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APRESENTAGAO

A proposta da obra “As Ciéncias Biolégicas e a Construcdo de Novos
Paradigmas de Conhecimento 2” € uma e-book que tem como objetivo principal
a apresentacdo de um conjunto de artigos cientificos sobre diversos areas do
conhecimento em Ciéncias Biologicas, onde cada um dos artigos compde um
capitulo, sendo no total 32 capitulos, do volume 2 dessa obra. Essa coletanea de
artigos foi organizada considerando uma sequéncia l6gica de assuntos abordados
nos trabalhos de pesquisas e revisao da literatura, mostrando a construcao
do pensamento e do conhecimento do homem nas diversas areas das Ciéncias
Bioldgicas.

O objetivo primario da obra consistiu em apresentar de forma clara as
pesquisas realizadas em diferentes em instituicbes de ensino e pesquisa do pais
como: Centros de Ensino Técnico e Superior, Colégios, Escolas Técnicas de Ensino
Superior, Centro Universitarios, Fundacéo de Ensino Médio e Superior, Instituto
Federal, Faculdades de Ensino Superior Privado e Universidades Federais. Nos
diferentes artigos foram apresentados aspecto relacionado a doencas causadas
por Bactérias, Fungos, Parasitos, Virus, Genética, Farmacologia, Fitoterapia,
Biotecnologia, Nutricdo, Vetores biolégicos, Educacéo e outras areas correlatas.

Os temas sé&o diversos e muito interessantes e foram elaborados com o intuito
de fundamentar o conhecimento de discentes, docentes de ensino fundamental,
médio, mestres, doutores, e as demais pessoas que em algum momento de suas
vidas almejam obter conhecimentos sobre a saude abrangendo agentes etiol6gicos
das doencas, uso de substancias para higienizacao bucal, aspectos nutricionais
de alimentos, atividade de organismos na producdo de alimentos, degradacao de
material organica e ciclo de nutrientes no meio ambiente, como capturar e controlar
vetores de doencas, uso de plantas medicinais para cura de enfermidades, e sobre
metodologias que podem ser usadas nas escolas para favorecer a aprendizagem
dos estudantes.

Assim, essa obra “As Ciéncias Bioldgicas e a Constru¢cao de Novos Paradigmas
de Conhecimento 2” apresenta teorias fundamentadas em dados obtidas de
pesquisas e praticas realizados por professores e académicos de diversas areas
do conhecimento biolégico, e que realizaram seus trabalhos com muita forca de
vontade, as vezes, com muitos poucos recursos financeiros, e organizaram e
apresentaram os resultados alcangados de maneira objetiva e didatica. Todos nos
sabemos o quanto € importante a pesquisa em um pais e a divulgacgao cientifica dos
resultados obtidos para a sociedade. Dessa forma, a Athena Editora oferece uma
plataforma consolidada e confidvel para os pesquisadores divulguem os resultados
de suas pesquisas.

Eleuza Rodrigues Machado
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RESUMO: Os genes humanos metabdlicos
da familia Cytochrome P450 s&o importantes
na fisiologia, metabolismo de medicamentos e
patogénese de certas doencas, e existe uma
forte necessidade de explorar as variagdes
genéticas e os mecanismos reguladores dessas
enzimas. Mutagdes nos genes CYP levando a
deficiéncia nas enzimas resultam em um amplo
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POR MLPA

espectro de doengcas humanas. O citocromo
P450 2A6 (CYP2A6) é o metabolizador de
alta afinidade da nicotina e seu metabolito
oxidado, cotinina, variantes do CYP2A6 foram
estudados principalmente para o tratamento
do abuso de tabaco. Estudos revelaram que a
cinética do metabolismo da nicotina € diferente
em individuos portadores dos alelos variantes
do CYP2A6. O objetivo do presente estudo
foi investigar a importancia dos polimorfismos
genéticos do CYP2A6 na populagao de Goiania
- GO. O estudo foi realizado de acordo com
o comité de ética da Universidade Federal de
Goias (aprovacao CEP: 895.552). Na pesquisa
atual, 100 pacientes (35M / 65F) de ambos
0s sexos e com idades entre 18 e 90 (M:
30,2) anos foram incluidos apds receberem o
consentimento informado. A amplificacdo da
sonda dependente de ligagao Multiplex (MLPA)
foi realizada usando o kit P128 CYP450 MLPA
(versdao C1; MRC-Holland) de acordo com
as instrugdes do fabricante. Esse gene esta
localizado no cromossomo 19913.2 e possui
9 éxons, mas apenas 4 (1, 2, 3 e 5) foram
analisados. No exon 1 foram encontradas 7
delecbes na heterozigose, no exon 2 foram
encontradas 4 dele¢cdes na heterozigose, no
exon 3 (4 dele¢des na heterozigose) € no exon
5 (5 dele¢cdes na heterozigose). Este estudo
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fornece resultados para o0 CYP2A6 em uma populacéo de Goiania-GO. Assim, abre
novos caminhos para investigacdes posteriores por epidemiologistas na determinacéo
da variagdo interindividual na suscetibilidade genética a varias doencas causadas
devido & interacdo gene-ambiente. E a primeira vez que essa metodologia é usada, e
acreditamos que € uma 6tima ferramenta para estudos futuros com outros genes.
PALAVRAS CHAVE: Citocromo P450, CYP2A6, Polimorfismo

IDENTIFICATION OF DELETIONS AND DUPLICATIONS IN THE CYP2A6 GENE IN
A POPULATION IN GOIANIA - GO BY MLPA

ABSTRACT: Metabolic human genes of the Cytochrome P450 family are important in
physiology, drug metabolism, and pathogenesis of certain diseases, and there is a strong
need to explore the genetic variations and regulatory mechanisms of these enzymes.
Mutations in CYP genes leading to deficiency in the enzymes result in a wide spectrum
of human diseases. Cytochrome P450 2A6 (CYPZ2A6) is the high-affinity metabolizer of
both nicotine and its oxidized metabolite, cotinine, CYP2A6 variants have mainly been
studied for treating tobacco abuse. Studies have revealed that the kinetics of nicotine
metabolism are different in individuals carrying the variant CYP2A6 alleles. The aim of
the present study was to investigate, the importance of CYP2A6 genetic polymorphisms
in the population in Goiénia - GO. The study was performed acording approved by the
ethics committee of Federal University of Goias (approval CEP: 895.552). In the current
survey, 100 patients (35M/65F) of both genders and aged 18-90 (M: 30.2) years old
were enrolled after receiving their informed consent. The Multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) was performed using the P128 CYP450 MLPA kit (Version
C1; MRC-Holland) according to the manufacturer’s instructions. This gene is located
on chromossome 19q13.2 and has 9 exons, but only 4 (1, 2, 3 and 5) were analyzed.
In exon 1 was found 7 deletions in heterozygosis, in the exon 2 was found 4 deletions
in heterozygosis, exon 3 (4 deletions in heterozygosis) and the exon 5 (5 deletions
in heterozygosis). This study provides results for CYP2A6 in a population in Goiania
—GO. Hence, it opens up new avenues for further investigations by epidemiologists
in determining inter individual variation in genetic susceptibility to various diseases
caused due to gene-environment interaction. Is the first time this methodology is used,
and we believe it is a great tool for future studies with other genes.

KEYWORDS: Cytochrome P450, CYP2A6, Polymorphisms

INTRODUGCAO

O significado da variacdo estrutural na doengca humana e na diversidade
fenotipica tem sido cada vez mais reconhecido e varios estudos geraram catalogos

de variantes de numero de copias (CNVs) no genoma humano para facilitar uma
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melhor compreensédo de sua relevancia funcional. Assim como os polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs), as CNVs influenciam a suscetibilidade a doencas
e as diferencas interindividuais na resposta ao medicamento, pois varios genes
farmacogenéticos importantes sdo conhecidos por terem numero de copias variavel
(Nygaard et al, 2016).

A superfamilia CYP humana contém 57 genes funcionais e 58 pseudogenes
em 14 subfamilias. Trés familias de genes CYPs, a saber, CYP1s, CYP2s e CYP3s,
sao as principais que contribuem para 0 metabolismo oxidativo de mais de 90%
dos farmacos clinicos com CYPs em outras familias envolvidas no metabolismo
de moléculas endbgenas, como esterdides, gordurosos. acidos, bilirrubina e AAs
(NEBERT; DALTON 2006; NEBERT et al. 2013; NELSON et al. 2013) Os CYPs
humanos s&o importantes na fisiologia, no metabolismo de medicamentos e na
patogénese de certas doencas e, portanto, ha uma forte necessidade de explorar
a variacdes genéticas e mecanismos reguladores dessas enzimas (NEBERT et al.
2013).

Assim, este estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia de CNVs
(Delecdes e Dupliagdes) no gene CYP2A6 em um grupo pertencente a populagao
de Goiania — Goias e numero de copias foi determinado por MLPA.

MATERIAIS E METODOS

Populacao de Estudo

Este estudo foi realizado no Laboratério de Genética Molecular e Citogenética
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas 1 da Universidade Federal de Goias, Goiania,
Brasil. O estudo foi realizado em 100 pessoas de saudaveis, de acordo com 0
comité de ética da Universidade Federal de Goias (aprovacdo CEP: 895.552). Na
pesquisa atual, 100 pessoas saudaveis (35M / 65F) de ambos 0s sexos e com
idades entre 18 e 90 (M: 30,2) anos foram aprovadas para parcipar apos receberem
o consentimento informado.

Coleta de amostras e analises de DNA

O sangue periférico (5 ml) foi coletado em tubos vacutainer EDTA de todos os
individuos participantes ap6s a obtencdo do consentimento por escrito. A extracao
de DNA gendmico foi realizada a partir de sangue total usando o Purelink DNA Kit
(Invitrogen).

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA)
O MLPA foi realizado usando o kit Cytochrome P-450 MLPA desenvolvido
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recentemente (P128-C1; MRC-Holland, Amsterda, Paises Baixos) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O Kit P128 CYP (MRC Holland) contém 55 sondas MLPA
que abrangem os genes CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP3A4, CYP3A5 CYP1B1,
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, GSTP1 e GSTT1.

RESULTADO E DISCUSSOES

Esse gene esta localizado no cromossomo 199g13.2 e possui 9 exons, mas
apenas 4 (1, 2, 3 e 5) foram analisados.

CYP2A6

7
4 4 4
0 I 0 I 0 I 0
Delecdo Duplicacdo Delecdo Duplicacdo Delecdo Duplicacdo Delecdo Duplicacdo

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 5

Figura 1. Demostracao do niumero de duplicacdes e delecbes do gene CYP2A6 encontrados
em um grupo populacional de Goiénia — GO.

O gene CYP2A6 é expresso principalmente no figado, representando
aproximadamente 1% a 10% do total de CYPs e é uma enzima importante, pois
pode metabolizar aproximadamente 3% dos medicamentos clinicos e esta sujeito a
polimorfismo com impactos clinicos significativos (Di et al. 2009; Raunio e Rahnasto-
Rilla 2012).

No presente estudo, encontramos no gene CYP2A6 varias mutacdes nos
exons estudados, como o exon 1 (7 dele¢des), o exon 2 (4 delecdes), o exon 3 (4
delecbes) e 0 exon 5 (5 delec¢bes), como representado em a figura 1.

Verificou-se também que o CYP2A6 é expresso em tecidos relacionados a
esterdides, como glandula adrenal, testiculo, ovario e mama. O gene CYP2A6
metaboliza esterdides como testosterona e estradiol, mas a contribuicado € menor
(Nakajima et al.2006). A atividade também é modificada por certos medicamentos,
além de fatores patolégicos e ambientais. Essas mutacbes podem aumentar a
variabilidade interindividual da atividade do CYP2AG6 e, assim, afetar o comportamento
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de fumar ou a suscetibilidade ao cancer (Malaiyandi et al, 2005; Rossini et al. 2008).

O citocromo P450 2A6 (CYP2A6) é o metabolizador de alta afinidade da
nicotina e seu metabolito oxidado, cotinina. Variantes do CYP2A6 foram estudados
principalmente para o tratamento do abuso de tabaco. Estudos revelaram que a
cinética do metabolismo da nicotina é diferente em individuos portadores dos alelos
variantes do CYP2A6 e o que essas delecdes e duplicacbes podem causar no
organismo (Nakajima et al., 2000; Gonzales, 2007; Nebert et al. 2013).

Este estudo fornece os primeiros resultados para o CYP2A6 em uma populacéao
de Goiania-GO. Assim, abre novos caminhos para investigacdes posteriores por
epidemiologistas na determinacédo da variacdo interindividual na suscetibilidade
genética a varias doencas causadas devido & interacdo gene-ambiente. E a primeira
vez que essa metodologia é usada, e acreditamos que € uma 6tima ferramenta para

estudos futuros com outros genes.
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