostrado resultados conflitantes. Enquanto alguns estudos néo
identificaram associa¢cdes em particular com o diabetes e funcéo renal (Globocnick
et al., 2003; Jixiong et al., 2003; Kankova et al., 2005; Naka et al., 2006), outros tém
relacionado polimorfismos de RAGE principalmente com complicagées do diabetes,
processos inflamatérios, aterosclerose e doenca 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 investigacdo de associacdo ao pénfigo foliaceo endémico, tanto
pelos efeitos ja descritos de sua atividade como receptor quanto por refletir os
efeitos de um alelo em associacéo primaria com a doenc¢a devido a um desequilibrio

de ligagcdo com RAGE, como € o caso de alguns alelos dos genes HLA.
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6.1 AMOSTRA POPULACIONAL

6.1.1 Composicdo da amostra

Frequentemente séo registradas associagdes divergentes entre polimorfismos
e processos patoldgicos de etiologia complexa em diferentes estudos (Willett et al.,
2002). Alguns dos fatores que contribuem para este fendbmeno estao relacionados a
amostragem populacional como, por exemplo, 0 uso de amostras com poucos
individuos, a escolha de grupos controle inapropriados, além de falhas ao coletar
informacdes dos fatores ambientais que podem modificar a relacao entre gendtipo e
doenca. Neste trabalho, estes fatores foram minimizados a fim de obter resultados
consistentes.

Uma das principais razdes que podem conduzir a associa¢des espurias entre
as variantes genéticas e doencas é a existéncia de diferencas das frequéncias dos
alelos estudados entre subgrupos populacionais ou se estes estiverem
representados desigualmente nos grupos de pacientes e controles. As diferencas
nas freqiéncias alélicas entre grupos étnicos podem influenciar os resultados e
conclusdes dos estudos de associagdo por dois motivos: (1) a frequéncia do alelo
associado num grupo pode estar muito baixa ou mesmo ausente em outros grupos
étnicos; (2) a associacdo com a variante pode ocorrer em Varios 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
composicdo étnica: individuos de origem predominantemente européia (EB) e
individuos de origem mestica predominantemente africana e européia (AB).

As comparacdes foram realizadas considerando-se estes dois subgrupos
populacionais que compdem a amostra. Quando as diferencas de frequéncias
genotipicas, alélicas, de portadores e haplotipicas foram estatisticamente
significativas entre 0s grupos étnicos, 0s grupos de pacientes com pénfigo e controle

foram pareados em relagdo a composicao étnica (item 4.1).
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6.1.2 Caracterizagédo da amostra

O Centro-Oeste foi a regido do Brasil na qual foi registrada a maior frequéncia
de aparecimento das lesdes primarias caracteristicas do pénfigo foliaceo endémico
na amostra estudada (Figura 15). Esses resultados refletem a regido na qual as
amostras deste estudo foram coletadas.

A idade média de aparecimento das lesdes primarias caracteristicas do
pénfigo foliaceo endémico no grupo PFE deste estudo foi de 32,9 + 16,3 anos (item
5.1). Esta idade média € menor que as descritas em outros estudos: 54 anos na
Itélia (Naldi et al., 1993), 36,7 £ 15,7 anos na Tunisia e 52,0 + 18,1 anos na Franca
(Bastuji-Garin et al., 1995), 43 anos na Africa do Sul (Aboobaker et al., 2001), 40
anos na Arabia Saudita (Tallab et al., 2001), 53 anos na Crodacia (Ljubojevic et al.,
2002), 44,3 anos na Coréia (Seo et al., 2003) e 42,0 + 19,0 anos em pacientes do Ira
(Chams-Davatchi et al., 2004). O reconhecimento de areas endémicas para o PFE
no Brasil por autoridades sanitarias e mesmos por pesquisadores pode ter
influenciado a deteccdo precoce das lesGes primarias em comparacdo com O0S
demais estudos.

A proporcao mulheres:homens (Figura 17) encontrada em PFE neste estudo
foi de 1,25:1. Em outras populacdes, esta proporcéo foi descrita como: 1,43:1 na
Italia (Naldi et al., 1993), 4:1 na Tunisia e 1:2 na Franca (Bastuji-Garin et al., 1995),
1,4:1 na Africa do Sul (Aboobaker et al., 2001), 2,2:1 na Arabia Saudita (Tallab et al.,
2001), 2:1 na Croacia (Ljubojevic et al., 2002), 1,3:1 na Coréia (Seo et al., 2003) e
1,5:1 no Ird (Chams-Davatchi et al., 2004). Portanto, neste quesito, a populagao
brasileira em estudo assemelha-se & coreana, sul-africana e iraniana. Também, a
maioria dos estudos aponta para uma predominancia de mulheres entre os afetados.

Os resultados obtidos por Bastuji-Garin et al. (1995) na Tunisia, outra regido
onde o pénfigo folihceo & endémico, mostraram um padrdo semelhante aquele
observado neste trabalho, pois aqueles autores encontraram uma maior incidéncia
em mulheres (4:1) jovens (36,7 + 15,7 anos). Nas amostras deste estudo, apesar da
relacdo mulheres:homens ser proxima de 1:1 no grupo PFE (Figura 17), a idade
meédia neste grupo é 32,9 £ 16,3 anos (item 5.1), ou seja, ha uma maior incidéncia
de pénfigo foliaceo em jovens na amostra estudada quando comparado com outras

populacdes. Outra caracteristica coincidente entre os casos de pénfigo na Tunisia e
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no Brasil € a maior incidéncia em &areas rurais. Por outro lado, dois fatores séo
diferentes nestas regibes endémicas: (1) a presenca de casos de pénfigo foliaceo
em criangas (abaixo de 15 anos) em nosso estudo foi de 11,1% (Figura 16), e na
Tunisia foi encontrado apenas um caso de um total de 198 individuos (0,51%) e; (2)
na amostra estudada, 88,8% dos pacientes de pénfigo possuiam familiar afetado
(item 5.1), enquanto na Tunisia ndo foram observados casos em familias.

Algumas diferencas em relacdo a ocupacao e ao grau de instrucdo entre os
individuos do subgrupo CTRL2 e os grupos PFE e CTRL1 refletem as regides de
residéncia dos individuos 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, geografica e ocupacéo, do subgrupo CTRL1 em
relacéo ao grupo PFE. Por outro lado, o grupo CTRL2 foi formado principalmente por
individuos abordados na Universidade Federal do Parana e como seus familiares.

Devido a importancia do fator ambiental no desenvolvimento do pénfigo
foliaceo endémico o grupo controle deve estar pareado com o de pacientes no que
diz respeito a origem geogréfica e ocupacao. Os dados epidemiolégicos da amostra
estudada (item 5.1) evidenciam as diferencas dos fatores ambientais entre CTRL2 e
os grupos PFE e CTRL1, enfatizando a necessidade da divisdo do grupo CTRL
TOTAL em CTRL1 e CTRL2, a ndo ser que as frequéncias genotipicas, alélicas, de
portadores e haplotipicas sejam estatisticamente similares (item 4.1.2). Uma vez que
polimorfismos podem estar associados a etnia e considerando que a populacéo
brasileira € muito miscigenada, é essencial minimizar a possibilidade de associacdes
espurias ao pénfigo foliaceo endémico. Por isso, € importante a realizacdo de
analises com uma amostra pareada etnicamente (item 4.1.3; PFEp e CTRL
TOTALp), além de fornecer maiores informacdes relativas a distribuicdo das

frequiéncias dos polimorfismos na amostra estudada.

6.2 GENOTIPAGEM

Os polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) podem causar modificacdo da

sequéncia de residuos de aminoacidos na proteina ou na expressdo génica
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podendo, portanto, podem participar de mudancgas bioquimicas e fisiopatoldgicas
importantes. Os polimorfismos do gene RAGE tém sido relacionados com
susceptibilidade genética as complicacdes do diabetes, além da possivel associacéo
com outras patologias, como a doenca de Alzheimer (Hudson et al., 2002). Os SNPs
-429 T>C e -374 T>A da regido promotora sdo funcionais, pois causam um aumento
da expressao de RAGE (Hudson et al., 2001); e o SNP 2741 G>A do intron 9, pode
estar envolvido com splicing alternativo do transcrito primario de RAGE. O
polimorfismo 63 pb del da regido promotora também causa alteracdes importantes
na expressao de RAGE (Hudson et al., 2001).

Para todos estes polimorfismos analisados neste estudo, os resultados
obtidos na genotipagem de amostras de orientais e indigenas foram apenas citados
devido ao numero insuficiente de individuos destas etnias para realizar comparacfes
com poder estatistico. Portanto, o estudo de associacéo foi realizado entre pacientes
e controle em Euro- e Afro-Brasileiros. Nestes, as frequéncias observadas para
todos os polimorfismos analisados se distribuiram conforme o esperado no equilibrio

de Hardy-Weinberg.

6.2.1 Andlise de associacdo individual do polimorfismo 63 pb del da regido
promotora do gene RAGE

Em estudos anteriores da regido promotora do gene RAGE em Caucasoides
(Hudson et al., 2001; Schenk et al., 2001; Kankova et al., 2005), o polimorfismo 63
pb del foi encontrado em um nimero muito reduzido de individuos (<1%). Por outro
lado, em uma amostra de diabéticos tipo 2 investigada por Santos et al. (2005) foram
encontradas frequéncias 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 freqientemente (P<0,05) em
Afro-Brasileiros (3,8%) quando comparados com Euro-Brasileiros (<1%).

No presente estudo, para avaliar a pertinéncia de usar o grupo CTRL TOTAL
(unindo os subgrupos CTRL1 e CTRL2) nas comparacdes com o grupo PFE,
inicialmente foi realizada uma comparacao entre CTRL1 e CTRL2 (Tabela 11). Foi
determinado que CTRL1-EB e CTRL2-EB possuem freqiiéncias genotipicas, 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 associa¢gbes
espurias ao pénfigo foliaceo endémico e de garantir o pareamento dos fatores
ambientais pela importancia destes no desencadeamento da doenca, prosseguiu-se
as andlises de associacdo entre PFE-EB e CTRL1-EB, e PFE-AB e CTRL2-AB
(Tabela 12). Nestas analises ndo foi observada associacdo entre o pénfigo foliaceo
endémico e o polimorfismo 63 pb del (P>0,12). A comparagao entre pacientes e
controles da amostra pareada etnicamente (Tabela 13) foi realizada, ndo sendo
observada associacdo significativa entre o pénfigo foliaceo endémico e o
polimorfismo 63 pb del (P>0,60).

A diferenca encontrada das frequéncias genotipicas, 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 classificacdo étnica utilizada ndo é perfeita.
As dificuldades na classificacdo étnica com base observacional sdo reconhecidas
em varios trabalhos envolvendo genética de popula¢gbes e, na amostra em estudo
foram potencializados pela maior miscigenacéo observada em individuos da Regiéo
Centro-Oeste em relacdo a populacdo do Sul do Brasil, o que torna o grupo Euro-
Brasileiros menos homogéneo etnicamente na Regidao Centro-Oeste quando
comparado ao da Regido Sul. Neste contexto, os dados obtidos corroboram a maior
frequéncia do polimorfismo 63 pb del em Afro- quando comparado a Euro-Brasileiros

como anteriormente descrito por Torres (2007).

6.2.2 Andlise de associacdo individual do polimorfismo -429 T>C da regido
promotora do gene RAGE

Variantes genéticas na regido promotora do gene RAGE tém sido alvos
importantes das pesquisas porque podem alterar a concentracdo e atividade do
receptor RAGE (Hudson et al. 2002). O alelo -429C aumenta, em estudos in vitro,
em até duas vezes a transcricdo do gene RAGE (Hudson et al., 2001). Os resultados
obtidos em estudos de associacdo do polimorfismo -429T>C sugerem que o alelo
-429C esta associado com retinopatia em diabéticos tipo 2 (Hudson et al., 2004) e
nefropatia em diabéticos (Kankova et al., 2005). Em um estudo populacional em
amostra brasileira foram obtidas frequéncias similares do alelo -429C (=12,0%) em

Euro- e Afro-Brasileiros (Torres, 2007).



93

No presente estudo, para avaliar a consisténcia do uso do grupo CTRL
TOTAL nas comparac¢des com o grupo PFE, inicialmente foi realizada uma analise
entre CTRL1 e CTRL2, na qual foi determinado que tanto CTRL1-EB e CTRL2-EB
quanto CTRL1-AB e CTRL2-AB séo similares entre si para o polimorfismo -429 T>C
(Tabela 14; P=0,29). Estes resultados permitiram que as analises de associagéo
fossem conduzidas entre PFE-EB e CTRL TOTAL-EB e, entre PFE-AB e CTRL
TOTAL-AB (Tabela 15). Nestas analises foi encontrada uma associacdo entre o
pénfigo foliaceo endémico e o alelo -429C em Euro-Brasileiros (P=0,04). Esta fraca
associacao sugere que o alelo -429C confere protecdo de cerca de 50% para o
desenvolvimento da doenca (OR=0,61 [0,34-1,07]). Finalmente, em uma
comparacao entre pacientes e controles da amostra pareada etnicamente (Tabela
16) ndo foi encontrada associacdo entre o pénfigo foliaceo endémico e o
polimorfismo -429 T>C (P=0,14).

Esses resultados sugerem que o alelo -429C pode conferir protecdo ao
pénfigo foliaceo endémico. A baixa freqtiéncia do alelo -429C na populagéo (=8%) é
um fator que dificulta os estudos de associacdo com doencas. Estudos com
amostras maiores sdo essenciais para esclarecer a associagao entre o alelo -429C e
o pénfigo folidceo endémico. Também é possivel concluir que o efeito do alelo -429C
no desenvolvimento da doenca é pouco significativo em termos populacionais, pela

fraca associacdo observada associada a baixa frequéncia na populagao.

6.2.3 Andlise de associacdo individual do polimorfismo -374 T>A + 63 pb del da

regiao promotora do gene RAGE

A substituicdo T>A na posicéo -374 da regido promotora modifica o sitio de
ligacdo a um complexo de proteinas repressoras da transcricdo de RAGE,
aumentando a expressdo do gene RAGE em até trés vezes (Hudson et al., 2001).
Schenk et al. (2001) relataram que o alelo -374A estd associado com aumento da
frequéncia de céncer de células pulmonares n&o-pequenas (non-small cell lung
cancer). Além disso, o alelo -374A estid associado a um efeito protetor contra o
desenvolvimento de doenca coronariana (Pettersson-Fernholm et al., 2003; Falcone
et al., 2004; Santos et al., 2005). As freqtiéncias do alelo -374A em Euro- (31,5%) e

Afro-Brasileiros (25,3%) saudaveis descritas por Torres (2007), se mostraram
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diferentes das reportadas por varios estudos em individuos saudaveis (Hudson et
al., 2001; Jixiong et al., 2003; Falcone et al., 2004; Kankova et al., 2005)

Um dado importante a ser considerado é que o polimorfismo 63 pb del
engloba a regido do SNP -374 T>A (item 4.3.3), 0 que faz com que essa posi¢ao
esteja ausente quando a delecao esta presente em homozigose ou ainda, presente
de forma hapléide quando a delegéo esta em heterozigose. Em estudos anteriores
da regido promotora do gene RAGE em Caucasodides (Hudson et al., 2001; Schenk
et al., 2001; Kankova et al., 2005), a baixa frequéncia do polimorfismo 63 pb del
(<1%) levou os autores a excluir os individuos com esta delecdo das analises.
Entretanto, estudos na populacédo brasileira (Santos et al., 2005; Torres, 2007)
sugerem que o polimorfismo 63 pb del ocorre mais frequentemente, principalmente
em Afro-Brasileiros (3,8%), 0 que torna a sua exclusdo das analises um equivoco,
visto que a auséncia de um alelo da posicéo -374 T>A pode alterar a expressao do
gene RAGE. Por isso, a posicdo -374 da regido promotora do gene RAGE foi
considerada como um polimorfismo com trés alelos: T, A e D (alelo da delecéo)
neste estudo.

Inicialmente foi realizada uma comparacgao entre CTRL1 e CTRL2 para avaliar
a possibilidade de usar o grupo CTRL TOTAL nas comparag¢des com o grupo PFE
(Tabela 17). Nesta foi determinado que CTRL1-EB e CTRL2-EB possuem
frequéncias 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
associacdes espurias ao pénfigo folidceo endémico e de garantir o pareamento dos
fatores ambientais pela importancia destes no desencadeamento da doenca,
prosseguiu-se as andlises de associa¢do entre PFE-EB e CTRL1-EB, e PFE-AB e
CTRL2-AB (Tabela 18). Por sua vez, nestas analises nao foi encontrada associagao
entre o pénfigo foliaceo endémico e o polimorfismo 63 pb del (P=0,06). Finalmente, a
comparacao entre pacientes e controles da amostra pareada etnicamente (Tabela
19) foi realizada, ndo sendo observada associacdo entre o pénfigo foliaceo
endémico e o polimorfismo 63 pb del foi corroborada (P=0,38).

A diferenca encontrada das frequéncias 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 inconsisténcia na classificacéo étnica dos individuos
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sugerindo que o grupo Euro-Brasileiros da Regido Centro-Oeste € menos
homogéneo etnicamente quando comparado ao da Regi&o Sul.

Entretanto, deve-se ressaltar que estas diferencas significativas encontradas
para o polimorfismo -374 T>A + 63 pb del, desapareceram quando os individuos
com a delecdo foram excluidos das andlises (item 5.2.3), sugerindo que o
polimorfismo 63 pb del, e ndo o0 -374 T>A, esta afetando os resultados.

As genotipagens do polimorfismo -374 T>A através do ensaio PCR em Tempo
Real, sistema TagMan®, foi confirmada através de clivagem com a enzima Tsp509|
por PCR-RFLP (Anexo V), de 3 amostras de cada gendtipo (TT, TA e AA).

6.2.4 Andlise de associacao individual do polimorfismo 2741 G>A do intron 9 do
gene RAGE

Estudos de associagdo a doengas descrevendo polimorfismos em introns do
gene RAGE ainda sdo escassos na literatura. A transicdo 2184 A>G no intron 8 foi
associada ao estado antioxidante em pacientes diabéticos (Kankova et al., 2001).
Em um estudo posterior, Kankova et al. (2005) encontraram uma maior frequiéncia
do alelo 2184G em um grupo de diabéticos com nefropatia.

Sequéncias intrbnicas podem participar da ativacdo ou inibicdo do processo
de splicing (Venables, 2007). Uma isoforma do receptor RAGE, sRAGE, é resultado
da conservacdo de parte do intron 9 que introduz um cédon de parada na proteina,
eliminando as regides codificadas pelos exons 10 e 11, a hélice transmembrana e a
cauda citosolica, respectivamente (Schmidt et al., 1994; Yonekura et al., 2003; Ding
e Keller, 2005). A forma sRAGE €& uma provavel supressora da ativacdo e
sinalizacdo de RAGE, visto que sequestra seus ligantes, o que torna interessante a
analise 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 préximo ao exon
10 poderia estar associado a geracdo da isoforma protetora SRAGE através de
splicing alternativo, visto que se encontra em uma regido de interacdo com proteinas
reguladoras do espliceossomo, tornando-se um alvo interessante de analises de

associacdo a doengas. As frequéncias alélicas do polimorfismo 2741 G>A
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reportadas até o momento s&o: 100,0% 2741G em europeus; 2,0% 2741A em
asiaticos e em africanos (www.hapmap.org).

Neste estudo, para avaliar a pertinéncia do uso do grupo CTRL TOTAL nas
comparacdes com o grupo PFE, inicialmente também foi realizada uma anélise entre
CTRL1 e CTRL2 (Tabela 20), na qual foi verificado que CTRL1-EB e CTRL2-EB
possuem freqiéncias genotipicas, 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 intencao de evitar associacfdes espurias ao pénfigo foliaceo
endémico, prosseguiu-se as andlises de associacao entre PFE-EB e CTRL1-EB, e
PFE-AB e CTRL2-AB (Tabela 21). Nestas andlises ndo foi encontrada associagéo
entre o pénfigo foliaceo endémico e o polimorfismo 2741 G>A (P=0,08). Finalmente,
uma comparacdo entre pacientes e controles da amostra pareada etnicamente
(Tabela 22) foi realizada e neste caso também foi encontrada uma auséncia de
associagao entre o pénfigo foliaceo endémico 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 diferenca encontrada das frequéncias genotipicas, 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 inconsisténcias na classificacao
étnica dos individuos revelando que o grupo Euro-Brasileiros € menos homogéneo
etnicamente na Regido Centro-Oeste quando comparado ao da Regido Sul. Estes
resultados sugerem também que possivelmente 2741 G>A esta associado a etnias.

Finalmente, a genotipagem do SNP 2741 G>A através da reacdo PCR em
Tempo Real com o sistema TagMan® foi confirmada pelo seqiienciamento apés
clonagem do produto de PCR do intron 9 (item 5.2.4).

6.3 ANALISE DE HAPLOTIPOS E DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE
POLIMORFISMOS -429 T>C, -374 T>A + 63 PB DEL E 2741 G>A DO GENE
RAGE

Estudos de haplétipos de polimorfismos do gene RAGE ainda sédo escassos
na literatura. Kankova et al. (2005) encontraram uma associagdo entre um haplétipo

incluindo os alelos -429C e -374T e nefropatia em caucasoides com diabetes tipo 2.
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Em um estudo populacional usando uma amostra incluindo Euro- e Afro-Brasileiros,
Torres (2007) ndo detectou associacdo entre as etnias e o0s haplétipos dos
polimorfismos -429 T>C e -374 T>A, o0s quais estdo em desequilibrio de ligacéo
absoluto, resultados concordantes com os achados por Hudson et al. (2001).

Neste estudo, inicialmente foram comparadas as frequéncias haplotipicas
entre os subgrupos CTRL1 e CTRL2 (Tabela 23), para avaliar a possibilidade de uso
do grupo CTRL TOTAL, como foi feito para a analise individual de cada polimorfismo
(tem 4.2). Foi observada uma diferenca significativa (P=0,03) das frequéncias
haplotipicas entre CTRL1-EB e CTRL2-EB (Tabela 23), portanto, as comparacdes
foram realizadas entre PFE-EB e o subgrupo CTRL1-EB, e entre PFE-AB e CTRL
TOTAL-AB, para evitar associacfes espurias (Tabela 24). Neste caso, ndo foi
detectada associagao entre os haplotipos e o pénfigo foliaceo endémico (P=0,37),
resultados confirmados pelos resultados da analise da amostra pareada etnicamente
(Tabela 25), PFEp e CTRL TOTALp (P=0,23).

As analises do desequilibrio de ligacao (Tabelas 26, 27 e 28) foram realizadas
com uma amostra total pareada etnicamente, que inclui individuos dos grupos PFEp
e CTRL TOTALp. Depois da realizacdo de outras analises com a amostra, somando
ou nao os grupos Euro- e Afro-Brasileiros em uma amostra total, esta escolha foi
adotada visando aumentar o nimero da amostra, visto que em todos 0s casos
obteve-se o mesmo padrao do coeficiente D’.

Os resultados obtidos revelaram associacao cis, ou seja, a ocorréncia 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 desequilibrio de ligacdo (D’=1,0; P<0,0001; r°=0,95) foi encontrado entre 0s
alelos 63 del e 2741A, e o alto coeficiente de correlacdo (r>>0,8) sugere que um
destes alelos pode ser utilizado isoladamente para identificar o haplétipo em estudos
de associacédo a doencas, visto que a variabilidade de cada alelo individualmente é
capaz de representar a variabilidade possivel no outro I6cus. Nestas condicdes, o
poder de detectar associacdo a doengas com um lécus marcador ao usar uma
amostra de tamanho N é aproximadamente igual ao poder de detectar a associacao
com o lécus causal usando uma amostra de tamanho Nr? (VanLiere e Rosenberg,

2008). Deve-se ressaltar que os polimorfismos 2741G>A e 63 pb del estédo
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presentes em baixa frequéncia na populacdo em estudo o que pode afetar as

andlises estatisticas envolvendo estas variacoes.

6.4 ANALISE DE HAPLOTIPOS E DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE O
POLIMORFISMO -429 T>C DO GENE RAGE E VARIANTES DOS GENES
HLA-DRB1 E HLA-DQB1

Alelos de genes HLA tém sido estudados extensivamente buscando
associacdes com diversas doencgas imunologicas, incluindo o pénfigo (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 sdo marcadores de ancestralidade (Probst et al., 2000). Petzl-Erler e
SantaMaria (1989) sugerem que genes do MHC de classe Il controlam a
predisposicao ao pénfigo folidceo endémico. Neste estudo foi constatada associagao
positiva da doenca com HLA-DR1, DR4 e DR16, e associacdo negativa com DR7.
Estes resultados foram recentemente confirmados, num estudo que objetivou avaliar
as associagdes entre PFE e alelos HLA-DRB1 (Pavoni et al., 2003).

Hudson et al. (1998) aventaram que devido a proximidade entre o gene
RAGE e aregido HLA é possivel que qualquer associacao encontrada entre RAGE e
complicacBes do diabetes seja devida a um desequilibrio de ligacdo com variacdes
nos loci de HLA. Entretanto, apesar de existir uma associacdo entre diabetes e
polimorfismos dos genes HLA, ainda ndo ha evidéncias que suportem esta
associacdo com o desenvolvimento de complica¢cdes do diabetes (Hudson et al.,
1998).

Um haplotipo do MHC tipico de Caucasoides, o haplétipo ancestral 8.1 (8.1
AH), esta associado a doencas imunologicas, entretanto, os efeitos diretos de seus
genes integrantes ainda nao foram determinados (Price et al., 1999). O haplétipo 8.1
AH foi associado ao desenvolvimento acelerado do HIV (Cameron et al., 1990),
susceptibilidade ao diabetes tipo 1 (Hanifi et al., 1998), lUpus eritematoso sistémico
(Christiansen et al., 1991), dermatite herpitiforme (Wilson et al., 1995) e miastenia

grave (Degli-Esposti et al., 1992). O alelo -429C pertence ao haplétipo ancestral 8.1
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(8.1 AH) de Caucasodides (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 associacdo negativa encontrada entre a
frequéncia do alelo -429C e o pénfigo foliaceo endémico em Euro-Brasileiros neste
estudo indicam que a analise de haplotipos dessas trés posicbes € relevante.
Pesquisadores do grupo LGMH, em estudos anteriores, jA genotiparam os genes
HLA-DRB1 e DQB1 em grande parte da amostra em estudo e cederam gentilmente
esses dados para analise de haplétipos com o SNP -429 T>C da regido promotora
do gene RAGE.

Uma vez que os genes HLA sao frequentemente associados a etnias (Probst
et al., 2000), as andlises foram realizadas entre o grupo PFE-EB e o subgrupo
CTRL1-EB, minimizando associacdes espurias com o pénfigo foliaceo endémico.
Além disso, esta escolha se deve ao maior tamanho da amostra de Euro-Brasileiros
em relacdo a Afro-Brasileiros, e porque os dados reportados na literatura (Price et
al., 1999) sugerem que o haplétipo 8.1 AH é tipico de Caucasoides.

Na amostra estudada os haplétipos -429T.DRB1*01.DQB1*05,
-429T.DRB1*04.DQB1*03 e -429T.DRB1*16.DQB1*05 estdo associados a
susceptibilidade ao pénfigo foliaceo endémico (Tabela 29). Por outro lado, os
haplétipos -429T.DRB1*07.DQB1*02, -429T.DRB1*11.DQB1*03,
-429T.DRB1*13.DQB1*06 conferem protecdo ao desenvolvimento da doenca
(Tabela 29). Os resultados obtidos para as analises de associacdo entre haplotipos
e 0 pénfigo foliaceo endémico sdo coincidentes com os descritos em outros estudos.
Petzl-Erler e SantaMaria (1989) sugerem que DR1.DQwl e DR4.DQw3 séo
marcadores de susceptibilidade, e DR7.DQw2 e DR3.DQw2 sdo marcadores de
resisténcia ao pénfigo folidceo endémico. Pavoni et al. (2003) encontraram gque 0S
alelos HLA-DRB1*01, *04, *14 e *16 conferem susceptibilidade, e HLA-DRB1*03,
*08 e *11 séo responsaveis por conferir resisténcia ao pénfigo foliaceo endémico.
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 populagbes
indigenas (Terena e Xavantes) somente DRB1*04 foi associado com PF, e DRB1*08
se mostrou associado negativamente. Estudos com PF esporadico revelaram
associacbes com os alelos DRB1*01 e *04 em europeus (Moiseau et al., 2000), e

com *04 e *14 em asiaticos (Miyagawa et al., 1999). Em uma amostra de pacientes
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de pénfigo vulgar e folidceo da Turquia, foi encontrada uma associagado positiva com
DR14, DQ8 e DQ4, e negativa com DR11, DQ7 e DQ2 (Birol et al., 2002). E preciso
considerar que as associacdes entre os haplétipos -429T.DRB1*11.DQB1*03 e
-429T.DRB1*13.DQB1*06 encontradas particularmente neste estudo podem também
refletir uma associacdo priméria entre o pénfigo foliaceo endémico e alelos do gene
HLA-DQB1, menos estudados até o momento.

Na amostra estudada, o haplétipo -429C.DRB1*03.DQB1*02 (8.1 AH) néo
estd associado a doenca (Tabela 29), no entanto, uma tendéncia a associacao
negativa ao pénfigo foliaceo endémico € observada pelos valores P=0,12, OR=0,27
[0,06-1,27]. Petzl-Erler e SantaMaria (1989) sugerem que o haplétipo formado pelos
alelos HLA-DRB1*03 e DQB1*02 sao marcadores de resisténcia ao pénfigo foliaceo
endémico em Euro-Brasileiros. E importante lembrar que apesar do uso do grupo
CTRL1-EB para as analises haplotipicas pelos motivos citados acima, as analises
que detectaram a fraca associacao entre as frequéncias alélicas do polimorfismo
-429 T>C e o pénfigo folihceo endémico foram realizadas entre PFE-EB e CTRL
TOTAL-EB (Tabela 15), visto que os grupos CTRL1-EB e CTRL2-EB se mostraram
com frequéncias genotipicas, alélicas e de portadores, estatisticamente similares
(Tabela 14). Dessa forma, é interessante notar que comparando PFE-EB e CTRL
TOTAL-EB, a tendéncia de o haplétipo 8.1 AH estar associado negativamente ao
pénfigo foliaceo endémico se torna ainda mais préxima do limiar de significancia:
P=0,06, OR=0,25 [0,06-1,06] (item 5.4). Seguramente, a andlise de uma amostra
maior é essencial para determinar a associacdo entre o haplétipo 8.1 AH e o pénfigo
foliaceo endémico, devido a baixa frequiéncia do mesmo na populacdo estudada
(haplotipo 8.1 AH: <3%) fator complicador na determinacdo de associacdo a
doencas.

Além do préprio haplotipo 8.1 AH (-429C.DRB1*03.DQB1*02), dentre os
haplétipos encontrados nas analises haplotipicas dos polimorfismos -429 T>C e
alelos dos genes HLA-DRB1 e DQB1, alguns ja 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 desequilibrio de ligagédo (Tabelas 30

e 31) sugerem de fato uma forte associagao cis entre os alelos do haplotipo 8.1 AH
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-429C, HLA-DRB1*03 e DQB1*02. Em relacdo aos outros alelos, ndo houve um
padrdo do desequilibrio de ligacdo nos grupos PFE-EB e CTRL1-EB, e por essa
razdo a andlise foi realizada com os grupos separadamente. Associacdo 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 frequéncia
do que o esperado (P<0,01). No subgrupo CTRL1 (Tabela 31) foi encontrada uma
associacao 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 correlagdo (r’<0,1),
sugerem que nenhum destes alelos pode ser utilizado isoladamente para identificar
todo o haplétipo do qual faz parte em estudos de associacdo, visto que a
variabilidade de cada alelo individualmente ndo & capaz de representar a

variabilidade possivel nos outros loci.

6.5 DETECCAO E CARACTERIZACAO DE NOVAS MUTACOES

Os sitios polimorficos mais estudados do gene RAGE séo o exon 3 e a regido
promotora (Hudson et al., 1998; Hudson et al., 2001). No exon 3, o polimorfismo que
promove a substituicdo de uma glicina por serina no codon 82 (G82S), resulta em
uma proteina com maior afinidade pelos ligantes (Hudson et al., 2002). O alelo 82S
tem elevada prevaléncia em orientais (cerca de 20%), sendo menos frequente
(<10%) em populacdes ocidentais (Hudson et al., 1998; Liu e Xianc, 1999). Na
populacao brasileira, a frequéncia do alelo 82S é de cerca de 3% (Naka et al., 2006;
Torres, 2007) e ndo estd associado ao diabetes e a doenca arterial coronariana
(Picheth, 2007).

As variacdes genéticas da regido promotora de RAGE tém revelado
associacao dos polimorfismos -429 T>C, -374 T>A e 63 pb del (-407_-345del) com
complicagbes do diabetes tipos 1 e 2, bem como com a severidade da doenca
cardiovascular (Petterson-Fernholm et al., 2003; Falcone et al., 2004; Falcone et al.,
2005; Santos et al., 2005). Estes sitios polimorficos ganharam especial atengcdo com
a descoberta de que sao funcionais, uma vez que os alelos raros -429C, -374A e

63del condicionam aumento na expresséo do gene RAGE (Hudson et al., 2001).
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Poucos estudos tém se dedicado a detectar novas variacdes genéticas na
regido promotora de RAGE. Heidemann (2008) caracterizou a mutacao
-505_-504delTT através de sequenciamento do produto de PCR da regido
promotora do gene RAGE seguindo resultados iniciais de triagem utilizando a
técnica de PCR-SSCP que sugeriram a presenca de novas mutacdes nesta regido
de RAGE (Picheth, 2007).

Neste estudo, o perfil eletroforético do produto de PCR da regido 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 padréo diferenciado
poderia indicar a existéncia de uma variacdo genética nova. Estas foram entédo
caracterizadas por meio de PCR-SSCP (item 4.4.1).

Os produtos de PCR das amostras 52 e 688 apresentaram padrdo
eletroforético no ensaio de PCR-SSCP (Figura 22) idéntico entre si em gel de
poliacrilamida 8% (29:1), sugerindo similaridade entre as sequéncias. Por outro lado,
o produto de PCR das amostras 476 e 646 exibiram um padrédo diferenciado das
amostras 52 e 688 (Figura 22), mas similar entre si, sugerindo também similaridade
entre as sequéncias. Para determinar a presenca ou auséncia de mutacbes
potencialmente novas e caracteriza-las foi realizado o seqiienciamento desta regido
destas amostras (4.4.4).

Como o DNA humano é dipldide, no seguenciamento, nas posicdes
polimorficas de individuos heterozigotos aparecem duas bases diferentes e
sobrepostas no mesmo sitio. Este € um dos elementos que dificulta a interpretacao
do sequienciamento, necessitando com freqiiéncia de uma andlise individual, base a
base, de cada amostra em estudo. Além disso, amostras com delecdo em
heterozigose apresentam sobreposicdo de bases a partir dos nucleotideos
deletados, o0 que torna a analise de seqiienciamento nessas condi¢cdes inconclusiva.
Programas computacionais que realizam analises de modo automatico dependem
da qualidade da seqUéncia e podem apresentar resultados espurios associados a
problemas medologicos da reacdo de sequenciamento (Kwok, 2003). Para
solucionar esses problemas, o produto de PCR das amostras heterozigotas foram
primeiramente clonados e os plasmideos recombinantes foram sequenciados (itens
4.4.2,443e4.4.4).
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A clonagem e o sequenciamento também foram utilizados para confirmacao
da genotipagem do polimorfismo 2741 G>A pela técnica de PCR em Tempo Real
(4.3.3), porque o fabricante (Applied Biosystems) ndo disponibiliza as sequéncias
dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo da regido do SNP
2741 G>A do intron 9, e estes sao fornecidos em uma mistura de reacao contendo
também as sondas alelo-especificas marcadas com fluordforos. Este ensaio permitiu
a confirmacéo dos resultados obtidos com a PCR em Tempo Real.

Por sua vez, o sequenciamento da regido promotora do gene RAGE revelou
gue duas amostras do subgrupo CTRL2-EB (476 e 646) apresentam uma variante
genética ainda ndo descrita na literatura, a mutagdo -510 -509delCT em
heterozigose (Figura 23). As amostras 476 e 646 apresentaram sequéncias idénticas
do produto de PCR (344 pb) da regido promotora do gene RAGE, inclusive com os
mesmos haplétipos dos polimorfismos presentes: (1) -510 -509insCT.-429C.-374T e
(2) -510_-509delCT.-429T.-374A. O produto de PCR da regido promotora do gene
RAGE da amostra 52 nao apresentou nenhuma nova variagdo em sua sequéncia
indicando que algum outro fator causou a alteracéo do seu perfil eletroforético como,
por exemplo, uma variagado da concentracao idnica da amostra.

A regido promotora do gene RAGE de dois individuos pertencentes a uma
amostra de diabéticos tipo 1 estudada por Picheth (2007) foi sequienciada e ambas
também apresentaram a delecdo -510 -509delCT (Figura 23). A mutacdo
-505_-504delTT descrita por Heidemann (2008) em um paciente com diabetes tipo 2
e doenca arterial coronariana, esta localizada a proxima da delecédo
-510_-509delCT.

A delecdo -510 -509delCT esta localizada na regido promotora do gene
RAGE, na qual ja foram descritos pelo menos trés polimorfismos funcionais que
alteram a expressao do gene: -429 T>C, -374 >A e 63 bp del. Li e Schmidt (1997),
num estudo de caracterizacdo e andlise funcional da regido promotora de RAGE,
determinaram sitios de potencial interacdo com fatores de transcrigdo, incluindo NF-
kKB. A delegcdo -510 -509delCT estd4 proxima de dois desses provaveis sitios de
interacdo com NF-kB, principalmente do que inicia no nucleotideo -467. Essa
proximidade poderia afetar a afinidade entre DNA e proteinas reguladoras, alterando

0s niveis de transcri¢cdo do gene.
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E importante lembrar que a delecdo -510 -509delCT ¢ muito pequena,
podendo ser detectada somente em eletroforese em géis de alta resolucdo, PCR-
SSCP ou sequenciamento de DNA. Assim € possivel que a frequéncia deste
polimorfismo seja maior do que a inferida por estas duas ocorréncias em uma
amostra de 763 individuos genotipados (0,26%), ja que fatores tais como flutuacdes
na concentracdo idnica, tipo de ions, presenca de outros contaminantes nas
amostras, etc., podem mascarar a diferenca de migracdo eletroforética. Estudos
funcionais deste polimorfismo poderdo fornecer maiores informagfes quanto aos
seus efeitos.

O produto de PCR do exon 3 do gene RAGE de individuos da amostra de
diabéticos tipo 1 estudada por Picheth (2007) também foi clonado e sequenciado.
Estas amostras também apresentaram padrdo diferente dos usuais na reacdo de
PCR-SSCP. A sequéncia de DNA obtida revelou uma transicdo de citosina para
timina (CGT—TGT) na posicao 540 (Figura 24) responsavel por uma substituicdo
nao-sinbnima do residuo de arginina (polar basico) para cisteina (polar neutro) na
posicdo 77 do receptor RAGE (R77C) (Figura 25). Esta variante genética ja havia
sido descrita por Kankova et al. (2001) em um individuo de um total de 45 (2,2%) em
estudo de mutacBes incluindo a regido do gene RAGE entre os nucletideos -4 e
3334 numa populacdo de caucasoéides. Segundo Kankova et al. (2001), este
polimorfismo gera a perda de um sitio de restricdo da enzima BssSlI, 0 que permite a
diferenciacéo dos gendtipos através da técnica de PCR-RFLP.

E importante ressaltar que a baixa freqiiéncia destas variantes genéticas na
amostra estudada sugere que seu efeito esperado em processos patolégicos na

populacao seja muito pequeno mesmo que exista modificacdo funcional da proteina.

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo apontam para uma possivel
funcdo protetora do alelo -429C da regido promotora para o desenvolvimento do
pénfigo foliAceo endémico. Estudos usando uma amostra maior podem confirmar
essa associacdo e definir claramente a funcdo do gene RAGE no processo

patologico.
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7. CONCLUSOES

e As caracteristicas epidemiolégicas do pénfigo folihceo endémico nas
amostras estudadas sdo: propor¢cdo mulheres:homens proxima de 1:1,
aparecimento das lesdes primérias caracteristicas da doenca em individuos
mais jovens, além de ocorréncia comum em individuos consangtineos;

e Os polimorfismos 63 pb del, -374 T>A e 2741 G>A nado estdo associados
(P>0,05) ao pénfigo foliaceo endémico;

e Foi encontrada uma associacéo significativa (P=0,04) entre o alelo -429C e
pénfigo folidceo endémico;

e A frequéncia do polimorfismo 2741 G>A foi pela primeira vez descrita em uma
populacao brasileira, sendo a frequéncia do alelo 2741A cerca de 4,0%;

¢ Os haplétipos formados pelos polimorfismos de RAGE, -429 T>C, -374 T>A +
63 pb del e 2741 G>A néo estdo associados ao pénfigo folidceo endémico;

e Os alelos D (63 pb del) e 2741A encontram-se em forte desequilibrio de
ligacdo (D’'=1,0; P<0,0001; r’=0,95) na amostra total pareada etnicamente,
podendo ser escolhidos para identificar haplétipos (que incluem esses dois
polimorfismos) em estudos de associagao;

e Os haplotipos -429T.DRB1*01.DQB1*05, -429T.DRB1*04.DQB1*03 e -
429T.DRB1*16.DQB1*05 conferem susceptibilidade ao pénfigo folidceo
endémico em Euro-Brasileiros na amostra estudada;

e Os haplétipos -429T.DRB1*07.DQB1*02, -429T.DRB1*11.DQB1*03, -
429T.DRB1*13.DQB1*06 conferem resisténcia ao pénfigo foliAceo endémico
em Euro-Brasileiros na amostra estudada;

e O haplétipo ancestral 8.1 (-429C.DRB1*03.DQB1*02) ndo esta associado ao
pénfigo foliaceo endémico em Euro-Brasileiros na amostra estudada (P=0,12,
OR=0,27 [0,06-1,27]);

e Em Euro-Brasileiros na amostra estudada foi encontrada associacao cis
significativa (P<0,05) entre os alelos: -429C, HLA-DRB1*03 e DQB1*02,
pertencentes ao haplétipo ancestral 8.1 AH;

e Na regido promotora do gene RAGE foi encontrada uma mutac¢do ainda nao
descrita na literatura, -510 -509delCT, com freqiiéncia estimada de 0,26% nha

amostra em estudo.
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ANEXOS

ANEXO | — TERMO DE CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO NO ESTUDO

TERMO DE CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO NO ESTUDO

“ANALISE DE GENES DO MHC E OUTROS GENES DE F~UN(;A0
RELACIONADA A RESPOSTA IMUNE, EM POPULACOES”

Este € um convite para vocé participar voluntariamente do projeto de pesquisa
ANALISE DE GENES DO MHC E OUTROS GENES DE FUNCAO RELACIONADA
A RESPOSTA IMUNE, EM POPULACOES. Por favor, leia com atencdo as
informagdes abaixo antes de dar ou ndo seu consentimento para participar deste
estudo. Se houver qualquer duvida sobre o estudo ou sobre este documento,

pergunte ao pesquisador com quem vocé esta conversando neste momento.

e OBJETIVO DO ESTUDO
O objetivo principal desse estudo € conhecer as variacbes normais de genes
(formas alternativas de genes, denominadas alelos) e suas frequéncias, em
populacdes humanas.
Por exemplo, para grupos sanglineos, ha 3 variacdes (alelos) principais: A, B e O.
As combinacdes dessas resultam no grupo sanguineo do individuo (combinacfes
A/A ou A/O = grupo A; B/B ou B/O = grupo B; A/B = grupo AB; O/O = grupo O). As
frequéncias de A, B e O diferem, entre populacdes. Por exemplo, nas populagcbes
indigenas das Américas o grupo sangiiineo B praticamente inexiste (quase 100%
das pessoas pertencem ao tipo O), enquanto na Europa 35% das pessoas sao do
tipo B e, na Africa, 20%.
Enquanto a distribuicdo geografica/étnica das variagcdes do gene ABO sao 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 varias grupos da populacao brasileira.
O resultado sera util para conhecer as origens e as relagbes historicas das
populacdes atuais e para compreender as causas da variabilidade humana

normal.
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e PROCEDIMENTOS
Se vocé patrticipar deste estudo, sera colhida uma amostra de seu sangue (10 até
20 ml, ou seja, correspondente a uma seringa pequena a meédia) e vocé ira
responder a algumas perguntas sobre a sua origem geogréfica e a origem de
seus ancestrais, assim como sobre a sua saude.

e RISCOS
N&o hé riscos previstos nesta etapa do estudo, sendo que o Unico desconforto
podera ser a retirada da amostra de sangue.

e BENEFICIOS
Nao ha nenhum beneficio direto desta pesquisa para vocé, mas o conhecimento
adquirido com este estudo podera auxiliar na compreensdo das causas da
variabilidade genética normal da espécie humana. Isso podera contribuir para a
compreensao das fun¢des dos genes estudados, assim como para a analise das
relacdes historicas/bioldgicas entre as populagées humanas.

e PARTICIPACAO VOLUNTARIA
A sua participacdo neste estudo € voluntaria. Mesmo que vocé decida patrticipar,
terd plena e total liberdade para desistir do estudo a qualquer momento, sem que
isso acarrete qualquer prejuizo para vocé. Embora ndo seja esperado, caso vocé
tenha algum problema e ndo possa ir ao trabalho, vocé recebera um atestado
médico para justificar a sua falta.

e ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS
Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias antes de
concordar em participar do estudo.

e IDENTIFICACAO
A sua identificacdo ser4 mantida confidencial. Os resultados do estudo serdo

publicados sem revelar a sua identidade.

Pesquisador responsavel: 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 beneficios que

poderdo resultar deste estudo. Concedo meu acordo de participacdo de livre e
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espontanea vontade. Foi-me assegurado o direito de abandonar o estudo a qualquer
momento, se eu assim o desejar. Declaro também n&o possuir nenhum grau de
dependéncia profissional ou educacional com os pesquisadores envolvidos nesse
projeto (ou seja os pesquisadores desse projeto ndo podem me prejudicar de modo
algum no trabalho ou nos estudos), ndo me sentindo pressionado de nenhum modo

a participar dessa pesquisa.

Curitiba, de de

Voluntario (assinatura) Pesquisador (assinatura)
RG RG
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ANEXO Il - FICHA DE AVERIGUACAO

PROJETO PENFIGO FOLIACEO

CODIGO DO N° DO DATA DA
INDIVIDUO PRONTUARIO  AVERIGUAGCAO  AVERIGUADOR

1) IDENTIFICACAO

Nome:
Sexo: (1) Masculino (2) Feminino
Estado civil: (1) solteiro(a) (4) divorciado(a)
(2) casado(a) (5) Outros:
(3) vitvo(a)
Data de nascimento: / / Municipio:
UF:.
Endereco:

Telefone: (__)

Municipio: UF: Proximo a:

Nome, telefone e endereco de pessoa para contato:

Municipios onde residiu:

MUNICIPIO TEMPO DE EXPOSICAO A OBS
RESIDENCIA (usar os codigos
abaixo e

especificar para
cada exposicéo):

Cadigo:
(1) Animais, (2) Insetos, (3) Rios, (4) Lavouras



Grupo étnico:
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Pesquisador Auto-classificacédo (conforme IBGE)
Lab IBGE

(1) Branco (1) Branca (1) Branca
(2) Mulato-claro (2) Preta (2) Preta
(3) Mulato-médio (3) Amarela (3) Amarela
(4) Mulato-escuro (4) Parda (4) Parda
(5) Negro (5) Indigena (5) Indigena
(6) Indigena

(7) Oriental

(8) Branco

brasileiro

Historia ocupacional

Emprego/Ocupacé |Inicio (més/ano) Fim (més/ano) OBS

0

Escolaridade: anos completos de estudo

Grau de instrucéo: (1) Analfabeto (5) Médio
completo

(2) Fundamental incompleto (6) Superior incompleto
(3) Fundamental completo  (7) Superior completo
(4) Médio incompleto (8) Pos-graduacéao

Tipo de habitacdo: (1) madeira (2) alvenaria (3) mista  (4) Outros:
N° de cébmodos:

N° banheiros:

Saneamento basico: (1) Sim (2) Nao
Energia elétrica: (1) Sim (2) Nao
N° de pessoas que vivem na habitacao:

2) HISTORIA FAMILIAR

Nome do pai:
Municipio de nascimento : UF:

Ascendéncia do pai: (1) européia (2) africana (3) indigena (4) oriental (5) Outros:

Cor de pele semelhante a sua? (1) Sim (2) Nao (se néo, descrever)

Nome da mae:

Municipio de nascimento : UF:

Ascendéncia da mée: (1) européia (2) africana (3) indigena (4) oriental (5)
Outros:
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Cor de pele semelhante a sua? (1) Sim (2) Nao (se néo, descrever)
Quantas vezes engravidou / sua esposa engravidou?

Quantos filhos nasceram vivos?

Quantos filhos nasceram mortos?

Algum aborto (perca)?

Pais consanguineos (considerar mesmo se primos distantes)? (1) Sim (2) Ndo (se
sim, descrever com heredograma, no verso)

NUmero de irmaos - total:

NUmero de irm&os vivos:

Todos filhos dos mesmos pais? (1) Sim (2) Nao

Ordem de nascimento dos irmaos:

Alguém na familia tem a mesma doenca? (1) Sim (2) Nao
Caso haja algum caso, fazer o heredograma dos familiares (no verso)

A doenca foi semelhante a sua? (1) Sim (2) Nao
Caso nao seja semelhante, especificar abaixo a diferenca:

PROJETO PENFIGO FOLIACEO

CODIQO DO Ne° DQ DATA DA~
INDIVIDUO PRONTUARIO AVERIGUACAO AVERIGUADOR
Nome:

3) ASPECTOS CLINICOS

LESAO PRIMARIA

Municipio em que apareceu: Idade:
Ano:

Més do ano em que apareceu:

Regido do corpo:
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EVOLUCAO DAS LESOES

A leséo se disseminou? (1) Sim (2) Nao

Caso tenha se disseminado, utilize o esquema abaixo para mostrar a evolucdo em
ordem crescente (ex: 1 marca o primeiro lugar em que surgiram novas lesdes, 2 o

segundo e assim sucessivamente. Utilizar a mesma chave numérica na tabela
abaixo.

[LOCAL (usar nimero colocado no TEMPO APOS LESAO PRIMARIA
esquema acimay)

DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Base do diagndstico: (1) Informac@es clinicas  (2) Histopatolégico (3)
Imunohistoquimica

Local do diagndstico:
Instiuicao: Municipio:
UF:

Informacgdes adicionais sobre diagnostico:

(1) Informagdes clinicas:

(2) Histopatolégico:

(3) Imunohistoquimica:
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TITULACAO DE ANTICORPOS

ANTICORPO DATA TITULO
TRATAMENTO ATUAL

Medicamento : Dose:
Posologia:

Data de inicio:

Melhora das lesfes: (1) Sim (2) N&ao

TRATAMENTOS ANTERIORES

MEDICAMENT |DOS |VIA DE POSOLOGI |INICIO |FIM Melhor
O E ADMINISTRACA |A (més/an |(més/an |adas
O (usar codigo 0) 0) lesdes
abaixo) ?
(1) Sim
(2)
N&o

Cddigo: (1) topico; (2) via oral; (3) via intravenosa
Houve interrupgéo do tratamento? (1) Sim (2) Néao
Se houve interrupcéo, especificar:

Tempo: (meses)

Motivo:




OUTROS MEDICAMENTOS
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MEDICAMENT |DOS |VIA DE _|POSOLOGI INICIO  |FIM Melhor
@) E ADMINISTRACA |A (més/an |(més/an |adas
O (usar codigo 0) 0) lesdes
abaixo) ?
(1) Sim
(2)
N&o
Cddigo: (1) topico; (2) via oral; (3) via intravenosa
OUTRAS DOENCAS:
DOENCA DATA DE DATA DE CURA TRATAMENTO
DIAGNOSTICO
HABITOS ALIMENTARES
Costuma ingerir (marcar todos que se aplica):
Alimento Frequéncia Quantidade OBS
(1) manga
(2) alho
(3) alho-por6
(4) cebola

(5) &gua de poco/rio

EXPOSICAO A AGENTES QUIMICOS (considerar: agrotoxicos, tintas, solventes...)

AGENTE

INICIO
(més/ano)

FIM

(més/ano)

(vezes por
semana)

FregUéncia

OBS
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ANEXO Ill - PRECIPITACAO DE DNA EM ACETATO DE AMONIO

PROTOCOLO DE PRECIPITAQAO DE DNA — ACETATO DE AMONIO
Obs.: protocolo para cada 10 uL de amostra de DNA.
1. Adicionar 7 uL de acetato de amdnio 7,5 M e homogeneizar (spin na centrifuga);

2. Adicionar 34 uL (2 Volumes do total da solucdo anterior) de etanol absoluto (ou
95%), homogeneizar e observar a formacéo de um precipitado (preferencialmente);

3. Misturar bem em vortex (baixa rotacdo) 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 apos a centrifugacao, descartar o sobrenadante com cuidado para
nao 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 nao perder o pellet;
9. Secar no vacuo ou na bancada;

10. Dissolver o pellet em Tris 10 mmol/L + EDTA 0,1 mmol/L: a quantidade
necessaria dependendo da concentracéo inicial da amostra.
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ANEXO IV — RFLP PARA GENOTIPAGEM DO SNP -374 T>A DE RAGE

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

REAGENTES CONCENTRACAO NA REACAO VOLUME (L)
Produto de PCR ~2,4 ng/uL 1,25
NEBuffer 1 (10x) 1x 0,5

Tsp509I1 (10 U/uL) 0,25 U/uL 0,125
Agua Reagente Tipo 1 estéril q.s.p. 10 uL 3,125
Volume final 5,0

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

Tampao NEBuffer 1 [10X] (New England Biolabs): 100 mmol Bis-Tris propano-HCI; 100 mmol MgCl,;
10 mmol ditiotreitol, pH 7,0 a 25°C. g.s.p.: quantidade suficiente para.

Os produtos de restricdo foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% (20:1 ou 29:1) em tampé&o TBE 1x (item 4.3.1) a 4°C (Sistema Mini
Protean® 3 Cell, Bio-Rad). As eletroforeses foram realizadas com 5 pL (~ 12 ng) do
produto de restricdo misturado a 5 pL de solucdo de aplicacdo (item 4.3.1), em
voltagem constante de 100 V, ~15 mA, por cerca de duas horas. Apos a corrida
eletroforética o DNA foi corado em brometo de etideo (0,5 ug/mL) e visualizado sob
luz ultravioleta (302nm). As imagens foram capturadas Sistema Biochemi, UVP e

foram armazenadas em computador além de impressas.



