MARIA PAULA SANCHES DE ALVARENGA

Polimorfismos dos Genes MTHFR
(Metilenotetrahidrofolato Redutase) e ECA
(Enzima Conversora da Angiotensina) em

Pacientes Submetidos a Transplante Renal.

Sao José do Rio Preto

2006



Maria Paula Sanches de Alvarenga

Polimorfismos dos Genes MTHFR
(Metilenotetrahidrofolato Redutase) e ECA
(Enzima Conversora da Angiotensina) em

Pacientes Submetidos a Transplante Renal.

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
de S3o Jos¢ do Rio Preto para obtencao do
titulo de Doutor no Curso de Pos-
Gradua¢ao em Ciéncias da Saude, Eixo
Tematico: Medicina e Ciéncias Correlatas.

Orientadora: Profa. Dra. Eny Maria Goloni Bertollo

Co-Orientadora: Profa. Dra. Erika Cristina Pavarino Bertelli

Sao José do Rio Preto

2006



Alvarenga, Maria Paula Sanches de

Polimorfismos dos genes MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase) e
ECA (enzima conversora da angiotensina) em pacientes submetidos a
transplante renal / Maria Paula Sanches de Alvarenga
Sao José do Rio Preto, 2006.
105p.; 30 cm.

Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto —- FAMERP
Eixo Tematico: Medicina e Ciéncias Correlatas

Orientadora: Profa. Dra. Eny Maria Goloni Bertollo
Co-Orientadora: Profa. Dra. Erika Cristina Pavarino Bertelli

1. Homocisteina; 2. Polimorfismo Genético; 3. Transplante de Rim.




SUMARIO

DEAICATOTIA. ...ttt ettt ettt eaaean
A GIAAECTIMEINTOS. ..couveiiiiieiieeiie ettt et e sttt et e et esateesbeesateeabeesaaeenseesseesnseas
EPIIate. .. oottt et e enne
LiSta de FIGUIAS......oioiiiiiieiiecie ettt et ettt et e eessaeenseesaseenseennns
Lista de Quadros € Tabelas.........c..oecieiiiiiiiiiiiee e

Lista de Abreviaturas € STMDOLOS. .. ... eee et eee e e eeeeeaaaens

L INETOAUGAO. ..ttt e e e e et e e e et e e e eaaaeas

L1 OBJEIIVOS. ..ttt ettt ettt et st

II. CasuiStica € MELOT0. ..cccueiiiiiiieieeieeeeeeeeeeeeee

IL 1. CaSUISTICA. ettt ettt
T2, IMELOAO. ..ttt et ettt
I1.2.1. Caracterizagao ClNICA........cc.ceevueeeiiiieeiieeeiieeeiee e
I1.2.2. Dosagem de homocisteina plasmatica..........cccceevuereenerrienieneeniennne
I1.2.3. Extracdo de DNA eNnOMICO........cccvuieeriiieriieeeiieenieeerieeeveeeieee e
I1.2.3.a. Quantificag@o do DNA gENOMICO........cccveerrreerierieereeieeeireeieeees
I1.2.4. Investigacdo do polimorfismo D(14091-14378) do gene ECA pela
reacdo em cadeia da polimerase..........coceevueeriienienieenieeieeee e
I1.2.5. Investigagdo dos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C por
digeStA0 ENZIMALICA....c.veeeeveerieriieeiieeiie ettt e e ereeseeereesaae e e e

I1.2.6. Investigacdo dos polimorfismos MTHFR T1317C e A1298C por

seqiienciamento automatico direto.........eccueevueereeeiiienieeiieeie e

I1.2.7. Analise do hdbito alimentar...........c.ccceeeiierireiiienieeiiecee e
I1.2.8.  ANAliSe €StatiStICA.....eevvierrieeiiieiieeie ettt ene

ITI. Resultados € DISCUSSA0.....cccuuiiiiiieeeiiieeiieeeieeesieeesreeesreeeseaeeesereeeneaeeensseeensseeens

Artigo 1: Hiper-homocisteinemia em pacientes submetidos a transplante

Artigo 2: Plasma homocysteine levels and MTHFR C677T and A1298C

polymorphisms in renal transplant recipients...........ccccceeeeveeernnennns

15

17

20

25

25

31

34

39



Artigo 3. Angiotensin-Converting Enzyme Gene Polymorphism in Chronic
Allograft Nephropathy.........cccoooviiiiviiiiiiic e, 42
Artigo 4. Combination of ACE and MTHFR genes polymorphisms as
determinant risk factors for chronic allograft nephropathy......... 44
Artigo 5. Hiper-homicisteinemia e polimorfismos genéticos como fatores de
predisposicao a disfuncao cronica do transplante...............c.ceeunee. 49
Artigo 6. Comparacdo de técnicas para identificagdo do polimorfismo
MTHFR AT298C ...t 69
Artigo 7. Effect of folate and Bs ¢ B, intake and MTHFR C677T

polymorphism in homocysteine levels in renal transplantation...... 76

TV . CONCIUSOES. ...ccuvviieiieeeiiee ettt ettt ettt e e te e et eeestbeeetaeeebaeeessaeesssaeesaseeesnseeas 83

V. Referéncias Bibliograficas.........cccceviieiiiiiiiiiiiiiieieee et 86

VI APENAICES © ANCXOS...ccuiiiuiieiieeiiieitieeieeiteeeteesteesreeseeeaeesseessseesseessseasseesssessseens 97
APENAICE 1. e 98
ANEXO Lo e 100
ANEXO 2.t 101
ANEXO 3t e 102



Dedicatoria i

Aos meus pais Luiz Fernando e Paré que me tornaram capaz de
realizagdes como essa e tantas outras que ainda estdo por vir; obrigada pela

incrivel dedicacao e amor de vocés.

A minha irma Maria Beatriz que demorou a chegar, mas veio para nio
me deixar sozinha e ensinar o quanto dividir vale a pena. Obrigada por me

acompanhar nesta jornada.

Ao meu querido L€, essa conquista é nossa. Vocé conduziu tudo de uma

forma muito especial, com uma certeza de sucesso, como aquela do nosso
primeiro encontro. Sua paciéncia, seu carinho e seu bom humor me
conquistam a cada dia. Obrigada por compreender minha falta de dedicacgao
destes ultimos instantes, pelas longas esperas... Quero agora poder

descansar na sua asa, sempre.

A minha avé Glorinha, pela juventude de idéias e companhia brilhante

nos meus melhores anos.

As minhas tias Zez€ e Nicinha, que acreditaram em mim desde sempre,

acompanhando minha escolha profissional. Obrigada por tantas vezes me

indicarem o caminho.

Declaro todo meu amor a vocés!



Agradecimentos ii

v A Deus que escolheu com perfeigdo as minhas familias, aquela que

nasci e constitui e aquela onde eu trabalho.

v' Profa. Dra. Eny Maria Goloni Bertollo, orientadora, determinada,
sabe enfrentar as dificuldades com muita facilidade, transpondo
barreiras a todo tempo. Obrigada pela amizade e confianca de todos

€SSES anos.

v' Profa. Dra. Erika Cristina Pavarino Bertelli, mais que colaboradora,
amiga competente e prestimosa, aquela a quem devo minha
formacgdo profissional. Obrigada por estar sempre presente nestes

longos caminhos ja percorridos, disposta sempre a me ensinar.

v' Dr. Mario Abbud Filho, incentivador de pesquisas, inteligéncia e
brilhantismo de idéias. Muito obrigada por ter auxiliado na
elaboracdo e realizagdo deste trabalho, espero contar com sua

colaboracao em outros tantos.

v Profa. Dra. Maria Alice Sperto Ferreira Baptista, colaboradora
constante. Obrigada pelas agradaveis tardes que passamos juntas,

compartilhando conhecimento e amizade.



Agradecimentos iii

Dr. Gustavo Navarro Betonico pela colaboracdo e amizade nos 45

minutos do segundo tempo.

Patricia e Ana Livia, além de amigas e companheiras, colaboradoras

efetivas deste trabalho. Muito obrigada.

Joice, Mariangela ¢ Rosa, a convivéncia diaria de vocés ¢ uma

delicia, amigas e confidentes de todas as horas.

Estagiarios e pods-graduandos da UPGEM, aos atuais e a todos
aqueles que passaram por aqui deste o inicio, em 1999, quando
também comecei minha jornada cientifica. Muito obrigada pelas

experiéncias profissionais € pessoais que voc€s me proporcionaram.

A Jandira S. J. B. Brandalese e Adelino da Silveira. Pessoas que em
comum so6 t€m o auxilio e disposi¢do de me ensinar. Ela, profissional
competente que constantemente descobre algo novo sobre mim. Ele,
criatura indefinivel de amor e sabedoria, que mesmo a distancia me

transmite confianga e tranqiiilidade.

A minha professora Claudia Ravelli que me ensinou a beleza da

ciéncia.



Agradecimentos iv

As minhas amigas Flavia, Karina e Luciana, que me acompanham
desde a graduacao. Obrigada pela amizade que resiste a distancia

imposta pelas conquistas da vida.

Aos Profs. Drs. Marcos Nogueira Eberlin ¢ Renato Haddad pela

realizacao da dosagem da homocisteina plasmatica.

A Profa. Dra. Andréia M. Leopoldino, ao Prof. Dr. Mauricio L.
Nogueira e todos aqueles do Laboratorio de Virologia da FAMERP

que auxiliaram neste projeto.

A Profa. Dra. Elida Benquique Ojopi, pela colaboracao em abrir seu

laboratorio, o que tornou possivel a finalizacao deste trabalho.

Prof. Dr. José Anténio Cordeiro, pela colaboracdo na anélise

estatistica.

Profa. Adilia M. Pires pela colaboragdo na corregdo e traducao deste

trabalho.

Aos funcionarios do Instituto de Urologia e Nefrologia de Sdo José

do Rio Preto, SP pela dedicagdo destes quatro anos juntos.



Agradecimentos v

v' Aos funcionarios da Diretoria de Pesquisa, por tantas vezes

solicitados.

v' Aos funcionarios da Poés-Graduacdo, pelo dedicado trabalho

desempenhado na Instituig3o.

v A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo -

FAPESP, pelo suporte financeiro.

v Ao Diretor Geral Prof. Dr. Humberto Liedtke Junior, pelo incentivo

e apoio para a consolida¢do da pesquisa na FAMERP.

v' Aos pacientes que acreditaram na realizacdo deste trabalho e

proporcionaram a descoberta de novos conhecimentos cientificos.

v" A todos meus amigos e familiares que em algum momento, por
gestos, palavras, carinho e até pelo siléncio contribuiram para minha

formacao e experiéncia. Atitudes que resultaram neste trabalho.

“Agradeco todas as dificuldades que enfrentei; ndo fosse por elas, eu ndo

teria saido do lugar... As facilidades nos impedem de caminhar.”

Chico Xavier



Epigrafe vi

"Ha quem diga que todas as noites sdo de sonhos...
Mas ha também quem diga nem todas...

SO as de verdo...

Mas no fundo isso ndo tem muita importancia...

O que interessa mesmo n&o sao as noites em si...
S&o0 os sonhos...

Sonhos que o homem sonha sempre...

Em todos os lugares, em todas as épocas do ano...

Dormindo ou acordado..."

William Shakespeare

"Para se fazer grandes coisas, nao basta sonhar, mas sonhar e acreditar.”

Anatole France



Epigrafe vii

"Algo é so impossivel até que alguém

duvide e acabe provando o contrario."

Albert Einstein



Lista de Figuras viii

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Reagdes metabolicas relacionadas a degradagao da

OINIOCISTEIINA. ¢ eeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeanneeenene

Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio para visualizacio
da eletroforese de 24 amostras submetidas a amplificacdo do segmento
polimorfico do gene ECA. O marcador de peso molecular (M)
utilizado foi o DNA ladder de 100pb (Gibco). As setas indicam os
fragmentos de 490pb e 190pb que correspondem, respectivamente, ao

alelo I e ao alelo D. Controle negativo (Br).........cccceeevieviieiiienieciieenn,

Gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata para
visualizacdo da eletroforese de 10 amostras (colunas 1 a 10)
submetidas a digestdo enzimatica com Hinf I ¢ Mbo Il apos
amplificagdo dos fragmentos polimorficos do gene MTHFR. O
marcador de peso molecular (M) utilizado foi o DNA ladder de 50
pares de base (pb) (Invitrogen). As setas indicam os fragmentos
informativos de 198pb e 175pb para o polimorfismo C677T e de
100pb e 72pb para o polimorfismo A1298C. Os fragmentos de 23pb e
28pb  resultantes dos polimorfismos C677T e A1298C,
respectivamente, geralmente ndo sdo visualizadas no gel e ndo sao
essenciais para a genotipagem. Os fragmentos de 139pb; 128pb e 59pb

NAO0 SAO INTOIMNALIVOS. .t eee ettt

18



Lista de Figuras

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Cromatograma da amostra Tx 01 mostra o nucleotideo A na posi¢ao
1298 na fita sense (seta verde), o que identifica o individuo
homozigoto selvagem 1298AA e a seta vermelha indica o nucleotideo
T na posi¢do 1317 que representa o individuo homozigoto selvagem

LBTTTT ettt

Cromatograma da amostra Tx 220 mostra os picos referentes aos
nucleotideos C (seta azul) e A (seta verde) na posi¢ao 1298 na fita
sense, o que identifica o individuo heterozigoto 1298AC. As setas a
direita azul e vermelha indicam os picos referentes aos nucleotideos T
e C na posicdo 1317, que representa o individuo heterozigoto

LBTTTC ettt e

Cromatograma da amostra Tx 200 mostra o nucleotideo C na posicao
1298 na fita sense (seta verde), o que identifica o individuo
homozigoto polimodrfico 1298CC e a seta vermelha indica o
nucleotideo T na posi¢do 1317 que representa o individuo homozigoto

SEIVAZEM 1317 TT ..ot

X

26

27



Lista de Figuras

Figura 7

Figura A

Figura B.

Cromatograma da amostra Tx 96 mostra o nucleotideo A na posig¢ao
1298 na fita sense (seta verde), o que identifica o individuo
homozigoto polimorfico 1298AA e a seta azul indica o nucleotideo T
na posi¢ao 1317 que representa o individuo homozigoto mutante

IBTTCC it

Gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata. M: Marcador
molecular de 50pb (Invitrogen). Coluna AA: fragmentos de 72pb
correspondentes ao alelo 1298A; Coluna AC: fragmentos de 100 e 72
pb correspondentes aos alelos 1298C e 1298A; Coluna CC:

fragmentos correspondentes ao alelo 1298C..........cccocveviieciienieeciiennnenns

Cromatogramas  indicam os nucleotideos B.1l)  Gendtipo
1298AA/1317TT; B.2) Genotipo 1298AA/1317CC; B.3) Gendtipo

1298AC/1317TC e B.4) Genotipo 1298CC/1317TT.ccovveveiriiiineee

X

29

75



Lista de Quadro e Tabelas xi

Quadro 1.  Seqiiéncias de primers utilizadas para identificacdo do polimorfismo
de delecio do gene ECA na primeira reacdo de

PO R oo 16

Quadro 2.  Seqiiéncias de primers utilizadas para identificacdo do polimorfismo
de delecio do gene ECA na segunda reagdo de

POR oo 16

Quadro 3.  Seqiiéncias de primers utilizadas para identificacdo do polimorfismo
677 do gene MTHFR na reacao de PCR-

INUIEPIEX ..ottt ettt e eseenenas 19

Quadro 4.  Seqiiéncias de primers utilizadas para identificacdo do polimorfismo
1298 do gene MTHFR na reacao de PCR-

INUIEPIEX ..ottt ettt e be et eeabeenenas 19

Quadro 5.  Seqiiéncias de primers utilizadas para identificacdo do polimorfismo
1298 e 1317 do gene MTHFR na reacdo de

POR oo 23

Tabela 1. Perfil dos 300 pacientes em relagdo ao sexo, etnia, média de idade,
tempo médio de transplante, nivel de creatinina sérica, clearence de

creatinina € proteiniria de 24h.........c.cccceeeviieiiiiiiienieceee e 68



Lista de Abreviaturas e Simbolos xii

CAN
CEP

CL
CONEP
DCTx
Depto
DNA
dNTPs
DP
EAR
ECA
ERSD
FAMERP
FN

Hcy
HLA
HWE

IC
LC-MS/MS
LCr
MTHFR
NRF
OD

OR

PCR

Chronic Allograft Nephropathy

Comité de Etica em Pesquisa

Confidence Limits

Comissao Nacional de Etica em Pesquisa
Disfuncdo Cronica do Transplante
Departamento

Acido Desoxirribonucléico

Trifosfato de desoxinucleotideo

Desvio Padrao

Estimativa de Requerimento Médio

Enzima Conversora da Angiotensina
Insuficiéncia Renal Terminal

Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
Funcdo Renal Normal

Homocisteina

Antigeno Leucocitdrio Humano

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Intervalo de Confianga

Cromatografia liquida/espectrometria de massas seqiiencial
Clearence creatinina

Metilenotetrahidrofolato redutase

Normal Renal Function

Densidade 6ptica

Odds Ratio

Polymerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase)

Sistema Angiotensina Renina



Lista de Abreviaturas e Simbolos xiii

RFLP Restriction Fragment Lengh Polymorphism (Polimorfismo de

comprimento de fragmentos de restri¢ao)

Taq Thermus Aquaticus
SCr Creatinina Sérica
SNP Polimorfismo de Sitio Unico

UNICAMP  Universidade de Campinas

UPGEM Unidade de Pesquisa em Genética e Biologia Molecular
USP Universidade de Sdo Paulo
Unidades de Medida:

dL Decilitro

h Horas

mg Miligramas

min Minuto

mL Mililitro

mM Milimolar

ng Nanograma

pmol Picomol

rcf Rotagdo de forca relativa

rpm Rotacdo por minuto

T°C Temperatura em graus Celsius

pL Microlitro



Resumo xiv

RESUMO

Introducdo: A disfungdo cronica do transplante (DCTx) constitui
aproximadamente 60% das causas de perda do transplante. Entre os possiveis fatores
envolvidos estdo o aumento do nivel da homocisteina (Hcy) no plasma e a variabilidade
genética no sistema angiotensina renina. ODbjetivos: investigar as freqiiéncias do
polimorfismo de delecdo do gene ECA (enzima conversora da angiotensina) ¢ das
variantes 677 ¢ 1298 do gene MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase), bem como
dosar a concentragdo plasmatica de Hcy em pacientes submetidos a transplante renal,
visando avaliar a participagdo destes fatores no desenvolvimento da DCTx. Também
foram investigadas a ingestdo de micronutrientes ¢ a freqliéncia do polimorfismo
MTHFR T1317C. Casuistica e Método: Foram investigados 300 pacientes submetidos
a transplante renal hd no minimo 12 meses. De acordo com critérios clinicos
estabelecidos os pacientes foram subdivididos em pacientes com DCTx e pacientes com
funcao renal normal (FN). O estudo molecular utilizou as técnicas de reagdo em cadeia
da polimerase seguida de digestdo enzimatica para a investigacdo dos polimorfismos. O
seqiienciamento automatico foi realizado para confirmacdo do polimorfismo MTHFR
A1298C e para identificagio do polimorfismo MTHFR T1317C. A concentragdo
plasmatica de Hcy foi dosada por meio da técnica de cromatografia
liquida/espectrometria de massas seqiiencial. A ingestdo de micronutrientes foi avaliada
por meio de questionario validado cientificamente. Resultados: Nao foi encontrada
associagdo entre a ingestdo de micronutrientes € a DCTx. A freqiiéncia do polimorfismo
1317C foi de 7% na populagao de individuos transplantados brasileiros. A presenca de
pelo menos uma variante MTHFR (677T/1298C), foi significantemente mais freqiiente

em DCTx (p=0,049; OR = 1,7; 95% IC: 1,0 — 3,1) e um risco aumentado para doenga
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foi observado na presenga da variante polimorfica ECA (D) (677T/1298AC/ECAD)
(p=0,009; OR = 2,2; 95% IC: 1,2 — 4,2). A hiper-homocisteinemia foi observada em
82,1% dos pacientes do grupo com DCTx e 68,2% do grupo de FN e os valores médios
de Hcy plasmatica apresentaram diferenga estatisticamente significante entre os grupos
(p=0,005 e p<0,0005, respectivamente). Nivel médio elevado de Hey foi associado com
o gendtipo 677TT e com o gendtipo combinado 677TT/1298AA no grupo DCTx
(p=0,002 e p=0,018, respectivamente) e ao alelo 1298A do grupo FN (p=0,009). Os
individuos FN com o genotipo 1298AA apresentaram niveis médios mais elevados que
aqueles com o geno6tipo 1298AC (p=0,033), sugerindo um fator protetor para o alelo
1298A. Em relagao a distribui¢do dos niveis de Hey, o grupo DCTx apresentou maior
nimero de pacientes classificados com hiper-homocisteinemia intermediaria e grave
(>30umol/L) (p=0,0005), em relagdo ao grupo FN. A presenca do alelo 1298C, bem
como a combinacdo de pelo menos um alelo polimérfico MTHFR (677T/1298C) em
pacientes com hiper-homocisteinemia foi mais freqiiente no grupo DCTx (p=0,007 e
p=0,002, respectivamente). Um risco para DCTx foi observado para essa combinagao
(MTHFR 677T/1298C) (OR = 2,8; 95% IC: 1,4 — 6,0) e ¢ aumentado na presenga da
variante polimérfica ECA (D) (OR = 3,4; 95% IC: 1,5 — 8,1). Conclusdo: A
combinagdo de pelo menos um alelo polimorfico MTHFR e ECA naqueles pacientes que

apresentam hiper-homocisteinemia parece predispor o paciente transplantado a DCTx.

Palavras-chave: Homocisteina, Polimorfismo Genético, Transplante de Rim.
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ABSTRACT

Introduction: The chronic allograft nephropathy (CAN) accounts for
approximately 60% of late renal allograft loss. High homocysteine level (Hcy) and
genetic variability of renin-angiotensin system are the possibly risk factors. Objectives:
To investigate the frequency of Angiotensin Conversion Enzyme (ACE I/D) gene
deletion, and Metilenetetrahydrofolate reductase (MTHFR C677T and A1298C)
variants, as well as to quantify the plasma homocysteine concentrations in 300 patients
submitted to renal transplantation to evaluate these factors participation in CAN
development. Furthermore the ingestion of micronutrients and the frequency of MTHFR
T1317C polymorphism have been investigated. Material and Methods: The molecular
study was performed by polymerase chain reaction (PCR) and RFPL (Restriction
fragment length polymorphism) techniques for polymorphism investigation. In
accordance with clinical criteria established, the patients had been subdivided in patients
with CAN and patients with normal renal function (NRF). The automatic sequencing
was performed for MTHFR polymorphism A1298C confirmation and identification of
MTHFR T1317C polymorphism. Plasma Hcy concentration was measured by liquid
chromatography — tandem mass spectrometry (LS-MS/MS) technique. Dietary intakes
were evaluated by a validated dietary questionnaire. Results: There was no correlation
between the ingestion of micronutrients and CAN. The 1317C polymorphism frequency
was 7% in Brazilian recipients. The presence, at least, of one MTHFR (677T/1298C)
variant was significantly more frequent in CAN (p=0.049; OR = 1.7; 95% IC: 1.0 —
3.1), and a higher risk for disease was observed in the presence of the polymorphic ACE
(D) variant (677T/1298 AC/ACED) (p=0.009; OR = 2.2; 95% IC: 1.2 — 4.2). The

hyperhomocysteinemia was observed in 82.1% of the CAN group patients, and 68.2%
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from NRF group, and plasmatic medium values of Hcy have presented statistical
significant difference between the groups (p=0.005 and p<0.0005, respectively). High
medium level of Hcy were associated with 677TT genotype and 677TT1298AA
combined genotype in CAN group (p=0.002 and p=0.018, respectively) and with the
1298A allele from NRF group (p=0.009). The individuals of NRF group with 1298AA
genotype have presented higher medium levels than 1298AC (p=0.033) genotype,
suggesting a protector factor for 1298A allele. In relation to the distribution of Hcy
levels, the CAN group has presented greater number of patients classified with severe
and intermediate hyperhomocysteinemia (>30umol/L) (p=0.0005), in relation to NRF
group. The 1298C allele presence, as well as the combination, at least, one MTHFR
(677T/1298C) polymorphic allele in patients with hyperhomocysteinemia, were more
frequent in CAN group (p=0.007 and p=0.002). A risk for CAN was observed in this
combination (MTHFR 677T/1298C) in hyperhomocysteinemia patients (OR = 2.8; 95%
IC: 1.4 — 6.0). This risk is increased in the presence of the polymorphic ACE (D)
variant (OR = 3.4; 95% IC: 1.5 — 8.1). This suggests that the combination of, at least,
one polymorphic MTHFR allele and ACE in those patients with hyperhomocysteinemia

can predispose recipients to CAN development.

Key words: Homocysteine, Genetic Polymorphism, Renal Transplantation.
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Introducdo 2

O transplante renal ¢ considerado a melhor opg¢ao terapéutica curativa para

. . . oA . N . 1.2 . ,
pacientes com insuficiéncia renal cronica terminal. "+ ¥ No Brasil, o numero de
transplantes aumenta anualmente desde o primeiro realizado em 1964 no Hospital

(

dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro ) e, segundo a ABTO (Associagio

Brasileira de Transplantes de Orgdos) no ano de 2005 foram realizados 3362
transplantes renais. ¥

A principal causa da perda do transplante ¢ a disfuncdo cronica do
transplante (DCTx), que ocorre em aproximadamente 60% e ¢ caracterizada
clinicamente como deterioracdo cronica da fungdo renal. ©* ® A lesdo vascular ¢
uma caracteristica da DCTx e consiste na fibrose ¢ espessamento da camada
intima das artérias nas paredes dos vasos. M

Fatores imunologicos ¢ ndo imunoldgicos tém sido responsabilizados pela
DCTx, sendo que os fatores imunoldgicos predominam na fase inicial pds-transplante e
os ndo imunoldgicos ocorrem tardiamente. ** Desde a introdugéo do transplante como
modalidade terapéutica ao final da década de 50, a sobrevida do enxerto tem aumentado
de maneira significativa. Com os avangos na tipagem HLA e introducdo de novos
imunossupressores o0s eventos imunologicos tornam-se, relativamente, menos
freqiientes. © ® ? Em contraste, houve um crescente interesse pelos fatores ndo
imunolégicos, que em longo prazo, contribuem para DCTx e conseqiiente faléncia renal.
Entre os fatores ndo imunologicos estdo, a idade do doador, a lesdo da isquemia de
reperfusdo, a hipertensdo arterial, diabetes mellitus, as dislipidemias, infecgdes, ¢ a
nefrotoxicidade dos imunossupressores. ¢ * 1

A hiper-homocisteinemia plasmatica (> 15 umol/L) " decorrente do aumento

de homocisteina (Hcy) no organismo, destaca-se como fator contribuinte no
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desenvolvimento de DCTx. "® A homocisteina plasmatica (Hcy) é um aminoécido
derivado do catabolismo protéico e sua concentracdo intracelular ¢ mantida pela via de
remetilacio da metionina ou transsulfuragio para cisteina. ' A remetilagio ¢ um
processo complexo que requer a metionina sintase, a vitamina B, como cofator e, o N°-
metiltetrahidrofolato como doador do grupo metil. Por sua vez, a formagao do radical
doador de metil, ¢ dependente da atuagdo da enzima metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) na redugdo de N°,N'%-metilenotetrahidrofolato em
N°metilenotetrahidrofolato. * ' Uma via alternativa de remetilacio ¢é realizada no
figado e rins no qual a betaina ¢ usada como doadora do grupo metil. '+ ' A
transsulfuracdo ¢ a via na qual a Hcy € convertida em cisteina, ¢ € responsavel pela
degradagdo de 50% deste aminoacido. Essa reacgdo ¢é catalisada pela enzima cistationina
B-sintetase, dependente de vitamina Bg como co-fator. ¥ A principal via de remetilagio
e o processo de transsulfuragdo podem ser visualizados na Figura 1.

A hiper-homocisteinemia pode ser resultante de defeitos genéticos que
alteram as enzimas necessarias para a remetila¢io ou transsulfuracio da Hey '+
1) ou por fatores adquiridos, tais como a deficiéncia das vitaminas Bj, ¢ Bg e de
folato.  No 1ltimo caso, a terapéutica preconizada é a suplementagio
vitaminica. ¥ Niveis elevados da Hecy sdo classificados em moderados (15-
30umol/L), intermediarios (31-100umol/L) e graves (>100umol/L). 7

O aumento moderado de Hcy ¢ comumente associado a transi¢do de citosina
para timina (C—>T) no nucleotideo 677, na regido codificadora do gene MTHFR,
resultando na substituicdo de alanina por valina na proteina produzida. Essa alteragdo

esta associada com o aumento da termolabilidade da enzima e redugdo de 50% de sua
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Figura 1. Reagdes metabolicas relacionadas a degradagdo da homocisteina.
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atividade normal. > '®

Um outro polimorfismo no gene MTHFR, uma substituicdo de adenina
para citosina (A—>C) no nucleotideo 1298 com mudanca de acido glutamico para
alanina na proteina produzida, também tem sido associado com decréscimo da

.. C 19, 2
atividade enzimatica, (19, 20)

entretanto, parece contribuir para o aumento do nivel
de Hcy, somente em heterozigose com 677. (19: 2D Estudo de Weisberg et al.
(1998) @? avaliou a atividade da enzima MTHFR em extrato de linfocitos e
observou que na presen¢a do genotipo MTHFR 677CT/1298AA hé reducdo de
cerca de 30% da atividade enzimdatica; enquanto homozigoto MTHFR
677CC/1298CC e heterozigoto MTHFR 677CT/1298AC resultam na diminuigdo
desta atividade em 35 a 43% e de 38 a 50%, respectivamente.

Resultados similares foram observados em estudo de expressao in vitro da
enzima MTHFR, que mostrou uma reducdo de 32% na atividade da enzima
mutante 1298 ¢ de 59% para aquela mutada para ambos os polimorfismos (C677T
e A1298C). @Y Por outro lado, Yamada e colaboradores (2001) “¥ ndo
observaram alteracdo na func¢do catalitica ou regulatéria da enzima na presencga
da variante MTHFR 1298CC, o que torna questionavel sua contribuicdo para a
variagdo da atividade enzimatica.

Um polimorfismo silencioso resultante da substitui¢do de timina para
alanina foi recentemente identificada na posi¢do 1317 do gene MTHFR, proxima
ao polimorfismo 1298. Poucos sdo os relatos na literatura sobre esse
polimorfismo, sabe-se apenas que sua freqiiéncia é maior na populacdo africana.

(20, 23-25)

A hiper-homocisteinemia ja foi associada a aterosclerose prematura e
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outros eventos degenerativos do endotélio. % 27 Entretanto, o mecanismo no
qual a hiper-homocisteinemia pode causar lesdes no endotélio é desconhecido.
Evidéncias sugerem que pode estar relacionado ao estresse oxidativo originado
de espécies reativas de oxigénio que sdo produzidas durante a auto-oxidacdo da
Hey. ®® Radicais livres induzem a peroxidacio lipidica, a oxida¢io da LDL e
promovem o acumulo intracelular de colesterol. A hiper-homocisteinemia
também aumenta a propensdo de trombose venosa por causar alteragdes
funcionais nas plaquetas e interferir no processo de coagulagdo. ?%*®

As lesdes do endotélio vascular, iniciadas com o processo de isquemia e
reperfusdo do transplante renal, podem evoluir para lesdes semelhantes as que
ocorrem na formagdo da placa aterosclerética. - ) Egsas lesdes alteram a funcdo
renal apds o transplante e podem causar o desenvolvimento da DCTx.
Considerando a semeclhanga existente entre a DCTx e a doenga vascular
aterosclerotica, fatores de risco estdo sendo investigados em pacientes
transplantados.

Estudos relatam que o nivel elevado da Hcy no plasma pode aumentar o

. . . . 1
risco de doencas cardiovasculares em pacientes com glomerulopatias ©% "

e
. (17, 32, 33) e .
naqueles submetidos a transplante renal. Nesses ultimos, a hiper-
homocisteinemia tem sido observada em aproximadamente 50-70% dos
pacientes. #3239
Alteragdes no gene MTHFR podem influenciar o nivel de Hcy, Fodinger e
colaboradores (2000) (9 encontraram correlagio ao avaliarem a combinacdo

genotipica de A1298C e C677T (677TT/1298AA e 677CT/1298AC) e os niveis

plasmaticos de Hcy e de folato em pacientes transplantados. A freqiiéncia alélica
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de MTHFR 1298C (0.326) nesses pacientes foi similar aquela observada nos
individuos saudaveis (0.310). Do mesmo modo, a freqiiéncia alélica de MTHFR
677T (0.319) nos pacientes nao foi diferente do grupo controle (0.354).

Marcucci e colaboradores (2001) (12 demonstraram que pacientes
submetidos a transplante renal com gendtipo 677TT obtiveram um decréscimo no
nivel de Hey apos suplementacdo vitaminica. Nesse estudo, a prevaléncia desse
gendtipo nao foi significativamente maior nos pacientes (freqiiéncia alélica de
0,48) quando comparado ao grupo controle (freqiiéncia do alelo mutante de 0.47).

Em relagdo ao polimorfismo C677T no gene MTHFR, alguns estudos tém
sido realizados na populacdo brasileira em pacientes com risco para trombose
vascular. Um nivel elevado de Hcy foi detectado nos pacientes com genotipo
MTHFR 677TT, entretanto esse genotipo ndo foi associado ao risco aumentado
da doenga. @¢*?

O polimorfismo C677T também ja foi investigado em grupos étnicos
distintos da populagdo brasileira e os dados mostram que o mesmo apresenta uma
distribuigdo étnica heterogénea, com uma baixa prevaléncia na populagido
negroide. ¢!+ *%

Além da hiper-homocisteinemia, a variabilidade genética no sistema
angiotensina renina (RAS) representa um fator importante para a DCTx por
alterar a resposta renal a agressdes e progressio de doengas. ** 0 RAS
desempenha fun¢do na manutengao do volume, regulagido da pressdao sanguinea, e
processos fisiopatologicos cardiovasculares e renais. **)

A enzima conversora da angiotensina (ECA) ¢ uma importante enzima do

sistema RAS, responsavel pela conversdo da angiotensina I em angiotensina II.
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@) Uma dele¢io variante do gene ECA (D14091-14378) ¢é o principal

determinante dos niveis teciduais e plasmaticos da enzima. “* O polimorfismo
de insercdo/delecdo (I/D) é responsavel por uma variagdo de 50% no nivel da
ECA e pode ser identificado pela presenca ou auséncia de uma regido de 287
pares de base (pb) no intron 16 do gene ECA, localizado no cromossomo 17g23.
(46 A angiotensina Il afeta a hemodinidmica renal e o transporte tubular por meio
da formacdo de citocinas ¢ fatores de crescimento, que estimulam fatores
fibrinogénios, responsaveis por processos inflamatdrios e fibroticos. 7

A variante D do gene estd relacionada com aumento da atividade da
enzima, sendo que os individuos com o genétipo DD apresentam niveis mais
elevados da ECA no soro e tecidos em comparagdo com o gendtipo II, enquanto
os individuos heterozigotos (ID) mostram valores intermediarios. % °%

Uma associagdo do polimorfismo I/D com doengas cardiovasculares ja foi
firmemente estabelecida em uma meta analise ©". Na insuficiéncia renal cronica
terminal (ESRD) e nefropatia IgA, o polimorfismo I/D tem sido sugerido como um fator
de risco adicional para a progressao da insuficiéncia renal cronica, estando o genotipo
ECA-DD associado a essa progressio. ®>*® Em outro estudo com pacientes acometidos
por nefropatia IgA, os individuos com o gendtipo II apresentaram progndstico mais
favoravel do que aqueles com os genotipos DD ou ID GD_ Além disso, o genotipo DD
(58)

tem sido associado com aumento da mortalidade na doenga renovascular.

No Brasil o polimorfismo no gene ECA ja foi investigado como fator de

(59) (60)

risco para a doenca arterial coronaria ¢ para a desordem bipolar afetiva.
Esses estudos ndo mostraram diferenga nas freqiiéncias alélicas e na distribuigdo

genotipica entre os pacientes e o grupo controle para variante I/D.
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.1. OBJETIVOS
Dada a relevancia da compreensdo dos eventos que levam ao processo de

desenvolvimento da DCTx foram objetivos deste projeto:

1. Estimar as freqiiéncias dos polimorfismos C677T e A1298C no gene
MTHFR e do polimorfismo D14091-14378 no gene ECA em
pacientes submetidos a transplante renal no minimo ha 12 meses,
visando avaliar a possivel participacdo desses fatores no

desenvolvimento da DCTx.

2. Estimar a freqiiéncia do polimorfismo genético MTHFR T1317C em
uma populagio de transplantados e contribuir para a determinacao da

ocorréncia desta alteragdo em uma populagdo Brasileira.

3. Verificar a concordancia das técnicas de RFLP (polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo) com a utilizagdo da enzima
Mbo Il e seqlienciamento automatico na identificacio do

polimorfismo A1298C.

4.  Avaliar a contribui¢cdo da homocisteina no desenvolvimento da DCTx

e correlaciond-la com os polimorfismos do gene MTHFR.
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5. Avaliar a ingestdo de folato e vitaminas Bg € Bj; dos individuos e

correlaciona-los com os niveis plasmaticos de homocisteina.
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I. CASUISTICA E METODO
I1.1. Casuistica

Apobs consentimento livre e esclarecido, foram incluidos na pesquisa 300
individuos submetidos a transplante renal, procedentes do Instituto de Urologia e
Nefrologia de Sao José¢ do Rio Preto — SP e do Hospital de Base de Sao José do Rio
Preto — SP de setembro de 2002 a julho de 2006, independente do sexo, da idade e da
etnia. O critério de inclusdo foi periodo o pds-transplante de, no minimo, 12 meses.

De acordo com as Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos,
Resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, o presente projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo
(CEP-FAMERP) (Anexo 1) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)

de Brasilia (DF) (Anexo 2).

11.2. Métodos
11.2.1. Caracterizacao clinica

Os 300 pacientes incluidos no estudo foram classificados quanto a fungdo renal
pos-transplante em disfungdo cronica do transplante (DCTx) e fun¢do renal normal
(FN). Para a classificacdo foram coletados dados clinicos e laboratoriais desde a
realizagdo do transplante a partir do prontuario médico, utilizando formulario elaborado
com o auxilio de um médico nefrologista (Apéndice 1). Os valores persistentes de
creatinina sérica maiores que 1,5 mg/dL, clearance de creatinina menor que 50 mL/min
e proteinuria de 24h maior ou igual a 500mg, bem como a evolug¢do clinica dos

. ez e . 1,62
pacientes, foram critérios para caracterizar a DCTx. ¢!-%2
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Em relagdo a etnia, foram considerados caucasdides os individuos que nao

A s oo A ~ 41
apresentavam ascendéncia de outros grupos étnicos nas trés geragdes antecedentes. 4"

11.2.2. Dosagem de homocisteina plasmatica

Para determinar a concentragao de Hcy, o plasma foi obtido a partir das amostras
de sangue periférico colhido apds 12 horas de jejum. A separagdo do plasma foi
realizada por centrifugagdo (10 minutos, 3.000 rpm a 18°C) até uma hora apods a
colheita. As amostras foram armazenadas em freezer —80°C na UPGEM até o momento
da quantificacdo.

A técnica utilizada para a quantificagdo da Hcy plasmatica foi a de
cromatografia liquida/espectrometria de massas seqiiencial (LC-MS/MS), realizada em
colaborag@o com o Laboratério Thomson da Unicamp. Os valores de referéncia do nivel
de Hcy plasmatica utilizados foram aqueles determinados pelo Laboratoério Thomson e
os de referéncias internacionais. “**" A hiper-homocisteinemia foi definida como nivel
de Hey acima de 15umol/L. 'V A dosagem ndo foi possivel para uma amostra que

apresentou hemolise.

11.2.3. Extracdo de DNA genbémico

O DNA gendmico foi obtido, por meio da utilizagdo de “kit” de
extracio de DNA, segundo as instrucdes do fabricante (GFX™ Genomic Blood DNA
Purification Kit, GE Healthcare®), ou por meio da técnica de Abdel-Rahman et al.
(1994), > com modificagdes, padronizada pela Unidade de Pesquisa em Genética e
Biologia Molecular — UPGEM da FAMERP. Aos leucocitos, isolados a partir de sangue

periférico por meio de um gradiente de densidade, foram adicionados: 3 mL de Tampao
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de lise (TrisHCI 10 mM, NaCl 400 mM, Na,EDTA 2 mM); 0,2 mL de SDS 10 %; 50
uL de proteinase K (20 mg/mL); 40 uL de RNAse A (20mg/mL). Em seguida, o tubo
foi incubado overnight a 37°C, para a digestdo protéica. Apds incubagdo, foi
acrescentado 1 mL de NaCl 6 M (em solucdo saturada) e o tubo agitado no vortex até a
solugdo espumar. O material permaneceu em gelo por 15 minutos ¢ novamente agitado
no vortex; entdo, foi centrifugado por 15 minutos a 2000 rpm. Apds centrifugacio, o
tubo recebeu 10 mL de etanol absoluto gelado e foi invertido cuidadosamente até ser
observada a precipitagdo do DNA. O DNA precipitado foi isolado, lavado com etanol
70% e mantido em temperatura ambiente para secagem. Posteriormente, foi
ressuspendido em dgua Mili-Q autoclavada ou em tampao Tris-EDTA e armazenado a

-20°C para posterior amplificagdo por PCR (Reagdo em cadeia da polimerase).

11.2.3.a. Quantificacdo do DNA genémico

A quantificacdo do DNA gendmico foi realizada por espectrofotometria, que
consiste na determinagdo da concentragdo do DNA pela absorbancia do comprimento de
onda de 260nm. Para tanto, o DNA foi previamente diluido em adgua (4puL da amostra de
DNA para 396uL de 4gua ultra pura autoclavada) e o espectrofotometro calibrado para
260nm. O grau de pureza foi determinado por meio do célculo de densidade Optica
(OD) a 260 e 280nm; onde a amostra ¢ considerada pura quando a razao OD260/0D280
¢ proxima a 1,8. Apos a leitura no espectro a concentracdo das amostras de DNA

genomico foi ajustada para S0ng/uL.
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11.2.4. Investigacdo do polimorfismo D14091-14378 do gene ECA pela reagéo em
cadeia da polimerase

Para a detec¢do do polimorfismo ECA foi utilizada a técnica de PCR segundo
Ruggenenti et al. (2000), ®® com modificacdes, que utiliza dois pares de primers cujas
seqiiéncias estdo descritas nos quadros 1 e 2 (Access number: gi4732025).

Em uma primeira amplificag@o utilizou-se as seqiiéncias do primer 1 para
obtencdo de um fragmento de 490 pb correspondente ao alelo I e de 190 pb ao alelo D.
Uma segunda amplificacdo foi realizada para as amostras com genétipo DD para evitar
erro de genotipagem entre individuos homozigotos DD e heterozigotos ID, uma vez que
a diferenca de tamanho entre os fragmentos ¢ grande e pode haver competi¢do na
primeira amplificag@o. O produto final de amplificacdo resulta em um fragmento de 300
pb presente somente na presenca do alelo I, portanto, para o genotipo DD nao ¢
detectado produto de amplificacdo. Uma amostra contendo o fragmento de 300pb foi
utilizada em todas as reagdes como controle positivo de reagao.

A condi¢do de amplificacdo estabelecida para a reacdo que utiliza as seqiiéncias
de primers 1, foi a seguinte: 5% de glicerol; 50 ng de DNA; 1,5 mM de cloreto de
magnésio; 0,2 mM de cada ANTP; 0,4 pmoles/uL do primer 1; 1,0 U de Taq polimerase
e programa de amplificagdo de 35 ciclos (94°C e 63°C por 50 segundos cada e 72°C por
30 segundos).

Para a amplificagdo das amostras que apresentaram genétipo DD na primeira
reagao, utilizou-se as seqiiéncias de primers 2 na seguinte condi¢ao: 5% de glicerol; 50
ng de DNA; 3,0 mM de cloreto de magnésio; 0,2 mM de cada dNTP; 0,4 pmoles/uL do
primer 2; 1,0 U de Taq polimerase e com um programa de amplificacdo de 40 ciclos

(94°C e 78°C por 1 minuto cada). Os produtos amplificados por PCR para o gene ECA
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Quadro 1. Seqiiéncias de primers utilizadas para identificagdo do polimorfismo de

delec¢ao do gene ECA na primeira reagao de PCR.

Seqiiéncias de primers 1 para polimorfismo ECA Fragmento amplificado
Sense: 5" CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT 3’ 490 pb (alelo I)
Anti-sense: 5" GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 3’ 190 pb (aleloD)

pb: pares de base

Quadro 2. Seqiiéncias de primers utilizadas para identificagdo do polimorfismo de

delecdo do gene ECA na segunda reagdo de PCR.

Seqiiéncias de primers 2 para polimorfismo ECA Fragmento amplificado

Sense: 5" TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC 37
300 pb (alelo I)
Anti-sense: 5" TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA 37

pb: pares de base
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foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% submetidos a 120 volts, por
50 minutos. O gel foi, entdo, corado com brometo de etidio (concentragdo final de 0,5
ug/ml) e observado em luz ultravioleta para avaliacdo das seqiiéncias amplificadas

(Figura 2).

11.2.5. Investigacdo dos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C por digestédo
enzimatica

A detecgdo simultanea dos polimorfismos C677T e A1298C no gene MTHFR
foi realizada segundo Yi et al. (2002), “” com modifica¢des, pela técnica de PCR
multiplex — RFLP (Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrigdo)
utilizando-se a seqiiéncia de primers descritas nos quadros 3 ¢ 4 (Access Number:
gi32815069). E importante esclarecer que 300 amostras foram genotipadas para o
polimorfismo MTHFR C677T, entretanto, para a investigagdo do polimorfismo MTHFR
A1298C essa técnica foi realizada para genotipagem de 221 amostras, uma vez que foi
questionada a fidelidade de detec¢do do alelo selvagem 1298A por interferéncia do
polimorfismo silencioso T1317C.

O DNA genomico (200 ng) foi amplificado em uma reacdo contendo 10mM de
Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM de cloreto de potassio (KCI); 2,0 mM de cloreto de magnésio
(MgClI2); 0,2 mM de cada trifosfato de desoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP);
0,3 pmol/uL. de cada primer ¢ 1,5 U de Tag DNA polimerase. A amplificagdo
compreendeu um ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 4 minutos, seguida de 30
ciclos de 94°C por 60 segundos para desnaturacao do DNA, 60°C por 50 segundos para
anelamento dos primers e 72°C por 60 segundos para extensdo das cadeias. Um tltimo

ciclo de 10 minutos a 72°C foi realizado para extensdo final das cadeias. O produto da
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Figura 2. Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio para visualizagao da eletroforese
de 24 amostras submetidas a amplificagdo do fragmento polimérfico do gene ECA. O marcador
de peso molecular (M) utilizado foi o DNA ladder de 100pb (Gibco). As setas indicam os
fragmentos de 490pb e 190pb que correspondem, respectivamente, ao alelo I e ao alelo D

Controle negativo (Br).



Casuistica e Método 19

Quadro 3. Seqiiéncias de primers utilizadas para identificagdo do polimorfismo C677T

do gene MTHFR na reagdo de PCR-multiplex.

Fragmento produzido = Fragmentos produzidos apos

Seqiiéncia do primer para polimorfismo 677MTHFR apbs a amplificacio digestio da enzima Hinf |

Sense: 5 TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 3°
198 pb 198 pb / 175pb / 23 pb
Anti-sense: 5> AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 3’

pb: pares de base

Quadro 4. Seqiiéncias de primers utilizadas para identifica¢do do polimorfismo A1298C

do gene MTHFR na reagdo de PCR-multiplex.

Fragmento produzido Fragmentos produzidos apds

Seqiiéncia do primer para polimorfismo 1298MTHFR apés a amplificacio digestio da enzima Mbo Il

Sense: 5 CAAGGAGGAGCTGCTGAAGA 3’
128 pb 100 pb / 72pb / 28 pb
Anti-sense: 5 CCACTCCAGCATCACTCACT 3’

pb: pares de base
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amplificagdo foi submetido separadamente as enzimas de restricdo Hinf I ¢ Mbo I,
segundo as instrugdes do fabricante (New England Biolabs), para deteccdo dos
respectivos sitios polimorficos (C677T e A1298C).

Apbs a digestdo enzimatica, o produto de amplificagdo de 198 pb
derivado do alelo 677C nao ¢é digerido pela Hinf I. O produto do mesmo tamanho
derivado do alelo 677T ¢é digerido pela enzima em fragmentos de 175 ¢ 23 pb. Os
individuos heterozigotos apresentam os trés fragmentos (198 pb, 175 pb e 23 pb)
(Quadro 3).

Para o polimorfismo A1298C, a digestdo enzimatica (Mbo Il) do fragmento de
128 pb produzido pela amplificacdo resulta em um de 72 pb e dois de 28 pb para o
derivado do alelo 1298A. Para o alelo 1298C sdo produzidos fragmentos de 100 pb e 28
pb. Os individuos heterozigotos apresentam fragmentos de 100 pb e 28 pb derivado do
alelo 1298C e de 72 pb, 28 pb e 28 pb correspondente ao alelo 1298A como produto de
digestao (Quadro 4).

Os produtos amplificados para o gene MTHFR ¢ digeridos com as enzimas Hinf
I ¢ Mbo Il foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, submetidos
a diferenca de potencial de 200 volts, por 3 horas. Apds a eletroforese, o gel foi corado
com nitrato de prata. Importante salientar que a enzima de restrigdo Mbo Il possui
regides de reconhecimento nos fragmentos formados pela amplificacdo das seqiiéncias
que contém os polimorfismos MTHFR C677T e A1298C, portanto, existe a formagao de

fragmentos digeridos ndo informativos para a genotipagem dos individuos (Figura 3).

11.2.6. Investigacdo dos polimorfismos MTHFR T1317C e A1298C por

sequenciamento automatico direto
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200 pb

150 pb

100 pb

50 pb

Figura 3. Gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata para visualizagdo da
eletroforese de 10 amostras (colunas 1 a 10) submetidas a digestdo enzimatica com Hinf | e Mbo
Il apds amplificacdo dos segmentos polimorficos do gene MTHFR. O marcador de peso
molecular (M) utilizado foi o DNA ladder de 50 pares de base (pb) (Invitrogen). As setas
indicam os fragmentos informativos de 198pb e 175pb para o polimorfismo C677T e de 100pb ¢
72pb para o polimorfismo A1298C. Os fragmentos de 23pb e 28pb resultantes dos
polimorfismos C677T e A1298C, respectivamente, geralmente ndo sdo visualizadas no gel e
ndo sdo essenciais para a genotipagem. Os fragmentos de 139pb; 128pb e 59pb ndo sdo

informativos.
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O método de seqiienciamento direto foi realizado em colaboracdo com o
Laboratério de Neurociéncias do Instituto de Psiquiatria da Faculdade de Medicina da
USP- SP (LIM 27) para a investigar a presenca do polimorfismo T1317C e confirmar o
polimorfismo A1298C. As amostras foram seqilienciadas em seqiienciador automatico
ABlI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Inc), utilizando a

metodologia descrita a seguir.

12 Etapa: Amplificacdo da regido polimorfica pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

O DNA genomico (200 ng) foi amplificado pela técnica de PCR em uma reagdo
contendo 10mM de Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM de cloreto de potassio (KCl); 2,0 mM de
cloreto de magnésio (MgClI2); 0,2 mM de cada trifosfato de desoxinucleotideo (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP); 0,2 pmol/uL de cada primer e 1,0 U de Taq DNA polimerase.

A seqiiéncia de primers utilizada para o sequenciamento do fragmento contendo
os polimorfismos A1298C e T1317C est4 descrita no quadro 5.

A amplificagdo compreendeu um ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 4
minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 60 segundos para desnaturagdo do DNA,
60°C por 50 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 60 segundos para
extensdo das cadeias. Um ultimo ciclo de 10 minutos a 72°C foi realizado para extensdo

final das cadeias.

28, Etapa: Purificacéo do produto da PCR
A purifica¢do foi realizada com o QIAquick PCR Purification Kit (Quiagen),

segundo instrugdes do fabricante. Primeiramente, 200ul da solucdo 1 (buffer PB) sdo
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Quadro 5. Seqiiéncias de primers utilizadas para identificagao do polimorfismo 1298 ¢

1317 do gene MTHFR na reacdo de PCR.

Fragmento produzido

Seqiiéncia do primer para polimorfismo 1298 ¢ 1317 MTHFR ; . ~
apos a amplificagdo

Sense: 5° CTTTGGGGAGCTGAAGGA3® ¥
180 pb
Anti-sense: 5> CCACTCCAGCATCACTCACT 3’ ©7

pb: pares de base
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colocados na coluna com tubo coletor e, em seguida, adicionado 40ul de produto
amplificado. O material foi submetido a centrifuga¢do por 1 minuto a 13.000 rpm. O
produto do tubo coletor foi descartado. A solugdo 2 (buffer PE) foi, entdo, adicionada
(750ul) e novamente o material foi submetido a duas centrifugagdes consecutivas de 1
minuto a 13.000 rpm. Apds cada centrifugagdo, o produto do tubo coletor foi
descartado. Em seguida, a coluna contendo o DNA purificado foi transferida para um
tubo de 1,5mL e recebeu 35ul da solugdo 3 (buffer EB). Depois de transcorrido 1
minuto, o tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 1 minuto. A coluna foi, entdo,
descartada e o produto purificado armazenado em freezer -20°C. A purifica¢do foi

sempre realizada em periodo proximo ao seqiienciamento.

32 Etapa: Reacdo de PCR com o “kit” de sequenciamento

A reagdo de seqiienciamento foi realizada com o “kit” BigDye® Terminator
(Applied Biosystems Inc), segundo as instru¢des do fabricante.

Em um tubo de 0,2mL contendo 5ulL de dgua ultra-pura autoclavada, 2ul. de
tampao “save money” (ImL cloreto de magnésio 50mM; 2mL de Tris-Hcl 1 molar;
7mL de agua ultra-pura), luL de pré-mix (kit BigDye), foi adicionado 1ulL de primer
sense a 3,2mM e lulL do produto purificado. A reagdo foi realizada evitando-se a
iluminacdo direta, pois o reagente pré-mix possui os dNTPs marcados com
fluorescéncia que degrada quando exposta a luz. A reacdo foi colada no termociclador
para realizagdo de 36 ciclos com 3 minutos de desnaturagdo inicial a 95°C, 30 segundos
a 95°C para desnaturacdo, 20 segundos a 55°C para anelamento do primer ¢ 4 minutos a

60°C para extensao das cadeias.
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42 Etapa: Precipitacdo do produto da reacéo de sequenciamento

Apds a reacdo de PCR com o kit de sequenciamento, foi adicionado 80uL de
isopropanol 75%. O material foi homogeneizado em vortex e incubado por 15 minutos
em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apds a incubacdo, o material foi
centrifugado por 45 minutos a 3.200 rcf e o sobrenadante foi desprezado. Foi
adicionado 1500ul. de etanol 70% sobre o pellet formado e, entdo, o material foi
centrifugado por 15 minutos a 3.200 rcf. O sobrenadante foi desprezado e o material foi
colocado por 15 minutos em estufa de secagem a 37°C. O material foi, entdo, envolvido
em papel aluminio e acondicionado em freezer -20°C para ser ressuspendido em 10uL
de formamida no momento do seqiienciamento. A analise foi realizada a partir dos

cromatogramas reproduzidos pelo seqlienciador automatico (Figuras 4, 5, 6 ¢ 7).

11.2.7. Analise do habito alimentar

As informagdes sobre o habito alimentar foram obtidas por meio de questionario
validado cientificamente *” (Anexo 3). As entrevistas foram realizadas com duragio de
aproximadamente 40 minutos e os dados foram cadastrados em programa
computacional especifico.

A andlise das informagdes nutricionais obtidas foi realizada com o auxilio do
programa DIETSYS (versdo 9.0), desenvolvido pelo Instituto Nacional do Cancer, USA
(70)

em colaboragdo com a Profa. Dra. Marly Augusto Cardoso, nutricionista do Depto.

de Nutri¢ao da Faculdade de Satude Publica -USP-SP.

11.2.8. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa de computador
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CAG TGAAGAAAGTGTCT  TTGAAGTCTTTGT TCT
7a il a0

Figura 4. Cromatograma da amostra Tx 01 mostra o nucleotideo A na posi¢cdo 1298 na fita
sense (seta verde), o que identifica o individuo homozigoto selvagem 1298 AA e a seta vermelha

indica o nucleotideo T na posicdo 1317 que representa o individuo homozigoto selvagem

1317TT.
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GAAGNAAGTGTCTTTGAAGTCTTN
a0 S0

vl

Figura 5. Cromatograma da amostra Tx 220 mostra os picos referentes aos nucleotideos C (seta

azul) e A (seta verde) na posi¢do 1298 na fita sense, o que identifica o individuo heterozigoto
1298AC. As setas a direita azul e vermelha indicam os picos referentes aos nucleotideos T ¢ C

na posi¢do 1317, que representa o individuo heterozigoto 1317TC.
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CAGTGAAGCAAGTGTCTTTGAAGTCT TTGTTOCT
70 a0 a0 100

Figura 6. Cromatograma da amostra Tx 200 mostra o nucleotideo C na posi¢do 1298 na fita
sense (seta verde), o que identifica o individuo homozigoto polimoérfico 1298CC e a seta

vermelha indica o nucleotideo T na posicdo 1317 que representa o individuo homozigoto

selvagem 1317TT.
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CCAG TG AAGARAGT GTC TTTGAAGTCTTCGT TCT
il a0 an 100

Figura 7. Cromatograma da amostra Tx 96 mostra o nucleotideo A na posi¢cdo 1298 na fita
sense (seta verde), o que identifica o individuo homozigoto polimérfico 1298AA e a seta azul
indica o nucleotideo T na posicdo 1317 que representa o individuo homozigoto mutante

1317CC.
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Minitab / Windows - Versdao 12.22 e GraphPad InStat — versdo 3.0 (célculo de
equilibrio de Hardy-Weinberg). Estatisticas descritivas incluiram valores médios +
desvio padrio para dados continuos e porcentagem para dados categodricos. O erro a
aceito foi de até 5% com nivel de significancia para P < 0,05. A comparagdo entre as
diferentes distribuigdes genotipicas foi realizada pelo teste exato de Fisher e teste de
Qui-Quadrado. Apo6s a normalizacdo em escala logaritmica, a diferenca entre as
concentragdes de Hcy nos grupos foi analisada pelo Teste de T e a diferenca entre o
nivel médio de Hcy nos diferentes genotipos foi analisada pelo teste ANOVA (Analise
de Variancia). A associagdo de niveis classificados em intermediario e grave em relagao
aos genotipos foi observada pelo Teste de Dependéncia. A odds ratio (OR) também foi
estimada utilizando a combinacdo das variaveis hiper-homocisteinemia e polimorfismos
MTHFR e ECA.

Os niveis de ingestdo de micronutrientes foram comparados entre os grupos por
Teste T ou Mann-Whitney e avaliados em relagdo as concentragdes plasmaticas de Hey

pela Correlagdo de Spearman.



