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RESUMO

A butirilcolinesterase (BChE) € uma enzima sérica, codificada pelo gene BCHE (3926.1-
026.2), produzida no figado e encontrada em varios tecidos do organismo. O presente
estudo investigou a variabilidade genética e haplotipica do gene BCHE em uma amostra de
origem Afro-descendente, da populacdo de Curitiba, com o objetivo de comparar as
frequéncias encontradas com as de outras populacoes, a fim de tentar estabelecer a origem
das mutagdes encontradas. As variacdes nos exons 1 (-116G>A), 2 (D70G e E255D) e 4
(A539T) foram investigadas por PCR-SSCA e a variagdo 1914A>G foi detectada na
Genotipagem por Tagman. Os resultados obtidos revelam uma frequéncia de 4,04% *
1,28% para a variante -116A; 1,49% * 0,56% para a variante 209G; 3,62% + 0,86% para a
variante 765C; 19,14% + 1,81% para a variante 1615A e 38,31% * 2,33% para a variante
1914G. Comparacgdes das frequéncias das mutagdes nos sitios -116 e 255 com as de outros
estudos revelaram que estas diferem das encontradas na populagdo de Curitiba. A analise
haplotipica revelou os seguintes haplétipos como mais frequentes: [-116G; 209A; 765G;
1615G; 1914A] com 57,34%, [-116G; 209A; 765G; 1615G; 1914G] com 21,56% e [-116G;
209A; 765G; 1615A; 1914G] com 9,17%. As analises de desequilibrio de ligacao
possibilitaram concluir que os desequilibrios encontrados eram semelhantes aos ja descritos
em outros estudos, com excecdo da auséncia de desequilibrio entre as mutacdes 209A>G e
A539T e, analisando esses dados para as variantes dos nucleotideos 765 e 1615 sugere-se
que a mutacao 765C tenha surgido em um cromossomo que possuia a variante 1615A.
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ABSTRACT

The butyrylcholinesterase (BChE) is a serum enzyme, codified by BCHE gene (3926.1-
026.2), produced in the liver and met in several organism tissues. The present study
analyzed all genetic and haplotipic variability of the BCHE gene in a sample of the Curitiba
population of African origin, in order to compare the frequency found with those of other
population, to try establish the analysed mutations origin. Variants in exons 1 (-116G> A), 2
(D70G and E255D) and 4 (A539T) were investigated by PCR-SSCA and change 1914A> G
was detected by Tagman genotyping. The results got shows a frequency of 4,04% * 1,28%
to the variant -116A, 1,49% * 0,56% to the variant 209G; 3,62% * 0,86% to the 765C variant,
19,14% * 1,81% to the 1615A variant and 38,31% * 2,33% to the 1914G variant. The
frequencies comparison of the -116 and 255 mutations with other studies showed that these
differ from the frequency found in the Curitiba population. The haplotype analysis revealed
the following most common haplotypes as: [-116G, 209A, 765G, 1615G, 1914A] with
57,34%, [-116G, 209A, 765G, 1615G, 1914G] with 21,56% and [-116G , 209A, 765G, 1615A,
1914G] with 9,17%. The linkage disequilibrium analyses to make possible to conclude that
the disequilibrium found were the same those already described in other studies, except the
absence of disequilibrium between 209A>G and A539T mutations, and analyzing the data for
765 and 1615 variant is suggested that the 765C mutation arose in a chromosome with the
1615A variant.



1. INTRODUCAO

A butirilcolinesterase (BChE), também chamada de colinesterase do soro, € uma
enzima sérica, codificada pelo gene BCHE, que esta localizado no braco longo do
cromossomo 3 (3026.1-g26.2). E produzida no figado, sendo encontrada em varios
tecidos do organismo (KUTTY, 1980; CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989).

Embora se conheca o papel da BChE na hidrélise de diversos ésteres de colina,
como a acetilcolina e a butirilcolina, essa enzima tem sido correlacionada com diversas
vias de metabolismo e desenvolvimento do organismo porém, sua funcgéo fisioldgica e
seu substrato natural ndo estdo totalmente compreendidos. Além de servir como um
marcador de fungdo do figado e intoxicagcdo por organofosforados, a BChE tem
relevancia clinica devido as variantes genéticas dessa enzima que reduzem a
capacidade de hidrolisar relaxantes musculares tais como a succinilcolina, mivacurio,
além de ésteres alifaticos que nao contém colina, como o acido acetilsalicilico e muitas
drogas como a cocaina e a procaina (HARRIS, 1980; BOECK et al., 2002). Mutacdes
no gene da BChE tém sido responsaveis pela maioria dos casos de apneia prolongada
provocada pela administracdo de succinilcolina na fase pré-cirurgica.

O gene BCHE é de carater polimérfico apresentando, até o momento, setenta
variantes descritas, muitas das quais sao raras e outras com frequéncia populacional
2 1%.

Além das variantes do gene BCHE, que sao os principais fatores genéticos
envolvidos na diminuigdo da atividade da enzima BChE, ha varios fatores ambientais
associados com alteracbes na sua atividade, como por exemplo, estrogenos, hepatite,
doencas renais, anemias (WHITTAKER, 1980), bem como alimentos da familia
solanaceae, que contém inibidores de colinesterases, como solanina e solanidina
(HARRIS e WHITTAKER, 1962), sendo que estes fatores levam a diminuigdo da
atividade da BChE. Dentre os principais fatores que influenciam o aumento da atividade
enzimatica podemos citar: fenétipo CHE2 C5+, produto da interacdo dos genes BCHE



e CHEZ2, idade, sexo, obesidade, hiperlipoproteinemia, psoriase, hipertensao
alcoolismo e esquizofrenia (WHITTAKER, 1980).

Desde a deteccdo da primeira mutacdo no gene da BCHE (McGUIRE et al.,
1989) com base na analise do DNA, novas ferramentas tém melhorado o diagnéstico
de deficiéncia da BChE. Atualmente, a identificacdo das variantes € feita através de
diferentes métodos como PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia de Polimerase -
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo), PCR-SSCA (PCR seguida
de Andlise Conformacional de Fita Simples) e sequenciamento de DNA. O
sequenciamento do gene BCHE (ARPAGAUS et al., 1990) possibilitou a analise do
DNA, o que vem permitindo a identificacdo de muitas outras variantes do gene BCHE.

No presente estudo foi analisada a variabilidade de partes do gene BCHE, em
brasileiros afro-descendentes, uma vez que SOUZA (1998) observou que a mutacao no
nucleotideo 1615 (K) parece ser menos frequente nesse grupo étnico, além de dados
de frequéncia do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=16849700)
que apontam para a possivel origem africana da mutacao no nucleotideo 765 (E255D).
Além disso, foram também obtidas informagdes sobre a estrutura dos haplétipos e suas
frequéncias e verificou-se o grau de desequilibrio de ligacao entre as variantes

analisadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COLINESTERASES

As colinesterases (ChEs) sdo enzimas que desempenham papel chave na
neurotransmissao colinérgica e em outras funcdes fisiolégicas. Existem dois tipos de
colinesterases nos vertebrados: acetilcolinesterase (AChE, colinesterase verdadeira ou
especifica, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BChE, pseudocolinesterase, colinesterase
do soro; EC 3.1.1.8). A acetilcolinesterase é responsavel por catalisar a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina na membrana pds-sindptica na jungdo neuromuscular. E
encontrada também em eritrocitos e no sistema nervoso. A BChE é produzida no
figado e adipdcitos, com ampla distribuicdo no organismo, sendo um dos componentes
do plasma, figado, coracdo, pancreas, endotélio vascular, pele, massa branca do
cérebro, musculo liso e adipécitos (KUTTY, 1980; CHATONNET e LOCKDRIDE, 1989;
ORESKOVIC e KUNEC-VAJIC, 1992; POPQVIC et al., 1998). A BChE hidrolisa ésteres
de colina como a butirilcolina, os relaxantes musculares succinilcolina, mivacurio,
ésteres alifaticos que nao contém colina, como o acido acetilsalicilico e muitas drogas
como a cocaina e a procaina (HARRIS, 1980; BOECK et al., 2002).

AChE e BChE sao enzimas distintas, codificadas por genes diferentes porém
relacionados, sendo que diversas similaridades tém sido observadas entre elas, tais
como: mecanismo de agao, formas moleculares, natureza do sitio ativo e organizacao
das subunidades (BASTONE et al., 1987; MASSOULIE & BON, 1982). Devido a essa
similaridade e a comparacgao das seqliéncias codificantes das duas enzimas indicarem
que elas encontram-se altamente conservadas em vertebrados, tem sido sugerido que
0s genes podem ter surgido por duplicacdo de um gene ancestral comum
(CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989). Contudo suas sequéncias de regulacao génica
diferem, resultando em expressdes discriminadas durante a diferenciacdo e
desenvolvimento tecidual (GNATT et al., 1991; MASSOULIE et al., 1993).

A atividade de ChE de plasma humano é representada principalmente pela
atividade da BChE, enquanto que plasma de ratos contém aproximadamente iguais
quantidades das duas enzimas, AChE e BChE (TRAINA & SERPIETRI, 1984).



Estudos farmacologicos recentes demonstram que, além da funcao esterasica
das colinesterases, as acetilcolinesterases (AChE) desempenham outras funcoes
como: efeitos inibitorios pré-sinapticos, acao direta sobre receptores colinérgicos, acao
direta sobre canais, especialmente o de potassio, e agcdo sobre outros
neurotransmissores (ASHFORD et al., 1989). Ja as butirilcolinesterases, produzidas em
grandes quantidades no figado e presentes no plasma, parecem ter funcao
desconhecida (CHUBB, 1984). Porém existem hipdteses que as relacionam a protecao
da acetilcolinesterase (WHITTAKER, 1980; WHITTAKER, 1986) e ao metabolismo de
lipideos (KUTTY, 1980).

2.2 ESTRUTURA DA BChE

A BChE humana possui 574 aminoacidos e nove cadeias de carboidratos, com
peso molecular aproximado de 85 kDa e, além disso, apresenta cinco formas
moleculares principais presentes no plasma identificadas através de eletroforese
denominadas Cy, C,, Cs, C4 (HARRIS et al., 1962) e Cs (HARRIS et al., 1962;
MASSON, 1989). A forma Cy é um mon6émero, C, € um mondmero ligado a albumina
sérica, C3z € um dimero, C4, que € a forma mais ab*ante da BChE plasmatica, é um
tetramero e Cs € um tetrdmero ligado a uma substancia ainda nao identificada
condicionada pelo gene CHEZ2. Cada tetramero é formado por um dimero de dimeros,
onde cada dimero é constituido por dois monémeros unidos por uma ligacéao dissulfeto,
sendo que os dimeros ligam-se entre si por ligagdes ndo covalentes (LOCKRIDGE et
al., 1979; 1987; LOCKRIDGE e LA DU, 1982; MASSON, 1989).

SOUZA (1995) descreveu uma nova banda eletroforética com mobilidade igual a
da banda Cs, quando o pH do gel de agar é cerca de 5,3 e com mobilidade igual a da
banda C4, quando o pH é cerca de 6,7. Essa banda foi chamada de banda Cy4s € nao
parece ser determinada por alelo de CHEZ* C5+.

A estrutura cristalografica da BChE foi descrita por NACHON et al. (2002). A
enzima possui seu sitio ativo em forma de garganta composto por aproximadamente 55

amino&cidos (Figura 1). O sitio anidnico periférico (PAS), localizado na boca da



garganta, é formado pelos aminoacidos D70 (acido aspartico) e Y332 (tirosina) os quais
estao relacionados com a ligacdo inicial de substratos carregados positivamente. O
aminoacido D70 forma uma alca émega (Q) com W82 (triptofano), componente do sub-
sitio de ligacao do sitio ativo (MASSON et al., 2001). A cavidade oxianidnica localizada
proxima ao sub-sitio de ligacado, inclui os aminoacidos G116 (glicina), G117 e A199
(alanina). O sitio esterasico da BChE é formado pela triade catalitica dos aminoacidos
S198 (serina), H438 (histidina) e E325 (acido glutamico), responsaveis pela hidrélise
(SHAFFERMAN et al., 1992).

Figura 1 - Estrutura esquematica do sitio ativo do monémero da butirilcolinesterase
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Fonte: Darvesh et al., (2003).

2.3 ESTRUTURA DO GENE BCHE

O gene BCHE apresenta uma unica cépia, sendo constituido por 64.559 pb
desde o inicio do exon 1 até o sitio CA de poliadenilacdo. O exon 1 é formado por 149
pb. O exon 2 possui 1525 pb, codifica o peptideo lider e contém cerca de 90% da
seqliéncia codificadora da proteina madura, incluindo a extremidade N-terminal e o



sitio ativo. O exon 3 tem 167 pb e o0 exon 4 tem 603 pb, codificando a extremidade C-
terminal da proteina e possuindo a regido 3'UTR, que contém dois sinais funcionais de
poliadenilagédo (Arpagaus et al., 1990). O intron 1 tem 6272 pb, o intron 2 tem 43205 pb
e o intron 3 tem 12638 pb. A figura 2 mostra um desenho esquematico do gene BCHE.

Figura 2 - O gene BCHE esta localizado no cromossomo 3 (3926.1-g26.2), tem aproximadamente 65 kb
e é composto por 4 exons (E1, E2, E3 e E4) e 3 introns (I1, 12 e 13)

Y 70 kb i

D Regido codificadora

Fonte: Darvesh et al., (2003).

2.4 NOMENCLATURA

Recentemente, um sistema de nomenclatura tem sido sugerido para a descricao
de alteragbes nas sequéncias de DNA e de proteinas (DEN DUNNEN e
ANTONARAKIS, 2000).

No presente estudo a nomenclatura segue de acordo com as seguintes

recomendacdes de DEN DUNNEN e ANTONARAKIS (2000):
- E recomendado o uso do cédigo de uma letra do amino&cido;
- As mudancas no aminoacido devem ser descritas no seguinte formato: cddigo do
aminod&cido alterado; nimero do aminoacido; cédigo do novo aminoacido. Exemplo:
T24M denota que o aminoacido 24 (Treonina, T) € substituido por uma metionina (M);
- Codons de término devem ser designados por X.
- As substituicdes devem ser designadas pelo caracter “>”;
- As dele¢des devem ser designadas por “del" depois do numero do aminoacido;



- As insercoes devem ser designadas por “ins” depois do numero do aminoacido,
seguidas pelos amino&cidos inseridos;

- As mudancas na matriz de leitura devem ser designadas por “fs” ap6s 0 primeiro
aminoacido afetado pela mudanca.

2.5 VARIABILIDADE DO GENE BCHE

A BChE é uma enzima polimérfica codificada pelo gene BCHE que apresenta
até o momento 70 variantes descritas (Tabela 1). Sua variabilidade genética comecou a
ser revelada na década de 50, quando se verificou que os individuos diferiam na sua
capacidade de hidrolisar a succinilcolina, relaxante muscular hidrolisavel pela BChE. A
primeira variante descrita (atipica, D70G) foi descoberta por ndo ser capaz de hidrolisar
esse relaxante, em doses farmacol6gicas, causando apneia respiratdria e paralisia
muscular prolongadas nos pacientes.

Pacientes que apresentam variantes do gene BCHE, caracterizados pela reducao
ou deficiéncia na atividade enzimatica, bem como por menor afinidade a substratos
positivamente carregados, apresentam sérias dificuldades em hidrolisar o relaxante
muscular succinilcolina, desencadeando quadro clinico de apneia prolongada, que
pode ser fatal, se ndo forem tomados os devidos cuidados (LEJUS et al., 1998).



Tabela 1. Variantes do gene BCHE

Nivel de DNA ? Nome ° Referéncia

Exon 1

-116; TGC>TAC Bartels et al. (1990)

Exon 2

9a11; CATCAT>CAT l4del Maekawa et al. (1997)
16, ATT>TT l6fs Bartels et al. (1992b) Primo-Parmo et al. (1996)
35; AAA>AGA K12R Mikami et al. (2008)

45; GGG>GGC G15G Mikami et al. (2008)

71; ACG>ATG T24M Maekawa et al. (1997)
82; TTT>ATT F28l Yen et al. (2003)

98; TAT>TGT Y33C Primo-Parmo et al. (1996).
109; CCT>TCT P37S Primo-Parmo et al. (1996)
208; GAT>CAT D70H Boeck et al. (2002)

209; GAT>GGT D70G (A) McGuire et al. (1989)
223; GGC>CGC G75R Souza et al. (2005)

270; GAA>GAC E90D Souza et al. (2005)

286; AAT>TAT N96Y Yen et al. (2003)

297; ATT>ATG 199M Souza et al. (2005)

298; CCA>TCA P100S Maekawa et al. (1997), Takagi et al. (1997), Lu et al. (1997)
318; AAT>AAAT N106fs Yen et al. (2003)

344; GGT>GAT G115D Primo-Parmo et al. (1997)
351; GGT>GGAG G117fs Nogueira et al. (1990)
355; CAASTAA Q119X Sudo et al. (1996)

375, TTASTTT L125F Primo-Parmo et al. (1996)
383; TAT>TGT Y128C Hidaka et al. (1997a)
395; GCT>GCTA A134fs On-Kei Chan et al. (2005)
424; GTG>ATG V142M (H)  Jensen et al. (1992)

486; GCT>GCC A162A Souza et al. (2005)

510; GAT>GAG D170E Primo-Parmo et al. (1996)
514; CAG>TAG Q172X Gatke et al. (2001)

551; GCC>GTC A184V (SC) Greenberg et al. (1995)
592; AGT>GGT S198G Primo-Parmo et al. (1996)
596; GCA>GTA A199V Sakamoto et al. (1998)
601; GCA>ACA A201T Primo-Parmo et al. (1996)
607; TCA>CCA S203P Hidaka et al. (2001)

728; ACG>ATG T243M (F-1) Nogueira et al. (1992)
748; ACT>CCT T250P Maekawa et al. (1995)
765; GAG>GAC E255D Primo-Parmo et al. (1996)
800; AAA>AGA K267R Maekawa et al. (1997)
811; GAA>TAA E271X Primo-Parmo et al. (1996)
880; GTG >ATG V294M Mikami et al. (2008)

920; CTT>CCT L307P Manoharan et al. (2006)




Tabela 1. Variantes do gene BCHE (continuacao)

943; ACC>AACC T315fs Hidaka et al. (1992)

943; ACC>TCC 73158 Liu et al. (2002)

988; TTA>ATA L3301 Sudo et al. (1997)

997; GGT>TGT G333C Mikami et al. (2008)
1020_1021; GAT>GATA D340insA ver Hidaka 1992
1062_1076; K355insALU Muratani ef al. (1991)
1093; GGA>CGA G365R Hada et al. [1992], Hidaka et al.(1992)
1169; GGT>GTT G390V (F-2) Nogueira et al. (1992)
1200; TGC>TGA C400X Hidaka et al. (1997b)
1240; CGT>TGT R386C Yen et al. (2003)

1253; TTC>TCC F418S Maekawa et al. (1995)
1270; CGASTGA R424X Yen et al. (2003)

1273; TCC>CCC S425P Gnatt et al. (1990)

1294; GAASTAA E432X Levano et al. (2005)

1303; GGA>AGA G435R Dey et al. (1997)

1336; TTT>GTT F446Vv Dey et al. (1998)

1351; GAASTAA E451X Dey et al. (1998)

1378; GAG>AAG E460K Yen et al. (2003)

1393; AGA>TGA R465X Maekawa et al. (1995)
1408; CGG>TGG R470W Mikami et al. (2008)

1411; TGG>CGG W471R Primo-Parmo et al. (1996)
Intron 2

IVS2-8T>G Primo-Parmo et al. (1996)
Exon 3

1490; GAA>GTA E497V (J)  Bartels et al. (1992a)
1500; TAT >TAA Y500X Bartels et al. (1992b), Primo-Parmo et al. (1996)
1504; TTT>CTT F474L On-Kei Chan et al. (2005)
1543; CGT>TGT R515C Maekawa et al. (1995)
1553; CAA>CTA Q518L Primo-Parmo et al. (1996)
intron 3

IVS3-14T>C Parmo-Folloni et al. (2008)
Exon 4

1615; GCA>ACA A539T (K)  Bartels et al. (1992b)
1719_1720delT L574fsX576 Parmo-Folloni et al. (2008)
1914; A>G Bartels et al. (1990)

% nome comum entre parénteses ° Glu 1 é o aminoacido N-terminal da BChE madura e o nt 1 corresponde ao primeiro
nucleotideo no cédon para Glu 1
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2.5.1 Variantes nao usuais mais frequentes do gene BCHE

2.5.1.1 Variante -116G>A (rs1126680)

Esta mutacdo ocorre no exon 1 na posicdo —116, regido transcrita mas nao
traduzida do gene. Esse sitio —116 esta localizado na regido 5° UTR e, portanto, pode
estar associado a regulacado da tradugcdo do RNAm da BChE, ou ainda, como supés
NUNES (2007), uma variagdo nesse sitio poderia interferir na ligagdo dos fatores de
transcricdo na molécula de DNA.

A frequéncia populacional da variante —116G>A descrita por BARTELS et al.
(1990) é de 8% em norte americanos. Em caucasoides de Curitiba a frequéncia alélica
para —116G>A é de 8,8% (FURTADO-ALLE et al., 2006). Essa variante também se
encontra em desequilibrio de ligagdo com 1615G>A.

2.5.1.2 Variante D70G (rs1799807)

A forma atipica (A; D70G), também chamada de resistente a dibucaina, foi a
primeira variante genética a ser identificada (KALOW e GENEST, 1957). Foi
inicialmente detectada em pacientes submetidos a doses fisiologicas de succinilcolina,
utilizada como relaxante muscular pré-operatério. A enzima atipica tem afinidade
reduzida por ésteres de colina que normalmente se ligam ao sitio aniébnico da enzima.
McGUIRE et al. (1989) mostraram que o alelo atipico D70G resulta de uma mutagéo de
ponto no nucleotideo 209 (exon2), levando a substituicdo do acido aspartico 70 (GAT)
por glicina (GGT).

LOCKRIDGE e LA DU (1978) verificaram que a variante D70G apresenta
afinidade reduzida frente a inibidores e substratos carregados positivamente, enquanto
nao mostra alteracao de afinidade por substratos neutros. Segundo MASSON et al.
(2001) o residuo Asp70 € um local de ligacao de substrato no sitio aniénico periférico
da BchE. Assim, a substituicdo de um aminoacido de carater acido por um aminoacido
neutro (Asp—Gly) levaria a diminuigdo de afinidade por ésteres de colina. Em vista
disso, a BChE atipica apresenta reducao de 30% na sua atividade, quando comparada
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com a enzima usual. Homozigotos para essa mutacao apresentam quadro de apneia
prolongada apds administragdo de succinilcolina, além de também apresentar efeitos
colaterais significantes como depresséao, insbnia e perda de peso apds a ingestao do
inibidor de colinesterase piridostigmina (Darvesh, 2003). De acordo com
LOEWENSTEIN-LICHTENSTEIN et al. (1995) esses efeitos indicam uma relacao da
mutagédo com o sistema nervoso central e periférico.

Existem diversas estimativas da frequéncia populacional da variante atipica da
BChE. MCGUIRE et al. (1989) estimaram a frequéncia do alelo D70G em populagéao
caucasoide em cerca de 2%. MIKAMI (2005) estimou essa frequéncia em 1,8% em

doadores de sangue euro-brasileiros da populacao de Curitiba.

2.5.1.3 Variante E255D (rs16849700)

Caracterizada por uma mutacao de ponto no exon 2, nucleotideo 765 (PRIMO-
PARMO et al, 1996), alterando o acido glutamico (GAUGU) para acido aspartico
(GAUCU). MIKAMI (2005) encontrou individuos com a mutagcao 765G>C nos grupos
classificados como de atividade alta, média e baixa, sugerindo que essa mutacido nao
altera a atividade da BChE. Esses autores estimaram a frequéncia dessa variante em
doadores de sangue de Curitiba em 0,98%. A mutacdo 765G>C também se encontra
em desequilibrio de ligagdo com 1615G>A, visto que D’ é igual a 65,6% (MIKAMI,
2005).

2.5.1.4 Variante A539T (rs1803274)

A variante A539T, ou variante K, é caracterizada por uma reducao de 33% no
namero de moléculas circulantes que pode ser devida a diminuicdo de sintese da
enzima ou a sua degradacgéo acelerada (RUBINSTEIN et al., 1978). A variante A539T é
causada por uma mutagdo de ponto, no exon 4, que causa a substituicdo da alanina
(GCA) por treonina (ACA) na posicao 539 (BARTELS et al.,, 1992b). BARTELS et al.
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(1992b) verificaram ainda que a variante D70G encontra-se em cis com a variante
A539T em 89% dos casos da mutacao atipica.

Os estudos populacionais, baseados em analise direta de DNA, mostram que o
alelo A539T ¢é o mais frequente dentre as variantes ndo-usuais da BChE (SOUZA et al.,
1998), nos grupos étnicos europeu, africano e asiatico ja estudados, variando de cerca
de 18% a 20% nessas populagcdes nao isoladas.

De forma interessante, essa variante tem sido relacionada ao gene da

apolipoproteina E (APOE) na Doenca de Alzheimer (AD).

2.5.1.5 Variante 1914A>G (rs3495)

E uma mutagdo no nucleotideo 1914, 189 bases apds o cédon de término no
exon 4. A variante ndo usual G apresentou frequéncia populacional de 26% e encontra-
se em desequilibrio de ligagcdo com 1615G>A (BARTELS et al., 1990).

2.5.1.6 Variante A184V

Essa variante também chamada de resistente a succinilcolina (SC) apresenta-se
como uma mutacdo de ponto no nucleotideo 551, no exon 2, o que leva a uma
alteracdo na alanina (GCC) 184 para valina (GTC), condicionando uma enzima com
capacidade diminuida em hidrolisar succinilcolina, mas com habilidade normal em
hidrolisar outros substratos e resisténcia normal a inibidores convencionalmente
utilizados. Foi primeiramente descrita por GREENBERG et al. (1995) em uma paciente
norte-americana que possuia significativa reducao na capacidade de hidrolisar a
succinilcolina e apresentava habilidade normal em hidrolisar outros substratos e

resisténcia normal aos inibidores dibucaina e fluoreto.
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2.5.2 Variantes silenciosas

As variantes da BChE que tém atividade inferior a 10% do nivel da enzima usual
sdo denominadas de silenciosas (PRIMO-PARMO, 1993) pois ndo sdo capazes de
catalisar ésteres de colina. Atualmente existem pelo menos 12 mutagdes silenciosas
descritas (PRIMO-PARMO et al., 1996; MANOHARAN et al., 2006; GATKE et al.,
2007).

2.6 ATUACAO FISIOLOGICA DA BChE

2.6.1 Atuacao nas vias colinérgicas

MESULAM et al. (2002) observaram que em ratos nulizigotos onde o gene da
AChE foi desativado (knockout), a BChE substituiu a AChE nas juncdes
neuromusculares, passando a modular a transmissdo colinérgica e hidrolisando a
acetilcolina. Isso sugere que a BChE ndo apenas funciona como um recurso de
seguranca, evitando a morte do animal por hiperativagao das vias colinérgicas, mas
também substitui a AChE contribuindo para o processo de transmissdo das vias

colinérgicas.

2.6.2 Metabolismo de lipideos, peso e IMC

O aumento na atividade da BChE esta associado ao metabolismo anormal de
lipideos na hiperliproteinemia que € caracterizada pelo aumento na sintese de
triglicerideos e/ou colesterol e excesso de acidos graxos derivados do metabolismo de
carboidratos, obesidade e diabetes (KUTTY, 1980).

CROOK et al. (1994) e LEJUS et al. (1998) concluiram que existe uma
correlagdo positiva entre a atividade da BChE e as concentragfes de triglicerideos e
apolipoproteina B, a qual esta presente nas particulas LDL e VLDL.

Individuos de feno6tipo CHE2 C5+ (caracterizado pela presenca de Cs, tetramero
da BChE ligado a uma substancia ainda nao identificada) apresentam média de peso
(CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al., 1991) e de IMC (ALCANTARA, 2000) inferiores em
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relacao a individuos de fené6tipo CHE2 C5—, que nao apresentam Cs, sugerindo que a
presenca do complexo Cs, que eleva em cerca de 25% a atividade da BChE, poderia

levar a uma menor estocagem de gordura.

2.6.3 Ciclo celular - desenvolvimento embrionario e tumorigénese

O papel das colinesterases na regulacdo dos processos de diferenciacao e
proliferacdo celular tem sido evidenciado por muitos autores e essas evidéncias
indicam que essas enzimas possam ter alguma influéncia no processo de
tumorigénese. Tanto a BChE quanto a AChE se expressam durante o desenvolvimento
embrionario. Ha evidéncias de que a BChE esta presente transitoriamente em algumas
células embrionarias, nas quais ela pode estar sendo substituida, em alguns casos,
pela AChE. Isso sugere uma fungdo para a BChE como uma acetilcolinesterase
embrionaria e sugere uma complementariedade no papel das duas enzimas
(CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989). Essa expressdo transitéria se da em uma
grande populacdo de neurbnios e também em células ndo neuronais, e tem sido
interpretada como uma evidéncia da participacdo dessa enzima no desenvolvimento do
sistema nervoso, seja pela sua atividade enzimatica ou pela sua capacidade de regular
outras proteinas (DARVESH et al., (2003).

Em estudos de LAYER & SPORNS (1987), realizados com embrides de galinha,
foi observado que, tanto na retina quanto no cérebro, a diminuicdo da proliferacéo
celular é seguida pela diminuigdo da quantidade de BChE. Os mesmos autores
também observaram que a BChE é expressa logo no inicio e durante a mitose,
enquanto a AChE é expressa em torno de 11 horas apds a divisao celular. Sugere-se,
entdo, a participacdo da BChE na regulacdo da proliferacdo celular e também na
expressao da AChE, além da participacdo desta ultima no processo de diferenciacao
celular (LAYER et al., 1992).

As evidéncias de participacado no controle da proliferacao e diferenciacéao celular
sugerem a influéncia dessas enzimas no processo de tumorigénese. De fato, ja foi

mostrado que os genes das colinesterases estdo estruturalmente alterados ou se
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expressando de maneira aberrante em uma série de tipos tumorais, tais como gliomas
(VIDAL, 2005), carcinomas primarios de ovario (ZAKUT et al., 1990), leucemias
(LAPIDQOT et al., 1989) e cancer de pulmao (BRASS et al., 1997). Ha relatos ainda de
amplificacdes da regido 3q - na qual se situa o gene BCHE - em cénceres de prostata
(JUNG et al., 2006) e em canceres de cabeca e pescoco (HIBI et al., 2000), e delecoes
da regidao 7q - onde esta situado o gene ACHE - em leucemias (STEPHENSON et al.,
1996). O gene BCHE é um dos poucos exemplos de genes que sao ativados durante o
processo de imortalizagcao celular. Por anélise de DNA e de RNAm, tem-se detectado
que varios tipos de tumores apresentam o gene BCHE amplificado ou com outro tipo de
mutacao, podendo se expressar anormalmente ou nao.

Bernardi (2008) investigou a possivel amplificacdo ou delecao dos genes BCHE
e ACHE em tumores de mama esporadicos e observou que grande parte das pacientes
portadoras dessa neoplasia apresentaram os genes das colinesterases alterados nos
tecidos tumorais. Além disso, as amplificacdes e delecbes observadas em ambos os

genes estavam correlacionadas entre si.

2.6.4 Doencas neurodegenerativas

Varios autores tém investigado a atuacdo da variante K do gene BCHE
interagindo com o gene APOE no aumento da progressdao dos danos cognitivos da
Doencga de Alzheimer (AD).

Déniz-Naranjo et al. (2007) concluiram que o alelo K esta associado ao inicio do
desenvolvimento da doenca, sendo que individuos portadores desse alelo tendem a
apresentar a forma tardia da doenca. Isso se deve ao fato de que nos pacientes com
AD, a presencga da variante K associada a uma redugao em 30% da atividade da BChE,
diminui assim o metabolismo da acetilcolina e, consequentemente, uma funcao
cognitiva normal por um longo periodo, por haver uma menor hidrolise desse
neurotransmissor.

Feldman et al. (2008) analisaram o efeito conjunto dos genes APOE (alelo €4) e
da variante K do gene BCHE e concluiram que individualmente, apenas aquele foi

associado a uma maior progressao da doenca, enquanto esse nao demonstrou efeito
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independente nessa progressao. Porém, em individuos portadores de ambos os alelos
APOE ¢4 e BCHE-K a progressao da AD foi significativamente maior.

2.7 POPULACAO AFRO-BRASILEIRA

2.7.1 Origem da populacao brasileira
A populacéo brasileira € geneticamente muito diversa resultante da contribuicao

de trés grandes grupos: caucasoides, africanos e amerindios. A maioria dos
caucasoides veio de Portugal, Espanha, Itdlia e Alemanha. Os africanos foram
introduzidos no comeco do século XVI e dentre os grupos trazidos para o Brasil, dois
foram predominantes: os bantus, vindos de Angola, e os sudaneses, de varias regides
sendo as principais, Costa da Mina e Golfo de Benin. O grupo indigena se originou
predominantemente das tribos Tupi e Tapuia (Jé).

Devido ao grande tamanho territorial do Brasil e a diversidade da sua
colonizagao, diferentes regides do pais apresentam predominancia maior ou menor de

cada um dos grupos étnicos descritos.

2.7.2 Populacao Paranaense e Curitibana

Os trés ciclos econémicos (mineragao, tropeirismo e agricultura), que ocorreram
no Parana, foram responsaveis pelo povoamento do estado. Curitiba surgiu,
inicialmente, da reunido de portugueses, espanhdis e seus descendentes, que vieram
da capitania paulista de Sdo Vicente e da Vila de Paranagud, no litoral paranaense
(CULPI, 1981; apud MACIEL, 2007, p. 9). A primeira descricdo da populagao
paranaense é de 1780. Em 1853 o Parana emancipou-se da Provincia de Sao Paulo e,
nessa época, Curitiba era povoada por europeus, principalmente portugueses e
espanhdis, indios Guarani, negros africanos escravizados e descendentes desses trés
grupos.

A partir de 1831 houve uma aceleracdo da imigracao europeia € a Composicao
dos grupos imigrantes foi bastante heterogénea, compreendendo poloneses, alemaes,
italianos, franceses, suicos, ingleses e outros. A composicado étnica da populacao



17

paranaense manteve-se semelhante nos diversos periodos sendo predominantemente
europeia seguida de uma pequena proporcao afro-descendente, asiatica e amerindia.
De acordo com dados do Instituto Paranaense de Desenvolvimento Econdmico e
Social (IPARDES, 2008), o estado do Parana possui 10.284.503 de habitantes.

A populacdo de Curitiba atual é resultado do longo periodo de colonizagéo e
imigracao por parte de grupos europeus e de outros grupos étnicos. Sua composicao
genética esta intimamente relacionada as variantes alélicas presentes nas populacdes
fundadoras, que contribuiram para a formagéao dos primeiros grupos populacionais que
habitaram a cidade (efeito fundador).

2.7.3 Composicao alélica dos afro-descendentes brasileiros e paranaenses

A contribuicdo da populacao africana para as populagdes atuais brasileiras é
encontrada em varios aspectos como a cultura, a religiao e a origem genética das
populacbes atuais. Com relagdo a origem genética, o componente africano
miscigenado a outros componentes como 0 europeu € o amerindio, € um dos mais
marcantes.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a populagao de
Curitiba é classificada como 81,7% caucasoides, 15,7% mulatos, 1,7% negros e 0,9%
amerindios e orientais.

Os diversos marcadores genéticos ja estudados para a populagdo paranaense
indicam para a amostra de afro-descendentes uma contribuicdo genética estimada em:
40% de europeus, 39% de africanos 21% de amerindios (MACIEL, 2007). Analisando
os alelos HLA-I, BRAUN-PRADO et al. (2000) concluiram que a contribuicdo étnica
para a populacao afro-descendente é de 24,8% caucaséide, 74,0% africana e 1,2%
amerindia. Além disso, a contribuicdo europeia é maior que a africana nao apenas nos
caucasoides, mas também nos mulatos e, por esse motivo, a populagdo mulata de
Curitiba ocupa, como esperado, uma posicdo intermedidria em relacdo aos

caucasoides e aos africanos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

1 — Estudar a variabilidade do gene BCHE, em uma amostra de afro-descendentes,

doadores de sangue de Curitiba.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Genotipar as variagdes presentes nos nucleotideos -116 (exon 1), 209 e 765 (exon
2), 1615 e 1914 (exon 4);

2 — Estimar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dessas variacoes;

3 — Comparar os resultados obtidos com os de outras populacoes;

4 — Tentar estabelecer a origem dessas variacoes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

A amostra afro-descendente é constituida por 235 individuos saudaveis
provenientes do banco de doadores voluntdrios de medula éssea do LIGH. Destes,
apenas 151 individuos possuiam informacdes a respeito de idade e sexo, por serem
amostras incorporadas mais recentemente ao banco do laboratério; sendo que 71 sao
do sexo masculino e 80 do sexo feminino, com idade média de 32,09 * 8,4 anos.

A diferenciacdo étnica foi feita através de questionario com identificacdo pelos
proprios individuos baseado em caracteristicas fenotipicas como cor de pele, cabelos,
cor dos labios, tragos do rosto, além da autodenominagéo.

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Coleta de Sangue Periférico e Extracao do DNA

As amostras de sangue foram coletadas pela equipe do LIGH nas dependéncias
do HEMEPAR, no periodo de 1995 a 2005 e submetidas a extracido do DNA a partir do
sangue total pelo método de salting out segundo BIGNON e FERNANDEZ-VINA
(1997), com modificacbes. As amostras de DNA foram armazenadas como solugéao
estoque em freezer a -80°C. Assim que foram doadas pelo LIGH para esse estudo, a
concentracdo das solugdes estoques foi determinada por espectofotometria e, as
amostras foram diluidas para uso a uma concentragdo de 10ng/uL e armazenadas em
freezer a -20°C.

4.2.2 Amplificacao por PCR

A PCR é uma técnica que possibilita a sintese enzimatica “in vitro” de vérias

copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase.
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Esta reacdo se baseia no pareamento e extensao, por agdo enzimatica, de um par de
oligonucleotideos (moléculas de DNA fita simples), usados como iniciadores e que
delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificacdo. Estes iniciadores
sao sintetizados artificialmente, de maneira que suas seqiéncias de nucleotideos sao
complementares as sequéncias especificas que flanqueiam a regido alvo. Um ciclo de
PCR envolve trés etapas: desnaturagdo, pareamento e extensdo. A desnaturacéo
consiste na separacao das fitas duplas de DNA, através de elevacao da temperatura
para 92° até 95°C. Na etapa de pareamento, a temperatura é rapidamente reduzida
para cerca de 55°C, dependendo do tamanho e da sequéncia do iniciador utilizado, o
que ira permitir a hibridagdo DNA-DNA de cada iniciador com as sequéncias
complementares que flanqueiam a regido alvo. Em seguida, a temperatura é elevada
para 72°C para que a enzima DNA polimerase atue na extensao, adicionando
nucleotideos, utilizando como molde a sequéncia-alvo, de maneira que se realize uma
copia dessa sequéncia (FERREIRA e GATTAPAGLIA, 1998).

As amplificacdes foram realizadas com 6yl de volume total de reagao, contendo
5ul de PCR supermix (Invitrogen - 22mM Tris-HCI pH 8,4; 55mM KCI; 1,65 mM MgCI2;
200uM dATP; 200uM dTTP; 200uM dCTP; 200uM dGTP; 22 U/mL de Taq DNA
polimerase), 1yl de DNA e 10pmoles de cada iniciador. As PCRs foram realizadas em
termociclador MJ Research PTC-100 ou Techgene Ftgene2D e os ciclos de
amplificacdo foram os mesmos para cada par de iniciadores utilizados, programados do
seguinte modo:

Para o termociclador MJ Research PTC-100: 1) 80°C por um minuto; 2) 94°C por
um minuto; 3) 48°C por um minuto; 4) 72°C por um minuto; 5) repetir por 35 ciclos do
passo 2 ao 4; 6) 72°C por 10 minutos. Para o termociclador Techgene Ftgene2D: 1)
80°C por 30 segundos; 2) 94°C por 30 segundos; 3) 48°C por 30 segundos; 4) 72°C por
30 segundos; 5) repetir por 35 ciclos do passo 2 ao 4; 6) 72°C por 10 minutos.

Os pares de iniciadores utilizados nas amplificacées podem ser visualizados na

tabela 2, com excecao dos iniciadores referentes aos SNPs de interesse neste estudo.
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Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificar os fragmentos de DNA na técnica de

SSCA (analise conformacional de fita simples)

Nome e localizagao Sequéncia do iniciador Tamanho Referéncia
do
fragmento
(pb)
Exon 1
E1F nt —27 a -8 a montante do exon 1 CTGCTGCCAACTCTCGCGAG 203 3
E1R nt 8 a 27 a jusante da juncdo exon1/intron1 CGAAGGTGTAAATTCAGAGC
Exon 2
N25 —nt 155 a 172 GG TCT GAT ATT TGG AAT G 428
E2N33 —nt 516 a 535 GAA CCC ACT GAA GAG CCA AC 2
E2N45 — nt 481 a 501 GAG GCT CCA GGG AAC ATG GGT 396 1
N53 —nt 859 a 876 CGG ACC AAAGTTTACTGA 1

Final do intron 3 e inicio do exon 4
N45: nt —100 a —81 a montante da junc¢éo intron3/exon4d CTG TGT AGT TAG AGA AAA TG 258 4
P43: nt 1738 a nt 1759 GAA AAT ATG TTC TAT AAA GGG

1- SOUZA (2001); 2- MIKAMI (2005); 3- FURTADO (2005); 4- PARMO-FOLLONI (2005).

4.3 ANALISE DO DNA AMPLIFICADO
4.3.1 SSCA (Analise Conformacional de Fita Simples)

A técnica de SSCA (single strand conformational analysis) foi originalmente
descrita por ORITA et al. (1989) e consiste na analise da fita simples do produto
amplificado, gerada por desnaturacdo do DNA. Esta técnica permite a deteccdo de
alteragdes conformacionais no DNA que podem ser geradas por apenas uma mutacao
de ponto, podendo ser percebidas pela modificacdo da mobilidade eletroforética do

DNA em fita simples.
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Apos a amplificacdo por PCR, 6 pL de cada amostra foram misturados a 6 L de
solucao tamponante (4,75 mL de formamida, 0,0125 g de xilenocianol, 0,0125 g de azul
de bromofenol, 125 uL de EDTA 0,4 M, 16,7 uL de NaOH 3 M e 108,3 uL de agua
bidestilada) e depois, desnaturados a 94°C por 5 minutos. Em seguida as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo que a concentracédo
do gel, as condicbes do preparo e o tempo de corrida variaram para cada fragmento
analisado (Tabela 3). O gel, para um volume final de 30 mL, foi preparado a partir de
uma solugéo estoque de poliacrilamida 29:1 (29 g de acrilamida, 1 g de bisacrilamida, 5
mL de glicerol e agua bidestilada para um volume final de 100 mL) ou de uma solucao
estoque de poliacrilamida 49:1 (49 g de acrilamida, 1 g de bisacrilamida, 5 mL de
glicerol e agua bidestilada para um volume final de 100 mL), acrescida de 250 uL de
persulfato de aménio 10% e 30 uL de TEMED (N, N, N', N' - tetrametiletilenodiamina). A
solucao para preparo do gel foi de TBE 1X (Tris borato 89 mM e EDTA 0,01 M, pH 8,0)
ou de Tris 33 mM, pH 3,66.

Tabela 3 - Condigbes das eletroforeses de SSCA para os diferentes fragmentos do gene bche

Fragmento (nt) %T"  %C® pHY Pré-corrida®® Tempo de corrida

Exon 1 10 2,0 8,20 sim 21h®

Exon 2

155 a 347 9 3,4 3,66 sim 4n "

659 a 876 8 2,0 8,20 sim 24h® 1 gel por
cuba e 28 h (2 géis
por cuba)

Final do intron 3 e inicio do exon 4 10 2.0 8,20 sim 22h®

(1) Concentracao de acrilamida

(2) Proporcgao de bisacrilamida em relagéo ao total de acrilamida.

(3) pH da solugao de tampao de preparo do gel.

(4) 30 minutos de corrida eletroforética sem a aplicacao das amostras de DNA.
(5) Eletroforeses em 140V e 21mA.

(6) Eletroforeses em 120V e 15mA.

(7)

5
6
7) Eletroforeses em 250V e 35mA.
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4.3.2 Coloracao do gel

Para a revelacao dos géis foi utilizado o método convencional de coloracao pelo
nitrato de prata (BUDOWLE et al., 1991), com modificagdes.

Apés a eletroforese retirou-se o gel das placas cuidadosamente colocando-o em
uma cuba de vidro, mantendo-o sob agitacdo seguindo as etapas abaixo:

- Adicionou-se solucéo de acido nitrico (1%) por 3 minutos;

- Lavou-se duas vezes com agua destilada;

- Adicionou-se solucao de nitrato de prata (0,2%), levando ao micro-ondas por
20 segundos;

- Lavou-se duas vezes com agua destilada;

- Adicionaram-se 60 mL de solucao reveladora (170 mL de solu¢do aquosa de
carbonato de sbédio 2,96% e 92 uL de formaldeido), agitando-se até que o liquido
escurecesse;

- Acrescentou-se o restante da solucao reveladora, levando ao micro-ondas por
20 segundos. O gel foi mantido imerso até o aparecimento das bandas;

- Lavou-se duas vezes com agua destilada;

- Adicionou-se solucao de acido acético (10%) por 5 minutos;

- Lavou-se duas vezes com agua destilada;

- Adicionou-se solucédo aquosa de glicerol (5 %), por 10 minutos;

- Imergiu-se o gel em solucao de metanol (30%) e glicerol (1%);

- O gel foi colocado sobre papel celofane, previamente embebido na mesma
solucéo;

- Realizou-se a digitalizacdo da imagem do gel que foi arquivada em
computador;

- Cobriu-se com uma folha de papel filtro e levou-se para prensar e aguardar a

secagem.
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4.3.3 Sequenciamento de DNA

Os fragmentos que apresentaram um padrao de migracdo anormal no SSCA
tiveram o DNA sequenciado, utilizando-se os pares de iniciadores da tabela 4.

Tabela 4. Par de iniciadores utilizados nas reagfes de sequenciamento do fragmento referente ao

nucleotideo -116 com suas respectivas sequéncias de nucleotideos.

Nome e localizacao Sequéncia do iniciador Tamanho do Referéncia

fragmento (pb)

Exon 1
PROF3 regiao promotora AATTGTAAAGCATGAATCCTG 289 FURTADO
E1R nt 8 a 27 a jusante da juncdo exon1/intron1 CGAAGGTGTAAATTCAGAGC (2005)

4.3.3.1 Purificacdo do produto de PCR

A purificacao permite a remogéo de fragmentos de DNA indesejaveis, tais como
excesso de iniciadores e fragmentos de DNA que ndo tenham sido totalmente
amplificados, para possibilitar posterior sequenciamento. O método de purificacao
utilizou Exonuclease | (Exo |) para digerir excesso de iniciadores e Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) (GE Healthcare) para degradar o excesso de nucleotideos
provenientes da PCR, de acordo com o seguinte protocolo: para cada reacao de PCR
utilizaram-se 10 pyL do produto de DNA amplificado, 0,8 yuL de Exonuclease | (10
unidades/uL em 20 mM Tris.HCI (pH 7,5), 5 mM 2-mercaptoetanol e 50% glicerol), 2 pL
de SAP (1 unidade/uL em 25 mM Tris.HCI (pH 7,6); 1 mM MgCl,; 0,1 mM ZnCly; 50%
glicerol com 10X SAP Dilution Buffer 200 mM Tris pH 8,0; 100 mM MgCl,).

4.3.3.2 Reacdo de sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram preparadas segundo o protocolo do kit Big
Dye Terminator v 3.1 - Applied Biosystems. A reagdo com um volume final de 10 L
incluiu 1,8 pL de Big Dye terminator v 3.1 (que contém MgCly; dNTPs; dNTPs
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marcados com fluorocromos; AmpliTag DNA polimerase), 1,0 yL de um dos
oligonucleotideos (1pmol/uL), produto de PCR purificado e 1,2 pL de dgua destilada. As
reacOes foram realizadas em termociclador Techgene Ftgene2D. Apds uma
desnaturacao inicial de 6 min a 94°C as amostras foram submetidas a um programa de
25 ciclos de 10 s a 96°C, 5 s a 50°C, 4 s a 60°C e extenséo final de 10 min a 60°C.

4.3.3.3 Purificacdo do produto de PCR da reacdo de sequenciamento

A purificagdo do DNA amplificado visa eliminar residuos de iniciadores, dNTPs e
sais, aumentando a qualidade das sequéncias produzidas. Ao produto da reacao de
sequenciamento acrescentara-se 10 pyL de agua ultra pura, 2 L de acetato de aménio
e 65 uL de etanol absoluto e centrifugou-se a mistura a 14.000 rpm durante 15 minutos.
Apbs a remocao do sobrenadante, ao pellet obtido foram adicionados 100 uL de etanol
a 70% e novamente centrifugado nas mesmas condicées. Secou-se a 94°C em
termociclador Techgene Ftgene2D por 15 minutos.

Os fragmentos foram encaminhados ao Departamento de Bioquimica e
submetidos a leitura no sequenciador automatico ABI 377, e as andlises dos
eletroferogramas foram feitas com o auxilio computacional do programa BioEdit (HALL,
1999).

4.4 ANALISE DO NUCLEOQOTIDEO 1914 DO GENE BCHE

4.4.1 Genotipagem com Taqgman
Para genotipagem do SNP do nucleotideo 1914 foi utilizado o kit TagMan SNP

da Applied Biosystems, o qual consiste de 2 iniciadores ndo marcados e duas sondas
(uma para cada alelo) marcadas com fluorescéncia: VIC, que emite coloragédo
vermelha, sinalizando o alelo A e FAM, que emite coloracdo verde para o alelo B
(Figura 3). Ha também um terceiro fluoréforo (ROX), usado pelo equipamento como

referéncia passiva de fluorescéncia.
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Esta € uma técnica para a deteccao e medida de produtos gerados durante cada

ciclo da PCR. A emissao dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumentara na

proporcao direta da quantidade de produto da PCR. Ao final da reacao, dependendo do

gendtipo, teremos uma ou outra fluorescéncia, no caso dos homozigotos, ou ambas

nos heterozigotos.

1. Assay Components and DNATemplate
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Figura 3. Desenho esquematico da genotipagem com Tagman

4.4.2 Amplificacdo do DNA

Para a realizagcao da PCR foi utilizado o equipamento 7500 Real-Time PCR

System e placas de PCR de 96 pocos (MicroAmp®CQptical 96-WellReaction Plate),

ambos da Applied Biosystems. Para a identificacdo dos alelos do SNP em questao
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foram realizadas reacbées com um volume final de 10 ulL/poco: 5 yL de Tagman
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 yL de DNA (~10ng) ou agua ultra-
pura (nos controles), 0,25 pL de mix contendo os dois oligonucleotideos iniciadores e
as sondas, e 3,75 pL de agua ultra-pura.

O uso do equipamento para este protocolo de genotipagem é realizado em 3
etapas. A primeira é a chamada pré-leitura, na qual € lida a fluorescéncia basal da
placa antes do processo de amplificacdo. A segunda é a amplificagcdo em si, realizada
para todos os segmentos dentro dos seguintes padrées de PCR: 12: 2 minutos a 50°C;
22: 10 minutos a 95°C; 3°: 15 segundos a 95°C intercalados por 60 segundos a 60°C
que foi repetido 45 vezes. A terceira etapa € a chamada pds-leitura, que se resume a
analise dos dados gerados antes, durante e apdés a amplificagdo, resultando no
genotipo de cada individuo analisado e seu registro em um grafico.

4.5 ANALISE DOS DADOS

4.5.1 Frequéncias alélicas e genotipicas
As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas através da contagem direta

do numero de cromossomos e de individuos, respectivamente. Para comparar as
frequéncias alélicas e genotipicas desse trabalho com as de outros autores usou-se o
software CLUMP (SHAM e CURTIS, 1995) que fornece resultado igual ao do ¥, sendo
que nao ha necessidade de utilizar a correcao de Yates, quando o esperado é menor
que 5.

4.5.2 Montagem dos haplétipos

A escolha dos SNPs tem sua relevancia justificada no fato de serem até o
momento aqueles mais analisados pelo grupo de pesquisa do nosso laboratério.

Para inferir a respeito da origem das mutacées mais frequentes identificadas
neste estudo foi também realizada a montagem dos haplétipos de acordo com os alelos
observados. Para a construgdo dos haplétipos, os SNPs foram ordenados de acordo
com a ordem em que ocorrem no DNA a partir do teldbmero. Para a obtencédo dos
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haplétipos reconstruidos foi utilizado o algoritmo ELB que consta do programa Arlequim
versao 3.01 (EXCOFFIER et al., 2005).

4.5.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligacao e inferéncia
haplotipica

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado diretamente, a partir dos dados. Os
coeficientes de desequilibrio de ligacdo absoluto e relativo (D e D') foram estimados
pelo programa Arlequin 2005 (EXCOFFIER et al., 2005) através do teste likelihood ratio
(SLATKIN e EXCOFFIER, 1996).

A inferéncia da fase haplotipica foi obtida a partir dos dados das frequéncias
genotipicas observadas, baseada no método de maxima verossimilhanca do programa
Arlequin 2005 (EXCOFFIER, et al., 2005). Quando a frequéncia haplotipica observada
difere da esperada, ou seja, do produto das frequéncias alélicas individuais, diz-se que
os locos estdo em desequilibrio de ligagéo.

A relevancia da andlise da estrutura haplotipica se deve ao fato de que, muitas
vezes o fenoétipo atribuido a uma determinada mutagdo genética é resultado de uma
outra mutagédo, em desequilibrio de ligacdo com a primeira, ou do conjunto das duas.
Assim, a parcela genética atribuida aos fendétipos analisados, principalmente em
caracteristicas poligénicas é, em geral, resultado da estrutura haplotipica apresentada
pelo individuo.
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5. RESULTADOS

Foram analisados 5 fragmentos do gene BCHE, sendo um referente ao exon 1,
dois referentes ao exon 2 e um ao exon 4. As frequéncias genotipicas e os padrdes
eletroforéticos estdo apresentados nas tabelas e figuras a seqguir, respectivamente.

5.1 EXON 1

5.1.1 Nucleotideo -116

O numero total de individuos analisados por SSCA para o nucleotideo —116 do
exon 1 foi de 230.

A frequéncia da variante usual —116G é 96,31% * 0,88% e de —116A é 3,69% +
0,88%. A tabela 5 mostra as frequéncias genotipicas, que estdo de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg (x?= 0,3365; p>0,50).

Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas referentes ao nucleotideo —116, em amostras de doadores

de sangue de Curitiba de origem étnica afro-descendente.

Genotipos (%) Alelos (%)
-116G/-116G -116G/-116A -116A/-116A -116G -116A
213 (92,61) 17 (7,39) 0 (0) n=230 |443(96,31) 17 (3,69)

Hardy -Weinberg (x°=0,3365; p>0,50)

Os padroes eletroforéticos obtidos sdo mostrados na figura 4. Foram observados
padroes de bandas diferentes aos -116GA e -116GG (Figura 5) em 5 individuos e tais
amostras (amostras 67, 68, 84, 85 e 86) foram encaminhadas para o sequenciamento,

mas o resultado nao foi conclusivo e sera repetido posteriormente.
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1 2

Figura 4. Padrdes do exon 1, apds eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida: 1. -116GG (usual); 2. —
116GA.

1 2 3

Figura 5. Padrdes do exon 1, apos eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida: 1. -116GA; 2. -116GG
(usual); 3. Padrao diferente aos -116GA e -116GG
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5.2 EXON 2
5.2.1 Nucleotideo 209

A frequéncia da variante usual 209A na amostra de 235 individuos é de 98,51%
+ 0,56% e da 209G é 1,49% + 0,56%. A distribuigcdo genotipica esta de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg (x*=0; p>5%) conforme mostra a tabela 6.

Exemplo de imagem de gel com os padrdes eletroforéticos obtidos sao
mostrados na figura 6.

Tabela 6. Frequéncias genotipicas e alélicas, referentes ao nucleotideo 209, em amostras de doadores
de sangue de Curitiba de origem étnica afro-descendente.

Genotipos (%) Alelos(%)
209A/209A 209A/209G 209G/209G 209A 209G
228 (97,02) 7 (2,98) 0 (0) n=235 463 (98,51) 7 (1,49)

Hardy -Weinberg (x?=0; p>5%)

Figura 6. Padrbes referentes ao fragmento do nucleotideo 209, apéds eletroforese SSCA em gel de
poliacrilamida 1. 209AG; 2. 209AA.
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5.2.2 Nucleotideo 765
A frequéncia da variante usual 765G na amostra de 235 individuos é de 96,38%

+ 0,86% e da 765C é 3,62% * 0,86%. A tabela 7 mostra as frequéncias genotipicas e
alélicas, sendo que a distribuicdo genotipica esta de acordo com o equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Exemplo de imagem de gel com os padrdes eletroforéticos obtidos referentes a

essa analise sdo mostrados na figura 7.

Tabela 7. Frequéncias genotipicas e alélicas, referentes ao nucleotideo 765, em amostras de doadores

de sangue de Curitiba de origem étnica afro-descendente.

Gendtipos (%) Alelos (%)
765G/765G 765G/765C 765C/765C 765G 765C
218 (92,77) 17 (7,23) 0 (0) n=235 453 (96,38) 17 (3,62)

Hardy -Weinberg (x?=0,0223; p>0,80)

b ol
L—-‘H

1 2
Figura 7. Padrbes referentes ao fragmento do nucleotideo 765, apds eletroforese SSCA em gel de
poliacrilamida: 1. 765GC; 2. 765GG (usual).
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5.3 EXON 4
5.3.1 Nucleotideo 1615

A frequéncia da variante usual 1615G na amostra de 235 individuos é de
80,86% + 1,81%. A frequéncia de 1615A é 19,14% * 1,81%. A distribuigdo genotipica
esta de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (x?= 3,2924; p>0,05). A tabela 8
mostra as frequéncias genotipicas e alélicas.

Exemplo de imagem de gel com os padrdes eletroforéticos obtidos sao
mostrados na figura 8.

Tabela 8. Frequéncias genotipicas e alélicas, referentes ao nucleotideo 1615, em amostras de doadores
de sangue de Curitiba de origem étnica afro-descendente.

Gendtipos (%) Alelos (%)
1615G/1615G  1615G/1615A  1615A/1615A 1615G 1615A
158 (67,23) 64 (27,23) 13 (5,54) n=235 380 (80,86) 90 (19,14)

Hardy -Weinberg (x*= 3,2924; p>0,05)

Figura 8. Padrbes referentes ao fragmento do nucleotideo 1615, apds eletroforese SSCA em gel de
poliacrilamida 1. 1615GA; 2. 1615AA; 3. 1615GG (usual).
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5.3.2 Nucleotideo 1914

A frequéncia da variante usual 1974A na amostra de 218 individuos é de 61,69%
*+ 2,33% e a frequéncia de 19714G é 38,31% * 2,33%, conforme mostra a tabela 9
estando a distribuicdo genotipica de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (x?=
2,068; p>0,10).

Tabela 9. Frequéncias genotipicas e alélicas, referentes ao nucleotideo 1914, em amostras de doadores

de sangue de Curitiba de origem étnica afro-descendente.

Gendtipos (%) Alelos (%)
1914A/1914A  1914A/1914G  1914G/1914G  1914A 1914G
88 (40,37) 93 (42,66) 37 (16,97) 269 (61,69) 167 (38,31)

Hardy-Weinberg (x°= 2,068; p>0,10)

5.4 ESTRUTURA HAPLOTIPICA

5.4.1 Haplétipos e desequilibrio de ligacao para as variantes —7116G>A,
D70G, E255D, A539T e 1914A>G

A analise do desequilibrio de ligacao foi feita através do programa Arlequin. Os
resultados sao mostrados na tabela 10 e as frequéncias haplotipicas sdo mostradas na
tabela 11.

Para as variantes -116G>A e A539T o valor de D’ foi de 95,72%. As variantes -
116G>A e 1914A>@G revelaram desequilibrio absoluto. Ja entre as variantes E255D e
A539T o valor foi de 85,99% e, entre as variantes E255D e 1914A>G foi de 91,94%.



Tabela 10. Valores referentes ao desequilibrio de ligacdo entre os 6 SNPs analisados
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SNPs

rs1126680 rs1799807  rs16849700 rs1803274 rs3495

(-116G>A) (D70G) (E255D) (A539T) (1914A>G)
rs1126680 * 0,9572 1,000
rs1799807 *

rs16849700 * 0,8599 0,9194
rs1803274 p=0,229 <0,0001 *
rs3495 p=0,158 <0,0001 *

Valores de D’ em verde e nos casos de valores significativos, p em azul.

Para os célculos de desequilibrio de ligacdo, foram utilizados os valores de D’
fornecidos pelo programa Arlequin (EXCOFFIER e cols., 2005). Em caso de valores

significativos para o desequilibrio, estdo sendo mostrados os valores de p.

Tabela 11. Estimativas das frequéncias haplotipicas e do nimero absoluto dos haplétipos inferidos para

as variantes —116G>A, D70G, E255D, A539T e 1914A>G

-116 209 765 1615 1914 Frequéncia Numero absoluto do

(exon1) (exon2) (exon2) (exon4) (exon 4) haplotipica (%) haploétipo
1 G A G G G 21,56 94
2 G A G G A 57,34 250
3 G G G G A 1,15 5
4 G A G A G 9,17 40
5 G A C G G 0,46 2
6 A A G G G 0,46 2
7 G A G A A 2,75 12
8 G A C A G 2,75 12
9 A A G A G 3,67 16
10 G A C A A 0,23 1
11 G A C G A 0,23 1
12 A A C A G 0,23 1

TOTAL 100 436



36

6. DISCUSSAO

6.1 VARIABILIDADE DO GENE BCHE
6.1.1 Exon 1
6.1.1.1 Variante -116G>A

A frequéncia da variante nao usual —776A, nos 230 individuos do presente
estudo (—116GG = 213, —-116GA = 17, —116AA = 0) foi 3,69% * 0,88%. As frequéncias
alélicas e genotipicas foram contrastadas com os dados da amostra de FURTADO
(2005) que estudou uma amostra de doadores de sangue de origem caucasbéide de
Curitiba e encontrou 65 -116GG, 13 -116GA, 0 -116AA, sendo a frequéncia do alelo
-116A de 8,33% = 2,21%. As frequéncias observadas nestes dois estudos diferem
entre si (x°=4,44; p<0,05 para frequéncia alélica e x°=5,69; p<0,02 para frequéncia
genotipica).

BARTELS et al (1990) estimaram a frequéncia da variante -116A em 8%. Apesar
de esses autores ndo citarem a populacdo da qual esses dados foram obtidos,
supomos que esses individuos pertencam a populacdo dos Estados Unidos da
América. E, comparando tais resultados com o estudo em questdo observa-se que as
frequéncias alélicas ndo diferem entre si (x°=1,688; p>0,20).

ALVES (2009) prop6s, com base nos seus dados de Amerindios e nos dados do
HapMap, que o alelo -7716A teve sua origem na Europa, uma vez que nao aparece em
populacdes africanas, asiaticas e amerindias. Nossos dados corroboram essa hipétese,
uma vez que a frequéncia nos afro-brasileiros € cerca da metade da frequéncia da
populacdo euro-brasileira e a amostra de afro-brasileiros, utilizada neste estudo, é
miscigenada. Como a contribuicdo europeia é maior que a africana na populacao
mulata de Curitiba, por esse motivo, ela ocupa, como esperado, uma posicao
intermediaria em relagao aos caucasoides e aos africanos (BRAUN-PRADO, 2000).
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6.1.2 Exon 2

6.1.2.1 Variante D70G

A frequéncia obtida nesse estudo para a variante 209G (209A>G) é 1,49% +
0,56%. Comparando com os dados de MIKAMI (2005) que obteve uma frequéncia de
1,80% * 0,49% para a variante 209G na populacao caucaséide de Curitiba, observa-se
que as frequéncias nao diferem entre si (x°= 0,029; p>0,80). As frequéncias genotipicas
comparadas também nao apresentam diferenca significativa (x?= 0,170; p>0,90).

Os dados de frequéncia apresentados na tabela 12 obtidos no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1799807) mostram que essa mutagao
ndo est4d presente em chineses, japoneses e nos Yoruba, da Africa. Em afro-
americanos sua frequéncia de 2,2%, ndo difere da estimada no presente estudo
(x?=0,139; p > 0,70).

Sabendo-se que a maioria dos amerindios do Novo Mundo ndo apresenta a
variante 209G, e que seus raros portadores sao resultantes de miscigenacdo com
europeus, os dados desse estudo apontam para uma origem europeia dessa variante.

WHITTAKER (1986) constatou que a variante 209G ocorre principalmente em
populacdes de origem caucasoide, sendo extremamente rara em asiaticos e africanos.
Sabendo-se que a ocorréncia dessa variante no continente africano é observada
apenas em paises do norte da Africa (Egito, Etiépia, Argélia), onde ocorre
miscigenacao, principalmente com caucasoides europeus, CHAUTARD-FREIRE-MAIA
et al, (1984) inferiu que a mutacdo D70G esteja presente em africanos como
consequéncia de fluxo génico. Outros dados apontam para essa concordancia, ja que
de acordo com a tabela 12, essa mutacao nao estaria presente na populacao africana.
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Tabela 12. Frequéncias alélicas e genotipicas referentes ao nucleotideo 209 em diferentes populac¢des

Genotipos Alelos
Populacao Grupo étnico N A/A A/G A G
AFD_EUR_PANEL Europeu 24 0,958 0,042 0,979 0,021
AFD_AFR_PANEL Afro Americano 23 0,957 0,043 0,978 0,022
AFD_CHN_PANEL Asiatico 24 1,000 1,000
HapMap-CEU Europeu 60 0,983 0,017 0,992 0,008
HapMap-HCB Asiatico 45 1,000 1,000
HapMap-JPT Asiatico 44 1,000 1,000
HapMap-YRI Africano Sub-Sahariano 59 1,000 1,000

Nota: CEU — residentes em Utah com ancestralidade do Nordeste e Noroeste europeus.
HCB — populagao de Beijing, China.
JPT — populagéao de Téquio, Japao.
YRI — populagdo de Yoruba, Nigéria.

Fonte: NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1799807)

6.1.2.2 Variante E255D
A variante nao usual 765C foi descrita por PRIMO-PARMO et al. (1996) em um

Unico individuo de uma amostra de 17 individuos e foi inferido que se tratava de
variagcao rara. No presente estudo sua frequéncia é de 3,62% = 0,86%. Os resultados
de MIKAMI (2005) revelaram uma frequéncia alélica da variante usual 765G de 99,02%
* 0,37% e da variante ndao usual 765C de 0,98% * 0,37% (Tabelas 13 e 14).
Contrastando as frequéncias obtidas nos dois estudos observa-se que as frequéncias
alélicas e genotipicas diferem entre si (x°=9,97; p<0,01 para frequéncias alélicas e
Xx°=10,18; p<0,01 para as frequéncias genotipicas.

Tabela 13: Dados comparativos de frequéncias alélicas para a variante E255D (%)

Presente estudo MIKAMI (2005)
765G 96,38 99,02
765C 3,62 0,98

X°=9,97; p<0,01, G.L.=1



Tabela 14: Dados comparativos das frequéncias genotipicas da variante E255D.

Presente estudo MIKAMI (2005)

765GG 218
765GC 17
765CC 0

x°=10,18; p<0,01, G.L.=2

Os dados de frequéncia

apresentados

no
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NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=16849700) (Tabela 15) mostram que

a variante nao usual esta presente apenas em populacdoes africanas ou de

ancestralidade africana, sendo a frequéncia da variante nos nossos dados cerca de

metade da frequéncia encontrada na Africa.

Tabela 15. Frequéncias alélicas e genotipicas referentes ao nucleotideo 765 em diferentes populagdes

Genotipos Alelos

Populacao Grupo étnico N ¢cc ce @G cC G
AFD_EUR_PANEL Europeu 24 1,000 1,000
AFD_AFR_PANEL Afro Americano 23 0,870 0,130 0,935 0,065
AFD_CHN_PANEL Asiatico 24 1,000 1,000
HapMap-CEU Europeu 59 1,000 1,000
HapMap-HCB Asiético 44 1,000 1,000
HapMap-JPT Asiatico 45 1,000 1,000
HapMap-YRI Sub-Sahariano Africano 60 0,850 0,150 0,925 0,075

Nota: CEU — residentes em Utah com ancestralidade Nordeste e Noroeste europeus.

HCB — populagao de Beijing, China.
JPT — populagéao de Téquio, Japao.
YRI — populagéo de Yoruba, Nigéria.

Fonte: NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=16849700)
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6.1.3 Exon 4

6.1.3.1 Variante A539T

A frequéncia obtida no presente estudo para a variante usual 71615G é de
80,86% + 1,81% e a frequéncia de 1615A é 19,14% £ 1,81%. A tabela 16 apresenta
dados de frequéncias alélicas e genotipicas de diferentes populagdes. Comparando os
resultados desse estudo com as amostras africana sub-sahariana e afro americana,
constata-se que as frequéncias alélicas ndo diferem entre si (x°=0,202; p>0,50 e x°=
0,546; p>0,30, respectivamente. As frequéncias genotipicas comparadas também nao
apresentam diferenca  significativa (x°=0,061; p>0,95 e x°=5,755; p>0,05,
respectivamente).

SOUZA (1998) analisou uma amostra de 177 individuos da populagéo brasileira,
composta por 95 individuos caucasoides e 82 individuos miscigenados, classificados
em mulatos médios, mulatos escuros e negros, de origem caucasoéide e africana. Apds
verificar as respectivas frequéncias do alelo 1615A de 18,4% + 2,8%, 25,0% * 6,6%,
14,8% + 4,8% e 13,6% * 4,2% para caucasoides, mulatos médios, mulatos escuros e
negros, respectivamente, sugeriu, de acordo com seus dados, que haveria uma
tendéncia de a mutacao no nucleotideo 1615 (K) ser menos frequente em individuos de
origem africana.

Com a frequéncia do alelo 1615A de 19,14% + 1,81% obtida nesse estudo,
considerando-se que se trata de uma amostra da populacao brasileira de origem afro-
descendente observa-se que a frequéncia nao difere daquela obtida por SOUZA para o
conjunto de miscigenados (x°=0,140; p>0,50) contrariando as expectativas iniciais.
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Tabela 16. Frequéncias alélicas e genotipicas referentes ao nucleotideo 1615 em diferentes populagdes

Genotipos Alelos

Populacao Grupo étnico N A/A AG GG A G

HapMap-CEU Europeu 120 0,017 0,317 0,667 0,175 0,825
HapMap-HCB Asiatico 90 0,022 0,356 0,622 0,200 0,800
HapMap-JPT Asiatico 88 0,068 0,273 0,659 0,205 0,795
HapMap-YRI Africano Sub-Sahariano 120 0,333 0,667 0,167 0,833
CHMJ Asiatico 74 0,176 0,824
AFD_EUR_PANEL Europeu 48 0,042 0,250 0,708 0,167 0,833
AFD_AFR_PANEL Afro Americano* 46 0,304 0,696 0,152 0,848
AFD_CHN_PANEL Asiatico 48 0,167 0,833 0,083 0,917

Nota: CEU — residentes em Utah com ancestralidade do Nordeste e Noroeste europeus.
HCB — populagao de Beijing, China.
JPT — populagéao de Téquio, Japao.
YRI — populagdo de Yoruba, Nigéria.

Fonte: NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1803274)

6.1.3.2 Variante 19714A>G

No presente estudo a frequéncia da variante usual 1974A é de 61,69% % 2,33%
e a frequéncia de 1974G é 38,31% * 2,33%.

Comparando nossos dados com os de afro americanos (tabela 17), notamos
uma significativa diferenca nas frequéncias alélicas (x°=15,251; p<0,01) e genotipicas
(x°=12,144; p<0,01). Observa-se que as populacdes africanas apresentam uma maior
frequéncia do alelo G, sendo este mais frequente do que o alelo usual no grupo afro
americano. Além disso, analisando a referida tabela nota-se uma grande variacao nas
frequéncias das populacoes e, isto talvez se deva ao fato de uma pressao de selecao

menor ja que a variante 1914 esta fora da regido codificadora.



42

Tabela 17. Frequéncias alélicas e genotipicas referentes ao nucleotideo 1914 em diferentes populac¢des

Genétipos Alelos
Populacao Grupo étnico N A/A A/G GG A G
AFD_EUR_PANEL Europeu 24 0,583 0,375 0,042 0,771 0,229
AFD_AFR_PANEL Afro Americano 22 0,045 0,591 0,364 0,341 0,659
AFD _CHN_PANEL Asiatico 24 0,542 0,458 0,771 0,229
CEPH 92 0,680 0,320
POOLED_CEPH 94 0,321 0,679

Nota: CEPH — amostra de individuos de UTAH (93%), Franca (4%), e Venezuela (3%)
Fonte: NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=3495)

6.2 DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE AS VARIANTES DO GENE
BCHE

O haplétipo mais frequente, como pode ser visto na tabela 11, € o haplétipo 2,
que é formado pelos alelos mais frequentes de cada mutacdo. O haplétipo 1 é o
segundo mais frequente e difere do anterior apenas pela variante 1974G, que é a mais
frequente do gene BCHE. A seguir temos o haplétipo 4, que tem os nucleotideos A e G
nas posicoes 1615 e 1914, respectivamente, o que é compativel com o resultado de
desequilibrio de ligacdo desses 2 alelos. O proximo haplétipo, em frequéncia, é o
namero 9, que tem os alelos menos frequentes das posicées -116, 1615 e 1914,
também mostrando o desequilibrio de ligagdo entre esses alelos. O haploétipo 8 mostra
que provavelmente o alelo C da posicao 765 surgiu em um individuo com o haplétipo 4,
como também foi sugerido por NUNES (2007).

BARTELS et al. (1990), ao descreverem variagdo no nucleotideo —116
verificaram desequilibrio de ligagao com as variacées do nucleotideo 1615, porém os
valores de D e de D’ ndo foram determinados. FURTADO (2005) verificou desequilibrio
de ligacao entre as duas variantes e o estimou em D’= 91,2%. NUNES (2007) também
verificou desequilibrio de ligacao, sendo D’= 91,18%.

MIKAMI (2005) também detectou desequilibrio de ligacao entre as variantes 765
e 1615, obtendo D’ igual a 65,58%, observando a ocorréncia da mutagdo A539T em 5
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dos 7 individuos portadores da mutacao E255D. Os dados obtidos no presente estudo
mostram a ocorréncia da mutacdo A539T em 14 dos 17 individuos portadores da
mutagdo E255D com D’= 85,99%, corroborando os dados anteriores, indicando que
estas duas mutagdes estariam em desequilibrio de ligacao.

Os valores de desequilibrio de ligacdo sao muito informativos ja que, quando se
comparam dois valores de D’, o maior deles diz respeito a mutacdo mais recente e, o
menor deles indicaria a mutacao mais antiga, supondo-se que para o gene BCHE a
taxa de permuta genética seja constante. Através da analise dos valores de
desequilibrio de ligacao, MIKAMI (2005) considerou que a variante E255D é mais
antiga que a variante D70G. Quando também comparamos os valores de desequilibrio
de ligacdo entre os nucleotideos -116 e 1615, em relagdo ao encontrado entre 0s
nucleotideos 765 e 1615, o menor valor encontrado neste Ultimo, pode indicar que a
variante E255D é também mais antiga que a variante -116G.

Os dados obtidos da populacdo de origem afro-descendente desse estudo
corroboram com dados anteriores, de que tanto a variante -176G como a D70G estao
presentes em africanos em razao do fluxo génico e sugerem que a variante E255D
realmente tenha uma origem africana.

Em relacdo as variantes dos nucleotideos 209 e 1615, varios autores ja
verificaram o desequilibrio de ligagcao; entre eles BARTELS et al. (1990). Em estudo do
Laboratério de Polimorfismos e Ligacdo, da UFPR, MIKAMI (2005) verificou
desequilibrio de ligacdo entre esses dois nucleotideos, com o valor de D’= 90,76%,
sendo que dos haplétipos com a variante D70G, 91,2% apresentam a variante A539T.
No presente estudo essas variantes ndao apresentaram desequilibrio de ligacao.
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7. CONCLUSOES

1. As frequéncias das variantes D70G e A539T ndo diferiram das encontradas na
populacado de Curitiba devido a origem europeia da variante D70G, estando presente

em africanos apenas como resultado de fluxo génico.

2. As frequéncias das variantes -116G>A e E255D diferiram das encontradas na

populacao de Curitiba.

3. A frequéncia da variante 19714A>G diferiu da encontrada na populacao afro-

americana.

4. Os desequilibrios de ligacao encontrados foram semelhantes aos ja descritos em
outros estudos, com excecao da auséncia de desequilibrio entre as mutacées D70G e
A539T.

5. A variante E255D provavelmente surgiu em um cromossomo que continha a variante
A539T.
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APENDICES

1. Gendtipos da amostra analisada para as variantes -116, D70G, E255D, A539T, 1914 dos exons 1,
2ed4.

Exon 1 Exon 2 Exon 4
Amostra | Sexo |ldade | -116 D70G E255D A539T 1914
1 F 43 u/U u/U u/U u/U *
2 M 46 u/U u/U u/U u/U *
3 F 23 u/U u/U u/U u/U *
4 F 23 u/U u/U u/U u/U *
5 M 26 u/U u/U u/U u/U *
6 M 20 u/U u/U u/U u/U *
7 M 29 u/U u/U u/U u/U *
8 M 21 u/U u/U u/U u/U AG
9 F 47 u/U u/U u/U u/U *
10 F 24 u/U u/U u/U A539T/ A539T | *
11 M 38 u/U u/U u/U U/ A539T *
12 F 27 u/u u/U U/E255D U/ A539T *
13 F 29 u/U u/D70G | U/U u/U *
14 F 36 u/U u/D70G | U/U u/U AG
15 F 23 u/U u/U u/U U/A539T AG
16 F 51 u/U u/U U/E255D u/U GG
17 M 44 U/116 u/U u/U u/U AG
18 M 50 u/U u/U u/U u/U GG
19 F 35 u/U u/U u/U u/U GG
20 F 24 u/U u/U u/U u/U AA
21 M 28 u/U u/U U/E255D A539T/A539T | AG
22 M 33 u/U u/U u/U u/U AA
23 M 28 u/U u/U u/U u/U AG
24 F 30 u/U u/U u/U u/U AA
25 F 21 u/U u/U u/U u/U AA
26 F 23 u/U u/U u/U U/A539T AA
27 M 30 u/U u/U u/U u/U AG
28 M 40 U/116 u/U u/U U/A539T GG
29 M 38 u/U u/U u/U u/u AA
30 M 34 u/U u/U u/U u/U AG
31 F 36 u/U u/U u/U U/A539T AG
32 F 35 u/u u/U u/U U/A539T AA
33 F 29 u/U u/U u/U u/U AA
34 F 30 u/u u/u u/U A539T/A539T | GG
35 M 32 u/U u/U u/U u/U AG
36 M 28 u/U u/U u/U U/A539T GG




37 M 24 u/u u/u u/u u/u AA
38 M 42 u/uJ u/J u/u u/uJ AA
39 F 41 u/u u/u u/u u/u AA
40 M 41 u/uJ u/J u/u u/J AA
41 M 31 u/uJ u/J u/u u/uJ AA
42 M 31 u/u u/u u/u u/u AA
43 M 33 u/uJ u/J u/u U/A539T AG
44 M 24 u/u u/u u/u u/u AA
45 M 27 u/uJ u/J u/u u/uJ AA
46 F 36 u/u u/u u/u u/u AG
47 F 48 u/uJ u/J u/u u/uJ AA
48 F 37 u/u u/J u/J u/u AA
49 M 22 u/u u/u u/u u/u AA
50 M 33 u/u u/J u/u u/u AG
51 M 21 u/u u/u u/u u/u AG
52 M 40 u/u u/J u/u U/A539T GG
53 F 28 u/u u/u u/u u/u AA
54 M 38 u/u u/u u/u u/u AG
55 F 42 u/u u/J u/uJ U/A539T AG
56 M 31 u/u u/u u/u u/u AG
57 M 31 u/u u/J u/uJ u/u AG
58 M 38 u/u u/u u/u u/u GG
59 M 26 u/uJ u/uJ u/J A539T/AS39T | GG
60 F 31 u/uJ u/uJ u/J u/u AA
61 M 26 u/u u/u U/E255D U/A539T AG
62 M 27 u/uJ u/uJ u/J u/u GG
63 M 21 U116 u/u u/u U/A539T GG
64 M 28 u/uJ u/uJ u/J u/u AA
65 M 39 u/u u/u U/E255D U/A539T GG
66 M 48 u/uJ u/uJ u/J u/u GG
67 F 45 * u/uJ u/J u/u AG
68 F 25 i u/u u/u U/A539T AG
69 F 51 U116 u/uJ u/u U/A539T AG
70 M 42 u/u u/u u/u u/u GG
71 M 27 u/uJ u/uJ u/u u/u AA
72 M 23 u/u u/u u/u u/u AA
73 F 33 u/u u/u u/u A539T/A539T | GG
74 M 26 u/J u/J u/uJ u/J AA
75 F 36 u/u u/u u/u u/u *

76 F 27 u/J u/J u/J U/A539T AG
77 F 20 u/u u/D70G | U/U U/A539T AG
78 F 52 u/J u/J u/uJ u/u AG
79 F 49 u/u u/uJ u/uJ u/u AA
80 F 21 u/u u/u u/u u/u AA
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81 M 24 u/u u/u u/u u/u AA
82 M 26 u/uJ u/J u/u u/uJ AG
83 F 46 u/u u/u u/u U/A539T GG
84 F 31 * u/D70G | U u/J AA
85 F 42 * u/J u/u U/A539T AG
86 F 25 ** u/u u/u U/A539T AG
87 F 37 u/uJ u/J u/u u/uJ AA
88 M 21 u/u u/u u/u u/u AA
89 F 34 u/uJ u/J u/u u/uJ GG
90 F 33 u/u u/u u/u u/u AG
91 M 29 U116 u/J u/u U/A539T AG
92 F 38 u/u u/J u/J u/u GG
93 F 22 u/u u/u u/u u/u AA
94 F 38 u/u u/J u/u u/u AA
95 F 30 u/u u/u u/u u/u AA
96 F 25 U116 u/J u/u A539T/A539T | GG
97 M 53 u/u u/u u/u u/u AA
98 F 32 u/u u/u u/u u/u AA
99 F 34 u/u u/J u/uJ u/u AG
100 F 34 U116 u/u u/u u/u GG
101 M 34 u/u u/uJ u/uJ U/A539T AG
102 M 27 u/u u/u u/u u/u AG
103 F 26 u/J u/uJ u/u U/A539T AG
104 F 30 u/uJ u/uJ u/u u/uJ AA
105 F 23 u/u u/u u/u u/u AG
106 F 35 u/uJ u/uJ U/E255D U/A539T AG
107 F 36 u/u u/u u/u u/u AG
108 F 25 u/uJ u/uJ U/E255D U/A539T AG
109 M 29 u/u u/u u/u u/u GG
110 M 38 u/uJ u/u u/u U/A539T AA
111 F 31 u/uJ u/u u/u u/J AA
112 M 40 U116 u/u u/u U/A539T AG
113 F 23 u/J u/u u/u u/J AA
114 M 40 u/u u/D70G | U/U U/A539T AG
115 F 41 u/J u/u u/uJ U/A539T AG
116 F 37 u/u u/u u/u u/u GG
117 F 24 u/u u/u u/u U/A539T AA
118 M 33 u/uJ u/u u/uJ u/J AA
119 F 22 u/u u/u u/u u/u AA
120 M 22 u/116 u/u u/uJ U/A539T AG
121 F 51 u/u u/u u/u u/u AA
122 F 47 u/uJ u/u u/J u/uJ AG
123 M 24 U/116 u/u u/u A539T/A539T | GG
124 M 20 u/u u/u u/u u/u AG
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125 F 39 U/J U/J U/J U/U AG
126 F 20 u/U u/J u/J u/J AA
127 M 20 U/U U/J U/J U/U AG
128 F 33 u/U u/U u/U u/U AA
129 M 23 u/U u/U u/U u/J AG
130 F 41 U/J U/J U/J U/J AA
131 F 35 u/U u/J u/J u/J AG
132 M 29 U/J U/J U/J U/J AA
133 M 25 u/U u/J u/U u/J AG
134 F 32 U/J U/J U/J U/J AG
135 M 21 u/U u/U u/U u/U AA
136 M 32 u/U u/U u/U u/U AA
137 F 26 U/J U/J U/J U/U AG
138 F 26 u/U u/U u/U u/U AG
139 F 24 U/J U/J U/J U/J AG
140 F 34 u/U u/U u/U U/A539T GG
141 M 37 U/J U/J U/J U/A539T *

142 F 40 u/J u/J u/J U/J AA
143 F 28 u/U U/U U/U u/U AA
144 M 42 U/U U/J U/J U/A539T AG
145 M 34 u/U U/U U/U u/U AA
146 F 19 U/U U/J U/J U/J AG
147 M 35 u/U u/U u/U u/U AA
148 F 43 u/J u/U u/U u/U AG
149 F 21 U/U U/J U/J U/U AA
150 M 22 u/U u/U U/E255D U/A539T GG
151 M 36 U/U U/U U/U U/U AG
152 X X U/116 u/U u/U U/A539T GG
153 X X U/U U/J U/J U/U AG
154 X X u/U u/U u/U u/U AA
155 X X u/U u/U u/U u/U AG
156 X X U/U U/U U/U U/U AA
157 X X u/U u/U u/U U/A539T AG
158 X X U/U U/U U/U U/U AA
159 X X u/U u/U u/U u/U AA
160 X X U/J U/U u/J U/U AG
161 X X U/J u/J u/J u/J AG
162 X X u/U u/U u/U u/U AG
163 X X U/J U/U u/J U/U AG
164 X X u/U u/U u/U u/U AA
165 X X U/J U/U U/U U/J AA
166 X X u/U u/U u/U U/A539T AA
167 X X U/116 u/U U/U U/A539T AG
168 X X U/J u/J u/J u/J AG
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169 % % u/u U/D70G | UU U/A539T *

170 X X u/J u/J U/E255D U/A539T AG
171 X X U/U u/u u/u U/A539T AA
172 X X u/J u/J u/J U/A539T AA
173 X X u/J u/J u/J U/A539T AG
174 X X U/116 u/J u/J A539T/A539T | GG
175 X X u/J u/J u/J u/J AA
176 X X u/J u/J u/J u/J AA
177 X X u/J u/J u/J u/J AA
178 X X u/J u/J u/J u/J AA
179 X X u/J u/J u/J u/J AA
180 X X u/J u/J u/J U/A539T AG
181 X X u/J u/J u/J u/J AA
182 X X u/J u/J u/J u/J AA
183 X X u/J u/J u/J u/J AG
184 X X u/J u/J u/J u/J AG
185 X X U/J u/J u/J u/J AA
186 X X u/J u/J u/J u/J AA
187 X X u/J u/J u/J u/J GG
188 % % u/u u/u U/E255D u/uU AA
189 X X u/J u/J u/J u/J AG
190 X X u/J U/J U/J U/J AA
191 X X u/J u/J u/J u/J GG
192 X X u/J u/J u/J u/J AA
193 X X u/J U/J U/J U/J AA
194 X X u/J u/J u/J u/J AG
195 X X u/J U/J U/J U/J AA
196 X X u/J U/D70G | UU U/A539T AG
197 X X u/u u/u U/E255D U/A539T GG
198 X X u/J u/J u/J u/J AG
199 X X u/J u/J u/J u/J AG
200 % % u/u u/u U/E255D u/u AG
201 X X u/116 U/U U/U A539T/A539T | GG
202 X X u/J U/J U/J U/J AG
203 X X u/J u/J u/J U/A539T AA
204 X X u/J U/J U/J U/J AA
205 X X U/J u/J u/J u/u GG
206 X X u/116 U/U U/U A539T/A539T | GG
207 X X u/J U/J U/J U/J AG
208 X X u/J u/J u/J u/J AA
209 % % u/u u/u U/E255D A539T/A539T | GG
210 X X u/J u/J u/J U/A539T AG
211 X X u/J U/J U/E255D U/A539T AG
212 X X U/J u/J u/J u/J AA
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213 % % u/u u/u u/u U/A539T GG
214 X X u/J u/J u/J u/J AG
215 % % u/u u/u u/u U/A539T AA
216 X X u/J u/J u/J u/J AA
217 X X u/J u/J u/J U/A539T AA
218 X X u/J u/J u/J u/J GG
219 X X u/J u/J u/J u/J AA
220 X % u/u u/u U/E255D A539T/A539T | GG
221 X X u/J u/J U/E255D A539T/A539T | AG
222 X X u/J u/J u/J u/J AG
223 X X u/J u/J u/J U/A539T AG
224 X X u/J u/J u/J U/A539T AG
225 % % u/u u/u u/u U/A539T AG
226 X X u/J u/J u/J U/A539T AG
227 X X u/J u/J u/J U/A539T *

228 X X u/J u/J u/J U/A539T AA
229 X X u/116 u/uU U/E255D U/A539T AG
230 X X u/J u/J u/J u/J AA
231 X X u/J u/J u/J u/J AG
232 X X U/116 u/u u/u U/A539T AG
233 X X u/J u/J u/J U/A539T AG
234 % % u/u u/u u/u U/A539T *

235 X X u/J u/J u/J u/J AG

X dados ndo disponiveis.

* ndo determinado devido ao pequeno volume da amostra.
** amostras encaminhadas para o sequenciamento, cujos padrdes eletroforéticos sdo diferentes dos padrdes de

bandas para a variante -116.
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