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RESUMO

A butirilcolinesterase (BChE) é uma enzima sérica, produzida no figado e adipécitos. E encontrada
em diversos tecidos do corpo e parece estar relacionada a varias vias do metabolismo e
desenvolvimento do organismo. A BChE ¢ codificada pelo gene BCHE, que apresenta mais de
sessenta e cinco variantes descritas até o momento. No presente estudo foi examinada parte da
variabilidade genética, estrutura haplotipica e aspectos evolutivos do gene BCHE. Foram analisadas
amostras de DNA de doadores de sangue de Curitiba (165 com atividade da BChE < 4KU/L, 51
portadores da mutacdo ¢.2094>G, sete portadores da mutacdo c¢.765G>C, quatro portadores da
mutacdo ¢./VS3-14T>C) e 253 Guarani do Mato Grosso do Sul (148 Guarani-Kaiow4, 83 Guarani-
Nandeva e 22 Guarani Kaiowéa-Nandeva). Seqiiéncias de cDNA do gene BCHE e do gene ACHE,
disponiveis no GenBank, referentes a espécie humana e a outras nove espécies foram utilizadas para
andlises de aspectos evolutivos. Os individuos com atividade baixa da BChE apresentaram: 1)
Freqiiéncia de 18,58% =+ 2,59% da variante —//6A4, praticamente o dobro da encontrada na
populacdo geral, evidenciando sua relacdo com diminui¢ao de atividade da BChE; 2) Os haplotipos
[-116G; 2094; 1615G] com 67,05% + 2,80%, [—116A4; 2094; 16154A] com 15,44% =+ 2,01%,
[-116G; 2094, 16154] com 11,73% £ 1,67% e [-116G; 209G, 16154] com 4,00% + 0,84%, como
os de maior freqiiéncia. Todos os Guarani do Mato Grosso do Sul apresentaram a variante usual ——
116G. As analises de desequilibrio de ligacdo e de comparagdo com outras espécies permitiram
estabelecer a seguinte ordem cronoldgica de aparecimento dos haplétipos mais freqiientes: 1°
[-116A4; 2094; 344G, IVS3—14T; 1615G], 2° [-116G; 2094, 344G, IVS3—14T; 1615G], 3° [-116A4;
2094; 344G, IVS3—14T; 16154], 4° [-116G; 2094, 344G, IVS3—14T; 16154] e 5° [-116G, 209G,
344G, IVS3—14T; 1615A4]. A regido codificadora da proteina madura do gene BCHE mostrou estar
bem conservada entre as espécies e as taxas K,/K; permitem sugerir que essa regido esta sob pressao
seletiva purificadora, sendo a maioria das diferencas com a BChE humana encontrada em
aminodcidos da superficie da enzima. As comparagdes inter-especificas dos genes ACHE ¢ BCHE
mostram: 1) taxas K,/K< 1, indicando sele¢do purificadora sobre esses dois genes, provavelmente
mais intensa no caso do gene ACHE; 2) Conteido C+G significativamente maior no gene ACHE,
mais evidenciada na terceira posi¢do do codon. Esses dois fatos corroboram a hipotese, apresentada

acima, de maior pressdo de selegdo sobre o gene ACHE do que sobre o gene BCHE.
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ABSTRAT

Butyrylcholinesterase (BChE) is a serum enzyme, produced in the liver and adipose cells. It is
found in several body tissues and it seems related to many metabolic and developmental pathways
of the organism. BChE is codified by the BCHE gene with more than sixty-five alleles described
until now. The present study analyzed part of the genetic variability, haplotype structure and
evolution aspects of the BCHE gene. DNA was examined from blood donors from Curitiba (165
with BChE activity < 4KU/L, 51 heterozygotes for the c.2094>G mutation, seven heterozygotes for
the ¢.765G>C mutation, four heterozygotes for the ¢./VS3—14T>C mutation) and 253 Guarani from
Mato Grosso do Sul (148 Guarani-Kaiow4, 83 Garani-Nandeva and 22 Guarani Kaiowa-Nandeva).

Sequences of cDNA from the BCHE and ACHE genes available in the GenBank, referring to the
human species and to nine other species were used for the analyses of some aspects of evolution.
The individuals with low BChE activity presented: 1) Frequency of 18.58% = 2.59% of the —/164
variant, almost the double of that found in the general population, evidencing its relation with
decreased BChE activity; 2) The [-116G; 2094, 1615G] with 67.05% + 2.80%, [—1164,; 2094;
1615A4] with 15.44% =+ 2.01%, [-116G; 2094, 1615A] with 11.73% + 1.67% and [-116G; 209G,
1615A4] with 4.00% =+ 0.84% haplotypes are the more frequent ones. All Guarani from Mato Grosso
do Sul presented the —//6G usual allele. The linkage disequilibrium analyses and the interspecies
comparisons allowed to determine the following chronological order of appearance of the more
frequent haplotypes: 1° [—1164; 209A; 344G, IVS3—14T; 1615G], 2° [-116G; 2094, 344G, IVS3—
14T; 1615G], 3° [-116A4; 2094, 344G, IVS3—14T; 16154], 4° [-116G; 2094; 344G, IVS3—I4T;
1615A4] and 5° [-116G, 209G, 344G, IVS3—14T; 1615A4]. The coding region of the mature protein
of the BCHE gene was much conserved in all the species and the ratios K,/K; allow to suggest that
this region is under purifying selection, being the majority of differences with human BChE found
in amino acids of the enzyme surface. The inter species comparisons of the BCHE and ACHE genes
showed: 1) K,/K ratios < 1, characterizing the action of purifying selection on these two genes,
probably more intense in the case of the ACHE gene; 2) C+G content significantly greater in the
ACHE gene, being more evident in the third codon position. These two facts corroborate the
hypothesis, presented above, concerning the greater selection pressure on the ACHE than on the

BCHE gene.



1 INTRODUCAO

A butirilcolinesterase (BChE), também chamada de pseudocolinesterase, ¢ uma
enzima sérica, produzida no figado, sendo encontrada em vérios tecidos do organismo
(KUTTY, 1980; CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989). Ha evidéncias de sua sintese
ocorrer também nos adipocitos (ORESKOVIC e KUNEC-VAIJIC, 1992; POPOVIC et al.,
1998). Essa enzima tem como substratos conhecidos os ésteres de colina, ¢ também se
mostra eficiente em hidrolisar outros ésteres alifaticos que ndo contém colina (HARRIS,
1980; BOECK et al., 2002).

O gene BCHE esté localizado no brago longo do cromossomo 3 (3q26.1- q26.2),
constituido por 64.559 pb do inicio do exon 1 até o sitio CA de poliadenilagdo, distribuidos
em quatro exons, formados por 2.444 pares de bases (GenBank, NC 000003).

Devido a similaridade dos genes BCHE e ACHE, tem sido sugerido que eles
surgiram por duplicagdo ap6s o surgimento dos sistemas colinérgicos na linhagem dos
deuterostdomios.

O gene BCHE ¢ de carater polimorfico apresentando, at¢é o momento, mais de
sessenta e cinco variantes descritas, muitas das quais sdo raras e outras com freqiiéncia
populacional > 1% (euro-brasileiros: ¢.1615G>A4 com 17,5%, 2094>G com 1,8%,
¢.765G>C com 1,0%; MIKAMI, 2005).

A BChE ¢ uma enzima alostérica que tem sido correlacionada com diversas vias de
metabolismo e desenvolvimento do organismo, contudo sua funcao fisiologica ainda nao
esta totalmente compreendida. Diversos estudos mostraram associagdo positiva entre o
nivel de atividade enzimatica e o peso (KALOW e GUNN, 1959; SIMPSON, 1966;
CUCUIANU et al., 1968; STUEBER-ODEBRECHT et al., 1985), e IMC (ALCANTARA
et al., 2002; 2003a, b), o que leva a supor uma atuagao da BChE no metabolismo de lipides.

A atividade da BChE pode ser influenciada por diversos eventos: genéticos e
ambientais. Entre os principais fatores genéticos, envolvidos na diminui¢ao da atividade,
estdo as variantes do gene BCHE, podendo estar relacionadas com alteracdes de sintese,
degradacdo acelerada das moléculas circulantes ou perda de afinidade pelos substratos.
Entre outros fatores que levam a diminuigao da atividade da BChE, citam-se: estrogenos;
hepatite; doengas renais; anemias (WHITTAKER, 1980), bem como alimentos da familia

solanaceae, que contém inibidores de colinesterases, como solanina e solanidina (HARRIS



e WHITTAKER, 1962). Dentre os principais fatores que influenciam o aumento da
atividade enzimatica citam-se: fendtipo CHE2 C5+, produto da interagcdo dos genes BCHE
e CHE?2; idade; sexo; obesidade; hiperlipoproteinemia; psoriase; hipertensao; alcoolismo;
esquizofrenia (WHITTAKER, 1980).

Uma das principais complicagdes clinicas, observada em individuos com atividade
baixa ou com variantes ndo usuais da BChE, ocorre durante a anestesia geral. Pacientes que
apresentam variantes do gene BCHE, caracterizados pela reducdo 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 apnéia prolongada, que pode ser fatal, se
nao forem tomados os devidos cuidados (LEJUS et al., 1998).

No presente estudo foi analisada a variabilidade de partes do gene BCHE, em
doadores de sangue de Curitiba com atividade baixa da BChE (< 4,00 KU/L), uma vez que
MIKAMI (2005) observou que aproximadamente 79% das variagdes ndo usuais no exon 2,
que representa a maior parte do gene da BCHE, foram em individuos nessa categoria de
atividade. Alem disso, foi examinada uma amostra da populacdo indigena Guarani em
relacdo ao exon 1 do gene BCHE.

A comparagao de sitios especificos, de um determinado gene homdlogo, em
diversas espécies tem se mostrado uma ferramenta interessante para sugerir regioes
importantes na regulacdo, funcionamento e estrutura do produto génico. Além disso, o
estudo das estruturas dos haplotipos permite fazer inferéncia sobre a origem evolutiva das
mutagoes de um determinado gene e de sua distribuicao nas populagdes. No presente estudo
foram obtidas informagdes tanto sobre a estrutura dos haplotipos do gene BCHE associados
com atividade baixa da BChE (< 4,00 KU/L), como também referentes a variagdes em
sitios especificos, que apresentaram variagao nos individuos do presente estudo e que foram
comparados com os de outras nove espécies, buscando definir o quao conservados sdo esses
sitios em outras espécies e o estado ancestral dos nucleotideos e aminoacidos desses sitios.
Também foram analisadas identidade de nucleotideos e aminoacidos, taxas e padrdes de
substituicao, uso dos cddons e tipo de selecdo através de seqiiéncias interespecificas de
cDNA do gene BCHE em dez espécies, bem como o cDNA do gene ACHE com intuito de

esclarecer como esse gene tem evoluido.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Colinesterases

As colinesterases correspondem a uma classe de enzimas ubiquas, que atuam nas
vias colinérgicas, sendo representadas por duas subclasses enzimaticas: a acetilcolinesterase
(AChE, EC 3.1.1.7) e a butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8). A acetilcolinesterase,
denominada de esterase verdadeira ou especifica, é responsavel por catalisar a hidrdlise do
neurotransmissor acetilcolina na membrana pods-sindptica na jungdo neuromuscular. E
encontrada também em eritrocitos e no sistema nervoso. A butirilcolinesterase, chamada de
colinesterase do soro, pseudocolinesterase, colinesterase nao especifica ou colinesterase do
tipo S € uma enzima sérica, produzida no figado e adipocitos, com ampla distribui¢cdo no
organismo, sendo um dos componentes do plasma, figado, coracdo, pancreas, endotélio
vascular, pele, massa branca do cérebro, musculo liso e adipdcitos (KUTTY, 1980;
CHATONNET e LOCKDRIDE, 1989; ORESKOVIC e KUNEC-VAIJIC, 1992). Além da
acetilcolina, a BChE também hidrolisa outros 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).

Produtos de genes distintos dao origem a AChE e a BChE. Em humanos, o gene
ACHE esta situado no braco longo do cromossomo 7 (7q22) e o gene BCHE, no brago
longo do cromossomo 3 (3q26.1- q26.2). Comparagdes entre as duas colinesterases indicam
que suas seqiiéncias codificantes encontram-se altamente conservadas em vertebrados,
indicando que esses genes podem ter surgido por duplicacdo de um gene ancestral comum
(CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989). Contudo suas seqiiéncias de regulacdo génica
diferem, resultando em expressdes discriminadas durante a diferenciagdo e

desenvolvimento tecidual (GNATT et al., 1991; MASSOULIE et al., 1993).

2.2 Estrutura da BChE
No plasma, a BChE ocorre predominantemente como um tetramero, formado por
dimero de dimeros. Na formag¢ao de cada dimero, os mondmeros estdo ligados por pontes

de dissulfeto e, ao formar o tetrdmero, os dimeros ligam-se entre si por ligacdes ndo



covalentes. Outras formas moleculares, como mondmeros e dimeros, também estdo
presentes no plasma em menores proporgdes. Os mondmeros sdo constituidos de 574
aminoacidos e nove cadeias de carboidratos, com peso molecular aproximado de 85 kDa
(LOCKRIDGE et al., 1987a,b).

Analise da BChE do soro ou plasma estocado, apds eletroforese em gel de
poliacrilamida, revela 12 bandas, das quais oito provavelmente representam formas
heterdlogas nas quais a BChE se liga a outras substdncias como a albumina, a o2-
macroglobulina, a transferrina e outras moléculas ainda ndo identificadas (JUUL, 1968;
ALCANTARA et al., 1999; ALCANTARA, 2000). Apos eletroforese bi-dimensional, em
papel filtro e em gel de amido (pH 8,6), observam-se cinco bandas, que correspondem as
cinco formas moleculares principais da BChE: mondmero (C;), dimero (Cs), tetrdmero
(C4), mondmero ligado a albumina sérica (C;) e tetramero ligado a uma substancia ainda
ndo identificada (Cs), condicionada pelo gene CHE2 (HARRIS et al., 1962; MASSON,
1989). Uma nova banda eletroforética (Cy/s) foi descrita por SOUZA et al. (1995), cuja
mobilidade ¢ semelhante a da banda Cs, em gel de 4gar com pH 5,3, e corresponde a
mobilidade da banda C4, em gel de 4gar com pH 6,7. Atualmente, também se usa outra
nomenclatura utilizando as letras G e A para denominar as formas globulares e assimétricas
da BChE, respectivamente. Por exemplo: G1, G2, G3, G4, referem se aos mondmeros,
dimeros, trimeros (decorrentes de degradagio) e tetrameros (MASSOULIE ¢ BON, 1982;
PERRIER et al., 2002). No caso da forma heter6loga C,, usa-se G1-ALB, evidenciando o
monomero ligado a albumina (KREJCI et al., 1997).

A estrutura cristalografica da BChE foi descrita por NACHON et al. (2002) a partir
de uma BChE humana recombinante, uma vez que o homotetramero ¢ altamente
glicosilado e os grupamentos de agucar, de modo geral, perturbam a cristalizacdo. Essa
enzima recombinante teve quatro dos nove sitios de N-glicosilagcdo removidos (residuos 17,
455, 481 e 486) e seu dominio de oligomerizagdo deletado. Na Figura 1 pode ser
visualizada a estrutura tridimensional da BChE.

A BChE possui seu sitio ativo em forma de garganta composto por
aproximadamente 55 aminodacidos (Figura 2). O sitio anionico periférico (PAS), localizado
na boca da garganta, ¢ formado pelos aminoacidos D70 (acido aspartico) e Y332 (tirosina)

os quais estdo envolvidos na ligacdo inicial de substratos carregados positivamente. O



aminoacido D70 forma uma al¢a dmega (Q2) com W82 (triptofano), componente do sub-
sitio de ligagdo do sitio ativo (MASSON et al., 2001). A cavidade oxianidnica localizada
proxima ao sub-sitio de ligagdo, inclui os aminoacidos G116 (glicina), G117 ¢ A199
(alanina). O sitio esterasico da BChE ¢ formado pela triade catalitica dos aminoacidos S198
(serina), H438 (histidina) e E325 (4cido glutdmico), responsaveis pela hidrdlise
(SHAFFERMAN et al., 1992).

Figura 1. Modelo tridimensional da BChE humana. As estruturas representam as
nove cadeias de carboidratos ligadas a BChE.

FONTE: ESTHER Database, 2006.
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Figura 2. Estrutura esquematica do sitio ativo do mondmero da butirilcolinesterase

FONTE: COKUGRAS, 2003.



MASSON et al. (1997) propuseram o mecanismo de ativagdo e hidrolise utilizado
pela BChE (Figura 2). A ativagdo do substrato da BChE envolve diversos dominios na
entrada do sitio ativo da enzima, incluindo o sitio anionico periférico (D70 e Y332), o sub-
sitio de ligacdo do sitio ativo (W82 e A328), o residuo E197 e o residuo N83 da al¢a
omega. Substratos carregados positivamente, em baixas concentracdes, induzem a
formacdao de trés complexos enzima-substrato. O primeiro complexo (ES;) ¢ formado
quando o substrato liga-se de modo transitorio ao D70 no sitio anidnico periférico (PAS).
Esse processo desencadeia uma mudanga de conformagao no mondmero, fazendo com que
os dois bragos flexiveis da alga Omega se aproximem um do outro e o substrato deslize para
o residuo W82, formando o complexo (ES;). Os aminodcidos da cavidade oxianidnica
auxiliam na rotacdo do substrato da posig¢ao vertical para posi¢do horizontal ideal para a
hidrolise feita pela S198 e ligagcdo de sua porg¢ao acil no sitio de ligacao acil, caracterizando
o terceiro complexo (ESs). O processo de hidrolise ocorre quando o anel imidazol da H438
transmite elétrons de E325 para S198 e a hidroxila da S198 se torna nucleofilica. Ataques
nucleofilicos dessa hidroxila nas pontes de ésteres do substrato liberam a porc¢ao colina do
substrato e a enzima fica temporariamente acilada. Em seguida, o grupo acil ¢ hidrolisado
pela S198 por um ataque nucleofilico de uma molécula de agua ativada por receber um

préton da H438 e o substrato ¢ entdo liberado da enzima.

2.3 Estrutura do gene BCHE

YANG et al. (1984) atribuiram o gene da transferrina (7F) ao cromossomo 3. A
ligacdo entre o loco BCHE ¢ TF ja havia sido demonstrada por ROBSON et al. (1966). O
gene BCHE foi atribuido ao brago longo do cromossomo 3 (3q26.1-q26.2; SOREQ et al.,
1987; ALLDERDICE et al., 1991; GAUGHAN et al., 1991) e sua estrutura de 4 exons e
seqiiéncia de nucleotideos foram estabelecidos por ARPAGAUS et al. (1990). O gene
BCHE apresenta uma Unica copia, sendo constituido por 64.559 pb desde inicio do exon 1
até o sitio CA de poliadenilag@o. O exon 1 ¢ formado por 149 pb. O exon 2 possui 1525 pb,
codifica o peptideo lider e contém cerca de 83% da seqiiéncia codificadora da proteina
madura, incluindo a extremidade N-terminal e o sitio ativo. O exon 3 tem 167 pb e o exon 4
tem 603 pb, codificando a extremidade C-terminal da proteina e possuindo a regido 3’

UTR, que contém dois sinais funcionais de poliadenilagdo (Figura 3).
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Figura 3. Desenho esquematico do gene BCHE, mostrando os quatro exons (E1, E2, E3 e
E4) e os trés introns. As estruturasl] representam as regides UTR e as estruturas I

representam as regides traduzidas.

O promotor do gene BCHE ¢ composto por 66% de A e T, ndo possui elemento
TATA ou CAAT, ndo ¢ rico em GC, sendo que o gene ¢ expresso constitutivamente,
apenas regulado durante a diferenciagdo e o desenvolvimento do organismo. O elemento
iniciador do gene BCHE tem sido caracterizado como uma seqiiéncia rica em pirimidinas
alguns elementos reguladores na regido a montante ao inicio de transcrigdo, para AP1 (fator
de transcricdo codificado por genes das subfamilias Fos e Jun) na posicdo —71, duas
seqiiéncias de ligagdo de Oct-1 (proteina ligante de octamero) nas posi¢cdes —403 e —494 e
quatro sitios de ligagdo de topoisomerases em —235, —610, —851 e —1640. Ainda foram
encontrados quatro elementos adicionais nas posi¢des —2169, —2241, —2260, e —1380
contendo uma seqiiéncia GGAAG/A (PEA3) que ¢ similar aos locais de ligacdo para a
classe de oncoproteinas Ets. A regido flanqueadora 5’ tem uma seqiiéncia Alu de 333 pb a
qual apresenta uma seqiiéncia repetida direta de sete nucleotideos (CCTTTTC), em ambas

as extremidades (JBILO et al., 1994).




2.4 Nomenclatura

DEN DUNNEN e ANTONARAKIS (2000, 2001) sugerem um sistema de
nomenclatura para a descricdo de mudangas em seqiiéncias de DNA, RNA e proteinas. Esse
sistema tem sido amplamente aceito e estimulado a ser usado com intuito de uniformizar e
evitar equivocos na descri¢ao de alteragdes nas seqiiéncias.

No presente estudo a nomenclatura segue de acordo com as consideragdes a seguir:

e Seqiiéncia de referéncia: a descricao das variacdes do gene BCHE estao baseadas
na seqiiéncia de referéncia NM 000055 do GenBank (www.ncbi.org)
e Discriminacio entre os tipos de seqiiéncias:
0 A letra “c” antecedendo a alteracdo na seqiiéncia indica descricdo da
variacao baseada na seqiiéncia de cDNA (Exemplo: ¢.764>T)
0 A letra “p” antecedendo a alteracdo na seqiiéncia indica descricdo da
variagdo baseada na seqiiéncia de aminoacidos- proteina (Exemplo p.K76A4)
e Ao nivel do DNA

0 Nucleotideos sdo designados pelas bases: A (adenina), C (citosina), G (guanina)
e T (timina);

0 Numeracdo dos nucleotideos: nucleotideo +1 ¢ a Guanina do cddon do primeiro
aminoacido traduzido da BChE (GAA), uma vez que essa numeragao ¢ utilizada
por todos os grupos que estudam o gene BCHE;

* Em regido ndo codificadora: o nucleotideo 5’ ao primeiro aminoacido
traduzido da BChE ¢ —1; o primeiro nucleotideo 3’ao cddon de término
de tradugdo ¢ *1.
* Em nucleotideos intronicos:
e 1o inicio do intron: /VS o numero do intron, um sinal de mais, e
a posicao no intron (IVSI1+1G);
e 1o final do intron: /VS o nimero do intron, um sinal de menos, €
a posicao a montante no intron (/V.S2-37).
e Discriminacio entre as seqiiéncias variantes:
O Variantes usuais: correspondem as encontradas em cada sitio da seqiiéncia

de referéncia (exemplo: ¢.764)
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O Variantes ndo usuais: correspondem as alteragdes encontradas em relagdo a

seqiiéncia de referéncia, obedecendo a descricdo a seguir:

e Descricdo de mudanga de nucleotideo:

O Substitui¢do: designada pelo caractere “>";
» 71C>T denota que, no nucleotideo 71, uma C ¢ substituida por uma T;
= [VS2-8T>G denota que a T foi substituida pela G no nucleotideo — 8 do

intron 2.
0 Delecao: designada por “del" depois do nucleotideo que flanqueia o sitio da
delegao;

» 9 [1delATC denota delecao ATC do nucleotideo 9 ao 11;

(134

0 Inser¢do: designada por “ins” depois do nucleotideo flanqueando o sitio de
inser¢do, seguido pelo nucleotideo inserido;
»= 1062 1076insALU denota que uma seqiiéncia ALU foi inserida entre os

nucleotideos 1062 e 1076.

Exemplos de genotipos:
»  209A4A denota homozigoto;
*  209A4G denota heterozigoto.

e Haplotipos:

0 [-1164; 2094; 1615G,; *189A4] denota que no sitio -116 o hapldtipo possui
adenina, no sitio 209 apresenta adenina, no sitio 1615 uma guanina e no sitio

*189 uma adenina.
e Ao nivel de proteina:
0 Cddons de término designados por X;

0 Numeracdo dos aminoacidos: o primeiro aminoacido do inicio da tradugdo
(acido glutamico) ¢ numerado +1, como utilizada por todos os grupos que

estudam o gene BCHE.
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e Descricdo de mudanga de aminoacido:
0 Substituicdo:

= Sentido trocado (missense): 724M denota que o aminoacido 24

(Treonina, T) € substituido por uma metionina (M);

* Sem sentido (nonsense): Q//9X denota que o aminoacido 119

(Glutamina, Q) foi substituido por um cédon de término (X);

O Mudan¢a na matriz de leitura: designada por “fs” apds o primeiro

aminodacido afetado pela mudanga;

» NI06fs mudanga na matriz de leitura a partir do aminoacido 106

(Asparagina, N).

2.5 Variabilidade do gene BCHE

No gene BCHE ja foram descritas mais de sessenta e cinco mutagdes (Tabela 1).

Atualmente, a identificacdo das variantes ¢ efetuada por analise do DNA, através de
diferentes métodos como PCR-RFLP (Reagdo em Cadeia de Polimerase - Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento de Restrigdo), PCR-SSCA (PCR seguida de Analise
Conformacional de Fita Simples) e seqiienciamento de DNA.

Anteriormente, alguns fendtipos costumavam ser identificados por testes de inibigao
enzimatica usando alfa naftilacetato ou benzoilcolina como substrato e dibucaina, fluoreto
de sodio, DL-propanolol ¢ Ro2-0683 (dimetilcarbamato de brometo de 2-hidroxi-5-fenil-
benziltrimetilamonio) como inibidores (KALOW e STARON, 1957; ALCANTARA et al.,
1991; PICHETH et al., 1994).

A expressao das mutagdes pode ser verificada através de mutagénese sitio dirigida,
usando-se um plasmideo como vetor e posterior transfeccdo em células do epitélio renal
humano (293T) ou células de ovario de hamster chinés (CHO) seguida de medida de
atividade da BChE em espectrofotometria, segundo método de Ellman (LIU et al., 2002;
MIKAMI, 2005).



Tabela 1. Variantes do gene BCHE"
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Nivel de DNA” Nivel de Proteina’ Referéncia
Exon 1

c.-116G>A4 Bartels et al. (1990)
Exon 2

c.9 11delCAT
c.16delA
c.35>G
c45G>C
c.71C>T
c.82T>A4
c.98>G
c.109C>T
¢.208G>C
c.209>G
¢.223G>C
c.270>C
c.286>T
c.297T>G
¢.298C>T

c.318 319insA
c.344G>A4

c.351 353insAG
c.355C>T
c.3754A>T
c.383>G
c.424G>A4
c.486T>C
c.310T>G
c.514C>T

p.14del
p.lofs
p.-KI2R
p.GI5G
p.T24M
p-F281
p.Y33C
p-P37S
p-D70H
p-D70G (4)
p-G75R
p-E90D
p-N96Y
p199M
p.P100S

p.N106fs
p.G115D
p.G117fs
p.0119X
p.LI25F
p.Y128C
p.V142M (H)
p.A1624
p.DI70E
p.0172X

Macekawa et al. (1997)

Bartels et al. (1992b) Primo-Parmo et al. (1996)
Mikami et al. (2005)

Mikami et al. (2005)

Mackawa et al. (1997)

Yen et al. (2003)

Primo-Parmo et al. (1996)

Primo-Parmo et al. (1996)

Boeck et al. (2002)

McGuire et al. (1989)

Souza et al. (2005)

Souza et al. (2005)

Yen et al. (2003)

Souza et al. (2005)

Mackawa et al. (1997) Takagi et al. (1997); Lu et
al. (1997)

Yen et al. (2003); On-Kei Chan et al. (2005)
Primo-Parmo et al. (1997)

Nogueira et al. (1990)

Sudo et al. (1996)

Primo-Parmo et al. (1996)

Hidaka et al. (1997a)

Jensen et al. (1992)

Souza et al. (2005)

Primo-Parmo et al. (1996)

Gitke et al. (2001)
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Tabela 1. Variantes do gene BCHE * (continuagio)

Nivel de DNA” Nivel de Proteina” Referéncia
c.551C>T p.A184V (SC) Greenberg et al. (1995)
c.5924>G p.S198G Primo-Parmo et al. (1996)
c.596G>T p.A199V Sakamoto et al. (1998)
c.601G>A4 p.A201T Primo-Parmo et al. (1996)
c.607 T>C p-S203P Hidaka et al. (2001)
c.728C>T p.T243M (F-1)  Nogueira et al. (1992)
c.7484>C p-T250P Macekawa et al. (1995)
c.765G>C p-E255D Primo-Parmo et al. (1996)
c.8004>G p-K267R Maekawa et al. (1997)
c.811G>T p.E271X Primo-Parmo et al. (1996)
c.880G>4 p.V294M Mikami et al. (2005)
c.920T>C p.L307P Manoharan et al. (2006)
c.943 943insA p.-T315fs Hidaka et al. (1992)
c.9434>T p.T3158 Liu et al. (2002)
c.988T>A4 p.L3301 Sudo et al. (1997)
c.997G>T p-G333C Mikami et al. (2004)
c.1062 _1076insALU p.K355insALU ~ Muratani et al. (1991); Mackawa et al. (2004)
c.1093G>C p-G365R Hada et al. (1992); Hidaka et al. (1992)
c.1156C>T p-R386C Yen et al. (2003)
c.1169G>T p.G390V (F-2)  Nogueira et al. (1992)
¢.1200C>4 p.C400X Hidaka et al. (1997b)
c.12537>C p.F418S Mackawa et al. (1995)
c.1270C>T p-R424X Yen et al. (2003)
c.12737>C p-S425P Gnatt et al. (1990)
c.1294G>T p.E432X Levano et al. (2005)
c.1303G>4 p.G435R Dey et al. (1997)

.1336T>G p.F446V Dey et al. (1998)
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Tabela 1. Variantes do gene BCHE * (continuagio)

Nivel de DNA” Nivel de Proteina. Referéncia

c.1351G>T p.E451X Dey et al. (1998)

c.1378G>4 p-E460K Yen et al. (2003)

c.13934>T p.-R465X Maekawa et al. (1995)

c.1408C>T p-R470W Mikami et al. (2004)

c.1411T>C p.W471R Primo-Parmo et al. (1996)

c.14207>C p.F474L On-Kei Chan et al. (2005)
Intron 2

clVS2-8T>G Primo-Parmo et al. (1996)
Exon 3

c.14904>T p.E497V (J) Bartels et al. (1992a)

c.1500T>A4 p.Y500X Bartels et al. (1992b); Primo-Parmo et al. (1996)

c.1543C>T p-R515C Maekawa et al. (1995)

c.15534>T p-O518L Primo-Parmo et al. (1996)
Intron 3

c.1VS3-14T>C Parmo-Folloni et al. (no prelo)
Exon 4

c.1615G>4 p-A539T (K) Bartels et al. (1992b)

c.1719 1720delT p.L574fsX576  Parmo-Folloni et al. (no prelo)

c.*189 A>G

Bartels et al. (1990)

FONTE: “CHAUTARD-FREIRE-MAIA e SOUZA (no prelo); °Glu 1 ¢ o0 amino acido N-

terminal da BChE madura e o nt 1 corresponde ao primeiro nucleotideo no cédon para Glu

1; “Nome trivial entre parénteses.

2.5.1 Variantes ndo usuais mais freqiientes do gene BCHE

A maior parte das mutacdes descritas no gene BCHE se encontra no exon 2, como

pode ser constatado na tabela 1, sendo que 92% das mutagdes descritas para esse gene

apresentam freqiiéncia populacional menor que 1%. A figura 4 mostra a posi¢do no gene

das variantes mais freqiientes da BChE.
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"EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4
149 pb 1525 pb 167 pb 603 pb
-116 209 551 765 1615  *189
9%) 1,8%) (0,7%) (1,0%) (18,4%) (26%)

Figura 4. Desenho esquematico do gene BCHE, mostrando os quatro exons € o nimero de
pares de bases que os compdem. A regido escura corresponde a proteina madura. A parte
clara do exon 2 codifica o peptideo sinal. As flexas indicam o posicionamento das variantes
mais freqilientes do gene BCHE e, entre parénteses, encontra-se a freqiiéncia alélica menos

freqiiente.

2.5.1.1 Variante nao usual c.*189A>G
E uma mutagdo no nucleotideo 1914, 189 bases ap6s o codon de término no exon 4.
A vaiante ndo usual G apresentou freqiiéncia populacional de 26% e encontra-se em

desequilibrio de ligacdo com /6/5G>A4 (BARTELS et al., 1990).

2.5.1.2 Variante nao usual c.1615G>A (p.A539T)

A variacdo ¢ decorrente de uma mutagdo de ponto no nucleotideo 1615 do exon 4,
levando a alteracdo do aminoacido alanina (GCA) 539 para treonina (ACA) (BARTELS et
al.,, 1992a). A enzima variante, conhecida como K, foi originalmente associada a uma
redugdo em 33% na atividade, quando comparada com a da BChE usual, podendo essa
redugcdo ser devida a menor sintese da enzima ou a aceleracdo na degradacdo desta
(RUBINSTEIN et al., 1978). Porém, ALTAMIRANO et al. (2000) estudaram a variante K,
expressa em células CHO apds mutagénese sitio dirigida, e verificaram que ¢ semelhante a
enzima usual quanto a atividade, renovacao de proteina celular (turnover) e formacao de

tetrameros.
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A variante 1615G>A apresentou freqiiéncia alélica de 12,8% em caucasdides norte-
americanos (BARTELS et al., 1992b), 19,6% em escoceses (GAFFNEY ¢ CAMPBELL,
1994), 17,5% em japoneses (SHIBUTA et al., 1994; IZUMI et al., 1994) e 18% em
dinamarqueses (JENSEN et al., 1996). A populagdo euro-brasileira possui 18,4% e a afro-
brasileira 17,1% (SOUZA et al., 1998) desta variante nao usual.

2.5.1.3 Variante niao usual c.-116G>A

Esta mutagdo ocorre no exon 1 na posi¢ao —116, regido transcrita mas nao traduzida
do gene. A freqiiéncia populacional da variante —//6G>A descrita por BARTELS et al.
(1990) ¢ de 8% em norte americanos. Em caucasoéides de Curitiba a freqiiéncia alélica para
—116G>A ¢ de 8,8% (FURTADO-ALLE et al., 2006). Essa variante também se encontra
em desequilibrio de ligacdo com /6/5G>A.

2.5.1.4 Variante nao usual c.209A>G (p.D70G)

E resultante de uma mutacdo de ponto no exon 2, nucleotideo 209, causando a
substituigdo do 4cido aspartico 70 (GAT) por glicina (GGT) (McGUIRE et al., 1989). E
conhecida como variante atipica (A), pois foi a primeira variante genética identificada em
pacientes que apresentam apnéia prolongada, apds serem submetidos a doses fisioldgicas de
succinilcolina (KALLOW e GENEST, 1957). A variante 2094>G ¢ incapaz de hidrolisar
os relaxantes musculares succinilcolina e mivacurio, pois a mutacao afeta um aminoacido
importante na constitui¢do do sitio anidnico periférico (MASSON et al., 1997).

A freqiiéncia da variante nao usual ¢.2094>G na populagdo européia foi estimada
em 1,7% por McGUIRE et al. (1989). Na populagdo do sul do Brasil, essa estimativa foi de
1,8% a partir de dados de analise do DNA (MIKAMI, 2005).

A mutagdo 2094>G encontra-se em desequilibrio de ligagdo com /6/5G>A4, sendo

que na populacdo de Curitiba o valor de D’ corresponde a 90% (MIKAMI, 2005).

2.5.1.5 Variante néo usual c.765G>C (p.E255D)

Caracterizada por uma mutacdo de ponto no exon 2, nucleotideo 765 (PRIMO-
PARMO et al., 1996), alterando o acido glutamico (GAG) para acido aspartico (GAC).
MIKAMI (2005) encontrou individuos com a mutagdo 765G>C nos grupos classificados

como de atividade alta, média e baixa, sugerindo que essa mutagdo nao altera a atividade da
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BChE. A autora estimou a freqiiéncia populacional em doadores de sangue de Curitiba em
0,98%. A mutagdo 765G>C também se encontra em desequilibrio de ligacdo com

1615G>4, visto que D’ ¢ igual a 65,6% (MIKAMI, 2005).

2.5.1.6 Variante nio usual c.551C>T (p.A184V)

Apresenta-se como uma mutac¢ao de ponto no nucleotideo 551, no exon 2, causando
uma alteragdo na alanina (GCC) 184 para valina (GTC). Também chamada de resistente a
succinilcolina (SC). Sua descrigdo inicial (GREENBERG et al., 1995) foi em uma paciente
norte-americana que possuia significativa reducdo na capacidade de hidrolisar a
succinilcolina e apresentava habilidade normal em hidrolisar outros substratos e resisténcia
normal aos inibidores dibucaina e fluoreto. Sua freqiiéncia na populacdo de Curitiba esta
estimada em 0,7% (MIKAMI, 2005). Ndo ha estudos referentes a freqiiéncia dessa mutagao

em outras populagoes.

2.5.2 Variantes silenciosas

Tém sido descritas diversas enzimas variantes com atividade reduzida em mais de
90%, em relacdo a atividade da enzima usual. Assim, varias variantes (Tabela 1)
determinantes desse tipo de enzima foram identificadas por andlise de DNA, levando a
substituicdo de aminoacidos, alteragdes na matriz de leitura e formac¢do de coddons de
terminagdo. A freqiiéncia geral do fenotipo silencioso ¢ estimada em 1 em 100.000

individuos.

2.6 Atuacio fisiologica da BChE

2.6.1 Atuacio nas vias colinérgicas

MESULAM et al. (2002), em estudo realizado em ratos nulizigotos onde o gene da
ACHhE foi desativado, observaram que a BChE passou a modular a transmissao colinérgica,
substituindo a AChE nas juncdes neuromusculares e hidrolisando a acetilcolina. Os autores
sugerem que a BChE ndo apenas funciona como um recurso de seguranga, evitando a morte
do animal por hiperativagdo das vias colinérgicas, mas também pode estar normalmente

contribuindo para o processo de transmissao das vias colinérgicas.
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2.6.2 Metabolismo de lipides, peso e IMC

Um aumento na atividade da BChE é usualmente observado em condi¢des
associadas com o metabolismo anormal de lipides como na hiperlipoproteinemia,
caracterizada pelo aumento na sintese de triglicérides e/ou colesterol e excesso de acidos
graxos derivados do metabolismo de carboidratos, obesidade e diabetes (KUTTY, 1980).

Existe uma correlagdo positiva entre a atividade da BChE e as concentragdes de
triglicérides e apolipoproteina B, a qual esta presente nas particulas LDL ¢ VLDL (CROOK
et al., 1994; LEJUS et al., 1998).

Individuos de fenotipo CHE2 C5+ (caracterizado pela presenca de Cs, tetramero da
BChE ligado a uma substincia ainda ndo identificada) apresentam média de peso
(CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al, 1991) e de IMC (ALCANTARA, 2000)
significativamente menor (p < 0,02 em ambos os casos) do que individuos de fenotipo
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.
Esses dados podem ser explicados pela agdo que a BChE exerce sobre a grelina, peptideo
enddgeno ligante do receptor secretagogo (estimulador de secre¢do) do hormdnio do
crescimento, quando em sua forma n-octanoilada na serina 3 (HOSODA et al., 2000).
Nessa condi¢do, a grelina € capaz de condicionar aumento de peso, hiperfagia e redugdo na
utilizagdo de gorduras, em roedores (TSCHOP et al., 2000). No soro humano, DE VRIESE
et al. (2004) mostraram que a BChE est4 envolvida na desoctanoilagdo da grelina. Assim,
espera-se que pessoas com fenotipo CHE2 C5+, associado com maior atividade da BChE,

sejam menos susceptiveis ao aumento do peso.

2.6.3 Ciclo celular - desenvolvimento embrionario e tumorigénese

O envolvimento das colinesterases na regulacdo dos processos de diferenciagdo e
proliferacdo celular tem sido relatado em alguns trabalhos. LAYER e SPORNS (1987), em
estudo realizado com cérebro e retina de galinha, observaram que a expressdo da BChE e
da AChE eram correguladas. A BChE apresenta atividade mais elevada durante as
primeiras mitoses do desenvolvimento celular enquanto as células apresentam-se
indiferenciadas, podendo estar relacionada com a proliferagdo celular. A AChE aumenta

sua atividade durante os primeiros sinais de diferenciagdo do tubo neural, podendo estar
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envolvida no processo de diferenciagdo celular. MARK e ROBITZKI (2000) sugerem que
alteragdes na expressdo da BChE afetam a modulagdao da proliferagdo e diferenciacao
celular, assim como os eventos de apoptose durante o processo de neurogénese em aves.

O gene BCHE ¢ um dos poucos exemplos de genes que sdo ativados durante o
processo de imortalizagdo celular. Tem-se detectado por andlise de DNA e de RNAm que
varios tipos de tumores apresentam o gene BCHE amplificado ou com outro tipo de
mutagdo, podendo se expressar anormalmente ou nao. Além disso, linhagens celulares
permanentes transformadas sdo caracterizadas por apresentarem anomalias cromossdmicas
na regido (3q26.1-q26.2) do gene BCHE, que poderiam ser responsaveis pelo aumento na
expressao da BChE (SOREQ e ZAKUT, 1990; SOREQ et al., 1991; SAEZ-VALERO et
al., 1996).

2.7 Butirilcolinesterase e xenobioticos

2.7.1 Organofosforados

A BChE e a AChE sdo inibidas por organofosforados e carbamatos usados como
pesticidas. A toxicidade aguda provocada pelos organofosforados usualmente ¢ atribuida a
inibicdo irreversivel da acetilcolinesterase. Como resultado ocorre um aumento nas
concentracdes de acetilcolina nas sinapses colinérgicas do sistema nervoso periférico e
central. Este quadro pode desencadear uma crise colinérgica caracterizada por secregoes
salivares, constricdes bronquiais, bradicardia, enfraquecimento muscular, convulsdes,
culminando em morte por falha no sistema respiratorio (MARTINEZ, 1992).

Alguns estudos revelaram que a BChE confere uma protecdo natural contra os
organofosforados. A BChE liga-se rapidamente ao organofosforado de maneira irreversivel
em uma taxa estaquiométrica de molaridade de 1:1, inativando o organofosforado e
impedindo que este atinja o sitio alvo, que ¢ a acetilcolinesterase nas vias sindpticas
nervosas (BROOMFIELD et al., 1991).

Variantes da BChE podem influenciar na eficiéncia de agdo contra os
organofosforados. Individuos que apresentam fenotipo CHE2 C5- mostraram-se mais
susceptiveis a intoxicacdo por pesticidas do que individuos com fendtipo CHE2 C5+

(FONTOURA-DA-SILVA e CHAUTARD-FREIRE-MAIA, 1996). Patologias que
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reduzem a atividade enzimdtica também podem promover um aumento na susceptibilidade

aos pesticidas.

2.7.2 Succinilcolina e mivacurio

A succinilcolina ¢ um medicamento utilizado durante a anestesia geral para causar
relaxamento muscular. Foi introduzida na pratica médica em 1951 na Suica e Austria
(BOVET e BOVET-NITTI, 1959) e, a despeito de seus efeitos colaterais, como a
hipertermia maligna e apnéia prolongada, continua sendo empregada até os dias de hoje
(ALMEIDA, 2002; ALMEIDA, 2004). Normalmente, os efeitos da succinilcolina duram
apenas alguns minutos, pois cerca de 90% do medicamento ¢ hidrolisado pela BChE. Para
poder manter o relaxamento muscular ¢ necessario injetar continuamente, através de
infusdo, o composto ao sangue (SUAREZ-KURTZ, 2004). De maneira geral, o bloqueio
muscular ¢ inversamente proporcional a atividade da BChE. Em individuos com a atividade
normal, o relaxante ¢ hidrolisado entre 5 a 10 minutos. Em individuos que apresentam
alteragdes na atividade observa-se um aumento no tempo de hidrélise. Em pacientes
homozigotos 209GG a hidroélise pode levar de 90 a 180 minutos e, em casos mais extremos,
pode atingir até 245 minutos e em homozigotos 55/7T (V184), o periodo de apnéia foi
descrito como de 330 minutos (LEJUS et al., 1998). ALMEIDA (2004) constatou que a
succinilcolina ¢ o terceiro bloqueador neuromuscular mais utilizado no Brasil (figura 5A) e
que um numero expressivo de anestesiologistas brasileiros usa a succinilcolina em casos de
indugdo rapida e em criancas (80 e 25%, respectivamente) como pode ser observado na
figura 5B.

Mivacurio também ¢ utilizado durante o procedimento cirurgico como relaxante
muscular, agindo nas jungdes neuromusculares e, portanto, sendo analogo a succinilcolina.
A relagdo da BChE com o mivacurio € menos clara. Porém, ha indicagdes de que algumas
variantes do gene BCHE tém dificuldade em hidrolisar mivactrio. Individuos homozigotos
209GG levam de 75 a 480 minutos para hidrolisar esse relaxante, dependendo da dose

administrada: 0,075 mg/kg a 0,2 mg/kg, respectivamente (LEJUS et al., 1998).
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Figura 05. A) Bloqueadores neuromusculares mais utilizados no Brasil; B) Indicagdes do
uso de succinilcolina.

FONTE: ALMEIDA, 2004.

Aparentemente, apenas deficiéncias acima de 50% modificam significativamente o
metabolismo da succinilcolina e do mivactrio pela BChE. Estudos com 225 pacientes com
susceptibilidade a succinilcolina revelaram que 14% destes individuos apresentavam
alteracdes genéticas na BChE, os demais pacientes apresentavam algum tipo de patologia

que diminuia a atividade da BChE (VIBY-MOGENSEN e HANEL, 1978).

2.8 Fatores que influenciam na atividade da BChE
Observou-se que diversos fatores e patologias podem influenciar na atividade da

BChE (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Alguns fatores que influenciam no acréscimo da atividade da

Butirilcolinesterase.

Tipo Condigao

Oligogénico Fenotipo CHE2 C5+

Multifatorial Obesidade
Hiperlipoproteinemia
Psoriase
Hipertensao
Tirotoxicose
Nefrose
Alcoolismo
Esquizofrenia

FONTE: WHITTAKER, 1980.
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Tabela 3. Alguns fatores que influenciam no decréscimo da atividade da

Butirilcolinesterase.

Fatores

Variantes do gene BCHE

Ultimo trimestre de gravidez

Periodo peri-natal e infancia

Doengas hepaticas (hepatite aguda, cronica, cirrose, metastases hepaticas)
Infarto do miocérdio

Doencgas do colageno (distrofia muscular progressiva, miotonia congénita,
dermatomiosite)

Hiperpirexia

Tuberculose

Infec¢do aguda

Carcinoma

Choque cirargico

Anemia crdnica

Ma nutri¢ao

Mixoedema

Terapia por raios-X

Drogas anticancer

Pilula anticontraceptiva

Organofosforados

FONTE: WHITTAKER, 1980.
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2.8.1 Variantes da BChE e fenotipo CHE2 C5+

Como descrito anteriormente, modificacdes na estrutura da BChE, devidas a
alteragdes nas seqiiéncias de aminoacidos, podem levar a diminui¢do ou ao acréscimo na
capacidade da enzima em reconhecer e hidrolisar seus substratos, bem como podem
promover alteragdes quantitativas graves, produzindo variantes silenciosas.

O loco CHE? ¢ responsavel pela sintese de uma proteina ainda ndo identificada,
constituinte do complexo Cs Apresenta os fenotipos CHE2 C5+ e CHE2 C5—, responsaveis
pela presenga e auséncia do complexo Cs, respectivamente. O fendtipo CHE2 C5+
apresenta, em média, 25% a mais de atividade que o fenotipo CHE2 C5—. A freqiiéncia do
fenotipo CHE2 C5+ na populacdo do sul do Brasil ¢ de cerca de 10% (CHAUTARD-
FREIRE-MAIA et al., 1991).

2.8.2 Idade

Mudangas na atividade da BChE tém sido observadas no decorrer da vida humana.
Logo apdés o nascimento, a atividade ¢ relativamente baixa e corresponde a 50% da
atividade de um individuo adulto saudavel. Entre trés e seis anos de idade obtém-se um

aumento de 30% na atividade, porém os niveis correspondentes aos de adultos s6 sdo

atingidos durante a puberdade (WHITTAKER, 1980).

2.8.3 Hormonios

Em adultos a atividade da BChE ¢ mais elevada em homens do que em mulheres
devido a uma aparente modulagdo hormonal negativa desencadeada pelo estrogeno. Um
decréscimo na atividade foi detectado apds a décima semana de gravidez, o qual prossegue
por dez dias a seis semanas apoOs o parto. A média da atividade enzimatica se reduz 25%
durante a gravidez e 33% ap6s o parto (WHITTAKER, 1980).

O uso de contraceptivos orais, cujo principio ativo seja o estrégeno, provoca uma
reducdo de 20% na atividade, por provavel depressdo da sintese hepatica da BChE causada

pela inducao do hormdnio esteréide (WHITTAKER, 1980).
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2.8.4 Doencas hepaticas (hepatite viral, hepatite amebiana e cirrose)

A BChE ¢ sintetizada no figado, mas os niveis de atividade hepatica sdo baixos,
devido ao imediato transporte da enzima para o plasma. Assim, flutuagdes na atividade
plasmatica podem ser indicativas de que hd uma alteracdo na taxa de sintese da BChE a
qual pode ser desencadeada por doencas hepaticas.

Nos primeiros estagios de hepatite aguda observa-se uma pequena reducdo na
atividade plasmatica. Em caso de hepatite cronica e cirrose, a atividade apresenta-se muito
reduzida. Em casos de figado gorduroso (grande), a atividade geralmente mostra-se normal

ou mais elevada (BROWN et al., 1981).

2.8.5 Estocagem

Amostras de sangue total, estocadas em banco de sangue por um periodo de vinte e
um dias, a 4° C, retém 87% da atividade plasmatica inicial da BChE. O maior decréscimo
na atividade ocorre durante os dois primeiros dias de estocagem e corresponde a 12 %,
permanecendo praticamente estavel durante as proximas trés semanas. Essa queda parece
estar relacionada a presenga de eritrocitos, uma vez que quando o plasma ¢é separado por
centrifugacdo e estocado a 0°C, a atividade permanece constante por pelo menos cinco dias
a varias semanas (EPSTEIN et al., 1980). O plasma pode ficar estocado a —20°C por vérios
anos, sem perda significativa da atividade enzimatica.

MIKAMI (2005) observou que o tempo de estocagem a -20°C ¢é responsavel por
uma queda de aproximadamente 0,02 KU/L na atividade, por més. No trabalho de
ALCANTARA (2000) a estocagem do plasma, de cerca de seis anos, pode ter sido

responsavel por um decréscimo de 29% na atividade média das amostras.

2.9 Aspectos evolutivos do gene BCHE

2.9.1 Origem por duplicacio génica

A AChE e a BChE apresentam respostas idénticas a diversos inibidores
(LOCKRIDGE et al., 1987a), propriedades fisico-quimicas similares (CHATONNET e
LOCKRIDGE, 1989), semelhangas imunologicas (GEORGE et al., 2001) e compartilham

algumas atividades bioldgicas adicionais a hidrélise de ésteres de colina, como atividade de
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aril-acilamidase amino-sensivel, crescimento e diferenciacdo celular, divisdo celular e
tumorigénese, e interagdo célula-célula (BALASUBRAMANIAN ¢ BHANUMATHY,
1993).

Comparagdes das seqiiéncias de aminoacidos, disponiveis na época, da BChE
humana (LOCKRIDGE et al., 1987a) e da AChE de raia (SCHUMACHER et al., 1986),
mostraram cerca de 54% de identidade, enquanto que entre a BChE humana e a AChE de
Drosophila (HALL e SPIERER, 1986) a identidade foi de 38%.

Analises filogenéticas da expressdo da BChE e da AChE indicam que essas duas
enzimas surgiram a partir de um precursor comum cuja funcdo era hidrolisar a acetilcolina.
Em Drosophila, um unico gene de colinesterase codifica uma enzima que hidrolisa
acetilcolina e ¢ homologa a AChE da raia Torpedo californica (HALL e SPIERER, 1986).

Comparagdes da estrutura do gene BCHE humano com a do gene ACHE de Torpedo
e de Drosophila mostram que a posi¢ao dos introns 2 e 3 ¢ a mesma. Em Torpedo foi
observado um grande exon, que contém a maior por¢ao da seqiiéncia codificadora, e que
equivale ao exon 2 em humanos. Essa grande similaridade entre as estruturas dos genes
BCHE humano e ACHE de Torpedo sugere que AChE e BChE em vertebrados derivam de
um gene ancestral comum. O gene de Drosophila, contudo, contém 7 exons na regido em
que os genes ACHE e BCHE de vertebrados contém apenas um (ARPAGAUS et al.,
1990). Isso indica que a duplicagdo do gene ancestral, que deu origem aos genes ACHE e
BCHE, ocorreu apds o surgimento do sistema colinérgico na linhagem dos deuterostomios
(CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989; ARPAGAUS et al., 1990). Contudo, as seqiiéncias
de regulagdo génica desses dois genes diferem e resultam em expressoes diferentes durante
a diferenciacdo e desenvolvimento tecidual (GNATT et al., 1991; MASSOULIE et al.,
1993).

2.9.2 Evoluciao de genes duplicados

OHNO (1970) formulou a hipdtese de que apos a duplicagdo génica uma copia do
gene seria redundante e assim estaria livre da pressao seletiva e poderia tolerar melhor as
novas mutacdes. Essa copia poderia se tornar um pseudogene ou ocasionalmente poderia
adquirir uma nova fungdo. JENSEN (1976) formulou uma hipotese alternativa ao observar

a ambigiiidade de substratos de enzimas contemporaneas, propondo que apos a duplicagdo
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de um gene ancestral codificador de uma enzima ambigua os genes descendentes poderiam
dividir as fungdes da enzima ancestral passando a codificar enzimas com especificidade
mais restrita.

Esse processo parece ter acontecido com a AChE e a BChE. As informagdes
disponiveis sobre AChE e BChE sdo poucas. HALL e SPIERER (1986) relatam que
Drosophila melanogaster possui apenas uma colinesterase com propriedades cinéticas e
seqiiéncia molecular intermediaria a AChE e BChE. Assim, ¢ interessante investigar como
essas enzimas estao evoluindo e como a seleg¢do esta atuando nesse processo.

Uma das maneiras de abordar essa questdo € pela comparacao por alinhamento das
seqiiéncias de nucleotideos do gene em varias espécies ou das seqiiéncias génicas com seus
paralogos para obtencdo da fracdo de substitui¢do sindnima por sitio sinénimo (K,) e da
fragdao de substituicdo ndo sindénima por sitio ndo sindnimos (Kj), que ocorreram desde a
divergéncia. A razao K,/K; fornece uma medida da pressdo seletiva no(s) gene(s)
considerado(s). Se a razdo K,/K; for igual a 1 significa selecdo neutra. Se a razdo K,/K<I
indica selegdo purificadora, ou seja, algumas mutacdes estdo sendo eliminadas pela selecao
natural por serem deletérias. Se K,/K¢>1 indica selegdo positiva, ou seja, mutagdes

vantajosas estdo sendo selecionadas nesse(s) gene(s).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

1) Estudar a variabilidade de parte do gene BCHE, em doadores de sangue de Curitiba

com atividade baixa da enzima (< 4,00 KU/L), contribuindo para completar o

banco de dados de gendtipos do Laboratdrio de Polimorfismos e Ligacao;

2) Utilizar informagdes do gene BCHE, obtidas no presente trabalho sobre variagao

em alguns sitios e estrutura haplotipica e no GenBank, para verificar aspectos

evolutivos desse gene por meio de comparagdes inter-especificas.

3.2 Objetivos especificos

1))

2)
3)

4)

5)

Examinar os exons 1, 2, 3 e a extremidade 3’ do intron 3 e inicio do exon 4, em
doadores de sangue com atividade baixa da BChE;

Determinar o(s) haplétipo(s) associado(s) a atividade baixa;

Obter informacdes no que se refere as variagdes do nucleotideo -116 (exon 1)
em amostras de amerindios Guarani do Mato Grosso do Sul, com vistas a
determinacao de haplotipos para futuros estudos comparativos entre populagdes
de diferentes origens étnicas;

Comparar os sitios do gene BCHE, que apresentaram variacdo no presente
trabalho, com os mesmos sitios em outras espécies, com interesse de obter
conhecimento sobre a ordem de aparecimento das respectivas mutacdes;
Comparar o gene BCHE humano com os homodlogos em nove outras espécies,
bem como com o gene ACHE, da acetilcolinesterase, com vistas a estimar
parametros (identidade, taxas e padrdes de substituicdo, uso de codons), que

permitam avaliar a evolucao do gene BCHE.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Amostra de doadores de sangue

4.1.1.1 Selecionada por atividade baixa da BChE

Foram analisados 165 individuos que apresentam atividade da enzima BChE < 4,00
KU/L. Parte dessa amostra ja havia sido examinada por MIKAMI (2005) e FURTADO
(2005) para alguns segmentos do gene BCHE. No presente estudo foi completado o exame
de toda a seqiiéncia codificadora desse gene nestes individuos, bem como do exon 1, regido
3’ do intron 3 e inicio da parte ndo codificadora do exon 4.

Essa amostra, pertencente ao banco do Laboratorio de Polimorfismos e Ligagao,
compreende doadores de sangue, euro-brasileiros, do sexo masculino, de idade entre 18 a

30 anos, provenientes do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana (HEMEPAR).

4.1.1.2 Amostra de portadores da mutacao c.209A>G (p.D70G)

Essa amostra, do banco do Laboratorio de Polimorfismos e Ligagao, ¢ formada por
51 doadores de sangue, provenientes do HEMEPAR, e que apresentam a variante
c.2094>G (209G), sendo 47 individuos genotipados por SOUZA (2001) e quatro por

FURTADO (2005). Esses individuos foram examinados no presente estudo para o exon 1.

4.1.1.3 Amostra de portadores da mutagio c.765G>C (p.E255D)

Foram analisados sete doadores de sangue, do banco do Laboratorio de
Polimorfismos e Liga¢do, oriundos do HEMEPAR, que apresentam a mutacdo c.765G>C
(765C), sendo dois individuos genotipados por SOUZA (2001) e cinco genotipados por
MIKAMI (2005). Esses individuos foram genotipados no presente estudo para o exon 1.

4.1.1.4 Amostra de portadores da mutagao c.1VS3-14T>C
Foram analisados quatro doadores de sangue, do banco do Laboratério de

Polimorfismos e Ligacdo, oriundos do HEMEPAR, que apresentam a mutacdo c./VS3—
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14T>C, dois genotipados por PARMO-FOLLONI et al., (2006) e dois suspeitos portadores
dessa mutagao identificados por SOUZA (2001). Esses individuos foram genotipados para
a mutacdo c.344G>A e os de SOUZA também foram confirmados para c.IVS3—14T>C.

4.1.2 Amostra de Amerindios Guarani do Mato Grosso do Sul

Essa amostra ¢ formada por amerindios dos sub-grupos Guarani-Kaiowa (N = 148;
116 mulheres e 32 homens), Guarani-Nandeva (N = 83; 58 mulheres e 25 homens) ¢
miscigenados Kaiowa-Nandeva (N = 22; 19 mulheres e 3 homens), com idade variando de
11 a 72 anos. Esses amerindios vivem em 18 municipalidades (principalmente de
Amambai, Porto Lindo e Limao Verde, mas também de Campanaria, Campestre, Caraapo,
Cerrito, Dourados, Guaimbé, Jacaré, Lagoa Bonita, Miranda, Panambi, Pirajui, Sapucaia,
Sossoro, Tacururu e Taquapiri) do estado do Mato Grosso do Sul nas coordenadas 20°24'S
a 23°93°S e 54°58°0 para 56°55°0. Essa amostra ja havia sido genotipada por FURTADO
et al. (2006) para alguns segmentos do gene BCHE. No presente estudo foi analisado o

exon 1.

4.1.3 Seqiiéncias genomicas dos genes BCHE e ACHE

Foram utilizadas seqiiéncias de cDNA disponiveis no GenBank (www.ncbi.org)
para o gene BCHE: Homo sapiens (NM 000055), Pan troglodytes (XM 516857), Macaca
mullata (XR 011736), Equus caballus (AF 178685), Felis catus (NM 001009364), Pantera
tigris (AF 053484), Canis familiaris (XM 545267), Rattus novergicus (NM 022942), Mus
musculus (NM 009738), Gallus gallus (AJ 306928). Para o gene ACHE: Homo sapiens
(NM 000665), Felis catus (NM 001009203), Rattus novergicus (NM 172009) e Mus
musculus (NM 009599).

4.2 Metodologia

As amostras que foram analisadas ja haviam passado pelo processo de extracao de
DNA, segundo LAHIRI ¢ NURNBERGER (1991) e a atividade da BChE ja havia sido
quantificada pela metodologia de DIETZ et al. (1973), com modificagdes de EVANS e
WROE (1978).
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A amostra com individuos de atividade baixa foi analisada para o exon 1, segmentos
do exon 2, exon 3, final do intron 3 e inicio da parte codificadora do exon 4, pela técnica de
PCR-SSCA. Os individuos que compdem as amostras de doadores de sangue portadores da
mutagdo ¢.2094>G, portadores de ¢.765G>C e amerindios Guarani foram analisados
apenas para o exon 1, sendo os numeros de individuos distribuidos de acordo com a tabela

4.

Tabela 4. Numero de individuos analisados, de acordo com o fragmento de DNA do gene

BCHE.
Fragmento analisado Numero de Complementando dados de:
individuos
Exon 1 423 SOUZA (2001), MIKAMI (2005),
FURTADO (2005), FURTADO et
al. (2006).

Exon 2

Nucleotideos -42 a 204 52 FURTADO (2005).

Nucleotideos 155 a 535 52 FURTADO (2005).

Nucleotideos 481 a 719 49 FURTADO (2005).

Nucleotideos 659 a 876 60 SOUZA (2001), MIKAMI (2005),
FURTADO (2005).

Nucleotideos 835 a 1059 52 FURTADO (2005).

Nucleotideos 1194 a 29 do intron 2 53 FURTADO (2005).

Exon 3 165 MIKAMI (2005),
FURTADO (2005).

Final do intron 3 e inicio do exon 4 161 SOUZA (2001), MIKAMI (2005),
FURTADO (2005).

* Inclui Amerindios (N = 253) e doadores de sangue (N = 170).
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4.2.1 PCR

As amplificagdes foram realizadas com 10ul de volume total de reacdo, contendo
9ul de PCR supermix (Invitrogen- 22mM Tris-HCI pH 8,4; 55mM KCI; 1,65 mM MgCl2;
200uM dATP; 200uM dTTP; 200uM dCTP; 200uM dGTP; 22 U/mL Taq DNA
polimerase), 1ul de DNA e 10pmoles de cada iniciador. As PCRs foram realizadas em
termociclador MJ Research PTC-100 ou Techgene Ftgene2D e os ciclos de amplificacao
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 amplifica¢des podem ser visualizados na tabela 5.

4.2.2 Analise do DNA amplificado

4.2.2.1 SSCA (Analise Conformacional de Fita Simples)

A técnica de SSCA (andlise de conformacdo de fita simples) baseia-se na
amplificagdo do DNA e posterior desnaturacao por calor e as fitas simples resultantes sao
colocadas em gel de poliacrilamida. As fitas simples adquirem conformacao tridimensional
e podem correr em posi¢des diferentes no gel. Uma simples mutagdo de ponto pode alterar
essa conformacao e, conseqiientemente, o padrao de bandas do fragmento.

No presente trabalho, com excecao do fragmento que compreende o exon 3, sempre
se usaram controles com mutagdes ndo-usuais e controles usuais para comparar os padroes

de bandas em géis de poliacrilamida, nas eletroforeses por SSCA.
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Tabela 5. Seqiiéncias dos iniciadores utilizados para amplificar os fragmentos de DNA na

técnica de SSCA (Analise Conformacional de Fita Simples)

Nome e localizacio Sequéncia do iniciador (5° — 3°) Tamanho do fragmento (pb) Referéncia
Exon 1
E1F nt-27 a —8 a montante do exon 1 CTGCTGCCAACTCTCGCGAG 203 4
EIR nt 8 a 27 a jusante da jun¢do exonl/intron1 . CGAAGGTGTAAATTCAGAGC
Exon 2
P15-nt—42a-23 TGG TTT CTT TTG CTC TGC AT 246 1
E2N13 —NT 185 a 204 GTT CTG ACA GCA AGA ATT TG 3
N25-nt155a 172 GG TCT GAT ATT TGG AAT G 428 2
E2N33 —-NT 516 a 535 GAA CCC ACT GAA GAG CCA AC 3
E2N45 —NT 481 a 501 GAG GCT CCA GGG AAC ATG GGT 239 3
P13 -nt697 a 719 CT AGC TTC ATA AAG AGA TGT TAC 2
P25 —nt 659 a 678 CC ATT CTG CAA AGT GGA TCC 218 2
N53 —nt 859 a 876 CGG ACC AAA GTT TAC TGA 2
E2N65 — NT 835 a 854 GTT GTC CCC TAT GGG ACT CC 225 3
E2N63 —NT 1040 a 1059 ACC TTC CTG AAA TTC TTT TC 3
E2N85 - NT 1194 a 1212 CAT ATG CCC TGC CTT GGA G 269 3
P23M - nt 11 a 29 a jusante da jun¢do exon 2/intron 2 GAG AAC AAT GAC AAA AAATC 3
Exon 3
P35 —nt 33 a montante da jungdo exon3/intron 2 CAA TTT TAC TAT AAT GTC TC 237 1
P33- nt 36 a jusante da jungdo exon 3/ intron 3 TCT ATT AAA TAA CCA AAC AC 1
Final do Intron 3 e inicio do Exon 4
N45: nt —100 a —81 a montante da jungédo intron3/exon4 CTG TGT AGT TAG AGA AAA TG 258 5

P43:nt 1738 ant 1759

GAA AAT ATG TTC TAT AAA GGG

1- HOHLER et al. (1995); 2- SOUZA (2001); 3- MIKAMI (2005); 4- FURTADO
(2005); 5- PARMO-FOLLONI (2005).
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Procedimento:

1)

2)
3)

4)

5)

Misturaram-se SpL. de cada produto de PCR a SuL de solugao tamponante (4,75mL de
formamida; 0,0125g de xilenocianol; 0,0125g de azul de bromofenol; 125uL de EDTA
0,4M; 16,7uL de NaOH 3M e 108,3uL de agua bidestilada);

Manteve-se a 94°C por cinco minutos para desnaturacao;

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida. O gel,
para um volume final de 30mL, foi preparado a partir de uma solucdo estoque de
poliacrilamida 29:1 (29g de acrilamida, 1g de bisacrilamida, SmL de glicerol e 4dgua
bidestilada para um volume final de 100mL) ou 49:1 (49g de acrilamida, 1g de
bisacrilamida, SmL de glicerol e 4agua bidestilada para um volume final de 100mL),
acrescidas de 250pL de perssulfato de amonio 10% e 30uL. de TEMED (N°,N",N’ N’ -
tetrametilenodiamina). A solugdo para preparo do gel era de Tris 33mM pH 3,66 ou
TBE 1x pH 8,2;

Colocou-se a solugdo entre duas placas de vidro com espagadores de 0,8mm e deixou-se
polimerizar por 30 minutos;

Colocou-se a placa com o gel em uma cuba eletroforética com tampao TBE 1X (Tris
54g, acido borico 27,5g, 20mL de EDTA 0,5M, pH 8,0 e gsp 1000mL de agua
destilada).

A concentracao do gel, o tampao utilizado e o tempo de corrida s@o variaveis para cada

fragmento e podem ser visualizados na tabela 6.

4.2.2.2 Coloracao do gel

1.

Imergiu-se o gel em um recipiente em solugdo aquosa de acido nitrico (1%) por trés
minutos;

Lavou-se duas vezes com agua destilada;

. Imergiu-se o gel em solucdo aquosa de nitrato de prata (0,2%) durante vinte segundos

no microondas;
Lavou-se duas vezes com agua destilada;
Imergiu-se o gel em 60mL de solucdo reveladora (170mL de solucdo aquosa de

carbonato de sodio 2,96% e 92uL de formaldeido) até que o liquido escurecesse;
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Tabela 6. Condicoes das eletroforeses de SSCA para os diferentes fragmentos do gene

BCHE
Fragmento (nt) % T' % C? pH 3 Pré-corrida® Tempo de corrida
Exon 1 10 2,0 8,20 Sim 20n°
Exon 2
—42 (intron 1) a 204 9 34 3,66 Sim 6h
155 a 347 9 3,4 3,66 Sim 7h
304 a 535 8 3,4 3,66 Sim 6h
481 a 719 8 3,4 3,66 Sim 7h
659 a 876 10 2,0 8,20 Sim 8 h’
835a 1059 8 3,4 3,66 Sim 7h
1000 a 1235 9 3,4 8,20 Sim 6h
1194 a 29 (intron 2) 9 3,4 3,66 Sim 6h
Exon 3 8 3,4 8,2 Sim 20K’
Final do Intron 3 e inicio do
Exon 4
10 2,0 8,2 Sim 2210’

" Concentracdo de acrilamida.
2 Proporgao de bisacrilamida em relag@o ao total de acrilamida.
3 pH da solugdo de tampdo de preparo do gel.
#15-40 minutos de corrida eletroforética sem a aplicagdo das amostras de DNA.

> Eletroforeses em 100V e 15mA, demais casos 250V e 35mA.
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Retirou-se o liquido escurecido e acrescentou-se o restante da solugdo reveladora no
gel, levou-se ao microondas por vinte segundos, retornou-se a bancada e aguardou-se
até que as bandas de DNA aparecessem;

Lavou-se o gel duas vezes com agua destilada;

Imergiu-se o gel em solugdo de acido acético (10%) por cinco minutos;

Lavou-se duas vezes com agua destilada;

Imergiu-se o gel em solug@o aquosa de glicerol (5%) por dez minutos;

Embebeu-se o gel em solugdo de metanol (30%) e glicerol (1%) colocou-se sobre papel
celofane, e cobriu-se com uma folha de papel filtro e levou-se para prensar e aguardar

secagem.

4.2.2.3 Seqiienciamento de DNA

As amostras, cujas variagoes detectadas por SSCA diferiram dos controles

utilizados, tiveram o DNA seqiienciado, com o uso dos mesmos pares de iniciadores ja

descritos para PCR-SSCA, a partir do procedimento do proximo item.

4.2.2.3.1 Purificacdo do produto de PCR com acetato de amonio

3
4
5
6.
7
8
9

10.

Acrescentou-se acetato de amonio 7,5M, correspondendo a 2/3 do volume do produto
de PCR;

Acrescentou-se etanol absoluto, correspondendo a duas 2 vezes o volume do produto de
PCR e homogeneizou-se bem,;

Manteve-se em repouso por 10 minutos;

Centrifugou-se a 14.000 rpm durante 15 minutos;

Descartou-se o sobrenadante;

Adicionaram-se 250uL de etanol 70%;

Centrifugou-se a 14.000 rpm durante 15 minutos;

Descartou-se o sobrenadante;

Secou-se bem a 94°C por 5 minutos;

Ressuspendeu-se em 15uL de agua miliQ.
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Depois de purificado o DNA do produto de PCR foi quantificado comparando com
o padrao de massa molecular (Low DNA Mass Ladder - Invitrogen). Essa comparagao foi
feita aplicando 2pL de corante xileno cianol e 2pL das amostras em gel de agarose 3% e
corrida eletroforética de 1 hora e 30 minutos seguida de coloracdo em brometo de etideo

durante 20 minutos.

4.2.2.3.2 Reacao de seqiienciamento

Para a reacdo de seqiienciamento, foram misturados 1uL do kit de seqlienciamento
(Big Die Terminator v 3.1 - Applied Biosystems) acrescido de 0,5ul. de um dos
oligonucleotideos iniciadores (SpM/uL) e de 1 a 3,5 uL (30 a 90ng/amostra) do produto
purificado da PCR. A reagdo foi realizada em 35 ciclos da seguinte forma: 90°C por 30

seg., 48°C por 60 seg. e 60°C por 6 mim em Techgene Ftgene2D.

4.2.2.3.3 Purificacio do produto de PCR da reacio de seqiienciamento

1. Acrescentaram-se ao produto da reagdo de seqiienciamento 5 pL de 4gua ultra pura,
1uL de acetato de aménio e 33 pL de etanol absoluto;

Homogenizou-se e deixou-se em repouso por 10 minutos;

Centrifugou-se a 14.000 rpm durante 15 minutos;

Descartou-se o sobrenadante;

Acrescentaram-se 100uL de etanol 70%;

Centrifugou-se a 14.000 rpm por 15 minutos;

Descartou-se o sobrenadante;

® =N n kW

Secou-se a 94°C em termociclador Techgene Ftgene2D por Sminutos.

Com as amostras ja purificadas, foi feita leitura da seqiiéncia de DNA, através do
seqiienciador automatico ABI 377, e as analises dos eletroferogramas foram feitas com o

auxilio computacional do programa BioEdit (HALL, 1999).
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4.2.3 Analise dos dados

4.2.3.1 Freqiiéncias alélicas e genotipicas

As freqiiéncias alélicas e genotipicas foram obtidas através da contagem direta do
numero de cromossomos ¢ de individuos, respectivamente.

O programa CLUMP (SHAM e CURTIS, 1995) foi usado para comparar as
freqiiéncias alélicas e genotipicas obtidas no presente trabalho com as de outros autores. O
teste d4 resultado igual ao do ¥ sendo que ndo ha necessidade de utilizar a correcdo de
Yates, quando o esperado ¢ menor que 5. Neste programa, o nivel de significancia ¢
primeiramente obtido dos dados reais e, em seguida, um grande nimero de tabelas (1000,
no presente estudo) com os mesmos totais marginais dos dados reais ¢ gerado por
simulacdo de Monte Carlo, com base na hipotese nula de que populagdes diferentes
possuem a mesma distribuicdo de freqiiéncia. O valor da estatistica de cada tabela ¢
calculado e uma estimativa empirica do valor de p ¢ a propor¢ao de tabelas simuladas com
uma estatistica maior ou igual a obtida com os dados reais. A significancia das analises

realizadas se da quando o valor de p ¢ < 0,05.

4.2.3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligacio e inferéncia
haplotipica

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado pelo programa Arlequin 2000
(SCHNEIDER et al., 2000) de acordo com o teste de GUO e THOMPSON (1992).

Os coeficientes de desequilibrio de ligagdo absoluto e relativo (D e D') também
foram estimados pelo programa Arlequin 2000 (SCHNEIDER et al., 2000) através do teste
"likelihood ratio" (SLATKIN e EXCOFFIER, 1996).

A inferéncia da fase haplotipica foi obtida a partir dos dados das freqiiéncias
genotipicas observadas, baseada no método de méxima verossimilhanca do programa

Arlequin 2000 (SCHNEIDER et al., 2000).
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4.2.3.3 Determinacio da estrutura secundaria do RNAm
A estrutura secundaria do RNAm contendo as variantes -//6G e -116A4 foi

determinada pelo programa MFOLD (ZUKER, 2003 - www.bioinfo.rpi.edu/applications) o

qual baseia-se em modelos termodinamicos e algoritmos para determinar o minimo de
energia livre necessaria para formacdo de dobras com os nucleotideos vizinhos. O

programa gera varias estruturas de RNAm possiveis e escolhe-se a mais estavel.

4.2.3.4 Determinacio dos possiveis fatores de transcri¢cio ligantes no DNA
Os possiveis fatores de transcrigdo que estdo se ligando a regido do sitio -116 foram
determinados através da ferramenta computacional GENOMATIX (CARTHARIUS et al.

2005; www.genomatix.de/matinspector). O aplicativo MatInspector constroi uma matriz de

similaridade, apos percorrer a seqiiéncia de nucleotideos de interesse, e indica os possiveis
fatores de ligacdo a essa regido. O programa ndo informa a funcionalidade do sitio de

ligagdo, a qual deve ser testada através de experimentos laboratoriais.

4.2.3.5 Analises das seqiiéncias de cDNA

4.2.3.5.1 Obtencao e alinhamento das seqiiéncias

As seqiiéncias de cDNA das dez espécies analisadas foram obtidas no GenBank
(www.ncbi.org) e alinhadas pelo aplicativo CLUSTAL W do programa MEGA 3.1
(KUMAR, TAMURA e NEI, 2004). Esse alinhamento foi verificado e algumas edigdes

manuais foram efetuadas.

4.2.3.5.2 Identidade de nucleotideos e aminoacidos

A identidade de nucleotideos e aminoacidos foi obtida pela contagem direta dos
sitios (nucleotideos ou aminoacidos) conservados da seqliéncia de cDNA da espécie
humana, quando comparada par a par com as das demais espécies. O numero total de sitios

conservados para cada par de comparacdes foi divido pelo comprimento total da seqiiéncia.
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4.2.3.5.3 Taxas e padroes de substituicio

A taxa de substituicdo de nucleotideos foi determinada por meio da equagdo K/2T
onde K representa o numero de substituigdes entre duas seqiiéncias e T o tempo de
divergéncia entre elas. O valor de K nas regides UTR foi obtido baseando-se no modelo de
um parametro de JUKES e CANTOR (1969), pela equagdo K= -3/4In (1-4/3p) onde p ¢ a
propor¢ao de nucleotideos diferentes entre duas seqiiéncias. A variancia de K foi dada por
V(K) = p-p*/ L(1-4/3p) onde L é o comprimento das seqiiéncias analisadas.

As substituicdes sindnimas e ndo sindnimas foram determinadas pelo programa
DNAsp 4.1 (ROZAS et al., 2003) no aplicativo "Substitui¢des sindonimas e ndo sindnimas"
para determinar o nimero de sitios sindnimos ¢ nao sindnimos, o numero de diferengas
sinonimas (M) e o nimero de diferengas ndo sinonimas (M,) observadas entre duas
seqiliéncias; o nimero médio de sitios sindnimos (Ns) € o nimero médio de sitios nao
sindnimos possiveis (N,); o nimero de substitui¢des sindnimas por sitio sinonimo (Ks) e o
nimero de substitui¢des ndo sindnimas por sitio ndo sinénimo (K,) desde a divergéncia

entre as seqiiéncias baseado em NEI e GOJOBORI (1986).

4.1.3.5.4 Deteccao de seleciao

Os testes para detecgdo de selecdo foram realizados em duas etapas, sendo que na
primeira foram obtidas as taxas K,/K;, pela comparacao das seqiiéncias de cDNA das nove
espécies em relacao a H. sapiens. A segunda determinou se as taxas K,/K; eram iguais entre
as espécies. Para isso, foram utilizados modelos de anélise de maxima verossimilhanga
(likelihood), baseados em substitui¢do de cddons, através da comparagdo de seqii€ncias de
nucleotideos, e na arvore filogenética do gene (YANG, 1998). O modelo “one ratio” admite
a mesma taxa K,/K para todos os ramos na filogenia. O modelo “free ratio” admite que a
taxa Ko/Ks ¢ independente em cada ramo da filogenia. Essas analises foram efetuadas com
auxilio do programa PAML (YANG, 1997). Esses modelos foram comparados através de
duas vezes a diferenca dos log likelihood 2A/= 2.(/;-1,), que pode ser comparada com uma

distribuicdo de x>
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4.2.3.5.5 Uso dos codons

Foi utilizado o aplicativo "Uso Preferencial de Cddons" do programa DNAsp 4.1
(ROZAS et al., 2003) para analisar como o gene BCHE est4 estruturado em termos de
codons. Esse aplicativo calcula o ntimero efetivo de cddons usados em um gene (ENC),
segundo WRIGHT (1990). Os valores de ENC variam de 20 (apenas um codon ¢ utilizado
para cada aminoacido — desvio maximo) a 61 (todos os cddons sindonimos sdao igualmente
usados — ndo ha desvio). Também nesse aplicativo é calculado o Indice Preferencial de
Cddons (CBI; MORTON, 1993) que mensura o desvio do uso ao acaso dos codons
sindnimos. Os valores de CBI variam de 0 (todos os codons sindnimos sdao usados ao

acaso) a 1 (apenas um codon ¢ usado para cada aminoacido).

4.2.3.5.6 Variaciao de aminoacidos

A propor¢ao de aminoacidos diferentes na regido traduzida foi obtida por p = n/L
onde n € o nimero de aminoacidos diferentes entre duas espécies e L ¢ o comprimento da
seqiiéncia alinhada. O numero de substituicao de aminoacidos por sitio foi estimado por d =
-In (1-p) onde p € a proporcao de aminoacidos diferentes. A varidncia de d foi estimada por

V(d) = p/L(1-p).



41

S RESULTADOS

5.1 Doadores de sangue com atividade baixa da BChE

5.1.1 Exon 1
Os padrdes eletroforéticos, referentes a analise do nucleotideo —116 do exon 1 do

gene BCHE, sao mostrados na figura 6.

Figura 6. Padroes do exon 1, apos eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida: 1.

—116GA;2.—116AA4; 3 —116GG (usual).

A freqiiéncia da variante usual —//6G na amostra de 113 individuos (APENDICE
9.1), cuja atividade < 4,00 KU/L foi determinada por MIKAMI (2005), ¢ 81,42% + 2,59%
ede c—116G>A4 (—116A4) ¢ 18,58% + 2,59%. A tabela 7 mostra as freqiiéncias genotipicas,
sendo que essas freqiiéncias estio de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (y° =

1,399; p > 0,20).
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Tabela 7. Freqiiéncias genotipicas, referentes ao nucleotideo —116, em amostras de

doadores de sangue com atividade da BChE < 4,00 KU/L.

Genotipo N°de individuos  Freqiiéncia
-116GG 73 64,60%
-116GA 38 33,63%
-11644 2 1,77%
Total 113

Hardy -Weinberg (2= 1,4; p>0,2)
5.1.2 Exon 2

5.1.2.1 Fragmento dos nucleotideos -42 a 204

Dos 53 individuos analisados, 52 puderam ser genotipados para esse fragmento.
Todos os individuos examinados apresentaram-se como usuais, ndo sendo encontrada
variagdo genética neste fragmento. O padrao em eletroforese SSCA pode ser visto na figura

| b4
b WJ

Figura 7. Padroes referentes ao fragmento do nucleotideo -42 a 155 do exon 2, apos
eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida: 1- homozigoto usual; 2- controle heterozigoto

para c¢.354>G (p.K12R).
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5.1.2.2 Fragmento dos nucleotideos 155 a 535

Foram genotipados 52 individuos para esse fragmento. Foi observada variagdao em
um individuo (amostra 1003) que apresentou padrao eletroforético similar ao da variante
nao usual 344G>A (3444) (figura 8). Essa amostra foi seqiienciada e confirmou ser
heterozigota 344GA (figura 9). A variante usual 344G apresentou freqiiéncia de 99,04% +
0,95% e a variacdo ndo usual 3444 freqiiéncia de 0,96% =+ 0,95%. As freqiiéncias

genotipicas sdo mostradas na tabela 8.

Figura 8. Padrdes do fragmento dos nucleotideos 155 a 535 do exon 2, apds eletroforese
SSCA em gel de poliacrilamida: 1- homozigoto usual; 2- heterozigoto para c.344G>A
(p.G115D); 3- controle heterozigoto para c.2094>G (p.D70G).

- I S S | o R E R e

Figura 9. Eletroferograma da amostra heterozigota 344GA4 onde N indica a heterozigoze no

sitio 344.
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Tabela 8. Freqiiéncias genotipicas, referentes a variacdo c¢.344G>A (p.G115D) em
doadores de sangue com atividade da BChE < 4,00 KU/L.

Genotipo N° de individuos Freqiiéncia
344GG 51 98,08%
344GA 1 1,92%
34444 0 0,00%
Total 52

5.1.2.3 Fragmento dos nucleotideos 481 a 719
Neste fragmento também ndo foi observada variagdo. Dos 49 individuos

genotipados todos apresentaram padrao eletroforético semelhante ao usual (Figura 10).

L4 L

Figura 10. Padrdes referentes ao fragmento dos nucleotideos 481 a 719 do exon 2, apos

eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida: 1- homozigoto usual; 2- controle heterozigoto

para c.551C>T (p.A184V).
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5.1.2.4 Fragmento dos nucleotideos 659 a 876

As andlises revelaram que 2 dos 53 individuos genotipados apresentam padrao
eletroforético similar ao de individuos heterozigotos para a variante nao usual ¢.765G>C
(765C) (Figura 11). Esse resultado foi confirmado pelo seqiienciamento das amostras
(Figura 12). A freqiiéncia alélica observada da variante usual 765G foi de 98,11% + 1,32%

e da variante ndo usual 765C foi 1,89%. A tabela 9 mostra as freqiiéncias genotipicas.

Figura 11. Padrdes referentes ao fragmento dos nucleotideos 659 a 876 do exon 2, apos
eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida: 1- controle heterozigoto para c¢.728C>T

(p.T243M, F-1); 2 e 3- heterozigoto para c.765G>C (c.E255D); 4- homozigoto usual.

Figura 12. Eletroferograma do heterozigoto 765GC onde N indica a heterozigose do sitio

765.
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Tabela 9. Freqiiéncias genotipicas da varia¢do ¢.765G>C em individuos com atividade da
BChE <4,00 KU/L.

Genotipo N° de individuos Freqiiéncia
765GG 51 96,23%
765GC 2 3,77%
765CC 0 0,00%
Total 53

5.1.2.5 Fragmento dos nucleotideos 835 a 1059

Também nao foi observada variacao genética nos 52 individuos analisados para este

fragmento (Figura 13).

d | |
b
b LJ

Figura 13. Padroes referentes ao fragmento dos nucleotideos 835 a 1059 do exon 2, apds

eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida: 1- controle heterozigoto para ¢.997G>T
(p.G333C); 2- homozigoto usual.
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5.1.2.6 Fragmento dos nucleotideos 1194 a 29 do intron 2

Os 53 individuos analisados ndo apresentaram variacao genotipica (Figura 14).

Figura 14. Padroes referentes ao fragmento dos nucleotideos 1194 do exon 2 a 29 do intron
2, apos eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida: 1- controle heterozigoto para

c.1408C>T (p.R470W); 2- homozigoto usual.
5.1.3 Exon 3

Foram analisados 165 individuos para o exon 3, e ndo foi verificada variagcdo. O

padrao em eletroforese SSCA pode ser visualizado na figura 15.

oad N N Nl g A

el il Nd i

Figura 15. Padrao referente ao exon 3, apos eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida.
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5.1.4 Regiao 3’ do intron 3 e inicio do exon 4

Foram analisados 161 individuos e duas variantes ndo usuais diferentes foram
observadas (Figura 16). Uma no intron 3, c./VS3—14T>C (IVS3—14C, amostras 1003, 1405
e 2603), e outra na por¢ao final da regido codificadora do exon 4, c.1719delT (amostra
377). A figura 17 mostra eletroferograma de um individuo /VS3—-14TC .

A freqiiéncia da variagdo usual IVS3—14T ¢ de 99,07% + 0,54% e da variante nao
usual 7V§3-14C ¢ 0,93% = 0,54%. Na tabela 10 sdo mostradas as freqiiéncias genotipicas.

A freqiiéncia alélica da variante ndo usual 1719delT foi de 0,31% + 0,31%. Na

tabela 11 se encontram as freqiliéncias genotipicas.

Figura 16. Padrao referente a regido 3’ do intron 3 e inicio do exon 4, apos eletroforese

SSCA em gel de poliacrilamida. 1- homozigoto usual; 2- heterozigoto c./VS3—14T7>C; 3
heterozigoto c.1719delT.

LG Gl - e i S S B

Figura 17. Eletroferograma do heterozigoto /V.S3—147TC onde N indica a heterozigose.
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Tabela 10. Freqiiéncias genotipicas da variacdo c¢./VS3—147>C em individuos com

atividade da BChE < 4,00 KU/L.

Genotipo N° de individuos Freqiiéncia
1VS3-14TT 158 98,14%
1VS3—-14TC 3 1,86%
vs3-14CC 0 0,00%
Total 161

Tabela 11. Freqiiéncias genotipicas da variacao /719delT em individuos com atividade da

BChE <4,00 KU/L.
Genotipo N° de individuos Freqiiéncia
1719TT 159 99,38%
1719TdelT 1 0,62%
1719delTdelT 0 0,00%
Total 160

5.1.5 Estrutura haplotipica

5.1.5.1 Genétipos dos sitios —116, 209 e 1615

A tabela 12 mostra o nimero de individuos e a freqii€ncias relativa dos genotipos

estudados na amostra de doadores de sangue com atividade da BChE < 4,0 KU/L. Os dados

do presente estudo mais os de FURTADO (2005), mostrados na tabela 12, foram reunidos

para estimar as freqiiéncias haplotipicas. Essas freqiiéncias foram estimadas apds se

verificar que os genoétipos referentes aos sitios —116, 209 e 1615, quando analisados em

separado, encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,42; p = 1,00; p = 1,00,

respectivamente).
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Tabela 12. Genotipos, detectados por eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida, para os
sitios =116 (—116G>A), 209 (2094>G) e 1615 (1615G>A) em individuos com atividade da
BChE < 4,0 KU/L.

Genotipos N de individuos genotipados N de individuos genotipados
apenas no presente estudo no presente estudo somados
(freqiiéncia relativa dos aos de FURTADO (2005)

genotipos %) (freqiiéncia relativa dos

genotipos %)

[-116GG; 209AA; 1615GG] 47 (42,73) 72 (44.72)
[-116GG; 209AA;1615GA] 15 (13,64) 22 (13,66)
[-116GG; 209AA;1615AA] 3(2,73) 5(3,11)
[-116GG; 209AG;1615GG] 1 (0,91) 1(0,62)
[-116GG; 209AG;1615GA] 7 (6,36) 10 (6,21)
[ 116GA; 209AA;1615GG] 3(2,73) 3 (1,86)
[-116GA; 209AA;1615GA] 23 (20,91) 36 (22,36)
[-116GA; 209AA;1615AA] 5(4,54) 5(3,11)
[-116GA; 209AG;1615GA] 1(0,91) 1(0,62)
[-116GA; 209AG;1615AA] 3(2,73) 3 (1,86)
[-116AA; 209AA;1615AA] 2(1,82) 3 (1,86)
TOTAL 110 161

5.1.5.2 Haplotipos e desequilibrio de ligacio para os sitios —116, 209 e 1615

A analise de desequilibrio de ligacao foi feita a partir dos dados da tabela 13.

As variagdes dos sitios —116 e 1615 mostram-se em desequilibrio de ligagio (y° =

118,11 e p< 10™), sendo D’=91,87%, com a estimativa de 51 haplotipos [-1164; 16154]
no total de 54 haplotipos com -716A4, correspondendo a 94,4% desses haplotipos.
Para os sitios =116 ¢ 209, o valor de D’ foi de 60,25%, porém o valor de p nao

mostra significdncia (x> = 1,15 ¢ p = 0,28). Neste caso, foram estimados 14 haplotipos

[-116G; 209G], num total de 15 haplotipos com 209G.
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Para os sitios 209 e 1615, o desequilibrio de ligagdo foi de D’= 90,24% (y° = 27,63
e p < 10™). Foram estimados 14 haplotipos [209G; 1615A4], num total de 15 haplétipos com
209G.

Tabela 13. Estimativas das freqiiéncias haplotipicas e do nimero absoluto dos haplétipos

inferidos para os sitios —116, 209 e 1615.

-116 (exon 1) 209 (exon 2) 1615 (exon 4)  Freqiiéncia estimada + EP (%) Estimativa do numero

G>A A>G G>A absoluto do haplétipo
G A G 67,05 £2,80 216
G A A 11,73 +1,67 38
G G G 0,46 + 0,39 1
G G A 4,00 = 084 13
A A G 1,13 = 0,38 3
A A A 15,44 + 2,01 50
A G G 0 0
A G A 0,20 + 0,35 1
Total 100 322

5.2 Doadores de sangue com a mutacio C.209A>G (p.D70G) e analise do exon 1

Partindo do conhecimento prévio de desequilibrio de ligagcao dos sitios =116 e 209
com o sitio 1615, quando analisados em separado, torna-se interessante determinar qual a
relacdo entre os sitios —116 e 209. As freqiiéncias populacionais das variantes —/164 e
2094>G sdo baixas (cerca de 9% e 2%, respectivamente). Assim, para obter um D'
significativo seria necessaria uma amostra populacional muito grande. Desta forma, para
poder entender a relagdo entre os sitios —116 e 209 foram examinamos os genotipos de 51
individuos (APENDICE 9.2), selecionados por serem portadores da mutagdo c.2094>G
(exon 2), tendo sido previamente genotipados no Laboratério de Polimorfismos e Ligacao
para o sitio 1615.

A freqiiéncia alélica da variagdo usual —/76G foi 93,14% =+ 2,50% e da variante nao
usual —7764 foi 6,86% + 2,50%. As freqiiéncias genotipicas, para este grupo de individuos,

podem ser visualizadas na tabela 14. Os valores encontrados também estdo de acordo com
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o equilibrio de Hardy-Weinberg (3* = 0,369; p > 0,50). A tabela 15 mostra os gen6tipos dos
individuos portadores da variante nao usual c.2094>G, considerando-se também os sitios

—116 e 1615.

Tabela 14. Freqiiéncias genotipicas quanto ao sitio —116 do exon 1, em individuos com a

variagdo ¢.2094>G do exon 2.

Genotipo N° de individuos Freqiiéncia
-116GG 44 88,58%
—116GA 7 11,07%
—1164A4 0 0,34%
Total 51

Hardy Weinberg (2= 0,20; p>0,5)

Tabela 15. Genoétipos dos individuos portadores da variante ndao usual ¢.2094>G,

considerando-se também os sitios —116 € 1615.

Sitios Numero de
-116 209° 1615 individuos
GG AG GG 9
GG AG GA 32
GG AG AA 3
GG AA GA 1
GA AG GA 1
GA AG AA 5
TOTAL 51

@ Dados de SOUZA (2001), FURTADO (2005) e MIKAMI (2005).

5.3 Doadores de sangue com a mutacio C.765G>C (p.E255D) e analise do exon 1

Com o intuito de esclarecer a relagdo entre os sitios —116 e 765 foram examinados
quanto ao exon 1, além dos dois individuos descritos no presente estudo para a variante nao
usual ¢.765G>C, mais sete individuos detectados em outros estudos (dois por SOUZA,
2001 e cinco por MIKAMI, 2005). Na tabela 16, encontram-se os genotipos apresentados

por esses individuos para os sitios —116, 765 e 1615.
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No caso de 765C percebe-se, com certeza, a ocorréncia de sete haplotipos [-116G;
765C] e um haplétipo [-116A4; 765C]. Como o numero de individuos € baixo (N = 9), se
faz necessaria uma amostra maior para se calcular desequilibrio de ligagdo. Entretanto,

parece existir uma ocorréncia preferencial de 765C com —116G.

Tabela 16. Genotipos, detectados por eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida, para os

sitios -116, e 1615 de nove individuos com genoétipo 765GC.

Sitios Numero de individuos
-116 765 1615 (freqiiéncia relativa)
GG GC GG 2 (22,22%)
GG GC GA 5 (55,55%)
GA GC AA 1 (11,11%)
AA GC AA 1 (11,11%)
TOTAL 9

5.4 Doadores de sangue com a mutac¢io C.344G>A (p.G115D) e analise do intron 3 e
inicio do exon 4

O individuo identificado no presente estudo com a mutagdo c¢.344G>4 em
heterozigose, ¢ IVS3—-14TC. Para verificar possivel evidéncia de desequilibrio de ligacao
entre esses dois sitios, foram analisados individuos genotipados em outros estudos: dois
344GA de SOUZA (2001), um 344GA, IVS3—14TC e um [VS3-14TC de PARMO-
FOLLONI (comunicagdo pessoal). A tabela 17 mostra os genoétipos desses individuos.
Todos os individuos analisados que possuem a variante nao usual ¢.344G>A também sdo
heterozigotos para a mutagao c./VS3—14T>C, o que sugere forte desequilibrio de ligagao ou

até mesmo desequilibrio maximo entre elas.
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Tabela 17. Genotipos, detectados por eletroforese SSCA em gel de poliacrilamida, para os

sitios 344, IVS3—14 ¢ 1615.

Sitios Numero de
344 IVS3-14 1615 individuos
(identificagao)
GA TC GG 2 (535¢e1003)
GA TC GA 2 (201 e 709)
GG TC GG 1 (2603)
GG TC GA 2 (227 e 1405)
TOTAL 7

5.5 Guarani do Mato Grosso do Sul e analise do exon 1

Os amerindios Guarani do Mato Grosso do Sul (APENDICE 9.3) foram
genotipados para o exon 1 e todos os individuos (148 Kaiowd, 83 Nandeva e 22 Kaiowa-
Nandeva) apresentaram o gendtipo usual. Portanto, todos os individuos analisados sdo

—116GG e a freqiliéncia da variante usual —//6G ¢ 100% nesta amostra.

5.6 Analise comparativa da regido transcrita do gene BCHE de H. sapiens com outras

espécies de animais

5.6.1 Sitios e aminoacidos variaveis nos individuos do presente estudo

A tabela 18 mostra a comparacao de H. sapiens com outras espécies de animais
quanto as variagdes nucleotidicas que os individuos aqui estudados, mostraram no presente
estudo e/ou em outros estudos (MIKAMI, 2005; FURTADO, 2005). A tabela 19 mostra as
respectivas variagdes nos aminoacidos.

A comparagdo mostra que os sitios 209, 344, 551, 728 e 997 estdo conservados em
todas as dez espécies analisadas. Levando-se em conta essas espécies, os sitios 35, 1169,
1615 e 1719 apresentam duas variagdes e os sitios —116 (sem informagao para E. caballus),
486 e 1408 apresentam trés variagcdes. O sitio 765 ¢ o mais varidvel de todos, sendo

encontrado com os quatro nucleotideos possiveis.
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Tabela 18. Dados nucleotideos de H. sapiens, P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C. familiaris, E. caballus, R. novergicus
M. musculus, e G. gallus, quanto aos sitios —116, 35, 209, 344, 486, 551, 728, 765, 997, 1169, 1408, 1615 ¢ 1719 do gene BCHE.

Sitios
(variagdes em humanos)

Espécies 116 35 209 344 486 551 728 765 997 1169 1408 1615 1719
P (G>A) (A>G) (A>G)  (G>A) (T>C) (C>T) (C>T) (G>0) (G>T) (G>T) (C>T)  (G>A) (delT)

H. sapiens G A A G T C C G G G C G T
(91,7%)a (99,86%)b (99,20%)b (99,32%)b (90,86%)b (99,30%)b (99,72%)b (99,02%)b (99,86%)b (99,72%)b (99,86%)b (82,20%)° (99,62)d
P. troglodytes
M. mulatta
E. caballus
F. catus
P. tigris
C. familiaris
R. novergicus
M. musculus
G. gallus

> >

Qaa» @ P
QAP B BB
>
caaaaoaaad
=== AR B =
AN NN
olololoioioioieXe)
AFQFF>0-Q0
caaaoaaad
0
_BErH=E=E000
QFrFOOOOOA
e e e e e e e

del®

“FURTADO-ALLE et al., 2006; > MIKAMI, 2005;  SOUZA, 2001;  PARMO-FOLLONI et al. (no prelo).

¢ del corresponde a delecdo.
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Tabela 19. Dados de aminoacidos de H. sapiens, P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C. familiaris, E. caballus, R.
novergicus, M. musculus € G. gallus, quanto aos aminoacidos 12, 70, 115, 162, 184, 243, 255, 333, 390, 470, 539, 573 da BChE.

Aminoacidos 12 70 115 162 184 243 255 333 390 470 539 573
(variagdes em (KI2R)  (D70G) (G115D) (A162A) (A184V) (T243M) (E255D) (G333C) (G390V) (R470W) (AS39T) (L574fsX5
humanos) 76)
H. sapiens K D G T E G G G

P. troglodytes K D G T E G G G
M. mulatta K D G T D G D G

E. caballus K D G T D G D D

F. catus K D G \% T E G D Y G

P. tigris K D G I T E G D Y G

C. familiaris K D G T E D Y G

R. novergicus D G T E G D T D
M. musculus D G T E G D T T

G. gallus D G \4 S T S G D Y G
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5.6.2 Identidade de nucleotideos e de aminoacidos

A tabela 20 mostra as proporg¢oes de identidade de nucleotideos e de aminoacidos da
regido codificadora do gene BCHE de H. sapiens, quando comparado com outras nove
espécies. As proporgdes de identidade referentes ao peptideo sinal e as regides S’UTR e 3’
UTR podem ser verificadas nas tabelas 21 e 22, respectivamente. Para as regides 5S’UTR e
3’UTR calculamos a identidade apenas entre os primatas, visto que essas regides nem
sempre se encontram completas nas seqiiéncias de cDNA das outras espécies aqui

analisadas.

Tabela 20. Numero de nucleotideos e aminoacidos conservados e suas respectivas
identidades, quando H. sapiens ¢ comparado com P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, P.
tigris, C. familiaris, E. caballus, R. novergicus M. musculus ¢ G. gallus, referentes a regiao

codificadora da proteina madura do gene BCHE.

Nucleotideos Aminoacidos Identidade de
Identidade de ) )

Espécies conservados em nucleotideos (%) conservados em  aminodcidos
1722 nt 574 aa (%)
P. troglodytes 1713 99,48 569 99,13
M. mulatta 1672 97,09 549 95,64
E. caballus 1569 91,11 519 90,42
F. catus 1546 89,78 504 87,80
P. tigris 1541 89,49 502 87,45
C. familiaris 1544 89,66 502 87,45
R. novergicus 1404 81,53 459 79,96
M. musculus 1397 81,12 464 80,83

G. gallus 1264 73,40 414 72,12
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Tabela 21. Numero de nucleotideos e de aminoacidos conservados e suas respectivas
identidades, referentes a regido codificadora do peptideo sinal do gene BCHE, quando H.
sapiens ¢ comparado com P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C. familiaris, E.

caballus, R. novergicus, M. musculus e G. gallus.

Nucleotideos Aminoacidos Identidade de
Identidade de ) )

Espécie conservados em nucleotideos (%) conservados em  aminodcidos
84 nt 28 aa (%)
P. troglodytes 84 100 28 100
M. mulatta 82 97,62 27 96,43
E. caballus 66 78,57 19 67,86
F. catus 69 82,14 20 71,43
P. tigris 69 82,14 20 71,43
C. familiaris 68 80,95 20 71,43
R. novergicus 59* 67,82 16* 55,17
M. musculus 58%* 66,67 15% 51,17
G. gallus 47 55,95 12 42,86

* O peptideo sinal de R. novergicus e M. musculus possui 87 nt e 29 aa.

Tabela 22. Numero de nucleotideos conservados nas regides S’UTR e 3’UTR do gene
BCHE e suas respectivas identidades, quando H. sapiens é comparado com P. troglodytes e

M. mulatta.

Nucleotideos
Nucleotideos
Identidade de  conservados na  Identidade de
conservados nos ]
Espécie nucleotideos (%) regido 3’UTR/ nucleotideos (%)
157 nt da regido
naregido S’UTR  tamanhoda  naregido 3’UTR
5’UTR )
seqiiéncia

P. troglodytes 155 98,73 483/489 98,77
M. mulatta 149 94,90 467/491 95,11
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5.6.3 Taxas e padroes de substituicoes

5.6.3.1 Taxa de substituicio de nucleotideos
A tabela 23 mostra a taxa de substitui¢do de nucleotideos, por ano, na regiao

codificadora da proteina madura e 5’ ¢ 3’UTR do gene BCHE.

Tabela 23. Taxa de substituicdo de nucleotideos (por ano) das regides codificadoras do

gene BCHE entre H. sapiens e demais espécies.

Tempo de Taxa de substitui¢do de nucleotideos por ano
divergéncia (multiplicada por 10°)
Sinénimana  Nao sindnima
Espécie . . regido na regido . .
(milhdes de  codificadora da codificadora da Regido S’UTR Regido 3’UTR
anos) proteina proteina
madura madura
P. troglodytes 5° 1 0,38 1 1
M. mulatta 25 1 0,39 1 1
E. caballus 54a 2 0,44 - -
F. catus 74? 2 0,42 - -
P. tigris 74? 2 0,43 - -
C. familiaris 74? 2 0,42 - -
R. novergicus 80° 4 0,69 - -
M. musculus 80° 4 0,66 - -
G. gallus 310° 2 0,28 - -

“KUMAR e HEDGES, 1998; "BEGUN, 2006; *GRAUR e LI, 1999.
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5.6.3.2 Substitui¢cdes nas regidoes UTR

Para compreender como os nucleotideos estdo sendo substituidos ao longo da
seqiiéncia transcrita do gene BCHE, analisamos separadamente a regido codificadora da
proteina madura e as regides 5S’UTR e 3’UTR.

Os numeros de substituigdes por sitio desde a divergéncia entre os primatas, para as

regides UTR sdo apresentados na tabela 24.

Tabela 24. Numero de substitui¢des por sitio, desde a divergéncia, nas regides 5’UTR e

3’UTR do gene BCHE em relagdo a H. sapiens.

N de substituigdes por o ~ Varidnciade K Varidncia de K
N de substitui¢des por sitio
. sitio desde a divergéncia (multiplicada (multiplicada
Espécie desde a divergéncia (K) . }
(K) 5’UTR por 107) por 10%)
3’UTR
5’UTR 3’UTR
P. troglodytes 0,014 0,0124 0,87 0,25
M. mulatta 0,053 0,050 3,3 1,0

5.6.3.3 Substituicdes sinénimas e ndo sinénimas por sitio sinonimo

As comparagdes entre o numero de substituicdes sinonimas € ndo sinonimas, desde
a divergéncia, de H. sapiens com as outras espécies, podem ser observadas na tabela 25. O
nimero de substituigdes sindnimas por sitio sindminos variou de 0,01 em P. troglodytes a
1,54 em G. gallus e o nimero de substitui¢des ndo sindnimas por sitios ndo sindbnimos
variou de 0,003 em P. troglodytes a 0,17 em G. gallus.

A razdo entre o numero de substituigdes ndo sinonimas (K,) ¢ o nimero de
substitui¢des sindnimas (Ks) variou de 0,36 em P. troglodytes a 0,11 em G. gallus. O fato
de K ser < K, indica a possivel ocorréncia de sele¢ao purificadora na regido codificadora

da proteina madura do gene BCHE.
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Tabela 25. Comparagdes do numero de substitui¢des sindnimas e ndo sindnimas por sitio,
na regido codificadora da proteina madura do gene BCHE nas diferentes espécies, em

relagdo a H. sapiens.

H. sapiens M; N; K M. N. Ka K./Ks
Versus

P. troglodytes 4,00 379,75  0,0106 5,00 1336,25 0,0038 0,36
M. mulatta 24,00 380,83  0,0658 25,00 1335,17 0,0190 0,29
E. caballus 90,33 382,08  0,2840 61,67 1333,92  0,0477 0,17
F. catus 96,83 384,25  0,3071 79,17 1331,75 0,0619 0,20
P. tigris 98,83 383,58  0,3157 82,17 1332,42  0,0644 0,20
C. familiaris 98,00 385,33 0,3106 80,00 1330,67 0,0627 0,20
R. novergicus 178,75 385,25  0,7230 135,25 1330,75 0,1118 0,15
M. musculus 190,75 381,92 0,8223 132,25 1334,08 0,1063 0,13
G. gallus 250,17 382,50 1,5420 206,83 1333,50 0,1738 0,11

M; = Numero de diferencas sindnimas observadas; Ny = Numero médio de sitios sindnimos
possiveis; Ky = Numero de substituigdes sindnimas por sitio sindnimo desde a divergéncia
entre as seqiiéncias; M, = Numero de diferencas ndo sindnimas observadas; N,= Numero
médio de sitios ndo sinonimos possiveis; K, = Numero de substituicdes ndo sindnimas por
sitio ndo sindnimo desde a divergéncia entre as seqiiéncias.

5.6.4 Testando variacao de K,/K; entre os ramos

Frente a diferentes taxas K,/K das comparagdes das seqiiéncias das nove espécies
com H. sapiens, achamos conveniente testar se as taxas K,/K; diferem entre os ramos da
arvore filogenética que abrigam essas dez espécies. Para tanto foram utilizados modelos
baseados na probabilidade do uso dos codons, desenvolvidos por YANG (1998). A
comparacao do modelo "one ratio", que determina a mesma taxa K,/Ks ao longo da arvore,
com o modelo "free ratio", que determina taxas diferenciadas entre os ramos da arvore,
permite testar a heterogeneidade de K./K; ao longo da arvore pelo teste de "likelihood
ratio".

O valor de InL encontrado para o modelo "one ratio" foi -6644,046417 e para o
modelo "free ratio", foi -6627,241206. A diferenga entre esses dois valores ¢ significativa
(2Al=39.61; p < 0,01), indicando heterogeneidade de K,/K; nos ramos da arvore. A figura
18 mostra a arvore filogenética das dez espécies analisadas para o gene BCHE e as

respectivas taxas K,/Ks ao longo dos ramos.
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Figura 18. Arvore filogenética do gene BCHE e as respectivas taxas de K./K; ao longo dos

ramos.
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5.6.5 Composicao de nucleotideos

Frente a taxa de substituicdo e a pressdo seletiva diferenciada entre as espécies
analisadas, torna-se relevante analisar se a composi¢ao de nucleotideos ¢ similar e/ou esta
alterando o uso dos codons e consequentemente a composi¢ao dos aminoacidos da BChE.

As composicdes de nucleotideos da regido codificadora da proteina madura, do
peptideo sinal e das regides S’UTR e 3’UTR s@o mostradas nas tabelas 26, 27, 28 e 29,
respectivamente. Para a regido codificadora da proteina madura e do peptideo sinal, foram
analisadas 10 seqiiéncias de organismos diferentes. Para a regido 5’UTR oito seqiiéncias
foram analisadas, pois ndo havia informagdo a respeito dessa regido para C. familiaris e E.
caballus. E para a regido 3’UTR apenas trés seqiiéncias foram analisadas (H. sapiens, P.
troglodytes e M. mulatta), pois as demais seqiiéncias ndo apresentavam informacao
suficiente para as andlises. No caso da regido 5° UTR ndo foram calculados média e desvio
padrao das distribui¢cdes dos nucleotideos, uma vez que as seqiiéncias disponiveis sdo de
tamanho diferente.

Analises comparativas mostram que as distribui¢des dos nucleotideos sdo
homogéneas entre as espécies, ndo havendo diferengas estatisticamente significativas (p >
0,95; p > 0,80; p > 0,80; p > 0,99 para a regido codificadora da proteina madura, do
peptideo sinal, regides S’UTR e 3’UTR, respectivamente).

A comparagdo do conteudo C+G e A+T nas quatro diferentes regides do gene
BCHE em H. sapiens revelou que estatisticamente elas diferem entre si ()’ 3)=26,89; p <
0,001). Refazendo-se a andlise, apenas com a exclusdo da regido 3’UTR, verificamos que
as demais trés regides ndo diferem entre elas quanto ao conteudo C+G e A+T (y° @ =

0,475 p > 0,80).
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Tabela 26. Composicao dos 1722 nucleotideos da regido codificadora da proteina madura
do gene BCHE em H. sapiens, P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C. familiaris,

E. caballus, R. novergicus, M. musculus e G. gallus.

L . N (%)
Espécie A C G T
H. sapiens 540 (31,36) 306 (17,77) 387 (22,47) 489 (28,40)
P. troglodytes 540 (31,36) 305 (17,71) 387 (22,47) 490 (28,46)
M. mulatta® 537 (31,20) 309 (17,95) 385 (22,37) 490 (28,47)
E. caballus 544 (31,59) 326 (18,93) 378 (21,95) 474 (27,53)
F. catus 545 (31,65) 327 (18,99) 373 (21,66) 477 (27,70)
P. tigris 541 (31,42) 329 (19,11) 377 (21,89) 475 (27,58)
C. familiaris 535 (31,07) 342 (19,86) 377 (21,89) 468 (27,18)
R. novergicus 528 (30,66) 350 (20,33) 382 (22,18) 462 (26,63)
M. musculus 514 (29,85) 358 (20,79) 389 (22,59) 461 (26,77)
G. gallusb 536 (31,14) 332 (19,29) 396 (23,01) 457 (26,55)

Média (+ DP) 536 (£9,14) 3284 (+18,18) 383,1(+£6,98) 4743 (+ 12,40)

o= 14,523; p >0,95. “ Delegdo no nt 1233.” Delegio no nt.1719.

Tabela 27. Composicao dos nucleotideos da regido do peptideo sinal do gene BCHE em H.
sapiens, P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C. familiaris, E. caballus, R.

novergicus, M. musculus, e G. gallus.

L N (%)
Espécie A C G T
H. sapiens 21 (25,00) 17 (20,24) 14 (16,67) 32 (38,10)
P. troglodytes 21 (25,00) 17 (20,24) 14 (16,67) 32 (38,10)
M. mulatta 23 (27,38) 17 (20,24) 13 (15,48) 31 (36,90)
E. caballus 18 (21,43) 20 (23,81) 19 (22,62) 27 (32,14)
F. catus 20 (23,81) 20 (23,81) 20 (23,81) 24 (28,57)
P. tigris 20 (23,81) 20 (23,81) 20 (23,81) 24 (28,57)
C. familiaris 17 (20,24) 22 (26,19) 21 (25,00) 24 (28,57)
R. novergicus“ 20 (22,99) 25 (28,74) 15 (17,24) 27 (31,03)
M. musculus” 22 (25,29) 27 (31,03) 15 (17,24) 23 (26,44)
G. gallus 15 (17,86) 15 (17,86) 23 (27,38) 31 (36,90)

Média (£DP) 19,7 (£2,40%) 20 (£3,80%) 17,4 (%3,56%) 27,5 (*3,69%)

X2(27) =19,964; p >0,80. * O peptideo sinal de R. novergicus € M. musculus possue 87 nt.
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Tabela 28. Composi¢do de nucleotideos da regido S’UTR do gene BCHE em H. sapiens, P.
troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C. familiaris, E. caballus, R. novergicus, M.

musculus e G. gallus.

b)
Espécie A C N (%) G T
H. sapiens 44 (28,03) 35 (22,29) 30 (19,11) 48 (30,57)
P. troglodytes 44 (28,03) 36 (22,93) 29 (18,47) 48 (30,57)
M. mulatta 45 (28,66) 33 (21,02) 31 (19,74) 48 (30,57)
F. catus 21 (23,86) 23 (26,14) 13 (14,77) 31 (35,23)
P. tigris 21 (24,14) 22 (25,29) 13 (14,94) 31 (35,63)
R. novergicus 18 (27,27) 18 (27,27) 10 (15,15) 20 (30,30)
M. musculus 29 (25,00) 37 (31,90) 24 (20,69) 26 (22,41)
G. gallus 38 (26,95) 27 (19,15) 32 (22,70) 44 (31,21)

X2(21) = 14,099; p >0,80

Tabela 29. Composi¢ao de nucleotideos da regidao 3’UTR do gene BCHE em H. sapiens, P.
troglodytes e M. mulatta.

L N (%)
Espécie A C G T
H. sapiens 178 (36,40) 79 (16,16) 56 (11,45) 176 (35,99)
P. troglodytes 176 (35,99) 80 (16,36) 58 (11,86) 175 (35,79)
M. mulatta 178 (36,25) 78 (15,89) 54 (11,00) 181 (36,86)

6= 0,2941; p >0,99

5.6.6 Uso dos codons

A tabela 30 mostra dados referentes ao numero efetivo de codons utilizados e o
indice de uso dos codons dentro de cada espécie. Essa tabela mostra que nem todos os
codons estdo sendo usados ao acaso. Cada codon foi analisado em separado, ¢ apenas os
codons para tirosina, glutamina, asparagina, cisteina, valina e serina estdo sendo usados ao
acaso (p varia de >0,05 a > 0,85), para os demais ocorre desvio estatisticamente
significativo (p < 0,05), mostrando uso preferencial. A andlise também mostra que os
codons mais utilizados sdo os ricos em adenina e timina, como pode ser visualizado na
figura 19 e na tabela 30.

Examinou-se a utilizacdo dos cddons pelas diferentes espécies (dados nao
apresentados). Para isso compararam-se os codons utilizados para cada aminoacido em

separado, considerando-se todas as espécies e, depois, cada espécie em relagdo a H. sapiens
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e constatou-se, pelo resultado do %°, que ndo ha diferencas estatisticamente significativas

em nenhuma das situagdes (p varia de 0,99 a 0,10). Desta forma,

4

(&

mostrado que a

distribui¢ao do uso dos cddons ocorre da mesma forma nas espécies analisadas.

Tabela 30. Uso dos cddons referentes a proteina madura do gene BCHE em H. sapiens, P.

troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C. familiaris, E. caballus, M. musculus, R.

novergicus € G. gallus.

Numero efetivo

Indice de uso

Conteudo C+G  Conteudo G+C

Espécie
de codons dos codons® na terceira base na seqiiéncia
H. sapiens 50,393 0,313 0,308 0,402
P. troglodytes 49,898 0,308 0,306 0,402
M. mulatta 49,720 0,335 0,302 0,403
E. caballus 53,476 0,302 0,325 0,409
F. catus 50,458 0,337 0,313 0,407
P. tigris 50,552 0,318 0,322 0,410
C. familiaris 49,724 0,313 0,335 0,418
R. novergicus 54,946 0,236 0,356 0,425
M. musculus 54,751 0,232 0,368 0,434
G. gallus 51,414 0,230 0,357 0,422

* Varia de zero a 1, quando todos os codons possiveis sdo usados igualmente até o uso
minimo de um codon para cada aminoacido, respectivamente.
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Figura 19. Cédons da regido codificadora da proteina madura do gene BCHE na espécie

humana, seguidos da abreviacdo do aminodcido, do numero de ocorréncia e em parénteses

o valor do uso relativo dos codons sindnimos (RSCU).
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5.6.7 Variacao de aminoacidos

As propor¢des de aminodcidos diferentes € o numero de substituigdes de
aminoacidos por sitio, por unidade de tempo, na regido codificadora do gene BCHE
correspondente a proteina madura, sdo apresentados na tabela 31. A proporcao de
aminodcidos diferentes variou de 0,009 em P. troglodytes a 0,279 em G. gallus. O nimero
de aminoacidos substituidos variou de 0,009 em P. troglodytes a 0,327 em G. gallus.

A tabela 32 mostra a propor¢do de aminoacidos diferentes € o numero de
substitui¢des de aminoacidos por sitio, por unidade de tempo, na regido codificadora
correspondente ao peptideo sinal. A propor¢ao de aminoacidos diferentes varia de zero em
P. troglodytes a 0,44 em G. gallus.

A figura 20 apresenta a conservagao dos aminoacidos e a respectiva estrutura do

monomero da BChE humana.

Tabela 31. Propor¢do, em relagdo a H. sapiens, de aminoacidos diferentes ¢ numero de
substitui¢des de aminoacidos por sitio, por unidade de tempo, na regido codificadora da
proteina madura do gene BCHE em P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C.

familiaris, E. caballus, M. musculus, R. novergicus e G. gallus.

Proporcao de Numero de aa. Variancia do numero
Espécie aa.diferentes substituidos por aa. substituidos por
codon sitio (x10°)
P. troglodytes 0,0087 0,0087 1,5
M. mulatta 0,0435 0,0445 8
E. caballus 0,0958 0,1007 18
F. catus 0,1219 0,1300 24
P. tigris 0,1254 0,1340 25
C. familiaris 0,1254 0,1340 25
R. novergicus 0,2003 0,2235 43
M. musculus 0,1916 0,2127 41

G. gallus 0,2787 0,3267 67
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Tabela 32. Propor¢do, em relagdo a H. sapiens, de aminoacidos diferentes e nimero de
substituicdes de aminoacidos por sitio por unidade de tempo na regido codificadora do
peptideo sinal do gene BCHE em P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C.

familiaris, E. caballus, M. musculus, R. novergicus e G. gallus.

Proporg¢ao de Numero de Variancia do nimero
Espécie aminodacidos aminodacidos de aminoacidos
diferentes substituidos por sitio  substituidos por sitio
P. troglodytes 0 0 0
M. mulatta 0,0238 0,0241 0,0003
E. caballus 0,2143 0,2412 0,0032
F. catus 0,1786 0,1967 0,0026
P. tigris 0,1786 0,1967 0,0026
C. familiaris 0,1905 0,2113 0,0028
R. novergicus 0,3218 0,3883 0,0054
M. musculus 0,3334 0,4055 0,0057
G. gallus 0,4405 0,5807 0,0094

5.7 Comparacao entre os genes ACHE e BCHE

Os genes ACHE e BCHE apresentam em média 54,45% de identidade nucleotidica e
51,63% de identidade de aminoacidos (Tabela 33). Na tabela 34, as estimativas de K,/K;
para esses dois genes sugerem que ambos tém sofrido a acao da selegdo purificadora, sendo
que esta parece ser maior no caso do gene ACHE. Esses genes diferem significativamente
no conteado C+G (X2 =9,236; p < 0,05), como mostrado na tabela 35, sendo que o gene
ACHE possui um conteudo muito maior de C+G. A diferenca entre esses conteudos

encontra-se principalmente na composicao da terceira posicao do codon (Tabela 36).

Tabela 33. Identidade de nucleotideos e aminoacidos entre os genes ACHE ¢ BCHE.

Espécie Identidade de Id_entidgde de
nucleotideo (%) aminoacido (%)
H. sapiens 53,79 52,07
F. catus 54,65 51,37
R. novergicus 54,94 51,72
M. musculus 54,42 51,37

Média 54,45 51,63
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Figura 20. Estrutura secundaria do mondémero da BChE: as letras em vermelho representam os

=

sitios 100% conservados nas dez espécies analisadas no presente estudo, representa fita beta

pregueada o representa alfa hélices e =, dobramentos aleatdrios; B residuos catalicos;

interagdo do residuo com metal,; I:intera(;éo do residuo com ligante. A partir do aminoacido 529
nao dispomos de informacdes a respeito da estrutura. Figura modificada de ESTHER Database,

2006.
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Tabela 34. Estimativas de K,/K; para os genes BCHE ¢ ACHE.

Comparagao com H. K, /K (gene BCHE) KJ /K (gene ACHE)

sapiens

F. catus 0,20 0,07
R. novergicus 0,15 0,09
M. musculus 0,13 0,09

Tabela 35. Contraste do contetido C+G da regido codificadora dos genes BCHE ¢ ACHE,

correspondente a proteina madura.

L Conteudo C+G (%) Conteudo C+G (%)
Espécie

gene BCHE gene ACHE
H. sapiens 693 (40,24) 1126 (64,71)
F. catus 700 (40,65) 1110 (63,97)
R. novergicus 732 (42,51) 1023 (58,79)
M. musculus 747 (43,38) 1030 (59,20)

x*=9,236; p < 0,05.

Tabela 36. Contraste do conteudo C+G dos genes BCHE ¢ ACHE, correspondente a

terceira posi¢ao dos codons relativos a proteina madura

Conteudo C+G (%) Conteudo C+G (%)

Especie gene BCHE gene ACHE
H. sapiens 177 (30,8) 449 (77,5)
F. catus 180 (31,3) 426 (73,5)
R. novergicus 204 (35,6) 377 (65,0)
M. musculus 205 (35,7) 382 (65,9)

2 =10,36; p < 0,05
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6 DISCUSSAO

6.1 Variabilidade do gene BCHE em individuos com atividade da BChE < 4,00 KU/L

6.1.1 Exon 1

Nos 113 doadores de sangue analisados para o exon 1 (sitio —116), apenas um tipo
de variante ndo usual foi encontrada (—/764). As freqiiéncias alélicas e genotipicas foram
contrastadas com os dados de atividade baixa (< 4,00 UK/L) da amostra de FURTADO-
ALLE et al. (2006), incluindo obesos e individuos de peso normal: -/ /16GG =47, —116GA
=22, -1164AA4=1;—-1164 =17,14% + 3,19%. Para tanto, scte individuos foram retirados da
amostra do presente estudo, para ndo haver duplicagdo de amostras. Assim, a freqiiéncia
considerada para a variante ndo usual —//64, nos 106 individuos do presente estudo
(-116GG =68,-116GA =36,—1164A4 = 2) foi 18,87% =+ 2,69%. As freqiiéncias observadas
nestes dois estudos ndo diferem entre si (y° = 0,169; p > 0,5 para freqiiéncia alélica e y° =
0,192; p > 0,5 para freqiiéncia genotipica).

A variante ndo usual —/ /64 foi descrita por BARTELS et al. (1990), que estimaram
sua freqiiéncia em 8%. Esses autores ndo citam a populacdo da qual esses dados foram
obtidos. Supomos que esses individuos pertencam a populagdo dos Estados Unidos da
América. FURTADO-ALLE et al. (2006) estudaram a variante ndo usual —//64 em uma
amostra de homens euro-brasileiros doadores de sangue de Curitiba, composta por 145
obesos (IMC > 30) e 147 de IMC normal (20 < IMC < 25). A freqiiéncia alélica observada
foi de 8,3% =+ 1,6% em obesos ¢ 8,8% + 1,6% em individuos com IMC normal. Quando se
comparam as freqiiéncias alélicas dos individuos do presente estudo (18,87%; atividade <
4,00 KU/L) com as de obesos e de homens com IMC normal, observa-se que a freqiiéncia ¢
significativamente mais alta no grupo de atividade baixa (2= 12,352, sendo p = 0,0004 e
)(2 =10,913, sendo p = 0,0012, respectivamente).

O sitio —116 esta localizado na regido 5° UTR e, portanto, pode estar associado a
regulacdo da traducgdo. A regido 5° UTR do gene BCHE ¢ caracterizada por apresentar uma
estrutura em forma de grampo, constituida por nove pares de bases, localizada 17

nucleotideos a jusante do sitio de revestimento 7-MG (7—metil guanosina). Essa estrutura
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tem sido descrita na literatura como importante reguladora da tradugdo. Contudo, no
RNAm da BChE, ela desempenha efeito secundério pois: apresenta baixa estabilidade
termodinamica (-7,1 kcal/mol) e, por sua localizagdo, ndo inibe a ligagdo do ribossomo
(JBILO et al., 1994). Assim, outras estruturas ou regides devem ajudar na regulagdao da
traducdo do RNAm da BChE. WILKIE et al. (2003) relatam a existéncia de proteinas
reguladoras que interagem com elementos especificos da regido 5’UTR. Pouco se sabe a
respeito do controle da regulagdo da traducdo da BChE o que dificulta determinar o papel
do sitio —116. Assim, especulamos que a variante nao usual —//64 poderia afetar a
regulacdo da traducdo do RNAm do gene BCHE, interferindo na ligagdo de proteinas
reguladoras da traducdo. Desta forma, individuos que apresentassem essa variante teriam
um menor numero de moléculas circulantes da BChE e, conseqiientemente, menor
atividade da BChE.

Preliminarmente, para testar essa hipotese determinamos a estrutura secundéria do
RNAm das duas variantes quanto ao sitio —116 (Figura 21), com auxilio do programa

MFOLD (www.bioinfo.rpi.edu/aplications/mfold). O programa gerou, além do grampo

descrito por JBILO et al (1994), uma outra estrutura mais complexa e estavel (-30K/mol),
porém também ndo o suficiente para impedir a movimentag¢do do ribossomo, uma vez que
para isso se faz necessaria estabilidade da estrutura acima de —50 kcal/mol. Além disso, as
variacdes no sitio —116 ndo causam alteracao na estrutura secundaria do RNAm (Figura 21)
e, possivelmente, ndo interferem na regulagdo da tradugao.

Em vista do exposto, formulamos uma segunda hipdtese, a de que a variacdo no
sitio —116 poderia interferir na ligacdo dos fatores de transcricdo na molécula de DNA.
Testamos teoricamente essa hipotese com a aplicacdo do programa GENOMATIX, o qual
procura possiveis sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do numa determinada seqiiéncia.
Quando se considerou a seqiiéncia com a variante usual —//6G, foram encontrados trés
possiveis fatores de transcri¢do ligantes da regido do sitio —116: fator de transcrigdo dedo
de zinco MYT1 envolvido na neurogénese primaria; Sitio ativador 1 Yin e Yang;
TCF/LEF1 envolvido na via de trancricdo Wnt.A seqiiéncia com a variante ndo usual —
1164 apresentou apenas quatro possiveis fatores de transcricao ligantes: fator de transcri¢ao

dedo de zinco MYT]1 envolvido na neurogénese primaria; dedo de zinco TF envolvido na
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leucemia promielocitica; homeodominio Hoxb-9; TCF/LEF1 envolvido na via de trancri¢ao
Wnt.

Caso essa diferenca no nimero e nos fatores de transcri¢ao ligantes em relagdo as
variagdes —/ 164 e —116G possa afetar o nivel de transcricdo do gene BCHE, isso poderia
explicar o maior numero de moléculas circulantes em individuos portadores de —/1/6G.
Uma hipdtese alternativa seria a de que o sitio —116 esteja em desequilibrio de ligagdo com
outro sitio variante na regido promotora ou reguladora do gene BCHE, que seja responsavel

pela baixa na atividade da BChE.
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Figura 21. Estruturas secundarias parciais do RNAm da BChE: A) com —//6G; B) com
—116A. As setas indicam a posi¢ao —116.
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6.1.2 Exon 2

Dois tipos de variantes foram observadas no exon 2, nos seis fragmentos analisados
no presente estudo: ¢.344G>A4 (p.G115D) e c.765G>C (p.E255D).

MIKAMI (2005) analisou 118 individuos com atividade baixa para oito fragmentos
do exon 2 e encontrou pelo menos uma mutacao por fragmento. A maioria das variantes
ndo usuais observada por essa autora apresentou freqiiéncias alélicas que variaram de
0,42% + 0,42% a 2,17% + 0,96%, nesse grupo com atividade baixa da BChE. Desta forma,
a ndo detec¢do de variagdo observada no presente estudo, em quatro dos fragmentos
analisados, pode ser devida ao numero amostral baixo (53 individuos) e a baixa freqiiéncia
da maioria das variantes do gene BCHE.

A mutagdo ¢.344G>A foi descrita por PRIMO-PARMO et al. (1997), em duas
familias e em dois outros individuos isolados, e condiciona enzima instavel que pode levar
a problemas clinicos, quando o paciente recebe succinilcolina. No Laboratorio de
Polimorfismos e Ligacdo da UFPR, foram anteriormente encontrados quatro heterozigotos
para essa mutacao, sendo dois deles em amostras com fendtipo nao usual determinado por
inibi¢cdo enzimatica. Se considerarmos os outros dois heterozigotos (um de amostra de 108
doadores de sangue, examinada por SOUZA, 2001 e o outro, de amostra de 346 doadores
de sangue, examinada por MIKAMI, 2005), encontra-se uma freqiiéncia de 0,22% =+ 0,16%
dessa variante em doadores de sangue de Curitiba. Esta freqiiéncia nao difere da observada
no presente estudo (0,96%; XZ = 1,735, p > 0,25). Considerando-se apenas a amostra de
MIKAMI (2005) de atividade baixa (N = 106), onde foi encontrado um heterozigoto para
essa mutagdo (0,47% + 0,47%), e comparando com os presentes dados, de 52 doadores de
sangue com atividade baixa da BChE, também nao houve diferenca entre as duas
freqiiéncias alélicas (x> = 0,266; p > 0,99).

A variante ndo usual ¢.765G>C foi descrita por PRIMO-PARMO et al. (1996) em
um unico individuo e foi inferido que se tratava de variagdo rara. MIKAMI (2005) reuniu
seus dados com os de SOUZA (2001) e estimou a freqiiéncia dessa variante ndo usual na
populacdo de Curitiba em 1,03% + 0,32% e observou que a distribui¢do dessa variante ndo
usual ocorre independente da classificagdo da amostra por atividade enzimatica e, portanto,

ndo parece afetar a atividade da BChE. Comparando essa freqiiéncia populacional com a
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encontrada na amostra de atividade baixa do presente trabalho (1,89% + 1,32%), ndo se

encontrou diferenca significativa entre elas (x> = 0,639; p > 0,60).

6.1.3 Exon 3

Estudos anteriores, realizados no Laboratorio de Polimorfismos e Ligacao da UFPR,
nao detectaram variagdo neste fragmento (CAZAROTE, 1999; SOUZA, 2001; FURTADO
et al., 2006). Partindo deste conhecimento prévio, optamos por modificar a metodologia
utilizada, alterando a concentragdo de acrilamida, a propor¢ao de bisacrilamida em relagao
a acrilamida total e ajustamos o tempo de corrida eletroforética (Tabela 6). Essa
metodologia tem se mostrado eficiente no Laboratério de Polimorfismos e Ligacdo, para
diferenciar mutagdes distintas que se encontram em um mesmo fragmento e/ou melhorar o
grau de separacdo das bandas. Porém ndo obtivemos €xito na detec¢do de variagdes neste
exon do gene BCHE. HAYASHI e YANDELL (1993) relatam que a metodologia de SSCA
pode detectar cerca de 90% da variagdo no DNA e, portanto 10% da variagdo pode estar
sendo perdida.

Neste fragmento ja foram descritas cinco mutagdes: uma no intron 2 (c.IVS2-8T>G)
e quatro no exon 3 [c.14904>T (p.E497V), c.1500T>A (p.Y500X), c.1543C>T (p.R515C),
c.15534>T (p.Q518L)]. A variante c./4904A>T foi seqiienciada por BARTELS et al.
(1992a) em integrantes de apenas uma familia, provavelmente norte-americana, € nao
parece existir registro desta variante em outras familias. A variante c./543C>T foi
encontrada por MAEKAWA et al. (1997) em quatro individuos no Japao, ndo tendo sido
descrita em outros lugares do mundo. As variantes c./VS2—8T>G, c.1500T>A (p.Y500X) e
c.15534>T (p.Q518L) foram descritas na populacdo dos Estados Unidos da América do
Norte, por PRIMO-PARMO et al. (1996), como sendo variantes silenciosas da BChE, ou
seja, variantes que apresentam atividade enzimatica < 10% em relagdo a atividade da
enzima usual. O conjunto dos fenétipos silenciosos tem freqiiéncia estimada em 1 a cada
100.000 individuos. Desta forma, as mutacdes descritas no exon 3 parecem ser

extremamente raras ou restritas a uma determinada populagao.
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6.1.4 intron 3 e inicio do exon 4

Neste fragmento também foram identificadas duas variantes ndo usuais: c./VS3—
14T>C e c.1719delT.

A mutacao c.IVS3—14T>C foi descrita por PARMO-FOLLONI et al. (2006) em um
individuo que apresentava diabetes do tipo 2 € em um doador de sangue. Quando os dados
do presente estudo foram comparados com os de PARMO-FOLLONI et al. (2006), oito
individuos com atividade baixa da BChE foram retirados da presente amostra para evitar
sobreposicao de observagoes, ocasionada pelo fato de que ambos os estudos utilizaram o
mesmo banco de doadores de sangue. As freqii€ncias genotipicas e alélicas nos 152
individuos do presente estudo foram, respectivamente: /VS3—14TT = 150 e IVS3—-14TC = 2,
1VS3—-14C = 0,66% =+ 0,46%. Comparando a amostra do presente estudo, tanto com a
amostra de diabéticos do tipo 2 (IVS3—14TT = 59 e IVS3—-14TC = 1; IVS3—14C = 0,83% +
0,83%), quanto com o grupo de doadores de sangue de PARMO-FOLLONI et al., 2006
(IVS3—14TT = 131 e IVS3—-14TC = 1; IVS3—-14C = 0,38% + 0,38%), ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (x> = 0,509 e y> = 0,512; x> = 0,558 ¢ x* = 0,561, para as
freqliéncias alélicas e genotipicas de diabéticos do tipo 2 e doadores de sangue,
respectivamente).

A mutacdo c.1719delT, ainda ndo descrita na literatura, foi identificada em agosto
de 2006 no nosso laboratério por PARMO FOLLONI, ao analisar amostra de doadores de
sangue. O individuo (377) que possui essa mutacdo, também faz parte da amostra de
doadores de sangue com atividade da BChE < 4,00KU/L, do presente estudo. Essa variante
provoca mudanga no quadro de leitura, afetando o ultimo cédon (p.L574fs576.X). A delegao
produz um codon sindnimo no penultimo aminoacido (GGT>GGC, glicina), o ultimo
aminodcido muda de leucina para serina (CTC>TCT), o cédon de parada para asparagina
(TAA>AAT) e, em seguida, ¢ produzido um novo codon de parada (TAA). Assim, a BChE
passa de 574 aminoacidos a 575. O quanto essa variante pode afetar a atividade da enzima
ainda ndo sabemos. Foi observado em nosso laboratorio, apds eletroforese em gel de
poliacriamida, que o individuo (377) forma tetrameros da BChE, contudo por se tratar de
um heterozigoto, nao foi possivel saber se as duas formas variantes do mondmero

interagem ou ndo para formar o tetramero.
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6.2 Desequilibrio de ligacdo entre as variantes do gene BCHE

BARTELS et al. (1990), quando descreveram variagdo no sitio —116, verificaram
desequilibrio de ligagdo com as variagoes do sitio 1615, porém os valores de D e de D’ nao
foram determinados. A variante ndo usual —//6A4 encontra-se preferencialmente em
cromossomo com a variante ndo usual /6/54. FURTADO (2005) estimou o desequilibrio
de ligacdo em D’= 91,2%. No presente estudo também foi verificado desequilibrio de
ligacdo, sendo D’= 91,18%. Os valores de desequilibrio encontrados para a amostra
populacional (FURTADO, 2005) e a amostra selecionada por atividade baixa do presente
estudo sao semelhantes, apesar da presente amostra ter sido selecionada por atividade baixa
da BChE. A selecao por atividade baixa ndo alterou o valor de D’, pois ndo distorceu as
proporg¢des dos haplotipos ao aumentar a freqiliéncia da variante —//6A4.

Foram feitas duas estimativas de D’ entre as variantes dos sitios —116 e 209.
Quando consideramos que exista na amostra um haplotipo [-1164; 209G; 1615A4], a
freqliéncia estimada ¢ de 0,2% + 0,3% e o valor de D’= 60,25% (x2= 1,15; p = 0,28).
Quando recalculamos o desequilibrio de ligacdo, considerando a inexisténcia desse
haplétipo na amostra, D’= 100%, porém novamente o valor de p ndo ¢ significativo (x> =
2,94; p = 0,085). A explicagdo para a falta de significancia deve-se a freqii€éncia baixa das
variantes (—/ 164 = 18,58% + 2,59% e D70G = 4,65% + 1,38%), fazendo com que, em uma
amostra de 161 individuos, os valores observados dos haplotipos com essas duas variagdes
sejam muito semelhantes aos esperados pela hipdtese nula. Portanto, os valores de D’ sdao
pouco informativos e se faz necessario uma amostra maior para que se possa avaliar melhor
o desequilibrio real entre essas variagdes.

Para tentar entender melhor a relagdo das variantes dos sitios —116 ¢ 209 analisamos
51 portadores da variante nao usual ¢.2094>G. A tabela 15 mostra os genotipos
apresentados por esses individuos. E possivel observar que 88,24% (45/51) dos genotipos
apresentam a variante ndo usual 209G em cis com a variante usual —//6G. Os demais seis
genotipos revelam que a variante ndo usual —//6A4 aparece apenas quando o individuo
também ¢ portador da variante nao usual /6/54. Desses seis portadores de —/16A4, cinco
sao homozigotos para /6154 e um ¢ triplo heterozigoto. Assim, supomos que nessa amostra

de 51 individuos, os haplotipos que contém —/ /64 também possuem 2094 ¢ 1615A.
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MIKAMI (2005) também detectou desequilibrio de ligacdao entre as variantes dos
sitios 765 e 1615, obtendo D’ igual a 65,58%.

Constatamos que os quatro individuos portadores da variante ndo usual 3444,
identificados no nosso laboratorio (dois de SOUZA, 2001, um de PARMO-FOLLONI et
al., 2006 e um do presente estudo), também possuem a variante nao usual [VS3—-14C
(Tabela 17), sugerindo que as variagoes desses dois sitios estdo em desequilibrio de ligagao

absoluto ou que existe um forte desequilibrio entre elas.

6.3 Estrutura haplotipica

6.3.1 Sitios —116, 209 e 1615

Os haplotipos mais freqiientes na amostra foram [—/16G; 2094, 1615G] — usual —
(N = 216; 67,05% =+ 2,8%), [-1164, 2094, 16154A] (N = 50; 15,44% + 2,01%), [-116G;
2094, 161541 (N =38; 11,73% = 1,67%), segundo os dados da tabela 13.

Dos oito haplétipos possiveis para as combinacdes dos sitios —116, 209 e 1615,
apenas o haplotipo [-116A4; 209G, 1615G] nao foi encontrado, sendo possivel que ele seja
extremamente raro ou inexistente. As freqliéncias haplotipicas, estimadas pelo método de
maxima verossimilhanga, estimaram o haplotipo [-1164, 209G, 16154] com baixa
freqliéncia e com um valor alto de desvio padrao (0,20% =+ 0,34%), sendo que com apenas
um desvio padrao para baixo se encontra a freqii€ncia zero. Desta forma, os dados a
respeito deste haplotipo sao pouco informativos. Além disso, em discussdo anterior, feita
sobre a amostra de 51 portadores da mutagdo c.2094>G, discutiu-se a possivel auséncia
deste haplotipo na amostra do presente estudo.

Para se ter certeza da fase haplotipica é recomendado realizar estudos familiais em
trés geracdes. BARTELS et al. (1992a) analisaram 11 casos familiares e BARTELS et al.
(1992b), cinco casos familiares para os sitios —116, 209, 1615 e *189. O haplétipo
[-1164; 209G, 16154A] foi encontrado em um individuo cujo genotipo era
[-116GA;209GG;161544;*189GG], o que evidencia a sua existéncia real.
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6.3.2 Sitios 344, IVS3-14 e 1615

A mutagao c.IVS3—14T>C foi identificada em nosso laboratério em um individuo
diabético do tipo 2 que apresentava resultados discordantes quanto a genotipagem do sitio
1615. Analisando esse individuo por PCR-RFLP ele apresentava-se como heterozigoto
1615GA e analisando por PCR-SSCA, homozigoto /6/54A4. Por seqiienciamento foi
possivel detectar que se tratava de mutagao intronica, exatamente na regido de hidridizacao
do iniciador utilizado na PCR-SSCA. Desta forma, o cromossomo que apresenta a variante
usual /6/5G ndo ¢ amplificado e o individuo apresenta—se como homozigoto /6/544 em
PCR-SSCA (PARMO-FOLLONI et al., 2006). Essa situacao foi verificada em mais dois
individuos analisados por SOUZA (2001) e esclarecida no presente estudo. Além disso, as
condigdes eletroforéticas, utilizadas no presente estudo, favorecem a visualizacdo de que a
variante nao usual /VS3—14C estd em cis com /615G.

Em fungdo disso, analisamos todos os individuos 344GA, genotipados no
Laboratorio de Polimorfismos e Liga¢do, quanto ao sitio IVS3—-14. Todos os individuos
344GA analisados também sdo [VS3—14TC. Baseando-se nesses fatos, infere-se que a
variante nao usual 3444 estd em cis com a variante ndo usual /VS3—/4C e a variante /V.S3—
14C por sua vez, esta em cis com /6/5G. Assim, os provaveis haplotipos encontrados na
amostra de portadores da mutacdo c.I/VS3—147>C do presente estudo (Tabela 17) sdo:
[344A; IVS3—14C; 1615G] (N = 4); [344G; IVS3—14C; 1615G] (N = 3); [344G; IVS3—-14T;
1615G] (N =3); [344G; IVS3—14T; 16154] (N =4).

6.3.3 Estrutura haplotipica e fendtipo

Muitas vezes o fenotipo atribuido a uma determinada mutagdo genética ¢ resultado
de uma outra mutacdo, em desequilibrio de ligacdo com a primeira, ou do conjunto das
duas. Assim, a parcela genética atribuida aos fenotipos analisados, principalmente em
caracteristicas poligénicas ¢, em geral, resultado da estrutura haplotipica apresentada pelo

individuo.
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6.3.3.1 Sitios —116 e 1615

A mutagdo c¢./1615G>A foi associada a redugdo de um ter¢o no numero de
moléculas circulantes da BChE (RUBINSTEIN et al., 1978), em estudos de determinagao
fenotipica por meio de inibidores da BChE. BARTELS et al. (1992b), com dados
genotipicos ao nivel de DNA, constataram que heterozigotos para a mutacao c./615G>A4
mostram uma reducdo média de 20% na atividade da BChE, em rela¢do aos homozigotos
usuais e que homozigotos 161544 apresentam em média 30% menos atividade.
ALTAMIRANO et al. (2000) estudaram o efeito isolado da variante c¢./6/5G>A, por
mutagénese sitio dirigida em células CHO e, aparentemente, ndo encontraram diferencas
entre a enzima usual e a enzima condicionada por /6154, no que diz respeito a atividade,
afinidade por substratos, taxa catalitica, taxa de secre¢do da BChE da célula, taxa de
degradacdo intracelular, interacdo C-terminal e formacdo de tetrameros. Os autores
atribuiram o decréscimo no nimero de moléculas circulantes, nesse fendtipo nao usual, a
alguma muta¢do na regido promotora ou reguladora do gene BCHE, que esteja em
desequilibrio de ligagdo com /615A4.

FURTADO (2005) comparou a atividade média da BChE dos gendtipos quanto ao
sitio —116 e constatou que esta era significativamente menor em —//6GA do que em
—116GG (p = 0,04). A autora também contrastou a atividade média da BChE dos genotipos
para o sitio 1615 e também observou média significativamente menor no grupo /6/5GA +
161544 do que em 1615GG (p = 0,008). Em seguida, a autora considerou os dois sitios em
conjunto e comparou a atividade média da BChE de cada genoétipo. Essa analise mostrou
que o gendétipo [—116GA;1615GA] apresenta atividade média da BChE significativamente
mais baixa (p = 0,01) que o gendtipo [-116GG,;1615GA]. Visto que esses genodtipos
diferem entre si apenas na posi¢ao —116, foi sugerido que a variagdo nao usual —/ /64 esteja
condicionando a baixa atividade da BChE.

Assim, como dito anteriormente, a variante ndo usual —//6A4 pode ser responsavel
pela reducdo do numero de moléculas circulantes da BChE, atribuida anteriormente a
variante nao usual /6/54. Ou ainda, o haplotipo [-1164,16154A] pode estar em
desequilibrio de ligacdo com outra(s) variante(s) na regido promotora ou reguladora do

gene, condicionante(s) de atividade menor da BChE.
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6.3.3.2 Sitios 344 ¢ IVS3-14

PRIMO-PARMO et al.(1997) quando descreveram a mutagdo c.344G>A, relataram
menor estabilidade da enzima ap6s o processo de descongelamento do plasma estocado. A
atividade média dos individuos portadores das mutacgdes c.344G>A e/ou c.IVS3—14T>C ¢
baixa (1,88 = 0,90 KU/L; N = 6; dados do Laboratorio de Polimorfismos e Ligacao da
UFPR). Contudo, ¢ dificil avaliar o efeito isolado de cada mutacdo, uma vez que a maioria
dos individuos ¢ heterozigoto composto para ambas as mutagdes e também para —/164 .

Apenas um individuo apresenta somente a mutagdo c./VS3—147>C (2,85 KU/L).
Ainda n3o sabemos ao certo o quanto essa mutacdao afeta a produgdo do mondmero da
BChE. Tomando-se como base o modelo geral de retirada dos introns em eucariontes, a
posicdo —14 dos introns ¢ caracterizada por fazer parte da regido rica em pirimidinas que ¢
reconhecida pela U2 snRNP (pequena ribonucleoproteina nuclear). A U2 snRNP possui
uma seqiiéncia consenso que reconhece, possivelmente por complementaridade de bases, a
regido rica em pirimidinas no intron e se liga a ela. Em seguida, as demais snRNP se
associam a ela ou a regido 3" do intron e desencadeiam o processo de clivagem
(SCHRANK e SILVA, 2001). Desta maneira, dependendo do grau de especificidade da
complementaridade de bases da U2 snRNP com o intron, a alteragdo na posi¢ao —14 T>C
pode ou ndo comprometer a retirada do intron 3 do gene BCHE e interferir na sintese da
BChE.

A hipdtese do presente trabalho ¢ que a mutagdo c.344G>A4 também poderia afetar a
atividade especifica da enzima. Esse sitio codifica para o aminoécido 115, localizado ao
lado dos aminoacidos 116 e 117 que fazem parte da cavidade oxianidnica cuja funcao ¢
auxiliar na rotagdo do substrato da posigdo vertical para posi¢ao horizontal ideal para sua
hidrolise pela S198 e para a ligacdo de sua porcao acil no sitio de ligagdo acil da BChE
(MASSON et al., 1997).

Desta maneira, ¢ possivel inferir que ambas as mutagdes podem contribuir para a

diminuic¢ao na atividade da BChE, observada em seus portadores.
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6.3.4 Estrutura haplotipica, seqiiéncia em genes homdlogos e ordem cronolégica do
aparecimento das mutacoes

Através de analises dos hapldtipos, do desequilibrio de ligagdo e de seqiiéncias em
genes homologos em outras espécies € possivel inferir a ordem cronoldgica de
aparecimento de algumas mutagdes em um gene.

A variante —/ 164 esta presente em P. troglodytes, M. mulatta, F. catus, P. tigris, C.
familiaris, E. caballus (Tabela 18). Em roedores, a posi¢do —116 ¢ ocupada pelo
nucleotideo C e em G. gallus ¢ —116G. Desta forma, podemos inferir que a variante —/ /64,
observada em humanos, ¢ provavelmente mais antiga que —//6G. Como sugerido por
FURTADO (2005) e ratificado no presente trabalho, —/764 pode estar relacionada com a
diminuicdo do nimero de moléculas circulantes da BChE. A variante —//6G determina,
portanto, maior atividade e sua elevada freqiiéncia na populacdo humana podem evidenciar
que o fenotipo esteja sob pressdo seletiva positiva. Contudo, mais analises se fazem
necessarias para que se possa testar essa hipotese. Quanto a origem da variante —/ /6G nao
¢ possivel dizer se ela surgiu na espécie humana ou se ja estava presente como
polimorfismo na linhagem ancestral.

O sitio 1615 esta conservado em P. troglodytes, M. mulatta F. catus, P. tigris, C.
familiaris, E. caballus e G. gallus (Tabela 18). Apesar de M. musculus e R. novergicus
apresentarem /6154, a mutagdo em H. sapiens ocorreu provavelmente num evento distinto
daquele dos roedores.

Partindo desses dados, tentamos inferir a ordem cronolégica do aparecimento das
mutagdes nesses sitios. A variante nao usual —/7/64 ¢, portanto, a mais antiga, ¢ devido ao
forte desequilibrio de ligacdo com o sitio 1615 ¢ possivel que a mutagdo ¢./6/5G>A tenha
surgido em um cromossomo que era —//6A4. Esses sitios encontram-se separados por
63.846 pb e eventos raros de recombinagao entre eles podem ocorrer. A figura 22 apresenta
uma possivel seqiiéncia cronologica de algumas das mutagdes do gene BCHE.

Devido ao sitio 209 estar conservado em todas as espécies analisadas, podemos
inferir que a mutagdo ¢.2094>G (p.D70G) apareceu na linhagem humana. Com base nas
analises haplotipicas apresentadas no presente estudo e os dados de desequilibrio de ligagao
de MIKAMI (2005), sugerimos que essa mutagdo deve ter surgido num cromossomo com

as variagdes —/16G e 16154 (Figura 22).
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Estudos de inibi¢dao da enzima G70 mostraram sua distribui¢do étnica e geografica.
WHITTAKER (1986) reuniu dados de varios autores e constatou que a variante nao usual
209G ocorre principalmente em populagdes de origem caucasoide, sendo extremamente
rara em asiaticos e africanos. A ocorréncia dessa variante ndo usual no continente africano
¢ observada apenas em paises do norte da Africa (Egito, Etiopia, Argélia), onde ocorre
miscigenacdo, principalmente com caucasoéides europeus. A maioria dos amerindios do
Novo Mundo ndo apresenta 209G e seus raros portadores tém sido explicados como
resultantes de miscigenagdo com europeus. Esses dados apontam para uma origem européia
dessa variante.

Os dados inter-especificos sao pouco informativos a respeito do sitio 765, pois se
trata de um sitio extremamente variavel, onde os quatro nucleotideos sdo encontrados,
sendo dificil determinar qual é o nucleotideo ancestral. Através dos dados de desequilibrio
de ligacdo, determinados por MIKAMI, 2005 (D’ = 65,58%) entre as variacdes dos sitios
765 e 1615, sugere-se que a mutacdo 765C tenha surgido em um cromossomo com a
variante /6154, a qual esta preferencialmente em cis com —//6G (tabela 16). Porém, ¢
necessario um numero amostral maior para esclarecer melhor a relagdo de 765C com as
variantes do sitio —116. MIKAMI (2005) infere que, devido ao valor do desequilibrio de
ligacdo com as variantes do sitio 1615 ser menor do que o estimado para as variagdes dos
sitios 209 e 1615, a variante 765C deve ser mais antiga que a 2094.

O sitio 344 encontra-se conservado em todas as espécies analisadas pelo presente
estudo, indicando que a mutacdo ndo usual 3444 tenha surgido na linhagem humana. Os
dados de desequilibrio de ligacao sugerem que 3444 tenha surgido em um cromossomo que
apresentava [VS3—14C, visto que todos os individuos com 3444 também apresentam /VS3—
14C e nem todos com /VS3—14C possuem 344A. A mutacao /VS3—14C, por sua vez, parece
ter surgido em um cromossomo —//6G, 1615G (Figura 22).
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Figura 22. Ordem cronolégica do aparecimento das muta¢des —116G; 1615A, 209G,
IVS3-14C e 344A: 1- [-116A4; 2094; 344G, IVS3—14T; 1615G] sendo o estado ancestral,
2- [-116G; 209A4; 344G, IVS3—14T; 1615G], 3-[-116A4; 2094; 344G, 1VS3—14T; 1615A4],
4- [-116G; 2094, 344G, IVS3—14T; 1615A4], 5-[-116G; 209G; 344G; IVS3—14T; 16154],
6- [-116G; 2094, 344G, 1VS3—-14C; 1615G], T-[-116G; 209A4; 3444, 1IVS3—-14C; 1615G],
8- [-116G; 209G, 344G, 1VS3—14T; 1615G] As setas - indicam possiveis
eventos de recombinagdo entre os hapldtipos. O comprimento dos ramos e a distancia entre

eles sdo arbitrarios e ndo correspondem de forma proporcional ao tempo.
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6.4 Guarani do Mato Grosso do Sul e variacido no gene BCHE

Estudos realizados em amerindios relatam atividade baixa da BChE nesses grupos
(PRIMO-PARMO, 1986; FURTADO et al.,, 2006). Os autores atribuem essa baixa na
atividade principalmente a habitos alimentares, tempo de estocagem do plasma, e variantes
do gene BCHE.

A amostra de amerindios Guarani do Mato Grosso do Sul havia sido previamente
analisada por FURTADO et al. (2006) para alguns fragmentos do gene BCHE. Visto que
nessa amostra foi detectada a variante c./6/15G>A4 (3,69% * 0,85%), considerou-se
relevante obter informagdes a respeito do sitio —116, devido ao desequilibrio de ligacdo que
suas variagdes apresentam com as do sitio 1615. Os dados do presente estudo revelaram
que todos os individuos analisados, independentemente do gendtipo para outros sitios do
gene BCHE, apresentam o genotipo —//6GG. Desta maneira, percebe-se que mesmo 0s
individuos que apresentam a variante ndo usual /6/54 sao —116G. Esse foi o primeiro
estudo realizado em amerindios quanto ao sitio —116 e, portanto, ndo temos informacgdes a
respeito de sua ocorréncia em outras amostras de amerindios. Além disso, a sua freqii€ncia
em outros grupos étnicos como asiaticos e africanos ainda nao foi determinada.

Como ndo dispomos de dados de —//64 em outros grupos de amerindios ¢ dificil
inferir algo sobre sua auséncia nos Guarani Nandeva e Kaiowa. Quando esses dados
estiverem disponiveis, poderd se tentar responder a seguinte questdo: A variante —/ /64 ja
esteve presente nos amerindios e foi perdida em Guarani Nandeva e Kaiow4 pela agdo da
deriva?

Em Guarani do Mato Grosso do Sul, FURTADO et al. (2006) testaram a hipotese de
que a variante /6154 estaria presente nos subgrupos Guarani-Kaiowa e Guarani-Nandeva
do Brasil, devido a miscigenacdo com euro- e afro-brasileiros e constataram que, levando-
se em conta apenas o fluxo génico, a freqii€ncia esperada de 16154 seria significativamente
menor que a observada (p < 0,001). Desta forma, formularam uma hipdtese alternativa,
sugerindo que essa variante poderia ja estar presente nos paleo-amerindios.

Outras variantes do gene BCHE também foram encontradas nessa amostra de
amerindios Guarani do Mato Grosso do Sul. FURTADO et al. (2006) analisaram pela
primeira vez a variante c.2094>G ao nivel de DNA em populagdes amerindias. Os sub-

grupos Guarani-Kaiowa e Guarani-Nandeva apresentaram as seguintes freqii€ncias alélicas:
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0,69% =+ 0,49% e 0,6% = 0,6%, respectivamente. Pelo fato desses grupos apresentarem
miscigenagdo com europeus € com base na auséncia dessa variante ndo usual da BChE em
mais de 2.300 amerindios sul americanos, os autores propuseram que a presenga da variante
209G, nessas populagdes, ocorre devido ao fluxo génico com populacdes européias.
FURTADO et al. (2006) também verificaram a presenga da variante c¢./169G>T (p.G390V)
em Guarani-Kaiowa (9,54% + 1,82%) e Guarani-Nandeva (7,25% + 2,21%). Cerca de 30%
dos grupos de amerindios do Brasil estudados apresentam o fendtipo resistente ao fluoreto.
Estes grupos, apesar de ocuparem areas geograficas distintas, pertencem ao mesmo grupo
lingtiistico Tupi-Guarani. Com base nos dados de miscigenagdo desses subgrupos Guarani
(TSUNETO, 2003) e na baixa freqliéncia da variante //697 na populacdo euro-brasileira
(MIKAMI, 2005), FURTADO et al. (2006) levantaram a hipdtese de que essa variante nao
usual estava presente nos paleo-amerindios. PARMO-FOLLONI (2005) também analisou
essa amostra de amerindios, quanto ao sitio IVS3—14, sendo que todos os individuos

analisados sdo IVS3—14TT e, portanto, ndo apresentam variagao neste sitio.

6.5 Analise comparativa da regiiio transcrita do gene BCHE de H. sapiens com outras
espécies de animais

Estudos revelaram que a BChE apresenta maior atividade plasmatica em humanos e
macacos, atividade intermedidria em porquinho-da-india e cachorro e atividade baixa em
porco, coelho, rato e galinha (ARPAGAUS et al., 1991). BARTELS et al. (2000)
constataram que os felinos (gato e tigre) apresentam cerca de 0,5 mg/L de BChE no plasma
em contraste com os humanos que apresentam cerca de Smg/L. Os autores mostraram que a
BChE de felinos apresenta valores de k., (constante catalitica) 3 vezes maior ¢ K,
(constante de Michaelis Menten) e K (constante de dissociacdo dos complexos enzima—
substrato e substrato-enzima-substrato) 2 vezes maior que a BChE humana. Essas enzimas
diferem entre si em 70 aminoacidos, sendo que trés deles podem responder por essas
diferencas cinéticas. Desse modo, a anélise comparativa das seqiiéncias de nucleotideos e
de aminoacidos, referentes a BChE humana, com as de outras espécies ¢ uma ferramenta
interessante para observar quais as regides mais conservadas e que, conseqiientemente,

desempenham um papel funcional importante. Além disso, a analise de sitios com fung¢do e
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importancia conhecida pode revelar algumas respostas de como as variagcdes podem estar

afetando a atividade enzimatica.

6.5.1 Identidade de nucleotideos e de aminoacidos

O presente estudo € o primeiro a comparar uma seqiiéncia tdo extensa do gene
BCHE humano com a de outras espécies. Infelizmente, em vista da falta de dados, a
comparacao de toda a regido transcrita foi feita apenas em primatas. Os dados revelaram
que a identidade ¢ praticamente homogénea ao longo da regido transcrita do gene BCHE,
quando as duas outras espécies de primatas sdo comparadas com a espécie humana.

A identidade nucleotidica, em relagao a H. sapiens, na regido codificadora da
proteina madura variou de 99,48% em P. troglodytes a 73,40% em G. gallus e a identidade
de aminoacidos nesta regido variou de 99,13% em P. troglodytes a 72,12% em G. gallus.

Comparando-se os dados do presente estudo com os disponiveis no HomoloGene
(www.ncbi.org), encontramos a mesma percentagem quanto a identidade de nucleotideos e
aminoacidos de P. troglodytes, C familiaris, M. musculus, R. novergicus ¢ G gallus em
relagdo a H. sapiens.

Um fragmento de 423 nucleotideos, localizado no exon 2 do gene BCHE, foi
comparado em alguns mamiferos com relacdo a humanos (ARPAGAUS et al., 1991). A
identidade nucleotidica foi de 98,8% em macaco, 94,1% em ovelha, 93,6% em boi, 92,4%
em coelho, 91,7% em porco, 91,3% em cachorro e 86,3% em camundongo. A identidade de
aminoacidos foi de 100% em macaco, 95,7% em ovelha, 95,7% em boi, 97,2% em coelho,
95,7% em porco, 93,6% em cachorro e 91,5% em camundongo. ARPAGAUS et al. (1991),
utilizando sondas humanas de fragmentos do gene BCHE para hibridizag¢do, encontraram
67% de identidade entre humanos e galinha. A diferenca de identidade encontrada por esses

autores em relacao ao presente estudo deve-se ao tamanho das seqii€ncias analisadas.

6.5.2 Taxa e padroes de substituicao de nucleotideos

As estimativas de taxa de substituicdo nas diferentes regides transcritas do gene
BCHE devem ser consideradas com cautela devido aos seguintes fatores: 1) o tempo de
divergéncia entre as espécies nem sempre ¢ bem conhecido e, além disso, os dados

paleontologicos variam muito em relagdo aos dados moleculares; 2) o calculo do nimero de
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substituicdes foi baseado no modelo de substituicdo de JUKES e CANTOR (1969), que
diminui sua precisdo no caso de espécies que divergiram ha muito tempo, como H. sapiens
e G. gallus; 3) falta de consideracdo dos possiveis polimorfismos que possam existir na
populacdo ancestral de linhagens proximas como humanos e primatas (o efeito ¢ minimo
para divergéncias remotas).

A taxa de substitui¢do sindnima, por ano, em relagdo a H. sapiens, variou de 1 x
10" nucleotideos em primatas, 2 x 10° em E. caballus, F. catus, P. tigris, C. familiaris, e G.
gallus e 4 x 10” em roedores. A taxa de substituicdo ndo sindnima, por ano, variou de 0,28
x 10” em G. gallus a 0,69 x 10” nucleotideos em roedores. GRAUR e LI (1999) comentam
que as taxas de substituicao sindnima e nao sindnima variam muito entre os genes. Esses
autores analisaram 47 genes codificadores de proteinas e estimaram as taxas de substitui¢ao
sindbnima e ndo sindnima desde a divergéncia entre humanos e roedores. A taxa de
substituicdo sinonima variou de 1,57 x 1072 6,39 x 107, por ano, apresentando média de
3,51 x 107, A taxa de substituicdo ndo sindnima, por ano, variou de 0,09 x 10”2 3,06 x 107
com média de 0,74 x 10”°. Observando os dados da tabela 23 e comparando com os dados
apresentados por GRAUR e LI (1999), constata-se que o gene BCHE evolui de forma
moderada.

Em primatas, as regides 5> UTR e 3’UTR apresentaram taxa de substituicao de 1 x
10" nucleotideos por ano. Essa taxa ¢ igual 4 encontrada para substitui¢des sindnimas na
regido codificadora da proteina madura. Ja a taxa de substitui¢do ndo sindénima ¢ cerca de
2,5 vezes menor. Isso ocorre porque as mutagdes, para se fixarem em uma dada populagdo,
passam pelo crivo da selecdo natural. Em geral, muta¢des nao sindnimas tendem a provocar
danos no produto génico, e sdo eliminadas. Assim, a diferenga entre a taxa de substitui¢do
sindbnima e nao sinénima na regido codificadora da proteina madura reflete a pressao
seletiva sobre essa regido. A intensidade da sele¢do purificadora ¢ determinada pelo grau de
tolerancia caracteristico de um sitio ou regido gendmica. No caso das enzimas, a restricao
funcional define a taxa de substituicdo de nucleotideos que ¢ aceita em um sitio sem afetar

negativamente a fun¢do ou estrutura (GRAUR e LI, 1999).
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6.5.2.1 Testando selecao - analises de K,/K;

Segundo a teoria da neutralidade de KIMURA (1983), apos a divergéncia entre duas
espécies, a diferenciacdo entre elas ¢ causada pelo efeito da deriva genética das mutagdes
neutras e a taxa de substituicdo ¢ igual a taxa de mutagdo. Uma predicdo dessa teoria € que
a razao entre a taxa de substituicdo ndo sindnima e a taxa de substituicdo sinénima (K,/K)
deve ser constante entre diferentes linhagens evolutivas.

Como pode ser visto na tabela 25, as razdes K./K; de todas as espécies analisadas
sdo menores do que 1, indicando que a regido codificadora da proteina madura esta sob
efeito de pressdo seletiva purificadora. O que chama a atencao, nestes dados, ¢ que K./K;
varia de espécie para espécie e, como pode ser observado na tabela 25, ha uma certa
tendéncia de relaxamento da pressdo seletiva em direcdo aos primatas. Como a estimativa
de K,/Ks ¢ cumulativa ao longo do ramo da arvore filogenética do gene, sdo necessarios
testes para verificar se essas taxas sdo realmente diferentes.

Assim, optamos por utilizar os modelos "one ratio" e "free ratio", propostos por
YANG (1998), para testar se os valores de K,/K sdo similares entre os ramos, utilizando-se
o teste estatistico 2A/ (duas vezes a diferenca dos log de méaxima verossimilhanca entre dois
modelos aninhados). Esse teste mostrou que a taxa varia entre os ramos da arvore do gene
BCHE, indicando que possa estar ocorrendo selecdo diferenciada entre os ramos.

O que chamou a aten¢do, nos dados gerados pelo modelo "free ratio", foram as altas
taxas K,/Ks no ramo que leva aos carnivoros e no ramo que leva ao homem e ao chimpanzé
(0,70 e 0,53 respectivamente; Figura 18). Essas taxas diferentes sugerem relaxamento da
pressao seletiva nesses ramos.

Uma hipotese para esse relaxamento funcional poder ser o habito alimentar
diferenciado, uma vez que os ramos dos herbivoros apresentaram taxas K,/Ks que indicam
maior pressdo seletiva purificadora. HARRIS e WHITTAKER (1962), baseando-se em
outros estudos que revelaram que extratos aquosos de batata eram capazes de inibir as
colinesterases humanas e que isso ocorria devido a presenca dos glicoalcaldides solanina e
solanidina, testaram as duas substancias e perceberam que fendtipos da BChE respondem
de forma diferenciada a esses inibidores. Esses glicoalcaldides toxicos em doses elevadas
tém sido relatados na literatura como causadores de intoxicagdo em lotes que contenham

essas substancias em concentragdes mais elevadas do que o comum. Os principais sintomas
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da intoxicacdo sdo problemas gastrointestinais, vomito e diarréia. Assim, supomos que
outras plantas poderiam apresentar glicoalcalédes ou outras substancias que inibam
naturalmente a BChE e por essa razdo a pressao seletiva observada pode estar agindo com

maior intensidade no grupo dos herbivoros.

6.5.3 Composicao de nucleotideos, uso dos codons e variacido de aminoacidos

Apesar de o gene BCHE apresentar diferengas entre as espécies no que diz respeito
as taxas e padroes de substituicdes, essas ndo foram suficientes para afetar a composigao de
nucleotideos, como mostrado nos dados das tabelas 27 a 29, tanto nas regides UTR como
traduzidas.

As andlises revelaram que os codons estdo sendo usados da mesma maneira pelas 10
espécies analisadas (Tabela 30). Apenas os codons tirosina, glutamina, asparagina, cisteina,
valina e serina estdo sendo usados ao acaso (Figura 19). Os demais cddons apresentaram
desvio estatisticamente significativo (p < 0,05), mostrando preferéncia por codons ricos em
adenina e timina, resultado da composicao nucleotidica do gene BCHE.

As substituigdes de aminoacidos ocorrem com maior freqiiéncia entre aminoacidos
com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes. As substituicdes conservadoras, por
aminodcidos com propriedades semelhantes, tém maior probabilidade de serem
seletivamente neutras. A evolucdo de genes codificadores de proteinas estd atrelada a
restricdo funcional dos produtos protéicos. As propriedades mais conservadas durante a
evolug@o sdao o volume e a densidade, enquanto que a polaridade e a hidrofobicidade sao
moderadamente conservadas e a carga elétrica ¢ umas das propriedades menos conservadas

(LEUNISSEN, 1990 apud GRAUR e LI, 1999).

6.5.4 Regioes conservadas e variaveis da BChE

Como mencionado anteriormente, a BChE ¢ semelhante no que diz respeito a
composicao de nucleotideos e uso de codons nas dez espécies analisadas. E as diferencas
entre as taxas K,/Kg nas diversas espécies sugerem selecdo purificadora na regido da
proteina madura da BChE, porém com tendéncia a relaxamento seletivo em alguns ramos.
Neste topico sera analisado o que na BChE estd conservado e o que esta sendo substituido

nas espécies analisadas.



91

6.5.4.1 Sitios e aminoacidos variaveis nos individuos do presente estudo

A figura 23 mostra um desenho esquematico do dobramento do mondmero da
BChE, destacando os aminoacidos variaveis nos individuos do presente estudo. Nao foi
possivel indicar o aminoacido 573, devido a falta de informagdo de dobramento nessa
regio.

Os aminoacidos D70 e G115, cujas fungdes foram descritas anteriormente,
encontram-se conservados em todas as espécies analisadas e o aminoacido G333 encontra-
se substituido apenas em C. familiaris. Esses sitios sdo conhecidos por interferirem na
atividade da BChE. Os sitios, dos aminoacidos 184, 243 e 390, estdo moderadamente
conservados, e sdo caracterizados por suas variantes apresentarem dificuldades em
hidrolisar certos substratos como a succinilcolina. As enzimas M243 e V390 sdo
reconhecidas fenotipicamente por serem resistentes a inibicao enzimatica pelo fluoreto do
sodio. BARTELS et al. (2000) constataram que os felinos apresentam a enzima D390 e
testaram a hipotese de que gato e tigre poderiam ter também o fendtipo resistente ao
fluoreto, o que foi confirmado por testes de inibi¢do. As variagcdes nos sitios dos
aminoacidos 12, 162, 255, 470, e 539 ndo interferem na atividade enzimatica e se

encontram em sitios menos conservados.
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Figura 23. Desenho esquematico do padrao de dobramento do mondémero da BChE, as
marcacdes @ indicam os aminoacidos 12, 70, 115, 162, 184, 243, 255, 333, 390, 470 ¢
539 que foram encontrados alterados nos individuos do presente estudo. As marcagdes
indicam a triade catalitica (S198, G325, e H438) (Figura modificada de ESTHER Database,
2006).
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6.5.4.2 Conservacio de aminoacidos e estrutura protéica

Na figura 20 encontram se os aminoacidos com 100% de conservacdo nas dez
espécies analisadas. E possivel observar 5 regides que sdo bem conservadas: regido 1 (23-
33aa), regido 2 (81 -155aa), regidao 3 (318-340aa), regido 4 (433-453aa) e regido 5 (542 a
569aa). Essas regides, com excecdo da regido 5, foram destacadas na figura 24.

Regido 2

Regido 1
A~

Figura 24. Desenho esquematico do padrao de dobramento do mondémero da BChE, as

Regido 4

Regido 3

marcagoes [ indicam as quatro regides conservadas da BChE nas dez espécies

analisadas. A regido 5, também conservada, ndo ¢ mostrada nesta figura, mas faz parte da

indicam

a triade catalitica (S198, G325, e H438) (Figura modificada de ESTHER Database, 2006).

superficie da enzima responsavel pela formacao de tetrameros. As marcagdes
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Pode se perceber que essas regides conservadas fazem parte da estrutura interna da
enzima, e provavelmente desempenham importante papel funcional, sendo que as regioes 2,
3 e 4 contém aminoacidos importantes da garganta da enzima onde esta o sitio ativo. A
regido 5, por sua vez, estd na superficie da enzima, mas corresponde a regido de
tetramerizagdo da BChE. BOWIE et al., 1990 (apud ARPAGAUS et al., 1991) compararam
diversos residuos de aminoacidos da superficie e da regido central da enzima em varios
mamiferos e notaram que a BChE tolera melhor mutagdes que condicionam residuos de
aminoacidos da superficie da enzima do que aquelas que se referem aos aminoacidos da
parte central da enzima.

Ao analisar o sitio anionico periférico (composto pelos aminoacidos Y332 e D70), o
sitio esterasico (S198, H438 e G325) e o orificio oxianionico (G116 e G117), percebe-se
que esses sao conservados em todas as espécies comparadas. Por outro lado, o sitio de
ligacdo acil (L286 e V288) nao esta conservado. Na posicao da L286 em R. novergicus
existe uma R286 e na posicdo da V288 ha uma 1288 em R. novergicus, M. musculus e G.
gallus. Foram analisados também aminoacidos importantes para formagdo de dimeros
(C571) e formagao de tetrameros (W543, F547, W550, Y553, W557, F561, Y564) e todos
esses sitios estdo conservados em todas as espécies. Dos 9 sitios de glicosilagdo, 5 estdo
conservados em todas as espécies (N57, N106, N241, N455, N486). O sitio N17 apresenta-
se como S17 nos roedores, os sitios N256 e N341 em galo mudaram para os respectivos
D256 e S341 e o sitio N481 passou para D481 em cachorro.

CHATONNET e LOCKRIDGE (1989), comparando seqiiéncias de aminoacidos da
AChE de Torpedo, Drosophila, Bos taurus ¢ BChE humana observaram que a seqiiéncia
GESAG, que contém a serina do sitio esterasico, estd conservada nessas quatro espécies,
bem como a cisteina responsavel pela formagdo de dimeros. ALTAMIRANO e
LOCKRIDGE (1999) também constataram que os sete residuos de aminoécidos
responsaveis pela formacao de tetrameros encontram-se conservados na BChE humana, de
coelho, camundongo, gato e cavalo e na AChE humana, de coelho, camundongo, gato, rato,

boi, galinha, cobra, enguia e raia.
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6.5.4.3 Conservacio das regioes nao transcritas

As comparagdes feitas até aqui levaram em consideragdo principalmente a regiao
traduzida do gene BCHE e, quando possivel, a transcrita. Em vista disso, foi utilizada a
ferramenta computacional VISTA Browser, a qual se baseia no alinhamento global de
seqiiéncias genomicas e identifica seqiiéncias conservadas, registrando graficamente picos
nos casos com mais de 50% de identidade. A figura 25 mostra um esquema grafico obtido
apos o uso dessa ferramenta. Neste esquema grafico € possivel perceber que os exons sao
bem conservados em C. familiaris (1), R. novergicus (2), M. musculus (3) e G.gallus (4),
quando comparados com H. sapiens. As regides ndo codificadoras apresentam um grau de
conservagdo muito menor, sendo quase nulo em G. gallus. Esse cenario grafico revela dois
aspectos importantes. Primeiro, a regido transcrita do gene encontra-se mais conservada em
relacdo a regido ndo transcrita, em conseqiiéncia da agao da seleg@o purificadora que age na
regido transcrita. Segundo, o menor grau de conservacdo das regides ndo transcritas deve-se
provavelmente a auséncia de selecdo. Além disso, o tamanho conservado dos introns pode
indicar que essa varidvel exerca papel mais importante do que a propria composicao da
seqiiéncia nucleotidica intrénica sendo que esse fato tem sido proposto recentemente na

literatura.
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Figura 25. Comparacdo da conservagdo gendmica do gene BCHE. Os numeros 1, 2, 3 e 4 representam a comparacdo da espécie
humana com C. familiaris, M. musculus, R. novergicus e G. gallus, respectivamente. Os picos indicam conservagao maior que 50%.
Os picos em azul representam as regides dos exons, os picos em azul claro representam as regides UTR e os picos em rosa representam

regides ndo codificadoras. O gene BCHE esté representado no sentido de leitura no cromossomo da direita para a esquerda.
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6.6 Analise comparativa do gene BCHE e do gene ACHE

Devido a origem por duplicacdo génica dos genes BCHE ¢ ACHE a partir de um
gene ancestral comum e por apresentam, de acordo com dados do presente estudo, 54,45%
de identidade nucleotidica e 51,63% de identidade de aminoécidos, ¢ interessante comparar

esses genes quanto a alguns aspectos evolutivos.

6.6.1 Comparacao da identidade de nucleotideos e de aminoacidos

Em termos respectivos de identidade nucleotidica e de aminoécidos, em relacdo a H.
sapiens, os dados disponiveis no HomoloGene, referentes ao gene ACHE, mostram 89,6%
e 93,6% com C. familiaris e 84,69% e 88,4% com M. musculus. Esses dados sugerem que a
regido traduzida do gene ACHE ¢ mais conservada entre as espécies do que no gene BCHE.
E interessante observar que a seqiiéncia de nucleotideos ¢ menos conservada na AChE
quando comparada com a de aminoacidos e o contrario parece ocorrer na BChE (tabela 20).
Usamos o mesmo banco para obter informagdes sobre outras esterases e verificamos que o
gene PONI da paraoxonase e o gene LIPF da lipase apresentam padrdes de identidade

semelhantes ao do gene BCHE, quando se comparam nucleotideos e aminoacidos.

6.6.2 Comparacio de K,/K;entre genes

O padrao das taxas K,/K; apresentadas pelos genes ACHE ¢ BCHE ao longo das
espécies ¢ diferente. A tabela 34 mostra uma comparagao dessas taxas em relacao a espécie
humana e algumas espécies nesses dois genes. A taxa para o gene BCHE sugere um
relaxamento na pressdo seletiva neste gene em relagdo ao gene ACHE. Entretanto, mais
testes sdo necessarios para confirmar essa hipotese.

As taxas Ku/Ks disponiveis no HomoloGene (www.ncbi.org) para o gene PONI da
paraoxonase (P. troglodytes, 0,29; C. familiaris, 0,20, M. musculus, 0,15 e R. novergicus,
0,17) e para o gene LIPF da lipase (P. troglodytes, 0,22; C. familiaris, 0,14, M. musculus,
0,18 e R. novergicus, 0,19) estdo mais proximas das encontradas para o gene BCHE do que

para o gene ACHE.
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6.6.3 Composicao de nucleotideos e uso dos cédons

O gene BCHE apresenta menor contedo C+G que o gene ACHE (41,69% +£1,49% e
61,67% + 3,10%, respectivamente) sendo essa diferenca estatisticamente significativa (3> =
9,236; p < 0,05). Foi possivel constatar que a diferenca de composi¢do encontra-se
principalmente na terceira posi¢do do codon (Tabela 36) e que a mesma diferenca de
conteudo nucleotidico ndo ocorre nas demais posicdes do codon. CHATONNET e
LOCKRIDGE (1989), comparando o RNAm da BChE humana com RNAm da AChE de
Torpedo e Drosophila observaram as mesmas proporgdes. Os autores relatam que apenas
17 dinucleotideos CpG sdo encontrados na seqiiéncia codificadora do gene BCHE,
enquanto 82 sdo encontrados no gene ACHE de Torpedo e 153 em Drosophila. Esses
dinucleotideos encontram-se principalmente nas extremidades dos cddons (C é a terceira
base do codon e G a primeira do proximo codon). No RNAm da BChE humana, o
nucleotideo C raramente esta presente na terceira posicao e, nesta, em geral, se encontra o
nucleotideo T.

GRAUR e LI (1999) observaram o padrio das mudancas de nucleotideos em
pseudogenes e relataram que 56,4% de todas as mutagdes resultam em alteragdes para A ou
T, sendo que o esperado para mutagdes ao acaso, sem direcionamento de nucleotideos, ¢
50%. Assim, existe uma tendéncia de C ou G mudar para A ¢ T. Os autores também
relatam que o padrao de metilagdo dos dinucleotideos CpG facilita a conversao da citosina
metilada em timina por desaminagdo. A tendéncia em pseudogenes ¢ diminuir
gradualmente as freqiiéncias dos dinucleotideos CpG ao longo do tempo. Baseando-se
nestes fatos e nas evidéncias, que sugerem que os genes ACHE e BCHE duplicaram de um
ancestral comum, esses dados refor¢am a idéia, anteriormente mencionada, de que o gene
ACHE esteja sob pressao seletiva maior (maior conservacao dos sitios CpG), enquanto o
gene BCHE esteja sob pressdo seletiva menor (maior aceitacdo de substituicdes de
dinucleotideos CpQ).

Essa suposta pressdo seletiva menor sobre o gene BCHE poderia ter propiciado a
aquisi¢do de novas fungdes por parte desse gene. E de acordo com os dados apresentados
no presente trabalho, possivelmente as fun¢des ndo colinérgicas da BChE ¢ que estejam

sendo selecionadas de maneira diferenciada entre carnivoros e/ou onivoros € os herbivoros.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo teve como principais objetivos averiguar parte da variabilidade

genética do gene BCHE e entender alguns aspectos evolutivos desse gene.

7.1 Variabilidade do gene BCHE

As genotipagens do presente estudo contribuiram para completar o banco de dados
do Laboratorio de Polimorfismos e Ligagdo, da amostra de doadores de sangue de Curitiba,
com atividade da BChE < 4,00 KU/L. Foi possivel constatar que cerca de 62,67% dos
individuos (89/142 com dados de todos os fragmentos de DNA analisados), nesta faixa de
atividade, apresentaram variagdo em um ou mais sitios do gene BCHE, evidenciando a
contribuicao da variabilidade genética para esse fenotipo de atividade.

O presente estudo também contribuiu para consolidar a hipotese da associacdo da
variante ndo usual —/ /64 com a redugdo na atividade da BChE, sugerida anteriormente por
FURTADO (2005), uma vez que sua freqiiéncia alélica no grupo de atividade baixa ¢
praticamente o dobro da encontrada na populacao geral. A reducdo da atividade pode ser
devida ao fato da variante —/ /64 possibilitar a ligagdo de um menor numero de fatores de
transcri¢do do que —//6G ou ao desequilibrio de ligagao do sitio —116 com outras variantes
na regido promotora ou reguladora do gene BCHE, que poderiam levar a esse fenotipo.

Os haplotipos encontrados com maior freqliéncia no grupo de atividade da BChE <
4 KU/L foram: [-116G; 2094; 1615G] — usual — (67,05% =+ 2,80%); [-116A4; 2094,
16154] (15,44% + 2,01%); [—116G; 2094, 16154] (11,73% =+ 1,67%) e [-116G; 209G;
16154] (4,00% =+ 0,84%).

A andlise da amostra de amerindios Guarani do Mato Grosso do Sul mostrou
auséncia de variagdo no sitio —116, sendo todos os individuos genotipados como —//6GG.
Assim, as evidéncias de menor atividade nesses individuos, relatadas em outros trabalhos,
provavelmente sdo reflexo dos hébitos alimentares ou de outra variante do gene BCHE,

ainda ndo identificada nessa amostra.
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7.2 Aspectos evolutivos do gene BCHE

As andlises de desequilibrio de ligacdo e de comparagdo dos sitios variantes em
outras espécies permitiram estabelecer a provavel ordem cronoldgica do aparecimento das
principais variagdes no gene BCHE. O haplotipo [-116A; 2094, 344G, IVS3—14T, 1615G]
foi determinado como o provavel haplotipo ancestral e foi sugerida, como mais provavel, a
seguinte ordem cronoldgica de aparecimento de quatro outros hapldtipos: 1° por mutacao
[-116G; 209A4; 344G; 1IVS3—14T; 1615G], 2° por mutagdo [-116A4,; 2094, 344G, IVS3—
14T; 1615A4], 3° por recombinagdo [—116G; 209A; 344G, IVS3—14T; 1615A4], 4° por
mutacdo [—116G; 209G, 344G; IVS3—14T; 1615A4]. Ao haplotipo [-116G; 2094, 344G,
1VS3—14C; 1615G], seguiu-se o [-116G; 2094, 344A; IVS3—14C; 1615G], sendo que estes
dois haplétipos podem ter surgido antes ou depois de [-116G,; 209G; 344G, IVS3—14T;
1615G].

As comparagdes dos sitios variaveis nos individuos do presente estudo com os de
nove outras espécies revelaram que os sitios de DNA, que apresentam papel importante
para a fungdo da enzima, como o 209 e o 344, sdo altamente conservados e sitios que
condicionam aminodacidos da superficie da enzima, como o 765, sdo pouco conservados.

A regido codificadora da proteina madura do gene BCHE mostrou estar bem
conservada entre as espécies. Além disso, pela taxa K,/Ks foi possivel sugerir que essa
regido estd sob pressdo seletiva purificadora. Entretanto, a selecdo parece apresentar um
relaxamento no ramo dos Carnivoros € no ramo do homem e do chimpanzé. Supomos que
isso possa estar ocorrendo devido a inibidores naturais da BChE presentes em plantas como
as da familia solanaceae.

A comparacao dos genes ACHE e BCHE mostram que, apesar de terem duplicado
ha muito tempo, ainda apresentam 54,45% de identidade nucleotidica. Os dados referentes
a taxa K,/Ks mostraram-se < 1, indicando selecao purificadora, cuja intensidade parece ser
diferente entre eles. A comparacao do conteudo C+G mostrou-se significativamente maior
no gene ACHE do que no gene BCHE, sendo mais evidenciada na terceira posi¢ao do
codon. Esses fatos corroboram a hipdtese, apresentada acima, de maior pressao de selecao

sobre o gene ACHE do que sobre o gene BCHE.
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9 APENDICES



Apéndice 9.1. Gendtipos da amostra de doadores de sangue de Curitiba com atividade < 4,00KU/L

123

Itron 3 e
Alpe | Atividade | Exon 1 Exon 2 Exon 3 |inicio do| Exon 4
exon 4
28227 | -42a204 | 155a347 | 3042535 | 481a719 | 659a876 | 83521059 [1000 21235 | 1194a-29 | ~33236 -31a1758
4 3,35 17 11~ 11* 11* 11~ 11~ 11* 11~* 11 11 11*
7 3,75 17 11 11 11
9 3,46 11 11~ 11* 11* 11* 11* 11+ 11* 11~* 11 11 12*
24 3,69 11 11* 11* 11* 11* 11* 11+ 11* 11* 11 11 11*
31 3,11 17 11 11 11 11 11 11 17 11 11 11 17
41 3,06 17 11 17 11 11 11 11 17 11 11 11 17
50 3,98 11 11~ 11* 11* 11* 11~ 11~ 11* 11~* 11 11 11*
53 2,21 11 11* 11* 11* 11* 11* 11~ 11* 11~ 11 11 11*
57 3,4 11 11~ 11* 11* 11* 11* 11~ 11* 11~ 11*
58 3,68 11 11~ 11* 11* 11* 11~ 11~ 12* 11* 11 11 11*
77 3,49 11 11* 11* 11* 12* 11* 11+ 11* 11~* 11 11 12*
81 1,69 17 11 11 11 11 11 11 17 11 11 11 17
89 3,05 11 11~ 11* 11* 11~ 11* 11+ 11* 11~* 11 11 11*
91 3,99 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
100 2,84 11 11* 11* 11* 11* 11* 11~ 11* 11~ 11 11 11*
103 2,21 12' 11 12' 11 11 11 11 17 11 11 11 12'
111 3,59 11 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
125 3,72 11 11* 12* 11* 11* 11* 11~ 11* 11~ 11 11 12*
130 3,87 11 11~ 11* 11* 11* 11* 11+ 11* 11~* 11 11 12*
138 3,46 11 11* 11* 11* 11* 11* 11+ 11* 11* 11 11 12*
143 1,9 11 11* 12* 11* 11* 11* 11~ 11* 11~ 11 11 22%
147 3,47 11 11~ 11* 11* 11* 11* 11~ 11* 11~* 11 11 12*
148 3,46 11 11~ 11* 11* 12* 11~ 11~ 11* 11~* 11 11 11*
199 3,73 11 11 11" 11 11 11 11 171 11 11 11 171
208 2,77 11 11* 11* 11* 11* 11* 11~ 11* 11~ 11 11 11*
210 2,65 11 11~ 11* 11* 11* 11~ 11~ 11* 11* 11 11 11*
212 3,35 12 11* 11* 11* 11* 11* 11+ 11* 11~* 11 11 12*
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217 2,87 11 11* 11* 11* 11~ 11* 11> 11* 11* 11 11 12*
220 3,32 12 11 11 11 11 11 171 11 11 11 12'
239 2,92 12' 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 12'
261 3,76 11 11* 11* 11~ 11~ 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
285 3,93 11 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
325 3,92 11 11 11 11 11 11 11 171 11 11 11
327 2,44 12' 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 12'
338 3,85 11 11 11 11 11 11 11 171 11 11 11 11
354 2,62 11 11* 11* 11~ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
372 2,82 11 11* 11* 11~ 11~ 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
377 3,32 11 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 13 11*
378 3,68 11 11* 11* 11+ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
389 3,46 11 11* 11* 11~ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
393 3,1 12 11* 11* 12* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
395 3,69 11 11 11 11 11 11 11 171 11 11 11 11
401 3,81 12 11* 11* 11~ 11* 11* 11* 11* 11* 11 12*
412 1,96 12 11* 11* 11~ 11~ 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
429 3,37 12 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
467 2,68 11 11* 12* 11~ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
478 3,12 11 11 12' 11 11 11 11 11 11 11 11 12'
491 3,22 12 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
541 3,43 12 11* 11* 11~ 11* 11* 11* 11~ 11* 11 12*
546 4 11* 11* 11~ 11~ 11* 11* 11~ 12* 11+
555 1,69 171 11 12' 11 11 11 11 11 11 11 11 12'
562 2,71 171 11 11 11 11 11 171 11 11 11 171
567 3,56 11 11* 11* 11~ 11~ 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
612 3,86 11 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
659 0,16 11 11* 11* 11+ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
660 3,65 11 11* 11* 11~ 11* 11* 11* 12* 11* 11 11 11*
666 3,33 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
672 3,98 171 11 1 11 11 11 11 171 11 11 11 171
674 2,65 171 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
682 3,39 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
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707 2,78 171
, 11 11
o S 11 11 11 '
o= 11 11* 11* 11* 11* * o n m 5 i I
2,86 11 * " o * .
11 12* 11* * m o i
739 3,16 171 11 11 i o i o o i T =
- s 11 11 11 ' 11 o
G 11 11* 11* 11* 11* * o n 0 5 i I
3,91 11 11* m 0 0 2
7o 11* 11* 11* o i1 5
3,45 11 11* 0 0 0 o
= 11* 11* 11* 0 i n
3,79 11 11* 0 o * 2
1 11* 11* * 1 0 5
806 3,5 1 11 ' i i i o T 1
T 11 11 11 o i i
3,75 171 11 ' I m i 1
- 11 11 11 0 i n I
3,68 12' 11 ' I 0 n .
o2 11 11 11 0 i n I
3,32 11 11 ' m 1 " T
= 11 11 11 0 5 n I
3,68 12' 11 ' m i I T
e 11 11 11 m i i I
3,66 11 11* * m o mn T
o0 A n - 11 11* 11* 11* 11* * m 5 i H
19 o T T TE 11 11* 11 11
9 3,75 11 11* 11* 11* o o 0 o i i o
10 2 o * *
,26 12 11* 11* 11* * T 0 0 o i z
916 2,14 11 11 ' i o i i T 2
o 11 11 11 o i -
2,62 12 * - - ‘ 1
11 11* * - m
930 2,43 12' 11 i o : 2
: *
987 2,19 11 11* B o 0 0 o l : . : 12
oot 12* 11* 11* * n 0 5 n I
3,88 12' 11 1 i o i o z
1003 2,72 11 1 v " I m . : 12
T 1 171 12 11 2 0 i T I
3,73 11 11* * n o T .
o 11 11* 11* * m 5 i I
- o = 11 11* 11* 11* m
1035 1,79 11 11* o m n o n T T 12
T 11* 11* 11* * | n i i I
3,63 12 11* I o : 2
1 11* 11* * m 0 5
1079 3,49 12 i o o * T 1
= o0 n 11 11* 11
1105 3,28 11 11* * m n o mn T 12
o 11 11* 11* * n i 5 I
3,89 12' 11 ' i i i z
i i L 11* 11 11
1 3,98 171 11 ' I 0 n o
e 11 11 11 o i1 n I
3,46 12 11* * m 0 mn .
o 11 11* 11* * m i i I
3,99 0 * z
| - T . 11 11* *
11 11* * i i1
11 11* 11* 11* * n o
11 11 11 22*
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1129 3,86 11 11* 11* 11* 11~ 11* 11> 11* 11* 11 11 11*
1132 3,63 12 11* 11* 11+ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1137 2,97 12 11* 12* 11~ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 22%*
1138 3,85 11 11* 11* 11~ 11+ 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
1181 2,98 11 11* 12* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1186 3,54 11 11* 11* 11+ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
1206 3,77 12 11* 11* 11~ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1216 3,92 12' 11 11 11 11 11 11 171 11 11 11 12'
1244 3,78 11 11* 11* 11~ 12* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
1262 3,57 11 11* 12* 11~ 11+ 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1263 2,62 11* 12* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1273 3,64 11 11 11 11 11 11 11 171 11 11 11 12
1279 3,01 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 12'
1288 3,95 11 12* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
1341 3,96 11 11* 11* 11+ 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
1344 3,75 12 11* 11* 11~ 11* 11* 11* 11~ 11* 12*
1349 3,11 11* 11* 11~ 11+ 11* 11* 11* 11 12*
1363 3,79 12 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1370 3,84 12 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1385 3,82 12 11* 11* 11~ 11~ 11* 11> 11* 11* 11 11 22*%
1398 3,66 12 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 12'
1405 2,73 12 11* 11* 11~ 11* 12 12
1406 3,29 12 11* 11* 11~ 11+ 13* 11* 11* 11* 11 11 22*%
1408 3,38 11 11* 11* 11* 11* 13* 11* 11* 11* 11 11 12*
1421 3,33 22 11* 11* 11+ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 22%*
1438 3,37 11 11* 11* 11~ 11+ 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
1446 3,02 22 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 22*
1481 3,36 11 11* 11* 11+ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1499 3,57 12 11* 11* 11~ 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1524 2,83 12 11* 11* 11~ 11+ 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1526 3,46 12 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
1535 3,93 12' 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 12'
1568 3,77 11 11* 11* 11~ 11~ 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
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1594 3,08 11
, 11* 12* 11*
1602 3,96 11 11 11 o o o o *
1632 o o T T T
3,31 11 11 ' o o m i
o 11 11 11 o i i I
2,68 11 11 11 o o o ] r
1640 2,88 11 11 ' o o o o o 1 T T 2
1646 3,88 11 11 11' T o T o o 1 T T T
e 11 11 11 : o i T I
o = 11 11 ' o
o - = 11 11 11 11 13 o o i i 2
T 11* 11* 11* 11* * T T o i 0 I
25 o T 11 11* 11* o
oo 11* 11* 11* * T i i
2,65 11 11 ' o o o L
i 11 11 11 o i i :
3,93 12 11 11' H o o ] E
1771 2,89 11 11 ' o o T o o 1 T T 2
1797 3,35 11 11* m o o o o l T T T T
= 11* 11* 11* * n o i i I
183 3,74 11 11* 11* 11* 1 = o o o i 0 2
3 3,62 T * i
T 12 11* 11* 11* 11* * o o T i i
3,9 11 11* o T o o
o 11* 11* 11* * T i i
3,15 11 11* o o o i
o 12* 11* 11* * T i i
3,34 12 11* o o o =
o2 11* 11* 11* * o i i
3,81 12 11* o T o =
o 11* 11* 11* * T i i
3,68 11 11* o o o L
o 11* 11* 11* * T i i
3,81 12 11* o o o o 1
1939 3,66 12 11* 11* o T 0 T o 11 T T 1
1943 3,9 o T o * * T T i
o 11 11* 12* 11* 11* * o o T i i
3,81 11 11* o o o =
oo 11* 11* 11* * o i i
2,93 11 * o e . i
11 11* 11* * o T i
1963 3,91 12 11* o o o o T L
Lo 11* 11* 11* * T i i
3,82 11 11* o o o o
o 11* 11* 11* * o i i
3,62 12 * o e . =
11 11* 11* * o T i
1997 3,21 12 * o o T * T 2
11 11* 11* * o T i
2045 2,93 12 11* 11* o o o o * T L
2131 3,71 11' 11 11 o = o o o 11 L : 1
. n 1* 11
2139 3,46 11 11* 11* o T T i
2 | 1 — - 11 11 11
3,88 5 * 5
| o = : 11 11* *
11 11 o i
11 11 i 5
11 11 1
1 11 11 22
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2216 2,03 12 11* 12* 11* 11~ 11* 11> 11* 11* 11 11 22*
2310 3,47 11 11* 11* 11* 12* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
2331 4 11 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
2545 2,9 11* 11* 11* 11+ 12* 11* 11~ 11* 11+
2603 2,85 11 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 12 11*
2669 3,84 12 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
2734 2,93 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
2735 3,7 11 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11* 11 11 12*
2754 3,09 11 11* 11* 11* 11* 11* 12* 11* 11* 11 11 11*
2784 3,38 11 11* 11* 11* 11+ 11* 11* 11* 11* 11 11 11*
2832 3,48 11* 11* 11* 11* 13* 11* 11* 11* 12*
2858 3,6 11 11 11 11 11 11 171 11 11 11 11

11 — Homozigoto usual

12 — Heterozigoto

13 — Heterozigoto

22 — Homozigoto ndo usual.

Em negrito individuos genotipados no presente trabalho

* Individuos genotipados por MIKAMI (2005)

¢ Individuos genotipados por FURTADO (2006).
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Apéndice 9.2. Genétipos da amostra de individuos heterozigotos para a variante D70G

Exon 1 Exon 2 Exon 4
Alpe |Atividade| (-116) (D70G) (A539T)
101 11 12* 12*
103 2,21 12 12* 12'
125 3,72 11 12* 12#
136 11 12* 12*
143 1,9 12 12* 22*
277 11 12* 12*
356 3,73 12 12* 22
416 5,36 11 12' 12'
467 2,68 11 12* 12#
478 3,12 11 12* 12*
482 11 12* 12*
535 11 12* 11*
555 1,69 11 12* 12*
579 11 12* 11*
630 11 12* 12*
712 11 12* 12*
717 11 12* 12*
720 11 12* 12*
722 2,86 11 12* 12#
885 5,39 12 12' 22
987 2,19 11 12* 12#
1042 11 12* 12*
1137 2,97 12 12* 22#
1181 2,98 12 12* 12#
1184 11 12* 12*
1243 4,83 11 12* 12*
1250 11 12* 11*
1262 3,57 11 12* 12#
1424 11 12* 12#
1448 11 12* 12#
1462 5,9 12 12' 12'
1542 8,17 11 12' 11
1561 11 12* 12*
1580 11 12* 12*
1594 3,08 11 12* 11*
1610 11 12* 11*
1690 11 12* 12*
1757 11 12* 12*
1772 11 12* 11*
1784 11 12* 12*
1847 3,15 11 12* 12#
1905 11 12* 12*
1943 3,9 11 12* 12#
1985 4,31 11 12* 11*




2101 11 12* 12*
2184 11 12* 12*
2216 2,03 12 12* 22#
2238 11 12* 11*
2356 5,06 11 12* 12*
2763 4,46 11 12' 22

2905 11 12* 22

11 — Homozigoto usual
12 — Heterozigoto
22- Homozigoto atipico

Em negrito individuos genotipados no presente estudo
* Individuos genotipados por SOUZA (2001)

* Individuos genotipados por MIKAMI (2005)
‘ Individuos genotipados por FURTADO (2006)
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Apéndice 9.3. Genétipos da amostra de Guarani do Mato Grosso do Sul.
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Amostra | Subtribo | Sexo | Idade | Atividade | Exon 1 (2]?));(51>2A) (1]1:?; (r;>2T) Exon 3 | Exon 4
1 NW M 23 11 11 11 11
2 NW F 22 11 11 11 11
3 NW F 64 11 11 11 11
4 NW F 14 2.976 11 11 11 11 12
5 NW F 14 11 11 11 11
6 NW F 15 11 11 11 11
7 NW M 17 11 11 11 11
8 NW F 19 11 11 11 11
9 NW F 14 11 11 11 11
10 NW F 12 11 11 11 11
11 NW F 27 3.198 11 11 11 11 12
12 NW F 14 11 11 11 11
13 NW F 13 11 11 11 11
14 NW F 19 11 11 11 11
15 NW F 20 3.8 11 11 11 11 11
16 NW F 51 2.026 11 11 12 11 11
17 NW F 30 11 12 11 11
18 NW F 29 11 12 11 11
19 NW M 43 11 11 11 11
20 NW F 36 3.529 11 11 12 11 12
21 NW M 17 4.985 11 11 11 11
22 NW F 15 11 11 11 11
23 NW F 57 11 11 11 11
24 NW M 33 11 11 12 11 11
25 NW F 23 11 11 11 11
26 NW+P F 18 3.739 11 11 11 11 11
27 NW F 40 4.204 11 11 11 11 11
28 NW F 24 11 11 11 11
29 KW+NW | F 55 2.598 11 11 11 11
30 NW F 38 2.015 11 11 11 11 12
31 NW F 30 11 11 11 11
32 NW F 18 11 11 11 11
33 NW F 17 11 11 11 11
201 KW F 15 3.928 11 11 11 11
202 KW+B M 25 3.625 11 11 12 11 11
203 KW F 35 2.933 11 11 11 11 11
204 KW M 65 3.449 11 11 11 11 11
205 KW F 22 4.683 11 11 11 11 11
206 KW F 25 6.024 11 11 11 11
207 KW F 52 3.0596 11 12 11 11
208 KW M 12 11 11 11 11
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209 KW F 12 11 11 11 11
210 KW F 19 11 11 11 11
211 KW F 14 11 11 11 11
212 KW F 31 11 11 11 11
213 KW F 35 11 11 11 11
214 KW F 34 11 11 11 11
215 KW F 60 11 11 11 11
216 KW M 66 11 12 11 11
217 KW F 16 11 11 11 11
218 KW M 27 1.956 11 11 11 11 12
219 KW M 35 11 11 11
220 KW F 17 11 11 11
221 KW F 19 11 12 11 11
222 KW F 25 11 11 11
223 KW F 42 11 11 11
224 KW F 20 11 12 11 11
225 KW F 23 11 11 11 11 11
226 KW F 60 11 11 11 11
227 KW F 16 4.33 11 11 11 11 11
228 KW F 24 4.683 11 11 11 11 11
229 KW M 16 11 11 11 11
230 KW F 18 3.337 11 11 11 11 11
231 KW M 18 11 11 11 11
232 KW F 12 1.07 11 12 11 11
233 KW F 12 11 12 11 11
234 KW F 11 11 11 11 11
235 KW F 12 11 11 11 11
236 KW M 13 11 11 11
237 KW F 15 11 12 11 11
238 KW F 13 11 11 11 11
239 KW F 35 11 11 11 11
240 KW+NW | F 14 11 11 11 11
241 KW M 22 11 11 11 11
242 KW M 71 11 11 11
244 KW F 36 11 11 11
245 KW M 35 3.537 11 11 11 N 12
247 KW M 33 2.933 11 12 11 11
248 KW F 24 3.637 11 12 11 11
249 KW F 59 11 11 11
250 KW F 20 4.194 11 11 12 11 11
251 KW F 19 11 11 11
252 KW F 29 11 11 11
253 KW F 35 4.435 11 11 11 11 11
254 KW F 30 11 11 11
255 KW F 53 4.597 11 11 11 11 11
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256 KW F 15 11 11 11
257 KW F 17 1.46 11 11 11 11 11
258 KW F 44 11 11 11 11
262 KW F 15 11 11 11 11
263 KW+NW | F 18 2.782 11 11 11 11 11
264 KW F 24 7.616 11 11 11 11
266 KW F 24 11 11 11 N
268 KW F 42 11 11 11 11
269 KW+NW | F 19 3.059 11 12 11 11
270 KW F 19 11 11 11 11
271 KW F 22 5.237 11 11 11 11 11
273 KW+NW | F 18 11 11 11 11
275 KW F 16 11 11 11 11
276 KW+NW | F 14 11 11 11
277 KW F 17 11 11 11
279 KW F 20 11 11 11
280 KW+NW | F 13 4.053 11 11 11 11
281 KW+NW | F 16 4.67 11 11 12 11 11
284 KW F 20 11 11 11 N
285 KW F 16 2.404 11 12 11 11
286 KW F 55 0.227 11 11A 11 11 11
287 KW F 23 2.9 11 11A 11 11 11
288 KW M 20 11 11 11
289 KW M 12 4.588 11 11 11
290 KW M 26 4.053 11 11 12 11 11
291 NW+MC| F 25 3.878 11 12 11 11
292 KW F 39 2.543 11 11 11 11 11
293 KW M 24 11 11 11 11
294 KW F 37 11 11 11 11
295 KW F 26 6.344 11 11 12 11 11
296 KW M 42 11 11 11 11
297 KW F 23 11 11 11 11
298 KW F 19 11 11 11
299 KW F 18 11 11 11 11
300 KW F 60 11 11 11 11
301 KW F 31 11 11 N
302 KW F 26 11 11 11 11
303 KW F 47 11 11 11 11
304 KW F 15 11 11 11 11
305 KW F 56 11 11 11 11
306 KW F 19 3.172 11 11 11 11 11
307 KW F 19 5.023 11 11 11 11 11
308 KW M 60 11 11 11 11
309 KW F 32 1.988 11 11 12 11 KK
310 KW M 21 11 11 11 11
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311 KW M 23 11 11 11 11
312 KW M 61 11 11 11 11
313 KW M 15 4.754 11 11 12 11 11
314 KW M 43 11 11 11 11
315 KW F 57 3.829 11 11 11 11 11
316 KW+NW | F 24 11 11 11 11
317 KWHNW| M 72 11 11 11 11
318 KW F 24 2.883 11 11 11 11 12
319 KW F 13 4.167 11 11 11 11 11
320 KW M 21 11 11 11 11
321 KW F 40 11 11 11
322 KW F 21 11 11 11 11
324 KW F 26 11 11 11 11
325 KW+HNW| M 22 11 11 11 11
326 KW F 16 11 12 11 11
327 KW F 19 11 12 11 11
328 KW M 26 3.778 11 11 11 11 12
329 KW F 23 11 12 11 11
330 KW M 43 2.022 11 11 11 11 KK
331 KW+T F 16 11 11 11 11
332 KW F 20 4.035 11 11 11 11 12
333 KW F 50 3.977 11 11 11 11 12
334 KW+NW | F 18 4.021 11 11 11 11 12
401 NW F 44 5.045 11 11 11 11
402 NW F 58 2.87 11 11A 11 11 12
403 NW F 19 2.994 11 11 11 11 12
404 NW F 14 11 11 11 11
405 NW F 70 11 12 11 11
601 KW F 36 3.223 11 11 11 11 12
602 KW F 35 11 11 11 11
603 KW F 13 4.859 11 11 11 11
604 KW F 26 11 11 11 11
605 KW F 11 11 11 11 11 11
606 KW F 22 11 11 12 11 11
607 KW F 20 11 11 12 11 11
608 KW F 15 11 11 11 11
609 KW M 20 11 11 11 11
610 KW F 16 11 11 11 11
611 KW F 16 11 11 11 11
612 KW F 29 11 11 11 11
613 KW M 31 11 11 11 11
614 KW F 60 4.859 11 11 11 11 11
615 KW F 55 6.435 11 11 11 11 11
616 KW F 18 11 12 11 N
617 KW M 14 11 12 11 11
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618 KW F 20 11 11 11 11
619 KW F 49 11 11 11 11
620 KW+NW | F 38 11 11 11 11
621 KW+NW | F 23 11 11 11 11
622 KW F 46 11 11 11 11
623 KW F 66 11 11 11 11
624 KW F 60 5.073 11 11 11 11 11
625 KW F 39 11 11 11 11
626 KW F 24 11 11 11 11
627 KW F 16 11 11 11
628 KWHNW | M 32 5.861 11 11 12 11 11
629 KW F 19 5.161 11 11 11 11 11
630 KW F 53 11 11 11 11
631 KW F 28 3.348 11 11 12 11 11
632 KW F 23 5.831 11 11 11 11 11
633 KW F 60 11 11 11 11
634 KW F 19 11 12 11 11
635 KW F 24 11 11 11 11
636 KW+NW | F 17 11 11 11 11
637 KW+NW | F 45 5.489 11 11 11 11
638 KW+NW | F 18 11 12 11 11
639 KW F 32 4.108 11 11 11 11 11
640 KW+NW | F 15 4.469 11 11 11 11 11
641 KW+NW | F 15 11 11 11 11
642 KW F 15 11 11 11 11
643 KW F 14 4.366 11 11 11 11 11
644 KW F 17 11 11 11 11
645 KW+NW | F 20 11 11 11 11
646 KW M 63 11 11 11 11
647 KW M 62 11 11 11 11
648 KW M 19 11 11 11 11
649 KW F 22 11 11 11 11
650 KW F 14 3.656 11 11 11 11 11
651 KW F 56 11 11 11
652 KW F 17 11 12

801 NW F 18 11 11 11
802 NW F 16 3.021 11 11 11 11 11
803 NW-+B M 19 11 11 11
804 NW M 40 11 11 11
805 NW M 22 11 11 11 11
806 NW M 22 11 11 11
807 NW M 25 11 11 11 11
808 NW M 20 5.778 11 11 11 11 11
809 NW M 48 3.651 11 11 11 11
810 NW M 28 11 11 11 11
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811 NW M 17 11 11 11 11
812 NW M 18 11 11 11 11
813 NW M 55 11 11 11 11 11
814 NW+P F 22 3.084 11 11 12 11 11
815 NW M 17 3.429 11 11 11 11 11
816 NW M 26 4.079 11 11 12 11 11
817 NW M 29 2.92 11 11 12 11 11
818 NW M 12 11 11 11 11
819 NW F 57 11 11 11 11
820 NW M 22 7.905 11 11 11 11
821 NW M 30 11 12 11 11
822 NW F 27 4.819 11 11 11 11
823 NW F 17 11 11 11 11
824 NW F 28 11 11 11 11
825 NW F 24 4.267 11 11 11 11
826 NW F 19 11 11 11 11
827 KW+NW | F 23 1.901 11 11 11 11
828 NW F 55 11 11 11 11
829 NW M 64 11 11 11 11
830 NW F 60 11 11 11 11
831 NW+P F 43 7.88 11 11 11 11
832 NW F 39 11 12 N N
833 NW M 62 6.193 11 11 11 11 11
834 NW F 38 11 11 11 11
835 NW F 35 2.933 11 11 11 11
836 NW F 28 11 11 11 11
837 NW F 26 5.048 11 11 11 11
838 NW F 34 6.672 11 11 11 11
839 NW F 15 11 11 11
840 NW F 14 6.594 11 11 11 11 11
841 NW F 63 11 11 N
842 NW M 29 11 11 N
843 NW F 55 4.683 11 11 11 11 11
844 NW F 22 11 11 N
845 NW F 59 5.967 11 11 11
846 NW+P F 46 3421 11 11 11 11 12
847 NW M 39 11 11 N
848 NW M 37 11 11 N
849 NW F 30 11 11 N
850 NW F 40 11 11 N
851 NW F 17 11 11 11
852 NW F 33 11 11 11
853 NW F 15 11 11 11

Subtribos: NW= Nandewa ; KW= Kaiowa
Os exons 2, 3 e 4 foram genotipados por FURTADO et al., (2006).




