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RESUMO



RESUMO

Arilalkilamina N-Acetiltransferase (AANAT) é a enzima passo-limitante da via de
sintese da melatonina. Polimorfismos no gene AANAT podem alterar a taxa de
sintese e causar alteragdes no ritmo circadiano dos individuos. O objetivo deste
trabalho foi realizar o rastreamento ao longo do gene AANAT e identificar quais
polimorfismos estdo presentes na populagédo brasileira e buscar a associagdo dos
polimorfismos encontrados com a preferéncia diurna. Para isso, foram selecionados
individuos com preferéncia diurna extrema de acordo com a pontuacgéo atingida no
questionario de Horne-Ostberg. Os DNAs foram amplificados por reacdo de
polymerase em cadeia (PCR) e analizados pela metodologia de cromatografia
liguida de alta pressdo denaturante (DHPLC). Foram realizados testes de
associagao para cada SNP encontrado e também a analise de haplotipos. Um total
de seis polimorfismos foi encontrado nessa amostra da populacao brasileira. Sendo
dois deles inéditos na literatura e nos bancos de dados. Todos os polimorfismos do
gene AANAT encontrados nessa amostra, exceto um, apresentaram frequéncias
bastante baixas. O polimorfismo mais frequente foi o C-263G que esta localizado na
regiao promotora do gene. Este polimorfismo é caracterizado pela mudancga de
apenas uma base (C para G) na posigao -236, exatamente no sitio de ligacdo do
fator de transcrigdo SP1, indicando que este polimorfismo pode vir a modular a taxa
de expressao do gene AANAT com possiveis consequéncias na temporalidade da
curva de secregao de melatonina. O alelo -236G é mais presente no grupo dos
vespertinos extremos (~49%) do que no grupo dos matutinos extremos (~36%), no
entanto a analise estatistica revela uma diferenca limitrofe para estas proporgdes

XXii



(p= 0,06). O presente trabalho sugere que o gene AANAT é bastante conservado,
visto que encontramos somente alguns polimorfismos e com freqiéncia bastante
rara na populagao brasileira. Um ponto importante deste trabalho foi a descoberta de
dois novos polimorfismos no gene AANAT, A12G e C890T. O polimorfismo
encontrado na regido promotora do gene é o polimorfismo mais frequente na
populacdo estudada e apresentou uma associacado limitrofe com os cronotipos
extremos, portanto mais estudos sdo necessarios a fim de se estabelecer a

associagao desse polimorfismo com a preferéncia diurna.
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INTRODUGAO



1. INTRODUGAO

Praticamente todos os seres vivos apresentam algum tipo de oscilagédo
regular em seu comportamento ou seus processos de regulagao fisioldgicos. Estas
oscilagbes regulares sdo derivadas de mecanismos biolégicos que produzem o
padrao ciclico e estdo associadas a modulagéo de eventos bioquimicos, fisiolégicos
e comportamentais que participam e estao intrinsecamente ligados a manutengao da
vida e a interacdo e respostas adequadas aos sinais ambientais. Podemos citar
como alguns exemplos o desenvolvimento embrionario, a reprodugéo, a expectativa
de vida, o comportamento alimentar, o ciclo de atividade/ repouso nas diferentes
espécies (para revisdo ver Schibler e cols, 2005 e Marques e Menna-Barreto, 2003).
Tais oscilagbes regulares praticamente ubiquas nos seres vivos podem ser
denominadas ritmos biolégicos e se manifestam em periodos que vao de
milissegundos até anos, e sdo classificados como circadianos, infradianos ou

ultradianos.

Os ritmos circadianos sao oscilagdes de aproximadamente 24 horas, que se
expressam em muitas variaveis fisiolégicas como a temperatura corporal € o ciclo
sono-vigilia. A geragao desses ritmos € controlada por um sistema de temporizagao
interno, podendo ser sincronizados por pistas ambientais, como por exemplo, o ciclo
claro/escuro dado pela rotagdao da terra em torno de si mesma e em torno do sol,

além de fatores sociais (para revisao ver Schibler e cols, 2003).

A sincronizagcdo dos ritmos biologicos com as pistas ciclicas ambientais
permite a antecipagdo destas ultimas e maximiza chances de sobrevivéncia e
reprodugdo. Este processo de sincronizacdo as pistas ambientais é espécie-

especifico e idiossincratico dentro da populagdo de uma mesma espécie, o que



estabelece diferengas individuais e, portanto padrbes particulares de relacbes de

fase entre o sistema temporizador interno e os ciclos ambientais.

Diferengas individuais na fase do sono e na preferéncia diurna para o
desempenho das atividades estdo associadas com variagdes nos processos
circadianos e homeostaticos (Dijk e Schantz, 2005). Segundo Horne e Ostberg
(1976), a populagdo humana pode ser dividida em 3 tipos basicos de preferéncia
para inicio e término da fase de sono e disposicao para a realizagao de atividades,
que sao denominados cronotipos, a saber: os matutinos que acordam naturalmente
mais cedo, aptos a desempenhar qualquer atividade logo pela manha, preferem
dormir mais cedo; os vespertinos que tendem a acordar e deitar mais tarde, dando
preferéncia a desempenhar suas atividades a tarde ou a noite; e os chamados
intermediarios que se situam entre os dois extremos anteriores. Estes autores
desenvolveram um questionario para avaliar o carater de matutinidade e

vespertinidade dos individuos, usado até hoje, em varias partes do mundo.

Em mamiferos, o sistema de temporizacdo compreende os nucleos
supraquiasmaticos do hipotalamo (NSQs), uma das principais estruturas envolvidas
na sincronizagdo pela luz, que além de participarem da regulacdo do ritmo
circadiano do ciclo sono/vigilia, influenciam a atividade cardiovascular, temperatura
corporal, acuidade do sistema sensorial, fluxo plasmatico renal, sistema imune,
peristaltismo intestinal, metabolismo hepatico e funcionamento do sistema enddécrino

(Schibler e cols, 2003; Moore, 2007 para revisao).

Os nucleos supraquiasmaticos sdo dois aglomerados de células do sistema
nervoso central e estdo localizadas na base do cérebro (Figura 1), sobre o
cruzamento das fibras nervosas originarias dos olhos, especificamente acima do

quiasma Ooptico (Harrington e Mistlberger, 2000). Os NSQs recebem informacgdes



sobre o nivel de luminosidade do ambiente através do trato retino-hipotalamico por
meio das células ganglionares da retina, que expressam melanopsina. Sendo a
retina a unica estrutura sensivel ao sinal luminoso, os osciladores circadianos nas
células de todo o organismo devem ser sincronizados pelos sinais neuronais
gerados neste sistema (Schibler e cols, 2005). Dos nucleos supraquiasmaticos
partem diversas vias eferentes, e dentre essas a que envolve a secrecdo de

melatonina (Harrington e Mistlberger, 2000).

Fineal

Nucleos
supraquiasmaticos

Quiasma optico

Hipotalamo

Figura 1. llustracdo de corte sagital do cérebro indicando a localizagdo do quiasma 6ptico, nucleos
supraquiasmaticos, hipotalamo e glandula pineal (Modificado de
http://history.wisc.edu/sommerville/351/351images/pineal.jpg).

1.1. MELATONINA

A melatonina é o horménio mensageiro que transforma a informagao luminosa
em sinais enddcrinos. Esta presente em todos os vertebrados, e € ritmicamente

secretada principalmente pela glandula pineal, e também em outras células ou


http://history.wisc.edu/sommerville/351/351images/pineal.jpg

orgaos como leucdcitos, glandula pituitaria, trato gastrointestinal, pele e retina
também podem contribuir na secrecdo de melatonina em algumas espécies
(Hardeland, 2005). Em seres humanos sua secregao pela pineal ocorre a noite, logo
apo6s o inicio da fase escura, atingindo os maiores valores entre 2 e 4 horas da
manha, caindo gradualmente na segunda metade da noite. Durante o periodo

diurno, a secrecéo de melatonina é muito baixa (llinerova, 1991).

Na populagdo humana existe uma variabilidade interindividual na produgao e
liberacdo de melatonina, sendo que individuos matutinos tém o pico de liberacédo de
melatonina mais cedo que os individuos vespertinos (Duffy e cols, 1999). Este
horménio atua principalmente em dois subtipos de receptores (MT1 e MT2), e
desempenha um importante papel na sinalizagdo interna do organismo do ciclo
claro/escuro ambiental, participando, portanto do processo de sincronizagao.

(Cagnacci e cols, 1997; Czeiler e cols, 2000; Reiter, 1993).

Nao se sabe ainda a razao pela qual existe essa diferenca interindividual e se
tem sugerido que a producgao diaria de melatonina seja geneticamente determinada
(Ying e cols, 2004). O fato de existir uma determinacdo genética parcial das
caracteristicas dos cronotipos demonstrada por correlacbes entre a preferéncia
diurna e polimorfismos em genes relégio (Pereira e cols, 2009) reforca o ponto de
vista de que genes associados a sintese, liberacdo e ao efeito da melatonina nas

células participem de alguma forma da determinagao do cronotipo.

Uma série de fatores esta envolvida na liberagdo da melatonina, sendo o
principal, o ciclo claro/escuro, pois a melatonina € liberada em maior quantidade a
noite (Reiter, 2003). A quantidade de melatonina circulante aumenta cerca de dez
vezes em todos os vertebrados no periodo escuro. E esse ritmo circadiano nos

niveis de melatonina reflete, em grande escala, a atividade da enzima arilalquilamina



N-acetiltransferase (AANAT). O importante papel regulador da AANAT fez dela um
objeto de grande interesse de estudo na pesquisa sobre a transdugao do sinal, da

bioquimica e da neuroquimica da melatonina (Coon, 1995 e 1996).

1.2. SINTESE DA MELATONINA

A melatonina é sintetizada a partir do aminoacido triptofano, que é captado
pelos pinealécitos e, com a agao sucessiva das enzimas triptofano-hidroxilase e
descarboxilase de aminoacidos aromaticos, € convertido em 5-hidroxitriptofano e em
seguida em serotonina na fase clara do dia (Figura 2). A serotonina é um
neurotransmissor monoaminérgico envolvido em varias fung¢des cerebrais como
controle de humor, regulagdo do sono e da temperatura corporal, ansiedade, abuso
de drogas e comportamento sexual (Walter e Bader, 2003; Golombek e cols, 1997).
Na fase escura, a serotonina sofre agao da enzima AANAT, que transfere um grupo
acetil, retirado de uma molécula de acetil-coenzima A (acetil CoA), para a molécula
serotonina (Figura 6), a qual finalmente é metilada pela enzima HIOMT (hidroxindol-
O-metiltransferase) resultando em melatonina (Sudgen, 1989; Golombek e cols,

1997).
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Figura 2. Esquema da via sintese de melatonina, indicando em qual fase ocorrem as reacdes
(Modificado de Lakshminarayan e cols, 2004).

A sinalizacdo para que a sintese da melatonina inicie, se da pela reducao da
intensidade luminosa incidente sobre os olhos ao anoitecer. Da retina para os NSQs
ha uma via direta; o trato retino-hipotalamico. As células ganglionares da retina sao
responsivas a luz, pois possuem um fotopigmento chamado melanopsina, e liberam
glutamato e PACAP (peptideo hipofisario ativador da adenil ciclase) sinalizando para
0s nucleos supraquiasmaticos (NSQ). Durante a fase clara do dia, os NSQs recebem
essa sinalizacdo e ficam ativos liberando acido gama aminobutirico (GABA) nos
neurdnios do nucleo paraventricular, inibindo assim a via de conexao com a glandula
pineal. Com a reducédo da intensidade luminosa incidente, toda a sinalizagao através
do trato retino-hipotaldmico é reduzida, liberando menos glutamato e PACAP nos
nucleos supraquiasmaticos. Dessa forma, os neurbnios do NSQ tornam-se menos
ativos, liberam menos GABA e peptideos co-localizados (vasopressina e VIP) no

nucleo paraventricular do hipotalamo (PVH). O PVH por sua vez possui neurdnios



glutamatérgicos, co-localizados com vasopressina e ocitocina, que se projetam para
a coluna intermédia lateral (IML) excitando-a. As proje¢cdes da IML liberam
acetilcolina no ganglio cervical superior (GCS), que através do nervii coronari
sinaliza a liberagédo de noradrenalina na glandula pineal, ativando os receptores a- e
B- adrenérgicos (Kalsbeek e cols, 2000; Markus e cols, 2003; Abrahamson e Moore,
2001; Simonneaux e Ribelayga, 2003; Moore, 2007). Podemos visualizar essa via de

sinalizac¢ao na figura 3.

NSQ. GCS

IML

Figura 3. Esquema da via sinalizadora para a secregdo de melatonina (Modificado de Moore, 2007).

A noradrenalina € o principal neurotransmissor envolvido na sintese da
melatonina, principalmente por meio dos receptores B-adrenérgicos e em menor
quantidade pelos receptores as-adrenérgicos. Estes receptores estao localizados na

membrana dos pinealdcitos, as células enddcrinas da glandula pineal (Sudgen,
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1989; Reiter, 2003).

A estimulagdo dos (3-adrenoceptores, que s&o acoplados a proteina Gs, ativa
a enzima adenil ciclase (AC) que ira induzir a conversdo de ATP em AMP-ciclico
(AMPc). O aumento nos niveis de AMPc intracelular leva a ativagédo funcional da
proteina quinase A (PKA). A PKA em seu estado ativo entra no nucleo da célula e
fosforila o CREB (Cyclic AMP Response Element Binding Protein) que é fator de
transcricdo e estimula a transcricdo da enzima passo limitante na producdo de
melatonina, a AANAT (Klein e cols, 1997; Roseboom e Klein, 1995). A estimulagao
B-adrenérgica do AMPc e da AANAT é marcadamente potencializada por ativagao
de as-adrenoceptor. Os aq-adrenoceptores sao acoplados a proteina Gq, que ativa
fosfolipase C induzindo a produgado de inositol trifosfato, que por sua vez induz o
aumento intracelular de calcio levando a ativagdo da PKC. A PKC age aumentando
a producao de AMPc modulando positivamente a AC, potencializando dessa forma a
estimulacdo B-adrenérgica. Entretanto, somente a ativagdo de as-adrenoceptores
nao € capaz de aumentar os niveis de AMPc e nem induzir a transcricao da AANAT

ou aumentar a sintese de melatonina (Sudgen, 1989; Reiter, 2003)

A melatonina secretada ¢é liberada, difundindo-se rapidamente dos
pinealdcitos para a malha capilar sendo assim distribuida sistemicamente. Como é
lipofilica, a melatonina chega ao sistema nervoso central provavelmente por meio do

liquido cefalorraquidiano no terceiro ventriculo (Reiter, 2003; Seabra, 2000).

A melatonina livre é primeiramente & metabolizada no figado, e depois no rim,
para entdo ser convertida em 6-hidroximelatonina e conjugada ao sulfato, formando
a 6-sulfatoximelatonina (principal metabdlito), e assim é excretada pela urina (Reiter,

2003; Seabra, 2000).

A producgado e a secregao ciclica de melatonina tém sido associadas com o



ciclo sonol/vigilia, bem como com outros ritmos circadianos. Sendo a AANAT a
enzima passo limitante na produgao de melatonina, alguns estudos sugerem que a
modulagcdo da AANAT possa influenciar na oscilacdo dos niveis circadianos de

melatonina.

1.3. AANAT (arilalquilamina N-acetiltransferase)
O gene AANAT em humanos desperta um especial interesse porque pode

nos levar a um melhor entendimento do papel da melatonina na fisiologia humana.
Mais especificamente, a analise do gene AANAT pode revelar mutagdes ou
polimorfismos que possivelmente expliquem a grande variagao interindividual nos

niveis séricos de melatonina.

A sequéncia completa do gene AANAT em humanos foi descrita por Coon e
cols, em 1996. O gene possui 4 éxons e foi mapeado no cromossomo 17925 (Figura
4). A sequéncia aberta de leitura codifica uma proteina de 23.2 kDa e mostra uma
homologia de aproximadamente 97% com a AANAT de macacos, 84% com a das
ovelhas e 90% com a AANAT de ratos. Ja foi descrita estar presente em humanos,

ratos, ovelhas, macacos, bovinos, hamsters e galinhas (Klein e cols, 1997).
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Intron 1 Intron 2 Intron 3

(945 bp) (263 bp) (337 bp)
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(159 bp) (238 bp) (155 bp) (453 bp)
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17

Figura 4. Esquema representativo do gene AANAT indicando como estdo arranjados os éxons e
introns com o respectivo nimero de pares de bases, sendo os retdngulos em branco as regiées nao
traduzidas dos éxons, os retangulos pretos as regides que serao traduzidas em proteina e as linhas,
os introns. A esquerda da figura esta representado o cromossomo 17 e a localizagéo do gene (17g25)
no cromossomo (Pereira, 2007 modificado de Coon e cols, 1996).

A Figura 5 mostra a estrutura da proteina AANAT. Ela possui dois sitios de
fosforilagdo para a PKA, um N- e outro C-terminal, que permitem a ligagdo com a
proteina 14-3-3. A porcao central da proteina é altamente conservada e chamada de
nucleo catalitico. No nucleo catalitico estao o sitio de ligagdo com a acetilCoA, o sitio
de ligagao arilalquilamina e um dominio catalitico rico em histidina (Klein e cols,

2003).
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Figura 5. Esquema da estrutura da AANAT ilustrando os dominios funcionais da proteina (modificada
de Klein e cols, 2003).

A AANAT primeiramente catalisa a transferéncia do grupo acetil da Acetil
coenzima A (AcCoA) para a primeira amina da serotonina (Figura 6). Essa reacgao é
passo limitante, ou seja, controla a velocidade da sintese de melatonina (Nelson e
Cox, 2002; De Angelis e cols, 1998). O produto dessa reagao, N-acetilserotonina, &
entdo metilado na posicao 5-hidroxi pela HIOMT para produzir a melatonina (De

Angelis e cols, 1998).
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Figura 6. llustragdo da acdo da enzima AANAT cuja fungdo € retirar um grupo acetil da molécula
Acetil Coenzima A e adiciona-lo a molécula de serotonina (De Angelis e cols, 1998)

A expressao de RNAmM da AANAT é alta na pineal de todos os vertebrados.
Entretanto, o padrao de expressao varia conforme a espécie. Em primatas nao-
humanos o RNAmM da AANAT n&o exibe ritmo pronunciado de expressao, indicando
que a regulacdo da producdo de melatonina é semelhante a encontrada nos
ungulados, onde o RNAmM aumenta somente cerca de 1,5 vez a noite. Isso leva a
crer que as mudancas na atividade e quantidade de proteina ndo € gerada pela
expressao do RNAm. Parece que a AANAT é produzida continuamente e sua
regulacédo se da pela inibicdo da degradacao por protedlise proteassomal (Gastel e
cols, 1998). Esse tipo de regulacao (por protedlise) tem sua importancia funcional,
pois pode causar rapidas mudangas na concentracdo da proteina AANAT, na sua
atividade e consequentemente na produgdo de melatonina sem mudangas na

expressao génica. Em ratos, regulagcao da sintese ocorre de outra maneira. O ritmo
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de expressdo de RNAm é acentuado e reflete a quantidade da proteina AANAT em

atividade, bem como a de melatonina secretada (Coon e cols, 2002).

Ganguly e cols (2001) revelaram que o principal mecanismo de regulagao na
producdo de melatonina em primatas envolve modificacbes pds-traducionais via
fosforilagdo e consequente ligagdo com a proteina 14-3-3. A fosforilagdo da regiédo
N-terminal da AANAT, no sitio de ligagdo da PKA, parece ser essencial para a
interacao direta da AANAT com a 14-3-3 para a formacdo do complexo 14-3-
3/AANAT/14-3-3 e assim tornar a AANAT ativa (Figura 7). Isso explica como a
fosforilagdo, ou quantidade de AMPc, pode rapidamente alterar os efeitos

fisiolégicos sem mudar a quantidade de proteina pronta.

Figura 7. Estrutura da molécula da AANAT em vermelho e laranja, ligada a um dimero de 14-3-3 em
verde (Obsil e cols, 2001).
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A ligacdo da AANAT com a proteina14-3-3 tem varios efeitos na biologia da
enzima, mas 0 mais importante deles é a prevengao da destruicdo da enzima por
protedlise proteassomal. Além de estabilizar a enzima e aumentar a meia-vida da
AANAT, a 14-3-3 aumenta a afinidade do complexo pela serotonina, facilitando a
reacdo de acetilagdo mesmo quando a concentragdao de serotonina esta baixa. Ao
mesmo tempo torna o sitio de fosforilagdo da AANAT inacessivel para outras

fosfatases enquanto ligada (Klein e cols, 2003).

1.4. Polimorfismos da AANAT

A estrutura da proteina, bem como seus sitios de ligagao, sdo extremamente
importantes e influentes na sua atividade e afinidade pelo substrato, como vimos
anteriormente. Portanto, é possivel que polimorfismos alterem a estrutura e a
funcionalidade da proteina podendo causar desregulacdo (aumento ou redugao) na

atividade da AANAT.

Alguns polimorfismos para o gene AANAT estdo depositados nos bancos de

dados, como mostra a Figura 8.

ik Tk kW

Figura 8. Esquema representativo do gene AANAT, onde as linhas representam os introns e os
retdngulos os éxons. Em branco a parte nado-codificada em proteina e os retadngulos em cinza
representam a regido a ser codificada. O tracejado representa a regido promotora do gene. Cada
uma das estrelas indica os polimorfismos descritos na literatura para esse gene no banco de dados
ensembl(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;
g= ENSG00000129673;r=17:71961028-71977793;t=ENST00000250615).

Dada a estreita relagéo entre a AANAT, melatonina e sono, os pesquisadores
tém direcionado a atencdo em detectar variagbes genéticas dos individuos com

diferentes padrdes de sono, numa tentativa de relacionar os polimorfismos desse
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gene com a preferéncia diurna dos individuos.

Em estudos realizados em uma amostra da populagdo chinesa foram
encontrados alguns polimorfismos, os SNPs (do inglés, Single Nucleotide
Polymorphism ou traduzindo para o portugués polimorfismo de uma base): -542T/G
e -263 G/C, na regidao promotora e o 397 G/A na regidao nao codificante do éxon 4.
Destes, somente o SNP -263 G/C parece estar associado predominantemente com
o fendtipo vespertino/ curto dormidor. A variante -263C pode interromper o sitio de
ligacao do fator de transcricdo, podendo alterar a regulacdo da expressao da AANAT
e influenciar os niveis de melatonina e consequentemente o sono (Wang e cols,

2004).

Hohjoh e cols (2003) encontraram quatro polimorfismos numa amostra da
populagéo japonesa: -263 C/G, 619 G/A, 702 C/T e 756 C/T. Destes, estao
presentes em regides codificantes o 619 G/A, 702 C/T e 756 C/T. Enquanto os
polimorfismos nas posicoes 702C/T e 756C/T sao substituicdes sindnimas, nao
participam de mudancas de aminoacidos, o polimorfismo 619 G/A substitui o
aminoacido alanina por treonina na posi¢cao 129 da proteina. Os resultados dos
gendtipos com polimorfismos -263 G/C, 702 C/T e 756 C/T indicaram que nao ha
diferencga significante na frequéncia desses alelos entre pacientes com Sindrome de
Fase Atrasada do Sono (SFAS) e individuos controle. Em contrapartida, o alelo
619A (129 Thr) apresentou uma frequéncia de 16% nos pacientes com SFAS e de

apenas 3% nos controles, sugerindo uma associagao significante com a sindrome.

Um estudo realizado pelo nosso grupo em uma amostra da populagao
brasileira (Pereira e cols, 2007) mostrou que o polimorfismo 619 G/A, descrito por
Hohjoh e cols (2003), é extremamente raro na nossa populagéo e por isso ndo deve

ter papel algum na génese da SFAS no Brasil. As frequéncias alélicas encontradas
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na nossa populagao (0,02% para o alelo A) sao bastante diferentes das observadas

na populagao japonesa para o mesmo alelo (3%) (Hohjoh e cols, 2003).

Estudos com genes relogio também nos mostraram que alguns alelos
apresentam frequéncias bem diversas conforme a etnia, como os polimorfismos do
gene PER3 e do gene CLOCK (Barbosa e cols, comunicagao pessoal).

Como a populacédo brasileira é bastante miscigenada, esta localizada em
latitude onde a variagdo sazonal do fotoperiodo € minima e, além disso, o zeitgeber
claro/escuro (a variagao da intensidade luminosa) é bastante marcante, temos uma
amostra singular para estudo genético.

Sendo a AANAT a enzima passo limitante da sintese de melatonina, talvez
polimorfismos encontrados nesse gene modifiquem sua a estrutura e fungdo como,
por exemplo, a afinidade da proteina com seus ligantes e, portanto, possam
influenciar na velocidade e quantidade de melatonina sintetizada, arrastando a curva
de secrecgao, consequentemente modulando a preferéncia diurna.

Todos estes indicios aumentam o interesse cientifico em verificar se esses
polimorfismos de fato existem na populacdo brasileira, e mais, se eles estao

influenciando na preferéncia diurna dos brasileiros.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos:

1) Realizar um rastreamento em busca de polimorfismos ao longo de todos os éxons

do gene AANAT e da regiao promotora em uma amostra da populagao brasileira.

2) Verificar se os polimorfismos encontrados estdo associados com cronotipos

extremos dessa amostra.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular do Sono do
Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).
O estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa (CEP) da

UNIFESP/EPM n° 0106/07 (Anexo 1).

3.1. Sujeitos

Um total de 1289 voluntarios das universidades UNIFESP e UNISA
responderam o questionario para determinagcdo da preferéncia diurna (Horne e
Ostberg, 1976) adaptado para a lingua portuguesa (Benedito-Silva e cols, 1990).
10% dos individuos que pontuaram mais e 10% dos individuos que pontuaram
menos foram selecionados para este estudo. Como a pontuagao do HO vai de 18 a
82, os individuos que atingiram até 33 pontos foram classificados como vespertinos,
e os que fizeram mais de 61 pontos, que foram classificados como matutinos,
compondo os dois grupos do estudo. Os individuos que nao tinham todas as
informacdes pessoais completas (idade, questionario de etnia, preenchimento

correto do HO) foram excluidos do estudo.

3. 2. Extragao de DNA de sangue periférico

O DNA gendmico foi extraido das células brancas do sangue (leucécitos), a
partir de amostra de sangue periférico, utilizando a metodologia descrita por Miller e

cols, em 1998 (Anexo 2).
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3.3. Purificagdo do DNA
O DNA extraido foi submetido a uma técnica de purificagdo, para eliminar
impurezas que possam interferir no cromatograma, nas reagbes de PCR ou

sequenciamento (Anexo 3).

3.4. Planejamento dos Primers
Foi realizado um trabalho de bioinformatica para o desenho e analise da
qualidade dos primers, através dos programas Primer 3 (http://www.genome.
wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi) e Primer Premier (www.premierbiosoft.com).
Foram desenhados os primers referentes ao éxon 3, éxon 4 e regido
promotora do gene AANAT, os primers referentes aos éxons 1 e 2 estdo descritos
no artigo de Hohjoh e cols (2003).

Os primers utilizados estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Tabela mostrando os primers forward e reverse utilizados para cada regido amplificada.

REGIAO PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE

Exon 1 5-GTCATCCTGCCTGGGATAGC-3’ 5-TCCATGTCTAGAAGCTCCAAGT-3’
Exon 2 5-GATGAGGATGAGACCCCTGT-3 5-CCAGAGTGGAGCATCCCTCT-3’
Exon 3 5-CCTAACCCCCATTTTCCTGT-3 5- CCATCTGGCTGACCTCTGTC-3
Exon 4 5- CTGCCTGGGTTGGTGGTT-3’ 5- CAGCACCTCCCATTGTCC-3’

Promotora 5-GTTTGGTAGGGCAACCTCCTG-3’ 5-GCCTGTGGTGCTGTTAGAGG-3’
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3.5. Padronizagao das reagoes

A amplificagdo dos fragmentos foi realizada através da técnica de PCR
(Polimerase Chain Reaction). As reagdes foram padronizadas com volume final de
50ul, exceto para o éxon 4 cujo volume final foi de 25ul. Os volumes
correspondentes para as concentragbes do tampdo, dNTP, MgCI2, primers e
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) est&do no anexo 4.

Para cada par de primers foi padronizada uma temperatura de anelamento

6tima, apresentadas na tabela 2.

Tabela 2: Tabela mostrando as temperaturas 6timas de anelamento dos primers encontradas para a
PCR, o niumero de ciclos do protocolo e o tamanho dos fragmentos amplificados para cada éxon.

Exons gene Temperatura de Numero de Produto da
AANAT Anelamento ciclos PCR
Exon 1 58°C 30 276pb
Exon 2 58°C 30 320pb
Exon 3 58°C 30 335pb
Exon 4 61,3°C 38 640pb

Regi&o Promotora 65°C 34 425pb

O protocolo completo das reagbes de PCR com as condi¢cdes de ciclagem e
temperaturas encontram-se no anexo 5.
Os produtos das PCRs foram analisados em gel de agarose 1%, como

exemplo veja a figura a seguir.
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Figura 9. Gel de agarose 1%. A esquerda esta o marcador de peso molecular de 50 pares de bases
e a direita do marcador estdo os amplicons da regido promotora do gene AANAT com 425 pb.

3.6. Padronizagdao no DHPLC
3.6.1. Uma breve introdug¢ao a metodologia

Como o DHPLC ndo é uma metodologia utilizada de forma corriqueira, a
seguir explicaremos a técnica na qual o método é baseado.

Os produtos amplificados por PCR, os quais serdao analisados no DHPLC, sao
submetidos a denaturacdo aquecidos a 95°C por 5 minutos e resfriados
gradativamente até 37°C (-2°C a cada 30 segundos).

Esse procedimento € realizado para que as fitas de DNA se denaturem
completamente e se renaturem aleatoriamente. Nas amostras heterozigotas, apdos a
denaturagao e renaturacdo, os alelos se misturam e as bases nitrogenadas n&o mais
se complementam no local do polimorfismo (ndo formam pontes de hidrogénio)
gerando uma espécie de “bolha” entre as fitas de DNA de nao-pareamento neste
local, o que chamamos de heteroduplex. S&o essas formagdes de heteroduplex que
sdo detectadas na cromatografia pelo DHPLC (Figura 10). As amostras homozigotas
sao compostas somente por nucleotideos complementares no local do polimorfismo,
ou seja, com pareamento perfeito e sem “bolhas”, mostrando um padréo

cromatografico homoduplex.
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Figura 10. Esquema ilustrando amplificagdo de um fragmento de DNA polimérfico indicado pela
representacdo das bases nitrogenadas numa dada posicdo. Supostamente os dois alelos sao
amplificados na reagdo de PCR e ambos estdo presentes no produto de amplificagdo. Apds o
processo de denaturagao e renaturagao, ha a formagao de regides nao hibridizadas, os heteroduplex,
que sao detectados pelo DHPLC.

Apb6s o processo de denaturacdo e renaturacdo descrito, aproximadamente
8ul dos produtos sdo submetidos a cromatografia de fase reversa denaturante no
aparelho DHPLC (do inglés - Denaturing High Performance Liquid Chromatography).
Para analisar a qualidade da PCR as amostras séo injetadas na coluna
cromatografica do DHPLC a 50°C (fase denominada "double-stranded sizing — single

fragment").

A coluna cromatografica € de polietileno-divinilbenzeno (fase estacionaria)
eletrostaticamente neutra e hidrofébica que nao reage com acidos nucléicos. As
combinacgdes de tampdes que passam através da coluna carregam-na positivamente
(fase movel), permitem com que ela forme uma ligagdo e reaja com os acidos
nucléicos. A analise é feita pela capacidade que o fluxo de tampdes tem em fixar e

depois deslocar gradativamente os fragmentos de DNA da coluna em diferentes
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momentos. O sistema detecta o fragmento quando ele sai da coluna, analisando
quanto UV é absorvido, o que avalia a concentracdo do produto, e qual o tempo de
deslocamento, ou tempo de passagem pela coluna, desse fragmento. E entdo é
liberado um cromatograma que mostra quanto UV foi absorvido e qual o tempo de

deslocamento dos fragmentos de cada amostra (como exemplo, veja figura 11).

Para a deteccao dos heteroduplex, fase denominada — “mutation discovery”
que indica a presenca de mutagdes ou polimorfismos, é utilizada uma temperatura
especifica para cada fragmento de PCR que é determinada a partir de sua
sequéncia de bases nitrogenadas. Nesta temperatura especifica o pressuposto para
a analise é que cerca de 50 a 80% da dupla fita de DNA do fragmento tem que estar
pareada, o resto denaturado (Huber e cols, 1993). A temperatura utilizada nessa
fase é calculada pelo software do aparelho (Navigator software — Transgenomic)
baseado na proporgdo de bases C e G contra A e T presentes no fragmento.
Dependendo do tamanho e da composigdo do fragmento, a analise no DHPLC é
realizada em mais de uma temperatura para garantir que todas as partes do
fragmento estejam denaturadas de 20% a 80%, pois dessa forma é possivel detectar
a formacao da “bolha” heteroduplex pelo DHPLC. A tabela a seguir traz quais foram

as temperaturas escolhidas para a analise.

26



Tabela 3. Temperaturas utilizadas no DHPLC para a analise de cada um dos fragmentos.

Fragmento Temperatura(s)
Exon 1 60°C e 63°C
Exon 2 62,5°C e 65°C
Exon 3 63,8°C
Exon 4 61,1°C, 63,8°C e 66°C

Regido Promotora 65°C

O regqistro de saida da analise na fase de mutation discovery é dado também
por um cromatograma, o qual mostra um pico unico no tragado para amostras nao
polimorficas, os homoduplex, e mais de um pico para amostras polimorficas, os

heteroduplex (como exemplo, veja figura 11).

Como a metodologia identifica l6cus polimérficos nos fragmentos de DNA
amplificados, mas nao permite identificar qual é o polimorfismo, se faz necessario o
sequenciamento do fragmento para a identificacdo da(s) base(s) polimérfica(s) e
qual é exatamente a sua posicdo. Uma vez identificado o polimorfismo através do
sequenciamento inicia-se uma nova fase de analise para a diferenciagdo dos

homozigotos.
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Como descrito anteriormente o sistema DHPLC detecta os polimorfismos
baseado no ndo pareamento de bases apds a renaturacdo. Em um sistema bi alélico
os dois possiveis homozigotos se comportam da mesma forma e re-hibridizam
totalmente apdés a renaturacdo formando estruturas homoduplex que sao
indistinguiveis para o sistema. Assim em I6ci polimorficos as amostras que
apresentaram somente um pico de saida no cromatograma (homoduplex) foram re-
submetidas & analise cromatografica para a diferenciacdo dos homoduplex. Nesta
fase, o produto do PCR de uma amostra homoduplex foi misturado em igual
quantidade com cada uma de todas as amostras que apresentaram padrao
homoduplex na fase de analise anterior. Essa mistura foi submetida ao processo de
denaturacdo e resfriamento para a formagdo de possiveis heteroduplex e re-
analisadas no DHPLC. Assim, o sistema revela se a amostra € homozigota com o
mesmo alelo da amostra usada como padrao para mistura ou se é homozigota para

o outro alelo.

Identificando o gendtipo de cada uma das amostras foi possivel estabelecer a

frequéncia em que sao encontrados na populacéo.

Essa metodologia realizada no DHPLC nos permite realizar um rastreamento
completo dos fragmentos amplificados em busca de polimorfismos, mas nao permite
identificar quais sdo as bases nucleotidicas que estado alteradas. Por este motivo,
algumas amostras foram submetidas ao sequenciamento direto para que os
polimorfismos encontrados fossem identificados e as frequéncias alélicas e

genotipicas estabelecidas.
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3.7. PCR Real Time

A confirmacgao da genotipagem do polimorfismo localizado no éxon 2 foi feita
com o kit SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, EUA) numero de catalogo
C_25757476_10, pelo método de PCR Real Time no aparelho Applied Biosystems
7500. A confirmagao foi necessaria devido a semelhanga encontrada entre os
padrées homoduplex e heteroduplex no tragcado do cromatograma (Figura 11), o que
dificultou a genotipagem das amostras. As amostras homoduplex apresentaram um
pico menor antecedendo o pico de saida, o que tornou o resultado confuso ja que
este pico antecedente mostrou grande variacdo na sua amplitude, algumas vezes

ficando bem semelhante as amostras heteroduplex.
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Figura 11. Cromatograma gerado pelo DHPLC. As linhas em vermelho representam amostras
homoduplex, e em azul amostra heteroduplex.

3.8. Sequenciamento Direto
As reagbes de sequenciamento foram realizadas com o kit de
sequenciamento DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare) em um

sequenciador automatico modelo ABI PRISM 377 no Instituto de Farmacologia da

29



UNIFESP (INFAR). Foi utilizada a metodologia padrdo descrita no Anexo 6. Ambas

as fitas da PCR foram sequenciadas.

3.9. Analise de resultados

Foram analisadas estatisticamente as frequéncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos encontrados. Foi verificado se a distribuicao alélica da amostra esta
de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. O teste exato de Fisher ou x? foram
utilizados para verificar as possiveis diferencas entre as frequéncias nos grupos,
buscando associacdo com a vespertinidade e matutinidade dos individuos. E,
finalmente, a analise dos haplétipos foi feita através do programa Haploview
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview). O nivel de significAncia foi fixado em

5% (p<0,05).
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4. Resultados

4.1. Sujeitos

Foram selecionados 104 individuos classificados em dois grupos: matutinos e
vespertinos. Os grupos estao equilibrados quanto a média de idade, proporgéo
homens/mulheres e etnia. As caracteristicas dos grupos podem ser analisadas na

tabela a seguir (Tabela 3).

Tabela 4. Caracteristicas como idade, sexo, etnia e o total de cada um dos grupos utilizados nesse
estudo.

Matutinos Vespertinos
Idade 23,5+3,63 23,45+4 .19

Q 70% Q 74%
Sexo 3 30% 3 26%
Etnia 88% caucasianos 83% caucasianos
Total 58 46

4.2. Amplificagao dos fragmentos
As regides amplificadas por cada par de primer e os polismorfismos descritos

nos bancos de dados estao descritos em detalhes no anexo 7.

4.3. Polimorfismos no gene AANAT

A andlise dos 4 éxons e regido promotora do gene AANAT revelaram 2

polimorfismos inéditos na literatura, um localizado no éxon 1 e outro no éxon 4. Nos
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éxons 2, 3, 4 e regidao promotora também foram encontrados polimorfismos, porém

nao inéditos: identificados cédigos de identificagcdo rs61739395, rs4646261,
rs58504104 e rs4238989, respectivamente. Muitos dos polimorfismos ja descritos
nao foram encontrados na populacao estudada (Tabela 5). Essa tabela traz todos os
polimorfismos descritos na literatura e nos bancos de dados, bem como os
encontrados neste estudo. Todos com sua devida localizagao, se ja foram descritos
anteriormente, a posi¢cao no gene, a identificagao (rs), qual o tipo de polimorfismo, se

nao sinbnimo qual foi a troca de aminoacidos e se foi encontrado neste estudo.

Tabela 5. Tabela resumo, mostrando todas as alteragdes do gene AANAT.

Tipo de Troca de Encontrado
Localizagcao Descrito? Posicao rs . - O neste
polimorfismo aminoacido
estudo?
Sim G-542T rs3760138 - - Nao
Regiéo
Sim C-263G rs4238989 - - Sim
Promotora
Sim -/C -184 rs35065674 - - Nao
Exon 1 Nao A12G - Untranslated - Sim
intron 1 -2 Sim intron rs36089799 Intrénico - Néo
. Sim C244T1 rs61739395 N&o sinbnimo Thr/Met Sim
Exon 2
Sim c277T rs34470791  Nao sinbnimo Asp/Arg Nao
intron3-4 Sim intron rs4646261 intronico - Sim
Sim G397A - - - Nao
Sim G619A rs28936679 N&o sindbnimo Thr/Ala Néo
Sim T702C rs2071031 Sinbénimo - Néo
Exon 4 Sim C777A rs58504104 Sinénimo - Sim
Sim C756T - - - Nao
Sim T834C rs28697191 Sinénimo - Nao
Nao C890T - Untransleted - Sim
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A seqguir os resultados serao descritos individualmente para cada um dos

fragmentos analisados.

4.3.1. Exon 1

Identificamos apenas um padrdo de alteragdo no cromatograma para o

fragmento do éxon 1 (Figura 12). O sequenciamento deste fragmento revelou um

l6cus polimorfico com a presenca das bases A ou G. Este polimorfismo pode ser

definido como um SNP, ja que ha a alteracdo de somente uma base no lécus

polimérfico (figura 13).
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Figura 12. Cromatograma demonstrando o padréo de detecgdo de mutagdo no DHPLC para a regiao
amplificada do éxon 1 do gene AANAT. Cada linha representa o resultado de uma amostra. A linha
em vermelho representa uma amostra com padrao homoduplex e em azul uma amostra com padréo

heteroduplex.
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Figura 13. Eletroferograma obtido por meio de sequenciamento direto mostrando o polimorfismo
encontrado no éxon 1 em uma amostra heterozigota AG.

Este polimorfismo ainda nao foi descrito em nenhum banco de dados e se
revelou pouco frequente na populacdo estudada, como mostra a tabela 6. A
nomenclatura adotada para identifica-lo foi A12G, segundo as normas descritas em

Dunnen e Antonarakis, 2001.

Tabela 6. Frequéncia alélica para o polimorfismo A12G do gene AANAT.

SNP A/G

Alelo A (nc) Alelo G (nc)
98,1% (202) 1,9% (4)

nc = numero de cromossomos

4.3.2. Exon 2

No éxon 2 também encontramos uma alteracédo detectada pelo DHPLC, como

mostra a figura a seguir (Figura 14).
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Figura 14. Cromatograma demonstrando o padréo de detec¢do de mutagdo no DHPLC para a regido
amplificada do éxon 2 do gene AANAT. As linhas em vermelho representam amostras com padrao
homoduplex (homozigota) e em azul padrdo heteroduplex (heterozigota).

Entretanto, a genotipagem através do DHPLC causou duvidas em inumeras
amostras por apresentarem tragados no cromatograma muito semelhantes tanto
para amostras homozigotas quanto heterozigotas. Por esse motivo, sequenciamos

algumas amostras a fim de verificar se havia alguma amostra heterozigota.

O sequenciamento do fragmento correspondente ao éxon 2 em ambas as
direcdes da fita de DNA revelou um SNP com as bases T ou C na posicdo 244
(Figura 15). Esse SNP ja estda depositado nos bancos de dados nomeado

rs61739395.
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Figura 15. Eletroferogramas obtidos por meio de sequenciamento direto de uma amostra que
apresentou padrdo heteroduplex no cromatograma gerado pelo DHPLC mostrando onde esta o
polimorfismo de T/C encontrado, tanto na fita sentido 5°-3’ (A) quanto na fita reversa (B).

Apo6s identificar o polimorfismo, encomendamos um ensaio para
discriminagao alélica de PCR Real Time para confirmar a genotipagem de todas as
amostras. Este polimorfismo mostrou-se pouco frequente na populagado estudada,

como podemos ver na tabela 7.

Tabela 7. Frequéncia alélica do polimorfismo rs61739395, onde ha troca de bases C>T na posigao
244 do gene AANAT.

SNP C/T

Alelo C (nc) Alelo T (nc)
99,0% (204) 1,0% (2)

nc = numero de cromossomos

4.3.3. Exon 3

Foi encontrado somente um padréo de alteragdo na regidao do éxon 3, como

mostra a figura 16.
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Figura 16. Cromatograma demonstrando o padréo de detec¢do de mutagdo no DHPLC para a regido
amplificada do éxon 3 do gene AANAT. A amostra em vermelho mostra o padrdo homoduplex e a
amostra em azul apresenta um padrao heteroduplex (amostra heterozigota).

Sequenciamos as amostras que apresentaram padrao heteroduplex e
encontramos um SNP com as bases T ou A na mesma posic¢ao (figura 17). Esse
polimorfismo esta localizado no intron 3-4. O screening dos introns nao € o objetivo
deste trabalho; entretanto, como este polimorfismo fica adjacente ao éxon 3, os
primers desenhados para amplificar esta regiao incluem um pequeno fragmento do
intron englobando dessa forma esse SNP.

Este polimorfismo ja foi descrito nos bancos de dados, sendo identificado

como rs4646261, mas é pouco frequente na populacgao brasileira (Tabela 8).
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padrao heteroduplex no cromatograma gerado pelo DHPLC mostrando o polimorfismo de T/A descrito
nos bancos de dados, tanto na fita sentido 5’-3’ (A) quanto na fita reversa (B).

Tabela 8. Frequéncia alélica do polimorfismo rs4646261 do gene AANAT.

SNP T/A

Alelo T (nc) Alelo A (nc)

94,2% (194) 5,8% (12)

nc = numero de cromossomos

4.3.4. Exon 4

Foi encontrado somente um padrdo de alteragdo para este fragmento, na
temperatura de 61,1°C, quando as extremidades estdo denaturadas, mas a regido
central do fragmento ainda encontra-se 100% em dupla hélice, sugerindo que a

alteracéo esta na extremidade do fragmento (Figura 18).
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Figura 18. Cromatograma demonstrando o padréo de detecgdo de mutagdo no DHPLC para a regiao
amplificada do éxon 4 do gene AANAT. A amostra em vermelho mostra o padrédo de uma amostra
homoduplex e a amostra em azul apresenta padrdo heteroduplex, indicando que esta amostra é
heterozigota.

Sequenciamos as duas amostras que apresentaram o padrao heteroduplex e
encontramos dois polimorfismos diferentes. Um deles € o rs58504104, onde o lécus
polimdrfico pode apresentar as bases C ou A na posigao 777 (Figura 19). O outro
polimorfismo encontrado ainda nao foi descrito em bancos de dados ou na literatura,
fica na regido néo codificante do é€xon 4, na posi¢cao 890 e pode apresentar o alelo C

ou T (Figura 20).

Figura 19. Eletroferogramas obtidos por meio de sequenciamento direto da amostra que apresentou
padrdo heteroduplex no cromatograma gerado pelo DHPLC mostrando o polimorfismo de C/A na
posigao 777, tanto na fita sentido 5’-3’ (A) quanto na fita reversa (B).
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Figura 20. Eletroferogramas obtidos por meio de sequenciamento direto da amostra que apresentou
padrédo heteroduplex no cromatograma gerado pelo DHPLC mostrando o polimorfismo de C/T na
posi¢do 890 nao descrito nos bancos de dados, tanto na fita sentido 5’-3' (A) quanto na fita reversa

(B).

4.3.5. Regiao Promotora

Foram encontrados dois padrées de alteragdo na regido promotora. Na
temperatura de 50°C, na fase de analise da PCR (double-stranded sizing — single
fragment), duas amostras apresentaram padrao heteroduplex (Figura 22), indicando
que essa alteracao fica na extremidade do fragmento amplificado, uma vez que a
50°C essa parte inicial do fragmento ja esta parcialmente denaturada, como mostra

a figura 21. O outro padrao heteroduplex foi encontrado a 65°C (Figura 23).
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Figura 21. Grafico gerado pelo software Navigator indicando a porcentagem de denaturagéo a 50°C
da fita de DNA cuja sequéncia foi previamente informada.
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Figura 22. Cromatograma demonstrando o padréo de detec¢do de mutagdo no DHPLC para a regido
promotora do gene AANAT. Na temperatura de 50°C, na fase de analise do produto de PCR. A
amostra em azul mostra o padrao homoduplex e a amostra em vermelho mostra um pico duplo do

padrao heteroduplex.
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Figura 23. Cromatograma demonstrando o padréo de detec¢do de mutagdo no DHPLC para a regido
promotora do gene AANAT. A amostra em vermelho mostra o padrdo homoduplex e a amostra em
azul mostra um pico duplo do padréo heteroduplex a 65°C.

i

Sequenciando as amostras heterozigotas e homozigotas, verificamos que o
polimorfismo encontrado corresponde ao polimorfismo identificado pelo cédigo
rs4238989, caracterizado pela presenca da base C ou G na posi¢cao -263 (Figura
24). Este foi o unico polimorfismo encontrado nesta populacdo que apresentou

frequéncias altas para ambos os alelos, como podemos observar na tabela 9.
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Figura 24. Eletroferogramas obtidos por meio de sequenciamento direto da amostra que apresentou
padréao heteroduplex no cromatograma gerado pelo DHPLC mostrando o polimorfismo de G/C em
uma amostra heterozigota (A), uma homozigota CC (B) e uma homozigota GG (C).

Nao foi possivel identificar a alteragdo encontrada no inicio do fragmento.

Tabela 9. Frequéncia alélica do polimorfismo rs4238989 da regido promotora do gene AANAT .

SNP C/G

Alelo C (nc) Alelo G (nc)
57,8% (119) 42,2% (87)

nc = numero de cromossomos

Para finalizar apresentamos um esquema com todos os seis polimorfismos

encontrados com sua localizagdo no gene e as frequéncias (Figura 25).
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Figura 25. Esquema representativo do gene AANAT e todos os polimorfismos encontrados neste
estudo. A area hachurada representa a regido promotora do gene, e, branco os introns. Em cinza séo
as regides exdOnicas nao codificantes e em preto as regides exdnicas codificantes do gene. Cada
traco em vermelho indica a localizagdo aproximada dos polimorfismos encontrados neste estudo e

entre parénteses a frequéncia do alelo mais presente.
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4.4. Associagoes dos polimorfismos com o cronotipo

As frequéncias genotipicas de cada um dos polimorfismos em cada um dos
grupos de cronotipos extremos sdo mostradas na tabela 10, e todas estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Individualmente, nenhum dos polimorfismos possui
associacdo com um dos fendtipos. O unico que demonstra uma tendéncia é o
polimorfismo C-263G (rs4238989) localizado na regido promotora (x* = 3,404/

p=0,06,).

Tabela 10. Tabela geral das frequéncias genotipicas encontradas na populagéo estudada.

Regido do SNP Matutinos Vespertinos
Exon 1 AA AG GG AA AG GG
(A12G) 0,96 0,04 0 0,95 0,05 0
Exon 2 CC CT TT CcC CT TT
(C244T) 0,96 0,04 0 1,0 0 0
Exon 3 TT TA AA TT TA AA

(rs4646261) 0,89 0,08 0,03 0,91 0,09 0
TT TC CcC TT TC CC
Exon 4
0,98 0,02 0 1,0 0 0
(C777A
CccC CT TT CC CT TT
e C890T)
0,98 0,02 0 1,0 0 0
Regido Promotora CcC CG GG CcC CG GG
(C-236G) 0,44 0,39 0,17 0,33 0,37 0,30
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4.6. Desequilibrio de ligagao e analise por haplétipos

Observamos que os polimorfismos individualmente ndo possuem associagao
com o fendtipo. Verificamos também que estes polimorfismos ndo estdo em
desequilibrio de ligacdo, ou seja, a associagdao ou combinagdo dos alelos dos
diferentes loci ao longo do gene AANAT é randbmica na populacdo. Os poucos
polimorfismos encontrados provavelmente ndo estdo ligados entre si como num
bloco de DNA que nao se separa e, portanto ndo passam junto num bloco aos

descendentes de geragao em geragao.

Com o auxilio do programa Haploview (www.broadinstitute.org/haploview) é
possivel realizar a analise dos polimorfismos em blocos. Cada bloco pode ser
composto por no minimo 2 polimorfismos, os quais sdo determinados pelo usuario.
O haploview realiza a analise estatistica (x?) para verificar se dentro do bloco de
polimorfismos escolhidos algum deles esta em desequilibrio de ligagdo com o outro,
se eles passam juntos para os descendentes ou segregam na formagdo dos
gametas. Neste trabalho, chamamos de bloco os seis polimorfismos encontrados.
Dessa forma, foi possivel fazer a analise da combinagcdo de cada um dos
polimorfismos com todos os outros como mostra a figura 26. Esta evidente a
auséncia de interacao entre os polimorfismos localizados nas regides exdnicas do
gene, representados por losangos lilas. Isso significa que os polimorfismos
encontrados entre os éxons 1 a 4 nao tem ligacdo genética entre si (equilibrio de
ligacao). Entre o polimorfismo da regido promotora (C-236G) e o polimorfismo A12G
do éxon 1, e entre 0 mesmo SNP da regido promotora (C-236G) e o polimorfismo
encontrado no intron 3-4 o indice que mede o desequilibrio de ligagao € diferente de

1, o que significa que ndo ha um completo equilibrio de ligagao, pode ter ocorrido
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pelo menos um evento de recombinacido entre esses polimorfismos. Os numeros
que observamos dentro desses losangos brancos indicam qual o valor de D’ entre
esses polimorfismos. O D é a diferenca entre a frequéncia gamética do bloco
haplotipico observada e a frequéncia gamética esperada, e o D’ é a normalizagao da
medida do desequilibrio de ligagcao calculado por D’ = D / Dnsx 0 valor de D’ pode
variar de 0 a 1 sendo o zero desequilibrio completo (um conjunto de alelos em
questao estara sempre ligado e passara junto para a proxima geragao) e 1 equilibrio
completo (a ligagdo entre os alelos em questdo sera sempre randémica) (Mueller J,
2004). Entretanto, apesar do D’ entre esses polimorfismos ser diferente de 1, o que
sugere o desequilibrio, ndo houve diferenga significativa e, portanto esses

polimorfismos n&o estdo em desequilibrio de ligagao.

1 i B e

w
(=]
=

2 ]

2 e ~ = = =

o & ) = ~ =

L] =L —_ L] (=] [}

Block 1 (2 kb
1 2 3

=
[ |
{=r]

Figura 26. Esquema da distribuicdo dos SNPs encontrados ao longo do gene AANAT. Na parte
superior da figura esta representado o gene AANAT onde em preto estdo representados as regides
exobnicas codificantes, em cinza as regides exdnicas nao traduzidas em proteina, em branco os
introns e a regido promotora é a parte hachurada da figura. Em vermelho, os polimorfismos
encontrados nas suas devidas posigdes. Na parte inferior da figura estd o esquema de blocos
mostrando o equilibrio de ligagédo entre os polimorfismos encontrados. Os losangos em lilds mostram
completo equilibrio de ligacdo e os losangos em branco apresentam o valor do D’ em porcentagem
em seu interior.
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Realizando a analise haplotipica encontramos 5 haplétipos mais frequentes
(Tabela 11). Entretanto, nenhum dos haplétipos revelou associagdo com algum dos

fendtipos.

Tabela 11. Haplétipos formados a partir dos polimorfismos encontrados no gene AANAT e suas
frequéncias.

Haplétipos Frequéncias
GACTAA 0,558
CACTAA 0,350
CACAAA 0,047
CGCTAA 0,012
GACAAA 0,011
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5. DISCUSSAO

Em nosso estudo foram encontrados seis polimorfismos:

Um unico polimorfismo intrénico (rs4646261) cujo l6cus € no intron 3-4.
Em regides exbnicas nao traduzidas do gene encontramos dois
polimorfismos inéditos, ndo descritos na literatura ou em bancos de dados
do genoma humano, localizados um no éxon 1 (A12G) e outro no éxon 4
(C890T).

Em regibes exbnicas que contém codigos para composigdo de
aminoacidos na proteina, encontramos um polimorfismo no éxon 2
(C244T) que é um polimorfismo ndo sindnimo — muda o codigo de
aminoacidos de treonina para metionina na posicdo 244 — e um
polimorfismo no éxon 4 (C777A) que é sinbnimo, ou seja, nao codifica
mudanca de aminoacido na proteina.

E finalmente, um polimorfismo mais relevante foi encontrado na regiao
promotora do gene um polimorfismo de C para G na posigdo -263
(rs4238989) que foi observado numa maior frequéncia na populagéo

estudada.

Observamos que os polimorfismos encontrados na regido codificadora do

gene apresentam frequéncias muito baixas, ou seja, a maior parte da amostra

estudada nao apresenta polimorfismos. Este fato sugere que as possiveis variagdes

neste gene que surgiram ao longo da evolugao humana nao foram selecionadas ou

sofreram uma selegcdo negativa. A enzima AANAT tem uma fungcdo muito bem

estabelecida e crucial no organismo que é a transferéncia de um radical acetil

oriundo da AcetilCoA para outras moléculas, e modificacées de fungao causadas por
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polimorfismos podem afetar de maneira negativa essa fungao, inviabilizando o

desenvolvimento e ou adaptagao do organismo.

Do ponto de vista filogenético, o gene AANAT é encontrado desde bactérias e
fungos passando por espécies de animais invertebrados até vertebrados superiores
e a analise da sequéncia de aminoacidos da proteina ao longo da escala filogenética
mostra poucas modificagdes mesmo entre os diferentes organismos. Sao
observadas modificagcbes em regides nado conservadas filogeneticamente
principalmente flanqueando regides regulatérias e pouquissimas no nucleo catalitico
(Coon e Klein, 2006). Desta forma este gene e seu produto se apresentam muito
conservados ao longo da escala filogenética e, portanto, a pequena variagéo

encontrada na nossa amostra faz bastante sentido em termos evolutivos.

Quando comparamos o numero de polimorfismos encontrados nesta amostra
com os descritos em estudos anteriores, observamos que muitos deles nao estao
presentes na nossa amostra. Um dos motivos para a auséncia de mais
polimorfismos pode ser o niumero pequeno de sujeitos na amostra, embora seja
mais provavel que tenham um padrao étnico especifico, ja que boa parte dos
polimorfismos no gene AANAT foi descrita em populagdes asiaticas (Sekine e cols,

2001; Hohjoh e cols, 2003).

Outro exemplo que ilustra este ponto de vista sdo os resultados obtidos por
Pereira e cols (2007) em relagdo ao polimorfismo G619A do gene AANAT em uma
amostra da populagdo brasileira. De um total de 1034 alelos em 517 individuos
estudados, encontraram somente dois alelos A (1,9%), que curiosamente estavam
presentes em um individuo de origem asiatica e outro de origem africana. Enquanto

nos estudos de Hohjoh e cols (2003) com amostras da populagao cuja origem étnica

50



€ asiatica 3,1% dos individuos apresentaram o alelo 619A. Muito semelhante a estes
dados, mas de forma mais ampla Bldmeke e cols (2008) estudando uma amostra
caucasiana nao encontraram nenhum individuo que apresentasse algum dos
polimorfismos no gene AANAT descritos em populagdes asiaticas (Sekine e cols,
2001; Hohjoh e cols, 2003). Ciarleglio e cols (2008) estudaram amostras
populacionais de diferentes regides do planeta e encontraram uma distribuicdo
bastante heterogénea dos polimorfismos do gene AANAT e de alguns genes relégio

entre as populagdes.

Outro detalhe nesta discussao € que dois dos polimorfismos encontrados sao
exclusivos desta amostra, ou seja, nunca foram descritos anteriormente, o que pode
indicar que estdo ou estiveram presentes em populagcdes das quais derivam a
populagdo brasileira e que nunca foram estudadas antes como, por exemplo,

populag¢des nativas indigenas.

Um fato muito interessante ocorreu durante a realizacdo deste trabalho.
Somente as reagdes de amplificagcdo de DNA (PCR) de fragmentos do gene AANAT
e do gene HIOMT sofriam contaminagdo. As PCRs de outros genes em estudo no
mesmo laboratério ndo contaminavam. Examinando o problema a fundo,
suspeitamos de alguma contaminagdo no ar condicionado, ja que todas as outras
fontes de contaminagao haviam sido eliminadas. Foi descoberta uma contaminagao
fungica nos filtros do ar condicionado, o qual circula por todo o andar do prédio que
se encontra o laboratério onde foram realizadas as reacdes deste estudo. Esse fato
anedatico corrobora os dados que mostram o nivel de conservagao desses genes da
via de sintese da melatonina, onde primers desenhados para amplificar os genes

AANAT e HIOMT humanos amplificaram também esses genes do fungo em questao.
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Com a finalizagdo do projeto genoma humano varios bancos de dados de
variagbes genéticas presentes na nossa espécie foram criados, o que facilita a
busca por variagdes existentes na espécie. Utilizamos frequentemente os bancos de
dados como ferramenta de apoio para o estudo genético, Entre os mais acessados
estdo: Ensembl (www.ensembl.org), NCBI (www.ncbi.nIm.nih.gov), UCSC Genome
Browser (genome.ucsc.edu) e o HapMap (WWW.hapmap.org). O ensembl foi criado
alguns anos antes da publicagdo do genoma humano com a finalidade de deixar
todos os dados de sequenciamento obtidos disponiveis para o publico através da
internet e também de integrar a anotagdo do genoma humano com outros dados
biolégicos. Desde o inicio do site, muitos outros genomas foram adicionados e o
conjunto de dados disponiveis também tem se expandido para incluir genémica
comparativa, dados de variacédo e de regulagdo génica. O NCBI, pertencente ao
National Institutes of Health (NIH), € um site que apresenta uma rede integrada de
informagdes de grandes bases de dados que inclui o PubMed, dados de sequéncias
de nucleotideos, sequéncias e estruturas protéicas, genomas completos, taxonomia,
entre outros. Outro site muito utilizado € o UCSC Genome Browser. Este site contém
sequéncias referéncias e projetos de trabalho conjuntos para uma grande colegéo
de genomas. Ha ferramentas para explorar as sequéncias, homologia, padrao de
expressao e informacgdes de outros grupos de genes que podem ser relacionados de
varias formas, além da ferramenta Blat que pode localizar rapidamente uma
sequéncia informada nos genomas. O HapMap vem com uma proposta um pouco
diferente, € um projeto internacional para identificar e catalogar as diferencas e
similaridades genéticas em seres humanos. Ha a descricdo de quais sao variagoes
(os polimorfismos), onde elas ocorrem no DNA, e como estao distribuidas entre as

pessoas dentro das populacbes e entre as populagdes em diferentes partes do
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mundo. O HapMap né&o visa associar os polimorfismos aos fenoétipos, mas facilita
com essas informagbes a pesquisa de genes, polimorfismos ou haplétipos que

afetem a saude, doenca, respostas individuais a tratamentos e a fatores ambientais.

A busca de polimorfismos no gene AANAT pelo HapMap encontra somente
dois polimorfismos, ambos localizados no éxon 4 e com frequéncia menor de 1% em
populagdes caucasianas. Entretanto, nenhum destes foi encontrado no presente
estudo. No ensembl constam apenas sete polimorfismos do gene AANAT, dos quais
somente trés foram encontrados no presente estudo (rs61739395, rs4646261 e

rs58504104).

Agrupando dados da literatura e dos bancos de dados do genoma humano,
ha um total de treze polimorfismos descritos para esse gene (Tabela 5). Os dois
polimorfismos inéditos encontrados neste estudo futuramente serdo depositados nos

bancos de dados por nos.

Com relacdo a possivel alteracdo da funcdo protéica derivada dos
polimorfismos encontrados, podemos inferir que nos polimorfismos sinbnimos e no
intrbnico, como nao causam alteragdo de aminoacidos na proteina, podem estar
relacionados ao funcionamento de elementos reguladores de expressao ou ativagao
da proteina. O polimorfismo no éxon 2 muda o cédigo de aminoacido que compde a
proteina, podendo causar mudangas na funcionalidade enzimatica ou afinidade ao
substrato, o fato de estar localizado num éxon aumenta a probabilidade de ter um
efeito na funcdo enzimatica. Entretanto ha poucos estudos na literatura sobre
polimorfismos afetando a expressdo ou funcionalidade dessa enzima, os quais

discutiremos mais adiante (Wang e cols, 2004; Ying e cols, 2004; Hohjoh e cols,
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2003). Apesar de os dois alelos encontrados nesta amostra estarem no grupo dos

matutinos extremos, nao foi possivel observar associagao com o fenaétipo.

Sabe-se que genes relacionados ao relégio circadiano molecular e seus
polimorfismos tém grande influéncia na determinacéo da preferéncia diurna como
mostrou o estudo com o polimorfismo T3111C do gene CLOCK onde o alelo menos
frequente (C) esta relacionado com o aumento da incidéncia de individuos
vespertinos (Katzemberg e cols, 1998). Ainda polimorfismos nos genes PER2 e
PER3 estao associados com as sindromes de avango e atraso de fase do sono,
respectivamente (Toh e cols, 2001 e Pereira e cols, 2005). Em animais knockout
para algum dos genes reldégio como Per1, Per2, Per3, Cry1 e Cry2 é possivel
observar alteracédo no ritmo circadiano e as vezes até o periodo circadiano em livre-

curso torna-se instavel (para reviséo ver Schantz, 2008 e Pereira e cols, 2009).

De uma forma geral existem poucos estudos investigando o gene AANAT em
humanos associado a fenétipos de sono ou ritmos circadianos. Basicamente quatro
estudos procuram investigar esta associagdo: dois deles estudam populacdes
asiaticas (Ying e cols, 2004; Hohjoh e cols, 2003), um investiga polimorfismos numa
amostra caucasiana (Blomeke e cols, 2008), e outro uma amostra

predominantemente caucasiana brasileira (Pereira e cols, 2007).

Wang e cols (2004) realizaram o rastreamento do gene AANAT em busca de
polimorfismos em uma amostra da populagéo chinesa de Singapura a fim de buscar
associagcdes com padroes de sono longo ou curto, escolhidos por meio de respostas
de um questionario. De um total 210 questionarios respondidos, os cinco individuos
com sono mais longo e os cinco individuos com sono mais curto na amostra foram

recrutados para a anadlise genética. Como resultado do rastreamento eles
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encontraram dois polimorfismos localizados na regido promotora os SNPs T-542G e
0 C-263G (rs3760138 e rs4238989, respectivamente) além de um polimorfismo no
exon 4. A analise do gene nestes individuos revelou que todos os individuos
possuiam a regido codificante do gene idénticas e que o polimorfismo T-542G
estava representado igualmente entre os grupos, enquanto o SNP C-263G teve o
alelo G associado ao fendtipo curto dormidor, pois estava presente em quatro dos
cinco individuos desse grupo em contraste com apenas um individuo longo

dormidor.

Como polimorfismo C-263G esta localizado na regidao promotora do gene
AANAT existe a possibilidade dele influenciar a ligacdo de fatores de transcricéo,
modulando diretamente taxa de transcricio do RNA mensageiro e alterando,
portanto a taxa de tradug¢ao da enzima. Ying e cols (2004) testaram esta hipotese ao
estudar os niveis de excreg¢ao urinaria do principal metabdlito da melatonina, 6-
OHMS (6-hidroximelatonina sulfato) em individuos com diferentes gendtipos relativos
ao polimorfismo C-263G. Os autores observaram que nao houve diferenca de
excrecdo de 6-OHMS quando comparados os diferentes gendtipos. Uma critica a
este trabalho é a de que a dosagem do metabdlito foi realizada com todo o volume
urinario noturno, mensurando dessa forma a concentracdo resultante da
metabolizacdo de toda melatonina produzida na fase escura. Talvez a anadlise da
curva de secregao por meio da coleta de varias amostras ao longo da noite fosse
uma melhor medida para avaliar o efeito deste polimorfismo. Interessantemente, o
mesmo polimorfismo (C-263G) que tem associagdo com fendtipos de sono, aparece
em nossa amostra com uma associacao limitrofe ao fenétipo vespertino extremo. O
alelo -263G esta presente em maior porcentagem (=49%) neste grupo do que no

grupo dos matutinos extremos (36%).
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Individuos com diferentes padrées de sono em relacdo a duragao — curto ou
longo dormidores — apresentam diferencas mensuraveis em variaveis fisiolégicas
que sao paralelas a duracdo do sono, como por exemplo a duragao da fase de
secrecdo de melatonina (Aeschbach e cols, 2003). Desta forma todos estes dados
em conjunto, incluindo o nosso, reforcam a suspeita de que este polimorfismo na
regidao promotora do gene AANAT tenha efeito em fendtipos relacionados ao sono,

apesar de em nenhum destes estudos o efeito aparecer muito forte.

Do ponto de vista funcional, surpreendentemente este polimorfismo esta
localizado exatamente no sitio de ligagdo do fator de transcricdo SP1
(www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html). Desta forma € uma possibilidade
bastante interessante que o polimorfismo C-263G possa modular a expressao
génica da AANAT, alterando a velocidade da sintese dessa enzima com possiveis
consequéncias na temporalidade da curva de secrecdo da melatonina. O fator de
transcricaio SP1 €& ubiquamente expresso e funciona como um dominio de
transativagcédo, ou seja, tem um papel na inibigdo do recrutamento de proteinas
repressoras na regido promotora de genes e também age como protetor para
metilacdo dessas regides (Tan e Khachigian, 2009). Um papel adicional da proteina
SP1 é o aumento da expressao génica do préprio CREB como demonstrado para
células epiteliais dos bronquios (Hong e cols, 2008). E no caso do gene AANAT, o
sitio de ligagdo SP1 esta a 30 pares de bases do sitio de ligagcdo do CREB

(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html).

Além da analise de associacdo de cada polimorfismo dentro da amostra
separadamente, realizamos a analise em conjunto, ou seja, a analise haplotipica.

Do ponto de vista quimico, os genes e as regides que estdo entre eles, as regides
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intergénicas, compdéem uma fita continua, ininterrupta, de DNA, ao longo da qual
estdo escritas as mensagens genéticas. As diferengas genéticas entre os individuos
sao resultantes de diferencas na composi¢cao de DNA. Diferentes versdes de certa
sequéncia de DNA em um determinado locus sdo chamadas de polimorfismos. A
origem dos polimorfismos sédo as diferentes mutagées que podem ocorrer na
sequéncia de DNA. Qualquer sitio no qual existam alelos multiplos como
componentes estaveis da populagdo (cuja frequéncia seja maior de 1%) é, por
defini¢gdo, polimérfico. Os individuos podem, entdo, ser classificados de acordo com
a composicdo que possuem destes polimorfismos numa determinada regido
genbmica (como exemplo ver tabela 11 e figura 26). Cada tipo particular de
composi¢cdo de polimorfismos numa dada regido genbmica é denominado um
haplétipo (Thompson e Thompson, 2002).

Em alguns casos, ndo se observa efeitos no fenétipo quando se analisa um
unico polimorfismo, mas quando se analisa a combinacdo ou composicao de
determinados polimorfismos em um gene ou regido gendémica, ou seja, um haplétipo,
o efeito da carga genética no fendtipo se torna observavel. Podemos citar como
exemplo o efeito de um determinado haplétipo no gene da hemoglobina beta que
esta associado com a anemia falciforme, e é determinante para o estabelecimento
desta doencga (Costa e cols, 2006). Outro exemplo que podemos citar € o complexo
de histocompatibilidade humano (HLA) onde existe uma grande variagcao polimorfica
que resulta em um grande numero de haplétipos diferentes para a regido, sendo
alguns destes determinantes para a suscetibilidade ou resisténcia a um grande
numero de infec¢des, doengas autoimunes e outras como a doencga celiaca (Popat e
cols, 2002 e para revisao Traherne, 2008). Associacado de haplétipos com a fungéo

enzimatica como no caso da AANAT também podem ser citados, como no caso da
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lentificacdo da atividade enzimatica da Arilamina N-acetiltransferase 2 associada a
determinados haplétipos do gene (Walravedn e cols, 2008). Com relagado aos genes
relégio alguns haplétipos também tém sido associados com fendtipos circadianos,
um haploétipo especifico do gene CLOCK foi associado com a suscetibilidade a
obesidade (Sookoian e cols, 2008) e o outro no gene REV-ERB a associado com o
disturbio bipolar (Severino e cols, 2009).

Em todos estes estudos descritos acima a analise de somente um
polimorfismo no gene em questdo em cada estudo ndo ¢é suficientemente
informativa, mas a analise do conjunto ou composi¢ao de polimorfismos no gene

revela o efeito no fendtipo.

Tendo em mente esta questao sobre analise do possivel efeito do conjunto de
polimorfismos em um gene, realizamos a analise dos possiveis haplétipos formados
a partir dos polimorfismos encontrados no gene AANAT no presente estudo.
Observamos que dois dos haplétipos estavam presentes em mais de 90% da
amostra, e a diferenca entre esses dois haplétipos € somente o alelo presente na
regidao promotora (0 SNP C-236G, ver tabela 11). A analise haplotipica também foi
realizada com a finalidade de verificarmos se esses polimorfismos estavam em
desequilibrio de ligacdo, ou seja, se na formagao das células gaméticas ndo ocorre
recombinacdo genética, favorecendo a preservagao de certas combinagdes de |oci
génicos. Nesse caso, a recombinagcdo genética é aleatodria, ndo ha desequilibrio de

ligacdo (Nussbaum e cols, 2002; Mueller, 2004).

Descrevemos neste estudo a primeira identificagdo de polimorfismos no gene
AANAT em uma amostra da populagao brasileira e a tentativa de associagdes

dessas alteragdes com a preferéncia diurna.
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Dado a associacdo limitrofe encontrada entre o polimorfismo C -263G no
gene AANAT e os cronotipos extremos na nossa amostra sera importante a partir
dos nossos resultados, genotipar este polimorfismo em uma amostra maior para
verificar se a associacdo realmente existe. Ainda um proximo passo sera
posteriormente analisar em conjunto o papel de variagdes nos genes AANAT e
HIOMT, pois eles possuem um claro padrao de interagdo génica (epistasia) na
formacdo da melatonina e, portanto, estudos associando polimorfismos existentes
nestes dois genes sado importantes para determinar a possivel influéncia destas
variantes génicas sobre a curva de temporizagdo da sintese de melatonina em

individuos classificados pela preferéncia diurna.
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho o rastreamento do gene AANAT descreve um grupo
pequeno de polimorfismos com frequéncia bastante rara na amostra da populacao
brasileira estudada. Um ponto importante foi a descoberta de dois novos
polimorfismos no gene AANAT, A12G e C890T que parecem ser exclusivos da
nossa populagéo. O polimorfismo encontrado na regido promotora do gene é o mais
frequente na populagdo e apresentou uma associacado limitrofe com o cronotipo,
portanto mais estudos serdo necessarios a fim de se estabelecer o possivel efeito

deste polimorfismo no fenétipo.
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7.1. Aprovagao do CEP
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Fef: Projeto de pesquisa intitulado: “Busca de possiveis associagbes de polimorfismos do gene Aa-mat com os
diferentes cronotipos em uma amostragem da populacio brasileira™.

CARACTERISTICA PRINGIPAL DO ESTUDQ: estudo de levantamento genético.

RIZCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: risco minimo, descorforto leve com coletade sangue.

OBJETIVOS: Verificar os polimorfismos e mutagbes existentes nos 4 éxons do gene Aa-nat e er sua regifo
promotora, buscando associagdes com diferentes cronotipos em uma amostragem da populagdo brasileira
RESUMC: Participardo 100 individuos, 50 matutinos extremos e 50 vespertinos extremos, que responderam ao
questionario de matunidade-vespertinidade adaptade para a lingua portuguesa, Os individuos serdo classificados por
sexo e orfigem étnica. Caso seja encontrado algum polimorfismo, serdo comparados a uma amostra de 100
individuos da populagao geral brasileira. Serd estudado o OMA estocados do projeto 476/04 aprovado por este CEP.
Sard redlizado apds extragdo, a amplificagdo por PCR, para cada e¥on e regidgo promotora a ser analisada,
utilizando-se Kit comercial eprimers especificso as amostras de DMA amplificados por PCR serdo submetidas a
cromatografia de fase reversa denaturante para a pesquisa de mutagdes e polimorfismos. Nos individuos que
mostrarem alteragdo no cromatograma em alguns eXons analisados ou na regido promotora, o DNA amplificado sera
submatido A reagdo de sequenciamento & o8 resultados analisados estatisticamente.

FUNDAMENTOS E FACIONAL: Verificar a freqléncia dos polimorfismos existentes em diferentes etnias para poder
estudar a influnciaque eles exXercem na curva de temporizagao da melatonina & na ritmicidade circadiana
MATERIAL E METODO: descritos os procedimentos moleculares que serdo realizades.

TCLE: havera wilizagio de matarial estocado, arterior & resolugio 34705

DETALHAMENTC FINANCEIRQ: Fapesp.

CRONQGRAMA: 24 meses.

COBJET VO ACADEMICO: mestrado,

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AQ CEP PREVISTOS PARA: 4/4/2008 ¢ 4/4/2009.

0 Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de 30 Paulo/Hospital S3o Paulo ANALISOU e APROVOU

o projeto de pesquiza referanciado.
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7.2. Extragao de DNA

1° dia:
» Centrifugar os tubos de EDTA com sangue total por 5 minutos a 3000 rpm
para a retirada da camada de leucécitos
Pipetar a camada de leucécitos e transferi-la para um tubo falcon 15mL
Acrescentar blood lysis 1X até completar o tubo
Homogeneizar bem no vortex
Deixar por 30 minutos no gelo
Centrifugar 20 minutos a 3000 rpm
Entornar o sobrenadante e manter o precipitado
Colocar 3mL de nucleo lysis1X e vortexar até soltar o precipitado
Acrescentar 300uL de SDS 10% e 100 pL de proteinase K

Vortexar por 10 minutos

vV Vv YV VvV VY ¥V VvV VY V VY

Colocar na estufa a 37°C até o dia seguinte

2° dia:
» Ligar o banho seco a 65°C
Retirar da estufa e adicionar 1mL de NaCl 6M saturado
Homogeneizar bem
Centrifugar por 60 minutos a 3000 rpm
Transferir o sobrenadante para um tubo limpo e desprezar o precipitado
Precipitar o DNA adicionando etanol absoluto

Homogeneizar por inversao

vV Vv YV VvV VY V V¥V

Coletar o DNA



vV VvV ¥V V VY

Passar o DNA para um eppendorf contendo uma solugao de etanol 70%
Retirar o etanol, deixando o DNA no tubo

Deixar o eppendorf aberto por 15 minutos para evaporar o restante do etanol
Diluir o DNA em 200 uL de agua milliQ

Incubar a 65°C no banho seco durante 60 minutos para eliminar a
contaminagao por DNAse

Estocar a 4°C
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7.3. Purificagdo de DNA

YV Vv YV Vv VY V VvV VY V VY

volume inicial 100uL de DNA
adicionar 400uL de isopropanol 100%
agitar 5 minutos por inversao
centrifugar 15 minutos a 12.000 rpm
retirar o sobrenadante

adicionar 400 uL de etanol 70%
agitar 5 minutos por inversao

Retirar o sobrenadante

Secar a 55°C por 15 minutos

Ressuspender em 100uL de agua milliQ
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7.4. Concentragao das reagoes de PCR

Exon 1, 2, 3 e Promotor

H20 — para completar 50uL

Tampao 10X — 5uL — 1X

dNTP — 2uL — 0,4mM de cada base
Mg-1,5uL-1,5mM

Primer 1 — 1,0uL — 0,2uM

Primer 2 — 1,0uL — 0,2uM

Platinum Taqg DNA polimerase — 0,25uL — 1,25 unidades

DNA - 100ng

Exon 4

H20O — para completar 25 pL

Tampado 10X -2,5 uyL — 1X

dNTP - 1,0 yL — 0,4mM de cada base

Mg - 0,5 uL — 0,25mM

Primer 1 — 0,25 yL — 0,05uM

Primer 2 — 0,25 yL — 0,05uM

Platinum Taq DNA polimerase — 0,25 uL — 1,25 unidades

DNA —100 ng
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7.5. Protocolos das reagcoes de PCR

Exons 1,2¢e 3

95°C - 5:00 minutos
95°C — 0:30 minutos Y
58°C — 0:30 minutos
72°C - 0:30 minutos

75°C — 5:00 minutos
4°C —for ever

Exon 4

95°C - 5:00 minutos
95°C - 0:30 minutos
61,3°C — 0:30 minutos
72°C — 0:30 minutos
72°C - 5:00 minutos

4°C —for ever

Regiao Promotora
95°C — 5:00 minutos
95°C — 0:30 minutos Y
64,8°C — 0:30 minutos
72°C — 0:30 minutos

Y~

75°C — 5:00 minutos

4°C —for ever

J

30 vezes

N

38 vezes

34 vezes

69



7.6. Protocolo de seqiienciamento Dyenamic:

H20 — para completar 20 pyL

Tampao 10X — 4,0 yL

Mix — 4,0 uL

Primer — 0,2uL

Produto de DNA — 1,0 yL

Ciclagem:

95°C - 20 segundos

50°C — 15 segundos 25 vezes

60°C - 60 segundos

4°C — forever

Precipitacao:

>

YV Vv YV V V VYV V¥V

Adicionar 2L de acetato e 80 pL de etanol 95%
Vortexar

Centrifugar 15 minutos a 14000 rpm

Aspirar o sobrenadante

Lavar com 200uL de etanol 70%

Centrifugar 5 minutos a 14000 rpm

Aspirar o sobrenadante

Secar 4 minutos a 90°C
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7.7. Fragmentos amplificados por PCR

Seqiiéncia do éxon 1

GTCATCCTGCCTGGGATAGCtcgagaggtggggtggggggattacaaacctctaacagcaccac
aggctgcccggggaacatctgctactacagccttgcagcccggagtccecggattttactggttccegtgectgegg
acaggcccccagggctagcggctttgtggagggaacactgggtatcctctccacagtccaggtaggtgggacc
cccactcctggctctcagectttaggaacaggagcttctctACTTGGAGCTTCTAGACATGGA

Em vermelho estado representados os primers utilizados para a amplificacao da PCR,
em azul a regiao intrbnica que flanqueia o éxon 1 e em preto a sequéncia génica
correspondente ao éxon 1 que nao é traduzido em proteina.

Sequéncia do éxon 2

GATGAGGATGAGACCCCTGTcccttgctgttctccaacaggtgetgggaggcecctecttggcettagg
aggacacttccaaagctggggcgccccaaggaggcaccagtggccagaATGTCCACGCAGAGCA
CCCACCCCCTGAAACCTGAGGCCCCAICITIGTCTGCCACCTGGGATCCCCG
AGTCCCCGAGCTGTCAGCGGCGCCACACACTCCCTGCCAGTGAGTTTCGCT
GCCTCACCCCGGAGGACGCTGTCAGCGCCTTTGAGATCGAGCGTGAAGgtga
gtggcceccgecacagggtcAGAGGGATGCTCCACTCTGG

Em vermelho estao representados os primers utilizados para a amplificagdo da PCR,
em azul estd a parte intrbnica adjacente ao éxon 2, em preto a regido
correspondente ao éxon 2 sendo representada em letras minusculas a parte nao
traduzida em proteina (“untranslated region”) e em maiusculas a parte codificante.
Entre colchetes esta o polimorfismo rs34470791.

Sequéncia do éxon 3

CCTAACCCCCATTTTCCTGTggggaacggggcatctgagtggacactcggggtgcagcagacag
tggacgcgaggcacagcgactaccagtcacccacctgagectcctgccacagCCTTCATCTCCGTCT
TGGGCGTCTGCCCCCTGTACCTGGATGAGATCCGGCACTTCCTGACCCTAT
GTCCAGAGCTGTCCCTGGGCTGGTTCGAGGAGGGCTGCCTTGTGGCCTTCA
TCATCGGCTCGCTCTGGGACAAGGAGAGACTCATGCAGgtgaggacagggctgcga
cgcccagctccagggaggcec[t/alctgaaGACAGAGGTCAGCCAGATGG

Em vermelho estado representados os primers utilizados para a amplificacao da PCR,
em azul estd a parte intrbnica adjacente ao éxon 3, e em preto a regido
correspondente ao éxon 3, que € traduzido inteiramente. Entre colchetes, o
polimorfismo rs4646261.
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Sequéncia do éxon 4

CTGCCTGGGTTGGTGGTTgggggggagcacgtgtcagcagaagtgacctgggatctcatcecttge
tcgctcccagGAGTCACTGACGCTGCACAGGTCTGGGGGCCACATAGCCCACCT
GCATGTGCTGGCCGTGCACCGCIG/A]JCCTTCCGGCAGCAGGGCAGGGGCC
CCATCCTGCTGTGGCGCTACCTGCACCACCTGGGCAGCCAGCCGGLCCGTG
CGCCGGGCICIT]JIGCGCTCATGTGCGAGGACGCGCTGGTACCCTTCTATGAG
AGGTTCAGCTTCCACGCCGTGGGCCCCTGCGCCATCACCGTGGGCTCCCTC
ACCTTCATGGAGCTCCACTGCTCCCTGCGGGGCCACCCCTTI[CIT]ICTGCGCA
GGAACAGCGGCTGCTGAactgggcetgeccacctggetgeccaacatgatceecgtetctgecetggge
tcctcttagctcagctgagcatggagacagcagtttccagagagtggagagagcagggctaaataaagagga
gataaggtggcttctcacggcctgagctggagtggtgtgtcttgtctgtccccacgaggcectctggacctectgtgtt
ctgaactctgtacctgagaccgggctgggttggtaagcggGGACAATGGGAGGTGCTG

Em vermelho estao representados os primers utilizados para a amplificagdo da PCR,
em azul estda a parte intrbnica adjacente ao éxon 4, em preto a regido
correspondente ao éxon 4 sendo representada em letras minusculas a parte nao
traduzida em proteina (“untranslated region”) e em letras mailusculas a parte
codificante. Entre colchetes estdo os polimorfismos rs28936679, rs2071031 e
rs28697191, descritos nos bancos de dados.

Sequéncia da Regidao Promotora

GTTTGGTAGGGCAACCTCCTGaatatttaaatatttaattaaattaaatatttaaataaacttgaagta

gaacgtacttaaagtgcacaaattggtagcttgaattcccaccccctccccccacataagaggtggg[e/glttgtc
caagactccgagggacagagggagaatcgctggtgcccagccagtcggtgacagagcagggattagagatg
ga[c/*]ccctgaggcttagecccacgctctcttccccaaaccetggggcectcagtcagectetggtaatececttctg
tgcccagggcaccagagctgacgtttcccttcagcaaggcaggggccgaggcetgccagagcecctgetggegte
atcctgcctgggatagcetcgagaggtggggtggggggattacaaaCCTCTAACAGCACCACAGGC

Em vermelho estao representados os primers utilizados para a amplificagdo da PCR,
em preto a regidao correspondente a regido promotora. Em realce amarelo estao
indicados os sitios de ligacdo CREB/CRE. E entre colchetes estdo indicados os
polimorfismos rs4238989 e rs35065674 descritos para esta regiao.
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