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RESUMO

A butirilcolinesterase humana (BChE) é sintetizada no figado, e pode ser encontrada em
diversos tecidos do corpo. Apesar de sua fungéo fisiolégica ndo ter sido completamente
esclarecida, esta enzima ja foi relacionada com diversas fungbées como a condugéo
nervosa lenta, a protegdo da acetilcolinesterase, IMC, Sindrome Metabdlica, Doenga de
Alzheimer, metabolismo da cocaina, entre outras. A BChE pode ser encontrada sob
diversas formas no plasma, uma delas é representada pela banda Cs, que é formada pelo
tetramero da BChE associado a uma proteina desconhecida codificada pelo loco CHE2.
Estudos recentes apontam a lamelipodina humana (Lpd) como sendo a provavel proteina
associada a BChE, na formacdo da banda Cs, presente somente em individuos CHE2
C5+. O presente estudo verificou a existéncia de relagdo entre a variabilidade do loco
CHE2 e mutagdes no gene RAPH1, responsavel por codificar a proteina lamelipodina.
Foram genotipados dois SNPs em desequilibrio de ligagdo alto com o gene RAPH1 e
determinadas suas freqiiéncias alélicas e genotipicas, a fim de verificar a existéncia de
associagao entre os alelos dos SNPs e os fenétipos CHE2 C5+ e CHE2 C5-. As técnicas
utilizadas para a genotipagem das amostras foram PCR em Tempo Real e PCR-SSCA.
As freqUéncias alélicas e genotipicas obtidas foram analisadas estatisticamente. Para o
SNP 1 (rs2246118) as frequéncias alélicas nao diferiram significativamente nos dois
grupos enquanto que as freqiiéncias genotipicas se apresentaram bastante diferentes. O
valor de Odds Ratio foi significativo somente para o genétipo T/T quando comparado com
os genotipos C/T+C/C e nao para o C/C quando comparado com C/T+T/T, quanto a
presenga destes gendtipos nos dois grupos. Para o SNP 2 (rs12989194), tanto as
freqléncias alélicas quanto as genotipicas nao foram diferentes, assim como os valores
de Odds Ratio nao foram significativos para os dois genétipos (1/1 e 2/2). O fato de existir
uma diferenga nas freqiéncias genotipicas, e um numero maior de individuos
homozigotos para o alelo T no grupo CHE2 C5+, indica uma provavel associagdo do SNP
1 (rs2246118) com esse fendtipo, sugerindo que o gene RAPH1 e a proteina lamelipodina

podem estar realmente relacionadas a formacao da banda Cs, em individuos CHE2 C5+.



1.0 - INTRODUCAO

1.1- COLINESTERASES

As colinesterases acetilcolinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7) e butirilcolinesterase
(BChE; EC 3.1.1.8) sdo enzimas responsaveis por hidrolisar preferencialmente ésteres de
colina. Podem ser diferenciadas em duas subclasses enzimaticas de acordo com a
especificidade ao substrato; seu comportamento perante o excesso deste e sua
susceptibilidade a inibidores (COKUGRAS, 2003).

Estas enzimas estao presentes tanto em tecidos colinérgicos e nao colinérgicos
assim como também no plasma e em fluidos corporais (RYHNANEN et al., 1983;
MASSOULIE et al., 1992). A AChE hidrolisa a acetilcolina muito mais rapido do que
qualquer outro éster de colina e € menos eficiente com o substrato butirilcolina, o qual é
preferencialmente hidrolisado pela BChE (CHATONNET; LOCKRIDGE, 1989). No
entanto, apesar de sua eficiéncia a AChE ¢ inibida por altas concentragdes de acetilcolina
enquanto que a BChE tem sua atividade aumentada nessas condi¢bes (ALLES; HAWES,
1940) indicando uma possivel contribuicio fisiolégica na hidrélise deste neurotransmissor
sob determinadas circunstancias, como por exemplo durante a diferenciagdo celular e o
desenvolvimento embrionario (LAYER et al., 1992 apud MIKAMI, 2005).

Tem sido sugerido por varios autores que as colinesterases apresentam relagao
com os processos de tumorigénese e proliferacdo celular (LAYER E SPORNS, 1987;
LAPIDOT-LIFSON et al., 1989; PATINKIN et al., 1990; ZAKUT et al., 1990; SOREQ et al.,
1991). Layer et al. (1992) reforcaram essa hipotese ao observarem correlagdo entre a
expressdo da butirilcolinesterase e altas taxas proliferativas em neuroblastos do tubo

neural e células de retina.

Ambas as enzimas sdo inibidas com concentracées de 10°M de fisostigmina
(CHATONNET; LOCKRIDGE, 1989) propriedade que distingue as colinesterases das
demais esterases enquanto que o bambuterol é capaz de diferenciar as colinesterases

entre si por ser um inibidor especifico da BChE.
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Existe uma distribuicdo especifica de cada enzima nos diferentes tecidos. A AChE
€ conhecida por ser abundante no cérebro, placa motora dos musculos esqueléticos e
membrana dos eritrocitos (DAVE et al., 2000), enquanto que a BChE pode ser encontrada
no plasma, na pele, pancreas, substancia branca do cérebro, coragcdo, musculo liso e
adipécitos (WESCOE et al., 1947).

Embora a AChE e a BChE tenham uma grande similaridade na seqiéncia de seus
aminodcidos (cerca de 53%) e em suas formas moleculares, essas duas enzimas sao
produtos de genes diferentes. Em humanos, o gene ACHE esta situado no brago longo do
cromossomo 7 (7q22) e o gene BCHE, no braco longo do cromossomo 3 (3926.1- g26.2).
Comparagbes entre as duas colinesterases indicam que suas sequéncias codificantes
encontram-se altamente conservadas em vertebrados, mostrando que esses genes
podem ter surgido por duplicagdo de um gene ancestral comum (CHATONNET,;
LOCKRIDGE, 1989). Estas duas colinesterases também ja foram descritas na maioria dos

organismos do Reino Animal além dos vertebrados (SILVER, 1974).

1.2 - BUTIRILCOLINESTERASE

A butirilcolinesterase humana (EC 3.1.1.8) também conhecida por colinesterase do
soro, pseudocolinesterase, e colinesterase nao especifica é produzida principalmente no
figado (WESCOE et al., 1947). Pode ser encontrada no plasma e em diversos tecidos do

corpo.

As principais formas moleculares da BChE que podem ser encontradas no plasma
sdo designadas em ordem decrescente de mobilidade eletroforética: C4, C,, C3, C4 € Cs
(HARRIS et al., 1962; 1963), e representam, respectivamente, monémero, mondmero
ligado a albumina, dimero, tetramero e o tetramero ligado a uma substancia ainda
desconhecida de aproximadamente 60 kDa. Massoulié e Bon (1982) propuseram uma
outra nomenclatura que representa as formas globulares (G) e assimétricas (A) da enzima
e 0 numero de subunidades. As formas globulares podem ser soluveis ou ligadas a
membrana celular por uma proteina transmembréanica, denominada PRIMA “proline-rich
membrane anchor” (PERRIER et al., 2002). A nomenclatura das formas globulares é
representada por G1, G2 G3 e G4, respectivamente monémero, dimero, trimero de
mobilidade intermediaria entre G2 e G4 e o tetramero. O complexo formado pelo

mondmero da BChE mais albumina é representado por G1-ALB. As formas assimétricas
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(alongadas), representadas pela letra A, sao formadas por um a trés tetrameros (A4, A8,
A12) covalentemente associados a uma cauda de colageno (Col-Q) que os ancora na

matriz extra-celular da jungédo neuro-muscular (KREJCI et al., 1997).

O monémero da BChE possui aproximadamente 574 aminoacidos e 9 cadeias de
carboidratos ligadas a residuos de asparagina, seu peso molecular é cerca de 90 kDa.
Pontes dissulfeto sdo responsaveis pela ligagdo de dois monémeros para a formagao de
um dimero estavel (LOCKRIDGE et al., 1987a, 1987b, apud NUNES, 2007) e dois
dimeros se ligam através de ligagdes nao covalentes para a formagao do tetrdmero
(LOCKRIDGE; LA DU, 1982 apud BOBERG, 2008).

O gene BCHE (Figura 1.1) é de carater polimérfico e esta localizado no bracgo
longo do cromossomo 3 (3926.1- q26.2), constituido por 64.559 pb do inicio do exon 1 até
o sitio CA de poliadenilacao, distribuidos em quatro exons, formados por 2.444 pares de
bases (GenBank, NC 000003). Mais de sessenta e cinco variantes para este loco ja foram
descritas, sendo muitas delas consideradas raras e outras com frequiéncia populacional =
1% (MIKAMI, 2005).

"EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4
>120 pb 1525 pb 167 pb 604 pb

g ola ' HE

Figura 1.1 - Desenho esquematico do gene BCHE, mostrando os quatro exons € o nimero de

o
7

R

=

pares de bases que os compdem. A regido hachurada corresponde a proteina madura.

Os primeiros alelos identificados no loco BCHE foram os da variante usual
(BCHE*U), que é o mais comum, presente em mais de 95% dos individuos (WHITTAKER,
1986); da variante atipica (BCHE*A) e da variante resistente ao fluoreto (BCHE*F).
Também ja foram descritas as variantes K (BCHE*K) E J (BCHE™J), entre outras, que
assim como as variantes atipica e resistente ao fluoreto, apresentam reducao na atividade
da BChE.
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Embora seja conhecido o papel da BChE na hidrélise de diversos ésteres de
colina, como a butirilcolina, além de ésteres alifaticos, tais como o acido acetilsalicilico
(AAS) (HARRIS, 1980) a fungao fisiolégica e o substrato natural da BChE ainda n&o estao
totalmente esclarecidos. A BChE também é conhecida por exercer um importante papel
farmacologico na hidrolise do relaxante muscular succinilcolina, o qual é utilizado durante
a anestesia (KALOW; GUNN, 1959). Em alguns casos podem ocorrer paralisia muscular e
apnéia respiratoria prolongada, pois os pacientes portadores de algumas variantes nao
usuais da BChE s&o incapazes de hidrolisar a succinilcolina em doses fisioldgicas

presente na anestesia.

Alguns estudos relacionam a BChE a condugdo nervosa lenta, a regulacdo de
niveis de colina e acetilcolina no plasma, a protecao da acetilcolinesterase, a remocao de
ésteres de colina produzidos no metabolismo, e a assimilagdo de alimentos (KUTTY,
1980; WHITTAKER, 1980, 1986). Além de ja ter sido associada a lipides, lipoproteinas,
peso, indice de massa corporal (IMC) e obesidade (KALMAN et al., 2004; KUTTY;
PAYNE, 1994; STUEBER-ODEBRECHT et al., 1985; SOUZA et al., 2005; ALCANTARA

et al., 2003, respectivamente).

A BChE também tem sido associada com a Sindrome Metabdlica (RANDELL et
al., 2005), caracterizada por uma série de sintomas, entre eles: obesidade visceral,
hipertensao, dislipidemia patogénica e intolerancia a glucose, que por tempo prolongado
pode causar Diabetes Mellitus do tipo 2. Lepienski et al. (2005) encontraram uma
freqiiéncia do alelo K da BChE de 22,0% em pacientes com Sindrome Metabdlica quando
comparada com individuos sem a sindrome (11,2%), e também que a variante K em
individuos com Diabetes Mellitus tipo 2 pode predispor a um aumento no risco

desenvolvimento da Sindrome Metabdlica.

Gomes (2007) verificou que existe uma associagdo entre a variante atipica da
BChE (BCHE*A) e a susceptibilidade ao Mal de Hansen, relacionada ndo ao

desenvolvimento da doenga mas sim ao risco de contrai-la.

A BChE também ja foi associada a Doenca de Alzheimer (WRIGHT et al., 1993)
que é caracterizada por uma intensa diminuigdo da transmissao colinérgica, devido a
deficiéncia do neurotransmissor acetilcolina, ocasionando uma progressiva degeneragao

em areas do cérebro principalmente associadas a memdria, intelecto e consciéncia. A



5

atividade da BChE encontra-se aumentada nessas condicbes e estudos mostram que
uma inibicdo especifica na BChE eleva de forma acentuada os niveis de acetilcolina,
ocasionando melhora no quadro patolégico (CASADEMONT et al., 2003; ZHU et al.,
2000).

Broomfield et al. (1991) relataram que existe uma protecdo do sistema nervoso
colinérgico pela BChE em macacos Rhesus quando expostos a toxicidade de
organofosforados (OPs), na estequiometria de 1:1. A enzima purificada de equinos foi
administrada antes da aplicacdo de doses de OPs e nenhum dos macacos apresentaram
sinais de intoxicacdo, evidenciando a eficacia da BChE em prevenir danos causados pelo
veneno. Pesquisas posteriores utilizando BChE humana também obtiveram resultados
similares (RAVEH et al.; 1997). Devido a estreita relagdo de parentesco existente entre
macacos e seres humanos € possivel extrapolar os resultados encontrados e considerar
este tipo de tratamento indicado em pessoas que sdao normalmente mais expostas a

esses OPs, entre elas os agricultores.

Outro aspecto importante da BChE é o seu envolvimento no metabolismo da
cocaina (INABA et al., 1978). A BChE hidrolisa a droga geralmente em dois produtos:
acido benzédico e ecgonina metil éster os quais possuem pequena atividade bioldgica
(MISRA et al., 1975; MADDEN; POWERS, 1990). Recentemente tem-se considerado o
uso da BChE no tratamento de intoxicagdes severas pela droga em seres humanos, que
muitas vezes levam a morte (GORELICK, 1997). No entanto a BChE que ocorre
normalmente no plasma possui eficiéncia catalitica relativamente baixa em hidrolisar a

cocaina, sendo necessaria uma quantidade elevada da enzima.

Brimijoin et al. (2008) desenvolveram a proteina Albu-CocH pela fusdo de uma
variedade recombinante da BChE ao C terminal da albumina sérica humana. Esta fusédo
resultou em uma proteina que superou a baixa eficiéncia da BChE nativa além de ser
extremamente estavel, possuir baixa toxidade e maior tempo de meia vida no plasma

tornando-a indicada para fins terapéuticos.

1.3 — BANDA Cs

Uma associacao entre a BChE e uma proteina desconhecida codificada pelo loco

CHEZ2 (cromossomo 2, q33-q35) foi proposta por Scott e Powers (1974) como a provavel
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formacao da banda Cs, sendo CHE2 C5+ e CHE2 C5- responsaveis, respectivamente,
pela presenca e pela auséncia da banda Cs. A freqiéncia do fenétipo CHE2 C5+ na
populagéo do sul do Brasil € de cerca de 10% (CHAUTARD FREIRE- MAIA et al., 1991
apud NUNES, 2007).

Masson (1991) demonstrou que altas concentragdes do sal NaCl (1,5 a 4M) sao
capazes de dissociar o complexo Cs em C, indicando que esta associacdo nao é
covalente. No mesmo trabalho foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida e
demonstrado que a proteina desconhecida possui 60kDa, estes calculos foram feitos

simplesmente pela diferenca entre os 400 kDa do complexo Cs e 340kDa do tetramero C,.

Sugimori (1986) demonstrou que os individuos CHE2 C5+ sao menos sensiveis a
succinilcolina que os individuos CHE2 C5- pois, de acordo com Harris (1980) individuos
com fenétipo CHE2 C5+ apresentam atividade média da BChE cerca de 30% superior a
de individuos CHE2 C5-. Também foi proposto um padrdao de heranca autossémico
dominante para a presenga da banda Cs (HARRIS et al, 1962) apesar de ja terem sido
relatados casais CHE2 C5- com filhos CHE2 C5+ (GUERREIRO et al.; 1989).

Alcantara et al. (2001) verificaram que o fenétipo CHE2 C5+ intenso apresenta
IMC médio (23,2) significativamente menor (p<0,001) quando comparado com os
fenétipos CHE2 C5+ fraco (25,2) e CHE2 C5- (25.4). Posteriormente no trabalho de
Furtado (2005) foi verificado que o fenétipo CHE2 C5+ é menos frequiente em obesos que
em amostra da populagao de Curitiba, sugerindo que esse fendtipo tem efeito protetor em

relagdo a obesidade.

Masson (1991) e varios outros autores, procuraram identificar a proteina ligada ao
tetrdmero da BChE, a qual origina a formacdo da banda Cs, no entanto os resultados
obtidos nao permitiram sua identificagdo, mas foram importantes para que fossem
descartadas varias hipéteses. Foi demonstrado que a banda Cs ndo € um hibrido de
AChE/BChE, tao pouco um agregado de C, (MASSON et al, 1991). A possibilidade de que
Cs poderia ser uma imunoglobulina foi considerada por Gallango e Arends (1969), porém
anticorpos contra cadeias Kk e | de imunoglobulina ndo detectaram tal fragmento em

isolado de Cs.

O mapeamento do gene da fibronectina como pertencente ao cromossomo 2
(KOCH et al., 1982), préximo a regido designada para CHE2 (EIBERG et al., 1989),
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levantou a possibilidade de Cs ser formada pela associagdo de C, com fragmento de
fibronectina. Essa hipdtese foi rejeitada, pois Cs nédo foi reconhecida por anticorpos

policlonais para fibronectina humana.

Li et al. (2008) verificaram a existéncia de varios peptideos ricos em prolina em
tetrameros da BChE humana e de cavalos. Estes peptideos estdo presentes tanto na
BChE sérica como também na BChE da jungdo neuromuscular e do sistema nervoso
central. Os peptideos ricos em prolina além de dirigirem a formagdo do complexo C,
fazem parte do complexo final € permanecem intrinsecos ao tetrémero, organizando suas

4 subunidades.

Também foi proposto no mesmo trabalho que a variedade de peptideos ricos em
prolina obtidos apds desnaturacao de C,, sdo todos derivados de uma mesma proteina: a
lamelipodina humana (RAPH 1 gi: 82581557, utilizando banco de dados BLAST). Estes
peptideos sao originados de um unico peptideo progenitor que €& progressivamente
proteolizado tanto na terminagcdo N quanto na C, conforme circula na corrente sanguinea
ligado a BChE. O resultado de diferengas na protedlise origina o peptideo intrinseco a
BChE e a todas as suas variantes observadas.

Tanto o gene para a lamelipodina humana (RAPH1 - Ras association and
pleckstrin homology domains 1) quanto o da proteina desconhecida codificada pelo loco
CHE?2 presente no complexo Cs em individuos CHE2 C5+, estdo localizados na mesma
regidao do cromossomo 2 (q33); (NCBI GENE; LOCKRIDGE et al., 1990, respectivamente)
sugerindo que a proteina presente no complexo Cs poderia ser uma forma truncada da
lamelipodina. A protease responsavel por clivar a lamelipodina nas terminagées N e C do
complexo C, provavelmente nao se liga de modo eficiente a lamelipodina mutada, e desta
forma a lamelipodina presente no complexo Cs ficaria com um tamanho maior em relagcao

a lamelipodina encontrada no complexo C,.

1.4 — GENE RAPH1

O gene RAPH1, responsavel por codificar a proteina lamelipodina humana, foi
descrito pela primeira vez por Nagase et al. (2000) os quais determinaram sua localizacao
no cromossomo 2. Posteriormente sua localizagdo foi refinada e determinada como
sendo na regiao q33 (EPPERT et al., 2004).



Também no trabalho de Eppert et al. (2004) foi verificado que o gene RAPH1
consiste em 15 exons com 2 exons adicionais (exons 16 e 17) caso existam splicings
alternativos na regidao C-terminal, totalizando 17 exons (Figura 1.2). Existem também
duas regides de splicing alternativo (exons 5 e 6) localizados no meio do gene. O
transcrito do exon 15 possui uma regido que pode se ligar tanto com o transcrito do exon

16, quanto com o do 17.

~— NN 7777777

I 2 34 5 6 TROIW0112 1314 15 16 17

Figura 1.2 — Estrutura do gene RAPH1. A regido hachurada n&o é traduzida. Os exons 5 e 6 s&do
para splicing alternativo. O exon 15 contém uma regido criptica de splicing que quando utilizada

pode se ligar ao exon 16 ou 17. Adaptado de Eppert et al., (2004).

1.5 — LAMELIPODINA HUMANA

A lamelipodina humana (Lpd) juntamente com as proteinas RIAM e MIG-10
(encontrada em C. elegans) sao parte da familia de proteinas MRL. Todas possuem os
dominios PH (pleckstrin homology) e RA (Ras-association) além de um polipeptidio rico
em prolina na regido C—terminal, com tamanho diferente para cada uma delas (Figura
1.3). Estes dominios sdo sitios de ligagdo que estdo associados a membrana celular, a
sinalizacdo, além de possuirem sequéncias de ligagao as proteinas Ena/VASP. As
proteinas MRL funcionam como adaptadores de sinais para modular a actina do
citoesqueleto através das proteinas Ena/VASP (LAFUENTE et al.; 2004; KRAUSE et al.,

2004), intimamente relacionadas com a protruséo lamelipodial e a motilidade celular.

Krause et al. (2004) verificaram que tanto as proteinas Ena/VASP quanto a Lpd
estao localizadas nas pontas dos lamelipddios e filopddios e também que o dominio PH
da Lpd é responsavel por se ligar especificamente a PI(3,4)P,, um potente sinalizador

celular relacionado a quimiotaxia.
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Em experimentos do mesmo trabalho observou-se um aumento da velocidade de
protrusao lamelipodial quando a Lpd encontrava-se superexpressa. Em contra partida a
auséncia total da expressao da Lpd dificultou a formagao do lamelipodio, além de diminuir
a velocidade de lamelipddios residuais e a quantidade de filamentos de actina-F

presentes na célula.

FRI RA FH PRIl

RIAM 665
humana
Lamelipodina / 1,260
humana ;
MIG-10 —Mﬁﬂu

Figura 1.3 - Estruturas das proteinas da familia MRL. PRI e PRIl — dominios ricos em prolina; RA —

dominio Ras — association; PH — Pleckstrin homology. Adaptado de Legg e Machesky (2004).

Resultados obtidos por Lyulcheva et al. (2008) sugerem que um ortélogo da
lamelipodina humana encontrado em Drosophilas (pico), é extremamente importante para
a proliferagdo celular e o crescimento dos tecidos e do organismo de forma geral,
mostrando que outras proteinas, além das colinesterases, podem ter papel na proliferagcao
celular e possivelmente na tumorigénese. Redugao nos niveis da proteina pico ocasionam
reducdo nas taxas de divisdo celular, retardo no crescimento e letalidade, enquanto que

sua superexpressao resulta em um crescimento acentuado dos tecidos.

Ja foram descritos mais de 500 SNPs para o gene RAPHT1 (NCBI SNP
DATABASE) responsavel por codificar a lamelipodina, e a técnica PCR em Tempo Real

vem sendo bastante utilizada para a genotipagem destes e de diversos outros SNPs.
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1.6 - PCR EM TEMPO REAL

A técnica PCR em Tempo Real é baseada no método classico de PCR
(Polymerase Chain Reaction — Reagdo em Cadeia da Polimerase), que foi desenvolvido
por Kary Mullis na década de 80, permitindo aos pesquisadores amplificar regides
especificas de DNA em mais de 1 um bilhdo de cépias. (MULLIS;FALOONA, 1987;
MULLIS, 1990; SAIKI et al., 1985 apud VALASEK; REPA, 2005).

Desde a invencao da técnica PCR em Tempo Real nos anos 90 (HIGUCHI et al.,
1992, 1993), esta tem sido amplamente utilizada com diversas finalidades, entre elas:
diagnostico de doenga e carga viral (HIV, Virus da hepatite B, C e outros); eficacia da
terapéutica de determinadas drogas; detecgdo de patdgenos; quantificagdo génica;
genotipagem entre outras (INFORMATIVO BIESP, 2006).

A grande vantagem da PCR em Tempo Real quando comparada com a PCR
convencional é a possibilidade da deteccao dos resultados na primeira fase da reacao de
amplificagdo (fase exponencial), considerada mais precisa. Na PCR convencional existe a
necessidade da utilizacdo de géis de poliacrilamida ou agarose, que normalmente
consomem muito tempo e nem sempre garantem um resultado preciso, além de os

resultados s6 poderem ser observados na ultima fase da reagéo (Fase Platd) (Figura 1.4).

Deteccdo da PCR
Convencional

Area de deteccio da . )
PCR Tempo Real Fase Linear Fase Platd

Deteccédo por
gel

Log [DNA]

™~

Fase Exponencial

I
Ciclo #

Figura 1.4: Fases da PCR em escala logaritmica. Adaptado do tutorial da Applied
Byossistems (Real-Time PCR Vs. Traditional PCR).
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Com essa técnica é possivel fazer a genotipagem de SNPs, que normalmente é
feita com a enzima AmpliTag Gold ® DNA Polimerase com atividade exo-nuclease 5', esta
atividade e o sistema FRET (Fluorescent Resonant Energy Transfer) permitem a detecgéo
da reacédo de PCR em Tempo Real por emissao de fluorescéncia. Também sao utilizadas
sondas TagMan® Probes que sio pequenos oligonucleotidios especificos para cada SNP
a ser analisado contendo os fluoréforos Reporter (extremidade 5) e Quencher
(extremidade 3’), acrescidos de uma solugdo PCR Master Mix contendo todos os
reagentes necessarios para a reagdo de amplificagdo. As sondas se hibridizam

especificamente em uma regiao entre os dois iniciadores.

Durante a reacao de amplificacdo a DNA Polimerase é responsavel por clivar as
sondas contendo os fluoréforos que estavam previamente ligadas as fitas de DNA (Figura
1.5). Ao ser liberado (Figura 1.6), o fluoréforo de maior energia, Reporter, consegue emitir
sua fluorescéncia antes suprimida pelo fluoréforo de menor energia, chamado Quencher.
Os fluoréforos Reporters normalmente utilizados na reagcao de amplificacdo sio: VIC®

responsavel por se ligar no Alelo 1 e FAM™ responsavel pela ligacdo ao Alelo 2.

- __
cuencher () s IR A A
7 OO " ¥ -9

Figura 1.5 — Sonda ligada a fita de DNA. Figura 1.6 — Liberacdo dos fluoréforos pela

Polimerase

Se somente uma das fluorescéncias for liberada, VIC® ou FAM™ ¢é possivel dizer
que a amostra é homozigota para aquele alelo. Se as duas forem detectadas, a amostra é
considerada heterozigota possuindo os dois alelos marcados pelas sondas.
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A partir da técnica PCR em Tempo Real juntamente com a técnica de PCR-SSCA
deseja-se verificar através da anadlise de SNPs, se mutagbes no gene RAPH1,
responsavel por codificar a lamelipodina humana, sido responsaveis pela variacdo
encontrada no loco CHEZ2, em individuos CHE2 C5+ e CHE2 C5-.
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2.0 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

o Verificar a existéncia de relacao entre a variabilidade do loco CHEZ2 e

mutagdes no gene RAPH1, que codifica a proteina lamelipodina.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Genotipar dois SNPs do gene RAPH1 em individuos de fenétipo CHE2 C5+
e CHE2 C5-.
o Verificar a freqiiéncia alélica e genotipica desses SNPs nos 2 grupos.

e Verificar a existéncia de associagdo entre os alelos dos SNPs e os
fenotipos CHE2 C5+ e CHE2 C5-.
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3.0 - MATERIAIS E METODOS

3.1- AMOSTRA

As amostras referem-se a doadores de sangue de Curitiba, e encontram-se
estocadas no Laboratério de Polimorfismos, Departamento de Genética, Universidade
Federal do Parana. O DNA ja foi previamente extraido e genotipado para o loco CHE2.

Foram utilizadas 63 amostras de fenotipo CHE2 C5+ e 66 amostras de fenotipo CHE2 C5-

3.2 -METODOLOGIA

As mutagdes foram genotipadas utilizando as técnicas PCR-SSCA e PCR em
Tempo Real. Concentragéo dos géis, tempo de corrida e outros aspectos referentes as
metodologias, foram padronizados no decorrer dos experimentos separadamente para os
dois SNPs sendo eles: SNP 1 rs2246118 (intron 6), e SNP 2 rs12989194 (a montante do
gene). Esses SNPs foram escolhidos através do programa Haploview, utilizando os dados
do projeto HapMap, sendo que os critérios utilizados foram freqiiéncias semelhantes dos
dois alelos e desequilibrio de ligagao alto (tag SNPs) com o gene RAPH1.

3.21-PCR

As amplificagbes foram realizadas com 10ul de volume total de reagéo, contendo
9ul de PCR supermix (Invitrogen- 22mM Tris-HCI pH 8,4; 55mM KCI; 1,65 mM MgCI2;
200uM dATP; 200uM dTTP; 200uM dCTP; 200uM dGTP; 22 U/mL Tag DNA polimerase),
1ul de DNA e 10pmoles de cada iniciador. As PCRs foram realizadas em termociclador
Eppendorf Mastercycler gradient ou Techgene Ftgene2D e os ciclos de amplificagao
foram o0s mesmos para cada par de iniciadores utilizados: RAPH15
GGTTTCACCAAGTTGCACAG e RAPH13 CTAGGCTTTTGATTACTCTG gerando um
fragmento de DNA <com 158pb para o SNP 1 (rs2246118); RAPH25
CAAGGGAGGCTATGTGCCAT e RAPH23 ATGCTCTTCCTCCCAACTTC gerando um
fragmento de DNA com 200pb para o SNP 2 (rs12989194).
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Os termocicladores utilizaram os seguintes programas: Para o termociclador
Eppendorf Mastercycler gradient : 1) 95°C por 30 segundos; 2) 95°C por 30 segundos; 3)
48°C por 30 segundos; 4) 72°C por 30 segundos; 5) repetir por 35 ciclos do passo 2 ao 4;
6) 72°C por 10 minutos; 7) 20°C por 10 minutos.

Para o termociclador Techgene Ftgene2D: 1) 80°C por 30 segundos; 2) 94°C por
30 segundos; 3) 48°C por 30 segundos; 4) 72°C por 30 segundos; 5) repetir por 35 ciclos
do passo 2 ao 4; 6) 72°C por 10 minutos.

3.2.2 — ANALISE DO DNA AMPLIFICADO
3.2.2.1 - SSCA

A técnica de SSCA (analise de conformagédo de fita simples) consiste na
amplificagdo do DNA e posterior desnaturacéo por calor. As fitas simples resultantes sao
colocadas em gel de poliacrilamida, adquirem conformagéo tridimensional, e assim podem
correr em posigdes diferentes no gel. Uma simples mutagdo de ponto pode alterar essa

conformacéo e, consequientemente, o padrao de bandas do fragmento.

Apods a amplificagdo das amostras, 5 yL de cada amostra foram misturados a 6 uL
de solugdo tamponante (4,75 mL de formamida, 0,0125 g de xilenocianol, 0,0125 g de
azul de bromofenol, 125 yL de EDTA 0,4 M, 16,7 uL de NaOH 3 M e 108,3 uL de agua
bidestilada) e, depois, mantidos a 94°C por 5 minutos para desnaturacido das fitas do
DNA.

3.2.2.2 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Apoés a desnaturacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de

poliacrilamida.

O gel, para um volume final de 30 mL, era preparado a partir de uma solugao
estoque de poliacrilamida 49:1 (49 g de acrilamida, 1 g de bisacrilamida, 5 mL de glicerol
e agua bidestilada para um volume final de 100 mL) acrescida de 250 pL de persulfato de
amonio 10% e 30 yL de TEMED (N, N, N', N' - tetrametiletilenodiamina). A solugao para
preparo do gel era o tampao Tris 33mM pH 3,68, caracterizando uma eletroforese

descontinua por ter sido usado Tampé&o TBE 1x na cuba.
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A separacgao parcial das bandas nos géis para o SNP 1 (rs2246118) foram obtidas
através das seguintes condicoes: eletroforese em gel de poliacrilamida solugao estoque
de 49:1, concentracdo do gel 11%, descontinua, duragao da corrida de 23h, 100V.

Em relagdo ao SNP 2 (rs12989194) as eletroforeses foram realizadas em gel de
poliacrilamida utilizando solugéo estoque 49:1, concentragao do gel 8%, descontinua, com
duracao da corrida de 23h, 120V.

3.2.2.3 - REVELAGAO DO GEL

A revelagao dos géis foi realizada com base na metodologia descrita por Budowle

e cols., 1991 (apud MIKAMI, 2005), durante a qual se mantém o gel sob agitagao.

Apos ter sido realizada a eletroforese, o gel foi depositado em um recipiente de
vidro e imerso em solucdo aquosa de acido nitrico (1%) durante 3 min. Decorrido este
tempo foi lavado duas vezes com agua destilada e imerso em solugdo aquosa de nitrato
de prata (0,2%) por 30s sob aquecimento no forno de microondas (poténcia média/forte).
Feito isto o gel foi lavado novamente duas vezes com agua destilada e foi imerso em 60
mL de solugéo reveladora (170 mL de solugdo aquosa de carbonato de sédio 2,96% e 92
ML de formaldeido) até que o liquido escurecesse. Depois da retirada do liquido
escurecido, acrescentou-se o restante da solugdo reveladora. O gel foi novamente
aquecido por 30 segundos no forno microondas e depois mantido imerso até que as
bandas de DNA aparecessem.

Quando a revelacao estava terminada, o gel foi lavado duas vezes com agua
destilada e mantido em solugéo de acido acético (10%) por 5 min. Lavou-se, entdo, por
duas vezes com agua destilada e acrescentou-se solugdo aquosa de glicerol (5%), na
qual o gel foi mantido por, pelo menos, 10 min. Antes da secagem, o gel era embebido em
solucdo de metanol (30%) e glicerol (1%) e colocado sobre duas folhas de papel
transparente para que pudesse ser arquivado no computador através do scanner. Apos
este procedimento o gel foi depositado sob um papel celofane (previamente embebido na
mesma solugdo de metanol e glicerol) que deveria estar esticado sobre uma superficie

lisa para que nao se formassem bolhas de ar que prejudicassem a secagem. Entdo se
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cobriu o gel com uma folha de papel filtro e este foi levado a uma prensa forrada com
papel filtro, permanecendo por aproximadamente sete dias.
3.2.3 - PCR EM TEMPO REAL

A técnica PCR em Tempo Real foi utilizada para a genotipagem das amostras
CHE2 C5+ e CHE2 C5- para o SNP 1 (rs2246118).

As sondas fluorescentes sdo complementares a regido do SNP:
AAATATCTAAGAAAAATAAAAACTTI[C/TITTGGTTGGGCGTGTTGGCTCATTTC, sendo o
fluoréforo Reporter VIC® responsavel por marcar o alelo contendo a base C e o FAM™

responsavel por detectar o alelo contendo a base T.

O kit de genotipagem contendo as sondas TagMan® Probes juntamente com os
iniciadores especificos foram diluidos em uma proporg¢ao de 1:1 em tampao TE 1x (50 pl
Tris-HCI 2M, 20ul EDTA 0,5M e 9.93mL H,0 milli-Q, pH 7,2-7,4). Este kit deve ser sempre

mantido enrolado em papel aluminio para que n&o seja exposto excessivamente a luz.

Foi preparada uma solugdo MIX contendo por amostra: 0,3yl do kit diluido,
acrescidos de 3,2ul de H,O milli-Q e 5pl da solugdo TagMan® Genotyping Master Mix (o
qual contém a enzima AmpliTag Gold ® DNA Polimerase UP, dNTP’s e demais
reagentes necessarios para a reacao de amplificagao). Desta solugdo MIX foram retirados
8,5ul e adicionados em cada pogo da placa de PCR (em um total de 96 pogos) com 1,54l
de DNA, totalizando 10ul de volume final por amostra. Também foram adicionados a placa
dois controles negativos contendo 1,5 de H,O milli-Q ao invés de amostras de DNA.
Durante a manipulagdo do kit de genotipagem assim como os demais reagentes e

materiais, foram utilizadas luvas sem talco.

Depois de aplicadas todas as amostras, a placa foi vedada com filme adesivo
transparente com auxilio de uma espatula de plastico, para que ndo existisse contato

direto entre as luvas e o filme.

A reagao de amplificacao foi realizada no aparelho Mastercycler® ep realplex com
0 seguinte ciclo de amplificagao:

1) 50°C por 2 minutos; 2) 95°C por 10 minutos; 3) 95°C por 15 segundos; 4) 60°C
por 1 minuto; 5) repetir por 45 ciclos do passo 3 ao 4.
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Apoés término da reagdo de amplificagdo (aproximadamente 1 hora e 40 minutos
depois), os resultados ficaram gravados no préprio computador acoplado ao aparelho
Mastercycler® ep realplex, para posteriores analises. Os gendtipos foram identificados
através da analise individual das curvas de VIC® e FAM™.

3.2.4 - ANALISES ESTATISTICAS

Para a andlise das frequéncias alélicas e genotipicas foi utilizado o programa

Clump e obtidos valores x> pelo método Monte Carlo, com 10000 simulagdes.

Também foram gerados valores de Odds Ratio para estimar se um dos genétipos
estava mais freqliente no grupo estudo (CHE2 C5+) ou no grupo controle (CHE2 C5-). O
valor de Odds Ratio é calculado através da féormula OR = (AxD)/(BxC) (WOOLF, 1955)
obtida de uma tabela de contingéncia 2x2 que calcula a relagdo entre duas proporgoes:
eventos sobre ndo eventos no grupo de estudo, dividido por eventos sobre ndo eventos

no grupo controle.

Quando o intervalo de confianga (95%) obtido continha o valor 1, significava que
nao havia diferenga significativa quanto a presenga ou auséncia do genoétipo nos dois

grupos.
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4.0 - RESULTADOS

4.1- SNP 1 (rs2246118)

A principio optou-se por utilizar a técnica PCR-SSCA para a genotipagem das
amostras. Cinco condi¢cbes padrao (Tabela 4.1) foram testadas a fim de estabelecer as
condicOes ideais para a diferenciagao dos padrées de bandas dos gendétipos. Os fatores
modificados foram: solugdo estoque de poliacrilamida, concentracdo de acrilamida dos

géis, tampao, duragéo da pré-corrida, voltagem e tempo de corrida.

Tabela 4.1 - Condi¢cbes padrao testadas para as eletroforeses utilizadas na genotipagem
do SNP 1 (rs2246118), pela técnica PCR - SCCA.

Solugéao

estoque Concentracao Pré-corrida
Condigdes de — o ~ Tempo de Voltagem
padréo poliacrilamida acrilamida (%) eletroforese (duracéo) corrida (V)
1 29:1 8 continua 1h 1h 30 min 360
2 29:1 10 continua 1h 3h 30 min 320
3 29:1 10 descontinua 1h 3h 30 min 320
4 49:1 11 descontinua 35 min 5h 30 min 400
5 49:1 11 descontinua 23h 100

A condicao 5 foi a que mais se aproximou da ideal por apresentar certa separagao
das bandas no gel, no entanto os resultados obtidos para a genotipagem n&o foram
conclusivos. Dessa forma os resultados para esse SNP foram obtidos somente através da
técnica PCR em Tempo Real.

Foram observados para o grupo CHE2 C5+: 22 individuos homozigotos para o
alelo C (C/C), 23 heterozigotos (C/T) e 14 individuos homozigotos para o alelo T (T/T). Ja
para o grupo CHE2 C5- foram encontrados: 15 individuos C/C, 47 individuos C/T e 4
individuos T/T. As Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 mostram as curvas de emissao de fluorescéncia
observadas para genotipos encontrados em individuos homozigotos para o alelo C,

heterozigotos, e homozigotos para o alelo T, respectivamente.
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Figura 4.3 - Curva de emisséao de fluorescéncia observada em homozigotos para o alelo T,

marcada pelo fluoréforo Reporter FAM™,

As frequéncias alélicas observadas para o grupo CHE2 C5+ foram: 0,5678 para o
alelo C e 0,4322 para o alelo T. Ja para o grupo CHE2 C5- as frequéncias alélicas foram:
0,5833 para o alelo C e 0,4167 para o alelo T. Também foram calculadas as frequéncias
genotipicas para ambos os grupos, sendo elas: 1) CHE2 C5+: 0,3729 para individuos
C/C; 0,3898 para os individuos com genétipo C/T e 0,2373 para os individuos T/T; 2)
CHE2 C5-: 0,2273 para os individuos C/C; 0,7121 para os individuos C/T e 0,0606 para
os individuos T/T. Os valores das frequéncias alélicas e genotipicas para ambos os
grupos estdo resumidos na tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Frequéncias alélicas e genotipicas para os grupos CHE2C5+ e CHE2C5-,
referentes ao SNP 1 (rs2246118).

Grupo Frequéncias alélicas Frequéncias Genotipicas (%) N
C T C/C CIT T/T
CHE2"CO+ 0,5677 0,4322 37,28 38,98 23,72 50*
CHE2*C5- 0,5833 0,4166 2272 71,21 6,06 66

*4 amostras nao foram genotipadas para o fenétipo CHE2 C5+ (das 63 iniciais).

Também foram realizados célculos de y* para verificar se as amostras de ambos

os grupos se encontram em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Para o grupo CHE2 C5+ o
valor nao foi significativo (P > 0,10). Ja o grupo CHE2 C5- apresentou um valor bastante
significativo (P < 0,01) , evidenciando que o grupo CHE2 C5+ se encontra em Equilibrio
de Hardy-Weinberg e o grupo CHE2 C5- nao.

As freqUiéncias alélicas ndo foram diferentes nos dois grupos (P > 0,70), porém as
frequiéncias genotipicas foram significativamente diferentes (P < 0,01). Através de testes
Odds Ratio foi comparado o genétipo C/C com os genétipos C/T + T/T nos dois grupos e
o resultado néo foi significativo (2,02, IC: 0,93 a 4,41), ja com relagdo ao gendtipo T/T e
os gendtipos C/T + C/C, o valor se apresentou bastante significativo (4,82, IC: 1,49 a
15,63).

4.2 — SNP 2 (rs12989194)

Apos analise dos géis de poliacrilamida utilizados para a genotipagem das
amostras, foram encontrados para o grupo CHE2 C5+: 31 individuos homozigotos para o
Alelo 1; 21 individuos heterozigotos e 3 individuos homozigotos para o Alelo 2. Com
relagéo ao grupo controle CHE2 C5- foram observados 33 individuos homozigotos para o
Alelo 1; 27 heterozigotos e 3 individuos para o Alelo 2. A figura 4.4 mostra um gel de

poliacrilamida submetido a eletroforese e os genétipos encontrados.
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Figura 4.4: Reprodugao de uma placa de gel de poliacrilamida submetida a eletroforese, com os
genotipos encontrados para o SNP 2 (rs12989194). A — Homozigoto para o alelo 1; B —

Homozigoto para o alelo 2; C — Heterozigoto.

As freqiiéncias alélicas e genotipicas também foram calculadas. Para o grupo
CHE2 C5+ observou-se uma frequéncia alélica de 0,7545 para o Alelo 1 e de 0,2455 para
o Alelo 2. Para o grupo CHE2 C5- as frequiéncias foram 0,7380 e 0,2619 para os Alelos 1
e 2 respectivamente. Ja as freqiéncias genotipicas foram: 1) CHE2 C5+: 0,5636 para o
gendtipo 1/1, 0,3818 para os individuos 1/2 e 0,0545 para o genotipo 2/2; 2) CHE2 C5-:
0,5238 para o gendtipo 1/1, 0,4286 para o 1/2 e 0,0476 para o gendtipo 2/2. Na Tabela

4.3 estao representados estes valores.
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Tabela 4.3. Frequéncias alélicas e genotipicas para os grupos CHE2C5+ e CHE2C5-,
referentes ao SNP 2 (rs12989194).

Grupo Frequéncias alélicas Frequéncias Genotipicas (%) N
Alelo 1 Alelo 2 11 1/2 2/2
CHE2*C5+ 0,7545 0,2454 56,36 38,18 5,45 55+
CHE2*C5- 0,738 0,2619 52,38 42,85 4,76 63**

*8 amostras ndo foram genotipadas para o fenétipo CHE2 C5+ (das 63 iniciais)

**3 amostras ndo foram genotipadas para o fenétipo CHE2 C5- (das 66 iniciais)

O célculo do y’? foi realizado para verificar se as amostras se encontram em

Equilibrio de Hardy-Weinberg. O valor nao foi significativo para nenhum dos grupos (P >
0,80 para CHE2 C5+ e P > 0,30 para CHE2 C5-), indicando que as amostras estdo em

Equilibrio de Hardy-Weinberg para ambos os grupos.

A diferengca entre as frequéncias alélicas e genotipicas também n&o foram
significativas nos dois grupos sendo: P > 0,70 e P > 0,50 para as frequéncias alélicas e
genotipicas, respectivamente. Através de testes de Odds Ratio foram comparados para
este SNP: a) o gendtipo 1/1 com os gendtipos 1/2 + 2/2, assim como b) o gendtipo 2/2
com os gendtipos 1/2 + 1/1. Nos dois grupos o resultado nao foi significativo, a) 1,17, IC:
0,57 a2,43eb)1,15,1C: 0,22 a 5,97.
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5.0 - DISCUSSAO

5.1- METODOLOGIA

A técnica de PCR-SSCA precisa ser padronizada para cada fragmento analisado.
Para o SNP 2 (rs12989194) foi possivel chegar aos padrdes ideais, porém para o SNP 1
(rs2246118) foram feitos varios testes (tabela 4.1), mas os resultados ndo permitiram a
identificagdo precisa dos gendtipos. Dessa forma, para esse SNP optamos pelo método
de genotipagem por Tagman (PCR em Tempo Real). Com esse método foi possivel fazer
a genotipagem de forma mais rapida quando comparada com a técnica PCR-SSCA, no
entanto, foram necessarias analises individuais das curvas geradas pelo programa de
analise (figuras 4.1, 4.2 e 4.3), ndo sendo possivel utilizar os resultados fornecidos

diretamente pelo programa.

5.2-SNP 1 (rs2246118)

Apesar de as freqUéncias alélicas nao serem diferentes para os grupos CHE2 C5+
e CHE2 C5-, estes dois grupos diferem grandemente em suas frequiéncias genotipicas. O
gendtipo T/T é muito mais freqliente em individuos CHE2 C5+ (23,72%) do que no grupo
CHE2 C5- (6,06%). O valor de Odds Ratio corroborou esta hipétese por apresentar um
valor bastante significativo quanto a presenca do genétipo T/T no grupo CHE2 C5+.
Diferentemente do gendtipo C/C que nao apresentou diferenga significativa quanto a sua
presenga no grupo estudo, apesar de suas freqiéncias genotipicas terem sido diferentes
nos dois grupos, CHE2 C5+ (37,28%) e CHE2 C5- (22,72%).

Por existir um ndmero muito maior de individuos homozigotos para o alelo T no
grupo CHE2 C5+ e sabendo que o SNP 1 se encontra em desequilibrio de ligagao alto
com o gene RAPH1, podemos inferir que o gene também possui relagdo com o fenétipo
CHE2 C5+. Dessa forma, a proteina lamelipodina codificada pelo gene RAPH1, poderia
estar de fato associada a banda Cs como sugerido por Li et al. (2008), além de fazer parte
do tetrdmero da BChE.

O fato de o grupo CHE C5- ndo se encontrar em Equilibrio de Hardy-Weinberg e o
grupo CHE2 C5+ sim, mas com uma baixa probabilidade (P > 0,10), poderia ser mais um

indicio de que esse SNP esta interferindo de alguma maneira nas freqiiéncias genotipicas
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dos dois grupos. Ou entdo que existem outros fatores desconhecidos governando a

expressao dos fendtipos, podendo ser até mesmo a existéncia de outros alelos.

5.3 - SNP 2 (rs12989194)

Nao houve diferenga nas freqliiéncias alélicas e genotipicas encontradas nos
grupos CHE2 C5+ e CHE2 C5- para o SNP 2 (rs12989194), indicando que esta mutagao
nao esta associada a variabilidade encontrada no loco CHE?2.

Devido as frequiéncias alélicas encontradas nos dois grupos estarem em Equilibrio
de Hardy-Weinberg, estas podem ser comparadas as frequéncias alélicas de outras

populacoes.

De acordo com o projeto HapMap, as frequéncias dos alelos para este SNP em
Europeus ¢é 0,392 para o alelo C e 0,608 para o alelo T. Por ndo terem sido realizados
experimentos de seqlenciamento ndo & possivel afirmar ao certo quais os nucleotideos
sdo correspondentes aos chamados Alelo 1 e Alelo 2 neste estudo. No entanto, por se
tratarem de individuos caucasoéides em ambas as populagdes podemos inferir que o Alelo
1 mais freqiente tanto no grupo CHE2 C5+ quanto no CHE2 C5- seria o Alelo T, mais

frequiente também na populacao européia, e o Alelo 2 menos freqliente, o alelo C.

Para a populagao Asiatica o alelo T se apresentou bem mais freqiente (0,833),
quando comparado com o alelo C (0,167). Diferentemente dos Africanos que possuem o
alelo C mais frequente do que o alelo T (0,583 e 0,417, respectivamente), o mesmo
ocorre para os Americanos com ascendéncia Africana (alelo C: 0,523 e alelo T: 0,477).
(NCBI SNP DATABASE, 2009) evidenciando que as frequéncias alélicas da maioria dos
marcadores genéticos sdo muito variaveis entre as diferentes populagcbes e etnias
(CAVALLI-SFORZA et al.,1994).

5.4 — LOCALIZAGAO DOS SNPs

O SNP 1 (rs2246118) esta localizado dentro do gene RAPH1 enquanto que o SNP
2 (rs12989194) se encontra a montante. O SNP 1 (rs2246118) faz parte de um grande
bloco de ligagao (bloco CEU) que envolve praticamente todo o gene RAPH1 e se estende
até o proximo gene (Figura 5.1). O fato de este SNP ter apresentado diferenca nas
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frequéncias genotipicas nos fenétipos CHE2 C5+ e CHE2 C5-, indica que a mutagao
exata responsavel por essa variagao fenotipica esta localizada numa regidao proxima,
também dentro do bloco de ligagdo, deixando fortes indicios para a procura desta
mutacdo em trabalhos posteriores.

Por outro lado o SNP 2 (rs12989194) se encontra em uma regiao fora do bloco de
ligagdo do gene RAPH1 (Figura 5.1), corroborando os resultados obtidos que n&o foram
significativos quanto a diferenca nas frequéncias alélicas e genotipicas em ambos os
grupos. Isto evidencia que diferentemente do SNP 1, o SNP 2 n&o tem relagdo com a

variabilidade encontrada no loco CHE?Z.

Chromasome 2
CHB LD Block

YRILD Block T

alidated SNPDetails X/ llGene Details

Add SNP to Order List NCBI Entrez Gene ID: 65053

Name: hCV16041188 Chr.2  Base: 204,035,884 Celera ID: hCG2039444 Name: RAPH1, ALS2CR18 A
dbSNP: 152246118 RefSeq:  NM_025252, NM_20336Y, vm_c19u0a

Min. Allele Frequencies Location Exons

TC CEL: @) CHE: @ JFT:- @ YR @ Ch.2 Bases 204,006,783t0 204108303 | 20

SNP 1

Add SNP to Order List

Name: hCV484646 Chr. 2 Base: 204,148,673
dbSNP: 1512389134
Min. Allele Frequencies

CT CEL: @) CHE: @ JPT: @ YR: @

203,938,795 203,987,339 204,035,884 204,084,428 204132972  Bases

Figura 5.1 Esquema do cromossomo 2 mostrando seus SNPs em desequilibrio de ligagdo com o
gene RAPH1. A seta preta mostra a posicdo do SNP 1 (rs2246118), a vermelha do SNP 2
(rs12989194) ao longo do cromossomo e a azul, o sentido do gene. As caixas correspondentes
aos SNPs mostram suas frequéncias alélicas encontradas nas diversas populagdes. As linhas
coloridas sobre os SNPs evidenciam os blocos de ligagdo, sendo a cor amarela designada para o
bloco Caucasoide (CEU), a lilas e a azul representam os Asiaticos (CHB+JPT) e a vermelha os

Africanos (YRI). Esquema gerado pelo programa SNPBrowser™.



29

6.0 - CONCLUSOES

6.1 Nao existe diferenca entre as freqliéncias alélicas nos grupos CHE2 C5+ e CHE2 C5-
para o SNP 1 (rs2246118), no entanto as frequéncias genotipicas diferem
significativamente nos dois grupos, indicando uma possivel associacdo deste SNP

com a variabilidade encontrada no loco CHE?2.

6.2 A freqiéncia maior de individuos homozigotos para o alelo T (genétipo T/T)
encontrada no grupo CHE2 C5+ também sugere a associagdo do SNP 1
(rs2246118) com o fendétipo CHE 2 C5+.

6.3 A existéncia de uma provavel associagao do SNP 1 (rs2246118) com o grupo CHE2
C5+ indica que o gene RAPH1 pode estar realmente envolvido na formagao da banda
Cs, e que a proteina lamelipodina, codificada por ele, estaria

associada ao tetramero da BChE para a formagao do complexo Cs.

6.4 Nao existem diferengas significativas entre as freqiiéncias alélicas e genotipicas nos
grupos CHE2 C5+ e CHE2 C5- para o SNP 2 (rs12989194), sugerindo que nao existe
associacao deste SNP com os fenétipos.
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