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MC Mulato Claro

Met Metionina

NaCl Cloreto de sédio

ND Numero de dibucaina

Nw Guarani Nandewa

P Paraguaio

PCR "Polymerase Chain Reaction"

Phe Fenilalanina

PN NUimero de DL-propranolol

Pro Prolina

RNA Acido ribonucléico

Ro2-0683 Dimetilcarbamato do brometo de 2-hidroxi-5-fenil-

benziltrimetil aménio

RON Numero de Ro2-0683

SDS Dodecil sulfato de sédio

Ser Serina

SSCA "Single Strand Conformational Analyses"

T Terena

TBE Tris-&cido bbérico-EDTA

Thr Treonina

Trp Triptofano

Tyr Tirosina

Val Valina
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RESUMO

Nesse estudo foi analisada a variabilidade dos locos BCHE e CHEZ2
e a atividade da butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) em
indigenas Guarani Kaiowd e Nandewa do Mato Grosso do Sul. A
variabilidade do loco BCHE foi analisada através de fenotipagem por
inibicdo enzimatica e de PCR-SSCA. Foram analisados, por PCR-SSCA,
dois fragmentos do exon 2, exons 3 e 4 do gene BCHE. A fenotipagem
por inibicdo enzimidtica apresentou uma falha de cerca de 80% na
deteccdo do alelo BCHE*390V (BCHE*F2; exon 2) responsavel por um dos

fenétipos resistente ao fluoreto. As freqiiéncias desse alelo foram de

1,55% + 0,54% e de 6,98% + 1,12% (X2 = 18,6; p < 0,1%), obtidas
respectivamente por fenotipagem e por PCR-SSCA. Esses dados
demonstram que, no caso da deteccdo da mutacdo BCHE*390V, a andlise
direta de ADN é preferivel a fenotipagem por inibicdo enzimatica. A
mutacdo BCHE*70G (BCHE*A; exon 2), foi encontrada com freqiéncia de
0,58% = 0,30%. A andlise do exon 3 ndo indicou a presenca de nenhuma
mutacdo. No exon 4 foi identificada, pela primeira vez em populacdo
amerindia, a mutacdo BCHE*539T (BCHE*K) com freqiiéncia de 3,80% +
0,80%. As atividades médias do grupo heterozigoto para mutacdo A e do
grupo homozigoto para a mutacdo K sdo significativamente menores que
a dos usuais. A andlise do loco CHE2 indicou a presenca do fendétipo
CHE2 C5+ com freqiéncia de 14,34% * 2,18%, dentro do intervalo
descrito na literatura para populac¢des indigenas brasileiras. Nao foi
encontrada diferenca significativa entre as médias de atividade
enzimidtica dos individuos CHE2 C5+ (4,40 KU/L) e CHE2 C5- (4,27
KU/L). A atividade média da BChE dessa amostra Guarani (4,19% *
1,39%) é significativamente menor que a média encontrada em Curitiba

(4,89% + 1,87%).

XIV



1 INTRODUGAO

A butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8), também chamada
colinesterase do soro, pseudocolinesterase, colinesterase néo
especifica e colinesterase do tipo S, é uma esterase sérica que
hidrolisa diversos ésteres de colina, sendo mais eficiente na
hidrbélise da butirilcolina. A BChE é sintetizada no figado e é
amplamente distribuida no organismo, sendo encontrada na pele,
pancreas, massa branca do cérebro, coracdo, musculo 1liso e
adipdécitos (WescoE e cols., 1947). A funcdo fisioldbgica e o
substrato natural da BChE permanecem desconhecidos, mas existem
varias hipbéteses que a relacionam ao metabolismo de 1lipidios, a
conducdo nervosa 1lenta, a regqulacdo de niveis de «colina e
acetilcolina no plasma, a protecdo da acetilcolinesterase e ao
controle da permeabilidade e transporte de sbédio e outros ions
pela membrana.

Na década de 50, o uso de succinilcolina, como relaxante
muscular pré-operéatorio, possibilitou a descoberta da
variabilidade genética da butirilcolinesterase. A variante atipica
dessa enzima é incapaz de hidrolisar a succinilcolina em doses
fisiolbégicas, causando paralisia muscular e apnéia respiratéria
prolongada nos pacientes portadores dessa variante, submetidos a
doses fisiolbégicas de succinilcolina.

A BChE é codificada pelo gene BCHE, localizado no braco longo
do cromossomo 3 (GAUGHAN e cols., 1991; ALLDERDICE e cols., 1991). Os
diversos alelos do loco BCHE, que s&do identificados através de

inibicdo enzimatica e de seqlienciamento ao nivel de ADN,
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determinam enzimas com diferentes comportamentos frente a diversos
inibidores e substratos.

O loco CHE2 codifica uma substancia, cuja natureza permanece
desconhecida, que se associa ao tetrédmero da BChE formando o
complexo C5 (HARRIS e cols., 1962). Esse loco apresenta os alelos
CHE2*C5+ e CHE2*C5- responsaveis, respectivamente, pela presenca e
pela auséncia do complexo Cs.

Nesse estudo foi analisada a variabilidade dos locos BCHE e
CHE2 e a atividade da BChE em indigenas Guarani do Mato Grosso do
Sul. Essa mesma amostra estd sendo analisada pelo grupo da
Professora Dr® Maria Luiza Petzl-Erler do Laboratdério de Genética
Molecular e Humana da Universidade Federal do Parana. Os
resultados obtidos pelos dois grupos de pesquisa podem vir a
trazer informacdes a respeito dessa populacdo indigena, permitindo
o entendimento de algumas caracteristicas genéticas originais
dessa populagcdo e dos efeitos da miscigenagdo com outros grupos
étnicos.

A maioria dos estudos populacionais de freqiiéncias das
mutacdes do loco BCHE baseia-se em dados de inibicdo enzimatica. A
andlise por PCR-SSCA, de varios segmentos de ADN do gene BCHE,
realizada no presente estudo, permite a deteccdo de mutacdes
através de alteracdes conformacionais no ADN em fita simples. A
andlise realizada nesse estudo fornece os primeiros dados
populacionais das mutacdes K e F2 do loco BCHE, nao identificadas
por inibicdo enzimdtica. Nesse estudo, o loco BCHE foi também
analisado através de inibigdo enzimatica, permitindo a comparacao

dos resultados obtidos por essa técnica e por PCR-SSCA.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS

Esteres de diferentes tipos sdo encontrados no plasma dos
animais e sdo hidrolisados por enzimas chamadas de esterases. As
esterases sdo classificadas em trés tipos principais de acordo com
seu substrato preferencial. As esterases aromaticas hidrolisam
ésteres aromédticos, as aliesterases hidrolisam, preferencialmente,
ésteres alifadticos e as colinesterases hidrolisam, com maior

eficiéncia, ésteres de colina.

Nos vertebrados existem dois tipos de <colinesterase: a
acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE). A
acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) hidrolisa acetilcolina na
membrana pdés-sindptica nas juncdes neuromusculares. A

butirilcolinesterase hidrolisa varios ésteres de colina, inclusive
acetilcolina, sendo mais eficiente na hidrdélise da butirilcolina.
E também chamada colinesterase do soro, pseudocolinesterase,
colinesterase ndo especifica e colinesterase do tipo S. Segundo a
Comissdo de Enzimas da Unido Internacional de Bioquimica, a
butirilcolinesterase ¢é denominada acilcolina-acilhidrolase (EC
3.1.1.8) .

A fisostigmina na concentracdo de 107> M inibe somente as
colinesterases, diferenciando-as das demais esterases (AUGUSTINSSON,
1963). A diferenciacéao entre AChE e BChE pode ser feita através
das respostas frente a diferentes inibidores. Doses terapéuticas
de bambuterol (bisdimetilcarbamato de terbutalina) inibem somente

a BChE e, em altas concentracdes, somente a AChE. Iso-OMPA
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(tetraisopropilpirofosforamida) é um inibidor especifico da BChE e
BW 284C51 [1,5-bis-(4-alildi-metilamoniofenil)] ¢é especifico da
AChE.

A sintese da BChE ocorre no figado, em células hepéaticas
funcionais, e a enzima ¢é amplamente distribuida no organismo:
plasma, musculo liso, péancreas, adipdécitos, pele, massa branca do

cérebro e coracdo (WESCOE e cols., 1947).

2.2 FUNGAO FISIOLOGICA DA BChE

Todos os animais possuem algum tipo de enzima capaz de
hidrolisar acetilcolina, mas a distincdo entre AChE e BChE aparece
apenas nos vertebrados. Em Drosophila existe apenas uma
colinesterase com especificidade intermedidria entre AChE e BChE,
sugerindo que a duplicacdo do gene que deu origem as duas enzimas
ocorreu durante o aparecimento dos vertebrados (revisdo em CHATONNET
e LOCKRIDGE, 1989).

A funcdo <colinérgica da AChE na transmissao de impulsos
nervosos ¢é bem conhecida, mas apesar da grande homologia
estrutural verificada entre AChE e BChE, a funcdo fisioldégica da
BChE e seu substrato natural permanecem desconhecidos. Existem
hipéteses que relacionam a BChE a condug¢do nervosa lenta, a
reqgulacdao de niveis de colina e acetilcolina no plasma, a protecao
da acetilcolinesterase, a remocdo de ésteres de colina produzidos
no metabolismo, & assimilacdo de alimentos e ao metabolismo de
lipidios (revisdo em KurTy, 1980; WHITTAKER, 1980; WHITTAKER, 1986).

Diversos estudos sugerem que as colinesterases, além de

hidrolisar ésteres de colina, tém outras funcdes cataliticas, ou
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seja, AChE e BChE exibem mais de uma atividade biolégica (reviséo
em BALASUBRAMANIAN e BHANUMATHY, 1993). LAYER e SPORNS (1987) sugerem uma
relacao entre BChE e proliferacéo celular durante o
desenvolvimento de células nervosas em galinhas. Um trabalho
posterior (LAYER e cols. 1988) mostrou que o efeito da BChE no
crescimento de células nervosas de galinha ndo depende diretamente
da sua atividade enzimatica, podendo residir em outra parte da
molécula, como seqiiéncias homdélogas as moléculas de adesdo celular
que participam do processo de crescimento das células nervosas.
JIBILO e cols. (1994) estudaram a expressdao da BChE durante o
desenvolvimento embriondrio em coelhos e verificaram que a BChE é
transitoriamente exXpressa durante os ultimos estéagios de
proliferacdo celular, enquanto a expressdao da AChE estd associada
as células em processo de diferenciagcdo. Os autores sugerem que a
expressdo primdria e transitéria da BChE é um pré-requisito para
que seja iniciada a expressdo da AChE.

Os glicoalcaldéides solanaceos sdo esterdides naturais de
batatas e plantas relacionadas que sao inibidores das
colinesterases. KRASOWSKI e <cols. (1997) verificaram que, em
determinadas doses, esses glicoalcaldides tém efeito téxico ao
organismo em decorréncia da inibicéd da AChE e BChE. Observaram,
também, que a mutacdo atipica (BCHE*70G) do gene BCHE confere
resisténcia frente a esses inibidores e que a distribuicdo mundial
dos glicoalcaldéides solandceos é paralela a distribuigdo dessa
mutacdo. Esses resultados 1levaram a sugestdo de que esses

esterdides de ocorréncia natural sejam responsaveis pela
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manutencdo e distribuicdo da mutacdo atipica (BCHE*70G) do gene
BCHE.

O loco BCHE apresenta diferentes mutagdes responsaveis pela
auséncia total ou por niveis inferiores a 10% dos niveis normais
de atividade enzimdtica no plasma, caracterizando o fendbtipo
silencioso. A freqiéncia desse fendétipo é de cerca de 1/100.000 e
os individuos portadores dessas mutagdes sdo fisiologicamente
normais, o que pode servir de contra argumento quanto a existéncia
de uma funcédo fisioldégica real para a BChE (revisdo em WHITTAKER,
1986). E sabido, porém, que a desativacdo (“knockout”) de muitos
genes ndo produz efeitos fenotipicos 6bvios, pois os sistemas
biolbébgicos possuem mecanismos redundantes. Desse modo, é possivel
que, em individuos com fenétipo silencioso, outras enzimas, como a
AChE ou outras esterases, possam exercer a funcdo da BChE (SmaLL,
1995).

Embora existam diversos estudos que fornecem muita informacgédo
a respeito das similaridades entre AChE e BChE, da distribuigédo
intra e inter-especifica, das ©propriedades quimicas e da
variabilidade molecular da BChE, mnenhuma hipbdtese, até hoje,
mostrou-se conclusiva quanto & fungdo e substrato natural da

enzima.

2.3 ESTRUTURA DA BChE HUMANA

A BChE humana, encontrada no plasma, & formada por uma cadeia
de 574 residuos de aminodcidos 1ligada a nove cadeias de
oligossacarideos. O peso molecular, que é calculado com base na
sequéncia de aminodcidos e oligossacarideos, é de 85.534,

concordando com estimativas obtidas por ultracentrifugacdo (MUENSCH
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e cols., 1971) e eletroforese em poliacrilamida (LockrRIDGE e LA Du,
1982).

As seqiéncias de aminoadcidos da BChE e da AChE apresentam um
alto grau de similaridade. A BChE humana e a AChE de Torpedo
apresentam 54% de identidade e 73% de homologia (revisdo em
CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989). MILLARD e BROOMFIELD (1992), a partir da
grande homologia observada entre AChE e BChE, propuseram um modelo
para a BChE humana derivado por andlise computacional. Nesse
modelo as nove cadeias de oligossacarideos estdao distribuidas
longe da entrada do sitio ativo, indicando auséncia de interacdes
entre essas cadeias e as moléculas do substrato. Os ésteres de
colina sdo direcionados até o fundo de um tunel profundo ao longo
de um campo elétrico forte até gque alcancem o sitio ligador de
colina. Nesse ponto, os ésteres de colina sdo expostos a triade
catalitica do sitio ativo da BChE (residuos de serina, histidina e
dcido glutlmico) que medeia a dquebra dos ésteres de <colina
(revisdo em JiBiLo e cols., 1994). As diferentes especificidades
frente a substratos verificadas entre AChE e BChE podem decorrer
do menor numero de residuos aromaticos presentes na BChE. Na
entrada do tunel que conduz ao sitio ativo da BChE existe apenas
um residuo aromédtico, enquanto na AChE existem trés. O sitio ativo
da BChE, também devido a auséncia de residuos aromaticos, é mais
espacoso, permitindo a BChE hidrolisar substratos de cadeias mais
longas.

Existem diversas formas moleculares da BChE presentes em um
mesmo organismo. A BChE humana apresenta quatro formas moleculares
principais, identificaveis através de eletroforese em gel de

amido, denominadas C,, C,, C3, C4 (HARRIS e céls., 1962). A forma C;
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é um mondmero, C, é um mondmero ligado a albumina através de
ligagdo covalente e C3 ¢é um dimero. C4 é a forma mais
freqientemente encontrada no plasma, correspondendo a um tetramero
formado por um dimero de dimeros, onde cada dimero é constituido
por dois mondémeros unidos por uma ligacdo dissulfeto entre os
residuos Cys571. A 1ligacdo entre os dimeros dque se unem para

formar o tetrédmero C; se processa através de interagdes néo

covalentes (LOCKRIDGE e cols., 1979; 1987; MassoN, 1979; LOCKRIDGE e La
Du, 1982).

Outra nomenclatura, baseada na estrutura molecular da BChE,
foi sugerida em contraponto a nomenclatura baseada na mobilidade

eletroforética e propde as designacdes G;, G,, G3 e G4, de acordo
com o numero de subunidades moleculares (MassoNn, 1989). A forma C;
corresponde a forma globular monomérica, sendo denominada de G, a
forma C,, que é um mondmero ligado a albumina, é referido como G;-
ALB, o dimero C3 é denominado G, e o tetradmero C, corresponde a Ggq.
A designacdo Gj corresponde ao trimero de mobilidade intermediéaria
entre C3 e C4 que se forma progressivamente a partir de Cy

submetido a tripsina, plasmina e certas proteases.

2.4 PROPRIEDADES CATALITICAS DA BChE

O passo inicial da hidrdélise dos ésteres de colina pela BChE
consiste numa transacilacdo. O grupo acil do substrato é
transferido para o residuo de serina da triade catalitica que
libera alcool. Ocorre, entdo, a adig¢do de uma molécula de agua e a
concomitante deacilacdo do complexo acil-enzima (revisdo em TAYLOR

e cols., 1995).
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A menor especificidade da BChE, em relagdo a AChE, na
hidrélise de ésteres de <colina ¢é explicada pelas diferengas
observadas na constituicdo do sitio ativo. A BChE é capaz de
hidrolisar diversos ésteres de colina, desde acetil até
heptanoilcolina, sendo que os valores de Km decrescem com O
aumento da cadeia do &cido. A BChE é mais eficiente na hidrélise
de Dbutirilcolina, contrastando com a AChE que hidrolisa a
acetilcolina com maior eficiéncia. O uso de tio-ésteres
equivalentes, permite melhor deteccdo das reacdes de hidrdbdlise
mediadas pela AChE e BChE, de modo que ¢é utilizado o método
desenvolvido por ELLMAN e cols. (1961) de detecgcdo de grupos
sulfidril. A BChE hidrolisa, também, outros substratos carregados
positivamente como a procaina, heroina e cocaina, substratos
neutros como o acetato de a-naftil e substratos carregados

negativamente como a aspirina (revisdo em LOCKRIDGE, 1990).

2.5 O GENE BCHE

As evidéncias de que um Unico gene codifica a BChE, bem como a
estrutura desse gene, foram demonstradas por ARPAGAUS e cols.
(1990). O gene BCHE estéd localizado no cromossomo 3 (3g26.1-
g26.2), tem cerca de 73 quilobases, possui quatro exons, formados
por 2.416 pares de bases, e trés introns. A figura 1 mostra um
desenho esquematico do gene BCHE.

O mRNA da BChE humana possui 40% de C+G, que €&,
aproximadamente, a proporgcdo dessas bases no genoma humano.
Comparacdes entre as proteinas colinérgicas de mamiferos e aves

(BChE, AChE, receptores nicotinicos e muscarinicos de acetilcolina
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e colina acetiltransferase) mostram que o gene da BChE possui um
contelido menor de C+G em relacdo a outras proteinas colinérgicas.
O conteido de C+G pode ser importante para a regulagcdo ao nivel
transcricional, pois o genoma de animais homeotermos pode ser
dividido em dominios com conteidos altos e baixos de C+G chamados
de isocofos. A posicdo dos genes em isocoros é conservada durante
a evolugdo, o que pode ser constatado na BChE humana e de coelho
que conservam O baixo conteudo de C+G. Como 0s isocoros ndo séo
igualmente transcritos em diferentes tecidos, AChE e BChE, que
possuem conteudos de bases opostos e que provavelmente pertencem a
duas unidades transcricionais distintas do genoma, podem ser
utilizadas sucessiva ou alternadamente em tecidos diferentes

(revisdo em CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989).

JIEES o ombley o meles

FIGURA 1. Desenho esquematico do gene BCHE, mostrando os quatro
exons e O numero de pares de bases que os compdem. A regido

hachurada corresponde & proteina madura.
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2.5.1 Variabilidade do loco BCHE

A BChE é uma enzima polimérfica, sendo a maioria das variantes
genéticas codificada pelo loco BCHE. Durante a década de 50, o
inicio do wuso da succinilcolina como relaxante muscular pré-
operatdério, causou, em alguns pacientes, paralisia muscular e
apnéia respiratéria prolongada. Essa resposta incomum, observada
em alguns pacientes submetidos a succinilcolina em doses
fisiolbgicas, possibilitou a descoberta da variabilidade genética
do loco BCHE.

Os diversos alelos do 1loco BCHE, ja identificados, sé&o:
BCHE*U; BCHE*K; BCHE*A; BCHE*F1; BCHE*F2; BCHE*J; BCHE*H;
BCHE*NFDL e varios alelos silenciosos. Alguns alelos do loco BCHE
podem ser identificados por inibigdo enzimadtica (KaLow e STARON,
1957). 0 uso dos inibidores DL-propranolol e Ro2-0683
[dimetilcarbamato de brometo de (2-hidroxi-5-fenil-benzil)
trimetil amdénio] e de acetato de a-naftila como substrato (ALCANTARA
e cols., 1991b; PICHETH e cols., 1994) fornece uma boa separacdo dos
diversos fendétipos. Dibucaina e fluoreto de sédio também podem ser
utilizados como inibidores para evidenciar variantes fenotipicas
da BChE. A andlise direta de ADN vem permitindo a identificacdo de
uma gama maior de variantes do loco BCHE. PRIMO-PARMO (1993) sugere
uma classificacdo em trés grupos para as variantes da BChE: as
variantes qualitativas determinam variantes qualitativamente
diferentes da enzima normal, chamada usual, e que podem ser
identificadas por métodos de inibicdo enzimdtica; as variantes

quantitativas apresentam caracteristicas usuais, mas estao
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presentes no plasma em concentracdes mais baixas que a usual e sb
podem ser detectadas por testes de inibig¢do em algumas combinag¢des
genotipicas; as variantes silenciosas tém atividade inferior a 10%
do nivel da enzima usual. A tabela 1 mostra essas mutacdes, a
nomenclatura formal de cada uma delas e os fenbétipos

correspondentes.

2.5.1.1 Variante A

A forma atipica (A), também chamada de resistente a dibucaina,
foi a primeira variante genética a ser identificada. Foi
inicialmente detectada em pacientes submetidos a doses
fisiolbgicas de succinilcolina, utilizada como relaxante muscular
pré-operatédrio. Esses pacientes, devido a incapacidade da enzima
atipica da BChE de hidrolisar succinilcolina, sofriam de paralisia
muscular e apnéia respiratéria prolongadas. KaLow e Davies (1958)
verificaram que a enzima atipica é menos inibida que a wusual
frente a dibucaina. O numero de dibucaina (DN), que corresponde a
percentagem de inibicdo pela dibucaina, da BChE atipica ¢é de
aproximadamente 20 e o DN da enzima usual é de aproximadamente 80.
Alguns individuos consangiiineos aos atipicos apresentaram ND em
torno de 60, sugerindo que esse valor intermedidrio corresponderia
aos heterozigotos para a mutagdo A e que os valores extremos
corresponderiam aos dois grupos homozigotos (KaLow e StaronN, 1957;

HARRIS e cols., 1960).



TABELA 1.

nome,

fenétipo,

Lista de variantes j& descritas do gene BCHE,

alteracao de aa,

referéncias bibliogréaficas.

alteracdao de ADN,

13

incluindo

nome do alelo e

NOME FENOTIPO ALTERAGAO DE AA ALTERAGAO DE ADN  ALELO REFERENCIA
Usual Normal Nenhuma Nenhuma BCHE
Neutra rara Normal 255Glu->Asp nt764 BCHE*255D Primo-Parmo
GAG->GA? e cols.1996
RESISTENTES A INIBIDORES

Atipica dibucaina T0Asp->Gly nt209 BCHE*70G  McGuire e
GAT->GGT cols. 1989
Fluoreto-1 fluoreto 243Thr->Met nt728 BCHE*243M Nogueira e
ACG->ATG cols. 1992
Fluoreto-2 fluoreto 390Gly->Val ntll69 BCHE*390V Nogueira e
GGT->GTT cols. 1992

ATIVIDADE DIMINUIDA FRENTE A DETERMINADO SUBSTRATO
scC Succinil- 184Ala->Val nt551 BCHE*184V Greenberg e
colina GCC->GTC cols. 1995
ATIVIDADE DIMINUIDA EM GERAL

K 70% 539Ala->Thr ntl615 BCHE*539T Bartels e
(Kalow) GCA->ACA cols. 1992b
J 30% 497Glu->Val ntl1490 BCHE*497V Bartels e
(James) GAA->GTA cols. 1992a
H 10% 142vVal->Met nt424 BCHE*142M  Jensen e
(Hamersmith) GTG->ATG cols. 1992

ATIVIDADE MENOR QUE 10% DA USUAL OU AUSENTE

Silenciosa Reduzidal 330Leu->Ile nt 988 BCHE*330T Sudo e
TTA->ATA cols. 1997
Silenciosa Ausente 117Gly-> Cédon nt 351 BCHE*FS117 Nogueira e
stopz no aa 129 GGT->GGAG cols. 1990
Silenciosa Enzima 33Tyr->Cys nt 98 BCHE*33C Primo-Parmo
inativa3 TAT->TGT e cols.1996
Silenciosa Enzima 198Ser->Gly nt 592 BCHE*198G Primo-Parmo
inativa AGT->GGT e cols.1996
Silenciosa Enzima 201Ala->Thr nt 601 BCHE*201T Primo-Parmo
inativa GCA->ACA e cols.1996
Silenciosa Truncada 271Glu->stop nt 811 BCHE271*STOP Primo-Parmo
GAA->TAA e cols.1996
Silenciosa Truncada 500Tyr->stop nt 1500 BCHE*500STOP Primo-Parmo
TAT->TAA e cols.1996

continua
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NOME FENOTIPO ALTERAGAO DE AA  ALTERAGAO DE ALELO REFERENCIA
ADN

Silenciosa Truncada pesloc. no cédon 6% nt 16 BCHE*FS6  Primo-Parmo
ATT-> TT e cols.1996
Silenciosa Truncada Process. alterado nt -85 BCHE*12E3-8G Primo-Parmo
T->G e cols.1996
Silenciosa Expressdo 37Pro->Ser nt109 BCHE*37S  Primo-Parmo
reduzida CCT->TCT e cols.1996
Silenciosa Expressao 125Leu->Phe nt 375 BCHE*125F Primo-Parmo
reduzida TTA->TTT e cols.1996
Silenciosa Expresséo 170Asp->Glu nt 510 BCHE*170E Primo-Parmo
reduzida GAT->GAG e cols.1996
Silenciosa Expressdo 471Trp->Arg nt 1411 BCHE*471R Primo-Parmo
reduzida TGG->CGG e cols.1996
Silenciosa Expresséo 518Gln->Leu nt 1553 BCHE*518L Primo-Parmo
reduzida CAA->CTA e cols.1996

Silenciosa Sem 355Lys->Alu nt 1062 - 1076 BCHE*355ALU Muratani e
atividade (stop)s cols. 1991

Silenciosa Sem 315Thr->stop ACC -> AACC BCHE*FS315 Hidaka e
atividade aa 3307 cols. 1992

Silenciosa Sem 465Arg->stop nt 1393 BCHE*465STOP Maekawa e
atividade AGA->TGA cols. 1995

Silenciosa 365Gly->Arg nt 1093 BCHE*365R Hada e

GGA->CGA cols. 1992

Silenciosa 250Thr->Pro nt 748 BCHE*250P Maekawa e
ACT->CCT cols. 1995

Silenciosa 418Phe->Ser nt 1253 BCHE*418S Maekawa e
TTC->TCC cols. 1995

Silenciosa 119Gln->stop nt 355 BCHE*119STOP Sudo e

CAA->TAA cols. 1996

Silenciosa 515Arg->Cys nt 1543 BCHE*515C  Maekawa e
CGT->TGT cols. 1995

Silenciosa Expresséao 4 Delegdo Ile nt 9-11 BCHE*FS4 Maekawa e
reduzida CATCAT->CAT cols. 1997

Silenciosa Expressao 24Thr->Met nt 71 BCHE*24M Maekawa e
reduzida ACG->ATG cols. 1997

Silenciosa Expressdo 267Lys->Arg nt 800 BCHE*267RC Maekawa e
reduzida AAA->AGA cols. 1997

Silenciosa Expresséo 100Pro->Ser nt 298 BCHE*100S Maekawa e
reduzida CCA->TCA cols. 1997

Silenciosa Ausente 400Cys->stop nt 1200 BCHE*400STOP Hidaka e
TGC->TGA Iuchi, 1995

continua
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NOME FENOTIPO ALTERAGAO DE AA  ALTERAGAO DE ALELO REFERENCIA
ADN

Silenciosa 315Cys—->stop nt 944 BCHE*315STOP Hidaka e
ACC->AACC Iuchi, 1995

Silenciosa 128Tyr->Cys nt 383 BCHE*128C Hidaka e
TAT->TGT Iuchi, 1995

Silenciosa Expressdo 199Ala->Val nt 596 BCHE*199V  Sakamoto e
reduzida GCA->GTA cols. 1998

MUTAGAO COM EXPRESSAO NAO DESCRITA

ND Néao 425Ser->Pro nt 1273 BCHE*425P Gnatt e

descrita TCC->CCC cols. 1990
MUTAGAO SINONIMA

Sindénima Usual 470Arg->Arg nt 1410 BCHE Maekawa e

CGT->CGG cols. 1995
MUTAGOES EM REGIOES NAO CODIFICADORAS

Exonl Usual® nt 116 BCHE Bartels e
G->A cols. 1992a

Exon4 Usual? nt 1914 BCHE Bartels e
A->G cols. 1992a

1 o alelo silencioso BCHE*330I & resistente ao fluoreto.

leitura

BCHE*FS6 apresenta delegdo do nucleotideo 16.

(frameshift mutation).

3 BChE é produzida em quantidade normal.

2 peslocamento na matriz de

4 o alelo

Sitio aceptor do intron 2. 6 Insergdo de

Alu (cédon stop). 7 Deslocamento na matriz de leitura. Cédon stop no aa 330. 8 Frequéncia

de 8%. 9 Freqiiéncia de 26%.

LockRIDGE e La Du
apresenta afinidade reduzida
carregados

afinidade

(1978)

positivamente,

por substratos

frente a
enquanto

neutros.

verificaram que

ndo demonstra

GOEDDE

a enzima

inibidores e

e ALTLAND

atipica

substratos

alteracdes de

(1971)

demonstraram que a enzima atipica apresenta um Km cerca de 100

vezes mais alto para a succinilcolina,

la nas

concentracdes

praticas anestésicas.

O alelo A,

identificado

molecularmente

fisioldbgicas

como

uma

geralmente

responsavel pelo fendétipo atipico da BChE,

mutacéao de

utilizadas

sendo incapaz de hidrolisa-

nas

foi

ponto no
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nucleotideo 209 que altera o cédon 70 de GAT para GGT (Asp70->Gly;

BCHE*70G) . McGUIRE e cols. (1989) sugeriram que esta mutacdo de
ponto poderia, alterando apenas um aminoé&cido, gerar uma
modificacéao estrutural no sitio anidénico da enzima. Tal
modificacdo explicaria a afinidade reduzida pelos ésteres de
colina que normalmente se ligam ao sitio anidénico da enzima.
Existem diversos estudos populacionais da freqiiéncia da
variante atipica da BChE. McGUIRE e cols. (1989) estimaram a
freqiiéncia do alelo A em populacdo caucasbéide em cerca de 2%.
PRIMO-PARMO e cols. (1986) analisaram sete tribos indigenas quanto a
freqiiéncia do alelo A da BChE e verificaram que a variante atipica
ndo estava presente. As populagdes tri-hibridas Tapud e Canutama
apresentaram o alelo A com freqiiéncias de 0,3% e 2,4%,

respectivamente.

2.5.1.2 Variante K

A enzima variante K é caracterizada por uma reducdo de cerca
de 30% no numero de moléculas circulantes que pode ser devida a
sintese retardada ou a degradacdo acelerada da enzima variante K
(RUBINSTEIN e cols., 1978). BarTELS e cols. (1992b) identificaram a
mutacdo responsavel pelo fenbétipo K no nucleotideo 1615, alterando
alanina 539 para treonina (GCA ->ACA; Ala539->Thr; BCHE*539T). No
mesmo trabalho, os autores observaram a presenca da mutacdo K em
89% dos genes dque continham a mutacdo de ponto BCHE*70G,
responsavel pelo fenétipo atipico da BChE (GAT->GGT; Asp70->Gly).
A presenca conjunta das mutagdes K e A na mesma molécula né&o

altera qualitativamente a enzima variante atipica, mas parece
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levar a uma reducdo de cerca de um terco da Vpsx da atividade da
enzima atipica. Os testes de inibigdo enzimadtica ndo permitem a
discriminacdo dos fendétipos BCHE UK e BCHE KK, a nao ser em
heterozigotos compostos para o alelo atipico.

Os estudos populacionais, baseados em anadlise direta de ADN,
mostram que o alelo K é o mais freqiente dentre as variantes néao-
usuais da BChE. BARTELS e cols. (1992b), em populacdo norte-
americana, encontraram o alelo K com freqiiéncia de 12,8%. GAFFNEY e
CaMPBELL (1994) observaram o alelo K com freqiiéncia de 19,6% em
populacdo escocesa. Em populagcdo japonesa, SHIBUTA e cols. (1994) e
IzuMmi e cols. (1994) relataram as freqiiéncias de 16,4% e 17,5%,
respectivamente. JENSEN e cols. (1996), analisando populacéao
dinamarquesa, verificaram o alelo K com freqiiéncia de 18%. No
Brasil, Souza e cols. (1998), estudando amostras de brancos e
miscigenados (branco X negro), obtiveram as freqiiéncias de 18,4% e

17,1%, respectivamente.

2.5.1.3 Variante J

O fendétipo J da butirilcolinesterase humana leva a uma queda
de cerca de 66% da enzima circulante e a um decréscimo
correspondente na atividade enzimatica. A queda na atividade da
BChE, da mesma forma que na variante K, ndo é devida a alteracdes
na estrutura da enzima, mas sim a quantidade reduzida de enzima
circulante.

BARTELS e cols. (1992a) encontraram o fendétipo J associado a
duas mutacdes de ponto na regido codificadora do gene da BChE. Uma

das mutacgdes correspondia aquela previamente identificada (BARTELS e
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cols., 1992b) como mutacdo K (GCA->ACA; Alab539->Thr) e a outra,

denominada mutacdo J, localizava-se no nucleotideo 1490, alterando
o aminoacido 497 de A&cido glutdmico para valina (Glu497->Val). A
comparagao da seqiiéncia de aminoacidos de diferentes
colinesterases mostrou que o sitio da mutagcdo J (Glud497) é
conservado na BChE humana, de coelho e de camundongo, bem como na
AChE de Torpedo. Os autores concluiram, entdo, que o fendtipo J é
o resultado da mutacdo K (GCA->ACA; Ala539->Thr) ligada a mutacéo
J (GAA->GTA; Glud97->Val). A mutacdo K causa uma reducdo de 33%
das moléculas de BChE circulante e a variante JK, chamada de
fendétipo J, leva a uma queda de 66%. A mutacdo J nado foi
encontrada sem a mutacdo K, impossibilitando a determinacdo do seu
papel, por si sb6, na queda da quantidade de moléculas da enzima

circulante.

2.5.1.4 Variante F

A variante F (resistente ao fluoreto), assim como a variante
A, é incapaz de hidrolisar succinilcolina em doses fisiolébégicas
devido a alteragdes na estrutura da enzima. O fendétipo F ¢é
caracterizado através de inibicdo enzimatica, sendo resistente a
inibicdo pelo fluoreto e mostrando numeros baixos de inibicédo pela
dibucaina (HARRIS e WHITTAKER, 1961).

NOGUEIRA e cols. (1992) identificaram duas diferentes mutacdes
associadas ao fenétipo F. A variante Fl1 (BCHE*243M) resulta de uma
mutacdo de ponto no nucleotideo 828 que altera treonina 243 para

metionina e a variante F2 (BCHE*390V) & determinada por uma
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mutacdo de ponto no nucleotideo 1169 que altera glicina 390 para
valina.

A freqiiéncia do alelo F, o que inclui Fl e F2, na maioria das
populacdes estudadas é de cerca de 0,5% (WHITTAKER, 1986). ALCANTARA e
cols. (1995) analisaram 17 grupos indigenas brasileiros
encontrando o alelo F apenas nas tribos Urubu-Kaapor, Asurini,
Mura e Sateré-Mawé. As freqiiéncias encontradas entre os Mura
(0,7%) e Sateré-Mawé (0,5%) sdo similares aquelas descritas para
outras amostras Dbrasileiras predominantemente Dbrancas (0,6%,
ALCANTARA e cols. 1991b; 0,61, FapEL-PIcHETH 1991), negrdide (0,49%,
ALCANTARA e cols. 1991a) ou composigdo negra-indigena-branca (0,49%,

SIMPSON e Karow, 1965).

2.5.1.5 Variante H

O fendétipo H foi identificado por WHITTAKER e BRITTEN (1987) em
dois pacientes do Hospital Hammersmith em Londres, gque mostravam
uma queda de 90% na atividade da BChE. Estes pacientes
apresentavam alta sensibilidade & succinilcolina e pareciam ser
heterozigotos para o alelo atipico (A) e para o alelo usual (U).
Anadlises das familias dos dois pacientes mostraram que uma
variante da BChE, responsavel por uma atividade muito baixa, fora
herdada por diversos membros.

JENSEN e cols. (1992) fenotiparam quatro individuos
pertencentes a duas familias ndo aparentadas, por meio de técnicas
de analise soroldégica de atividade e inibicdo enzimatica,
verificando serem todos heterozigotos para a variante H (H) e para

a variante A (A). Através de PCR e posterior seqienciamento do
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ADN, os autores encontraram uma mutacdo de ponto no nucleotideo
424, alterando o aminoadcido 142 de valina ©para metionina
(BCHE*142M) . A mutacdo BCHE*70G (atipica) foi encontrada em cis

nos quatro individuos portadores da mutacdo H.

2.5.1.6 Variante SC

GREENBERG e cols. (1995) identificaram a variante SC da
butirilcolinesterase humana como pertencente a categoria das
mutacdes que levam a uma capacidade diminuida de hidrolisar
suscinilcolina, porém com afinidade normal por substratos
substitutos e com resisténcia normal aos inibidores diferenciais.
A anélise de ADN levou a identificacdo de uma mutacdo no
nucleotideo 551 (GCC->GTC), levando a substituicdo de valina por
alanina. O nome formal do alelo é BCHE*184V, indicando a
substituicdo da wvalina no aminoacido 184 da extremidade N da
enzima. A alteracdo na estrutura da enzima variante SC leva a um
decréscimo na habilidade de hidrolisar succinilcolina similar
aquela da variante F2.

GREENBERG e cols. (1995) identificaram a variante SC em uma
paciente que apresentou hipersensibilidade a succinilcolina em
doses fisioldbgicas e, apds investigacdo molecular, em seu pai. Os
genétipos dos dois individuos foram identificados Como
BCHE/BCHE*184V e BCHE*390V/BCHE*184V para pai e filha,

respectivamente.
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2.5.1.7 Variantes Silenciosas

O fendétipo silencioso da BChE humana é caracterizado por uma
queda de mais de 90% da atividade da enzima em relacdo a média do
fenétipo usual, ou, pela auséncia total de atividade enzimatica. A
existéncia de alelos silenciosos da BChE foi sugerida,
inicialmente, para explicar a heranca andémala do fendétipo atipico
(Karow e STarRON, 1957; HARRIS e cols., 1960) e somente mais tarde
foram identificados individuos sem atividade da BChE (HART e MITCHELL
1962; LiDDELL e cols. 1962) ou com apenas 2%-3% da atividade da
enzima usual (GoEDDE e cols., 1965).

RUBINSTEIN e cols. (1970) realizaram andlises bioquimicas e
imunolégicas no soro de 25 individuos <classificados como
homozigotos para alelo silencioso e verificaram que a maioria dos
soros com fenbétipo silencioso podia ser classificada em dois
grupos. O primeiro grupo, chamado de tipo I, ndo apresentava nem
atividade da BChE, nem proteina imunoreativa. O segundo grupo ou
tipo II, apresentava atividade da BChE em torno de dois porcento
em relacdo a média usual, bem como presengca de proteina
imunoreativa.

NOGUEIRA e cols. (1990) identificaram, através de
seqlienciamento de ADN, uma substituicdo e uma insercdo [GGT (Gly)-
>GGAG (Gly + 1 base)] que alteravam a matriz de leitura referente
a Glicina 117, formando um cbédon de finalizacdo na posicgdo 129.
PRIMO-PARMO e cols. (1996), analisando um grupo de 17 individuos nao
aparentados, caracterizaram 12 diferentes alelos silenciosos do

gene da BChE, dentre os quais oito levavam a substituicdo de
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apenas um aminoacido e quatro codificavam enzimas truncadas na
extremidade C, devido a cdédons de terminagdo prematuros. A grande
variedade de alelos silenciosos identificados dentre um numero
pequeno de pacientes indica alta heterogeneidade do fendétipo
silencioso da BChE.

Existem 30 diferentes alelos silenciosos da BChE identificados
molecularmente, 14 deles em populacdo norte-americana e 16 em
populacdo Jjaponesa (ver tabela 1). A freqiiéncia do fendtipo
silencioso da BChE é estimada em cerca de 1/100.000 na maioria das
populacdes ja investigadas, representando homozigotos e
heterozigotos compostos (revisdo em WHITTAKER, 1986). Nos Esquimbs e
em populacdo de Andhra Pradesh, India, a freqiiéncia dos alelos
silenciosos chega a 11%. Nas populacdes dos Paises Bascos a

freqiéncia chega a 2% e em certas populac¢cdes francesas pode

atingir 1% (revisdo em PrIMO-PARMO, 1993).

2.6 LOCO CHEZ

Em eletroforese bidimensional em papel e gel de amido, além
das bandas C; a C4, HARRIS e cols. (1962) e HaRrRIS e cols. (1963b)
encontraram uma banda que foi denominada Cg;. Esta banda encontrava-

se presente em apenas 4,6% da amostra e ndo apresentava alelismo
em relagcdo as variantes do loco BCHE. O 1loco responsavel pela
banda Cg foi chamado CHEZ e apresenta os alelos CHE2*C5+ e CHE2*C5-
responsavels, respectivamente, pela presenca e pela auséncia da

banda Cg. SuGIMor (1986) demonstrou que os individuos CHE2 C5+ séo

menos sensiveis a succinilcolina que os individuos CHE2 C5-. HARRIS
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(1980) relata que individuos com fenétipo CHE2 C5+ apresentam
atividade média da BChE cerca de 30% superior a de individuos CHE2
C5-.

Foi proposto um padrdo de heranca autossémico dominante para a

presenca da banda Cg (HARRIS e cols., 1962). Existem, porém,

registros de familias onde sdo observados filhos CHE2 Cb5+
provenientes de casais CHE2 C5-.

E possivel uma melhor separacdo entre a banda Cg e o conjunto
de bandas C;-C4, através da técnica de eletroforese em gel de &gar

dcido originalmente desenvolvida por ROBINSON e cols. (1957) para
variantes de hemoglobina e aplicada por VAN Ros e VERVOORT (1973)
para a BChE. A banda Cg; migra para o polo positivo e a outra banda,
formada pelas demais formas moleculares da BChE, migra para o polo
negativo devido a eletroendosmose causada pelo agar.

A estrutura da molécula que condiciona a banda eletroforética

Cs; permanece desconhecida. HARRIS e cols. (1963a) estudaram a

segregacdo em duas familias com alelos BCHE*U e BCHE*A e

verificaram sua independéncia em relacdo a banda Cg. A banda Cg é

determinada, em parte pelo loco BCHE, em parte pelo loco CHE2Z. A

participacdo do loco BCHE na determinacdo da banda Cg é verificada
pelo uso do inibidor Ro2-0683 que inibe as bandas C4 e Cg,
totalmente em soros BCHE U e parcialmente em soros BCHE A.

Scorr e Powers (1974) sugerem dque a banda Cg seja formada

através de associacdo entre BChE e uma outra substédncia. TORTOLERO

e MEDINA (1978) propdem que a banda C4, através de modificac¢des que
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ndo alteram o seu peso molecular, da origem a banda Cg. OHKAWA e
cols. (1988) sugerem que Cg seja um conjugado entre C4, e lipidio.

MassoN (1991), baseado em seu trabalho anterior (Masson, 1989)

onde demonstrou que a isoenzima C, é formada pela associacdo entre

BChE e albumina, considera que ¢é possivel supor uma origem

semelhante para a formacdao de Cg e sugere que Cg seja uma banda
hibrida, formada pelo tetramero C; associado a outra proteina (X).

Varios experimentos foram realizados na tentativa de estabelecer a

estrutura de Cg. Eletroforese em gel de poliacrilamida e comparacao
com um padrdo de peso molecular mostrou que o peso molecular de Cg

é de 400 KDa. Este valor de 400 KDa é 60 KDa maior que o peso

molecular de C4, podendo esta diferenca ser atribuida a proteina X
que se liga a C4 para a formacdo de Cg. O logaritmo da mobilidade
de C4 e Cg frente a concentracdo do gel fornece a razéao
carga/massa. Uma comparacdo entre a razdo carga/massa de Cg e a
razdo carga/massa de C;, C, e C4 demonstrou que o valor verificado
em Cg era diferente dos demais. O tratamento com tripsina, bem como

altas concentracdes de sal (NaCl 1,5-4,0 M) causam a dissociacéo

de Cg originando C4. A banda Cg ndo se dissocia sob a acdo de
agentes redutores ou pressdo de 3,5 Kbar. O ponto isoelétrico de C4
é de 3,50 e o ponto isoelétrico de Cg foi estimado em 3,95. Todos
estes resultados indicam que Cg é formado pela associagdo entre Cy,

através de ligacdes ndo covalentes e com predominio de interacgdes
idnicas, e uma proteina. Neste mesmo trabalho, MassoN (1991)

procurou identificar a proteina X. Os resultados obtidos nao
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permitiram a identificacdo desta proteina mas descartaram varias
hipéteses. A andlise de géis corados apbds eletrofereses de plasmas
CHE2 C5+ incubados por 30 minutos em solugcbes tamponadas do
inibidor bambuterol (1078-10-4 M) mostrou curvas de inibicdo

paralelas para C4 e Cg. Essas curvas de inibicdo paralelas, frente
a um inibidor especifico da BChE, demonstram que a banda Cg nédo é

um hibrido de AChE/BChE. Experimentos por imunoadsorgcdo e

imunodetecgdo descartaram a possibilidade de Cg ser um agregado de
C,. A possibilidade de que Cg poderia ser uma imunoglobulina foi
considerada desde que GALLANGO € ARENDS (1969) detectaram Cg em

sangue de pacientes com mieloma, porém anticorpos contra cadeias k

e 1 de imunoglobulina ndo detectaram tal fragmento. A banda Cg nao

se apresentou sensivel a colagenase, descartando a possibilidade
da substédncia X ser identificada como coladgeno. O mapeamento do
gene da fibronectina como pertencente ao cromossomo 2 (KocH e
cols., 1982; apud MassoN, 1991), préximo a regido designada para

CHE2 (EiBERG e cols., 1989), levantou a possibilidade de Cg ser

formado pela associagdo de C4 com fragmento de fibronectina. Esta
hipétese foi rejeitada pois Cg ndo foi reconhecido por anticorpos

policlonais para fibronectina humana.

PrRIMO-PARMO e cols. (1986) estudaram onze tribos indigenas
brasileiras e quatro comunidades rurais tri-hibridas
(Negro/Indigena/Branco) e verificaram que o fendétipo CHE2 C5+ era
observado com freqiiéncias variando de zero a 13,1%. ALCANTARA e

cols. (1995) examinaram nove tribos indigenas brasileiras quanto a
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variabilidade genética do loco CHE2Z e observaram que o fendtipo
CHE2 C5+ variava em freqiiéncia de 1,4% em populacdo Zord a 45,9%
em Guarani. Analisando as freqiiéncias do fendétipo CHE2 C5+,
obtidas em 29 amostras de populacdes indigenas brasileiras (ARENDS
e cols., 1970; GUERREIRO e cols., 1985, 1987, 1989; PrRIMO-PARMO e
cols., 1986; GUERREIRO e SANTOs, 1987 e ALCANTARA e cols., 1995), os
autores sugerem dque a deriva genética seja o principal fator
evolutivo responsavel pelo padrdo de distribuicdo da freqiiéncia do

fené6tipo CHE2 C5+ entre as tribos indigenas brasileiras.
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3 OBJETIVOS

1 - Investigar a variabilidade genética dos locos BCHE e CHE2
da butirilcolinesterase em indigenas da tribo Guarani do Mato
Grosso do Sul.

2 - Verificar a atividade da BChE em indigenas da tribo
Guarani do Mato Grosso do Sul.

3 - Comparar os resultados obtidos através do cumprimento dos
objetivos 1 e 2 desse estudo com resultados presentes na
literatura referentes a indigenas Guarani ou de outras tribos e as
demais populacgdes.

4 - Comparar os resultados obtidos através de fenotipagem por

inibicdo enzimatica com os resultados obtidos por PCR-SSCA.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA

Foram wutilizadas 258 amostras de plasma e 264 de ADN de
individuos Guarani do Mato Grosso do Sul das seguintes
localidades: Amambai; Porto Lindo; Limdo Verde; Campanaria;
Campestre; Caraapo; Cerrito; Dourados; Guaimbé; Jacaré; Lagoa
Bonita; Miranda; Panambi; Pirajui; Sapucaia; Sossoro; Tacuru e
Taquapiri. Na tabela 2 podem ser observadas as coordenadas
geograficas (latitude e 1longitude) e a proporcdo (% * E.P.) de
cada uma das localidades representadas na amostra.

Todos os individuos dessa amostra pertencem a tribo Guarani e
as sub-tribos Kaiowd (KW) e Nandewa (NW). Alguns individuos
pertencem, também, a outros grupos étnicos, como: paraguaios (P);
brasileiros (B):; indioé Terena (T) e mulatos claros (MC). A tabela
3 mostra os numeros totais de amostras de plasma e de ADN,
classificados pelo sexo dos individuos, indicando as sub-tribos e
demais grupos étnicos. Na tabela 4 podem ser observadas as
proporcdes sexuais (% * E.P.) referentes as amostras de ADN e de
plasma, no total e nas trés localidades mais representadas. A
tabela 5 mostra os numeros de amostras de ADN e de plasma,
classificados tanto por sub-tribo e outros grupos étnicos, como
por localidade. Com base nos dados da tabela 5, é possivel
calcular a proporg¢do das sub-tribos na amostra total de ADN e de
plasma (ADN/plasma). A sub-tribo Kaiow& representa 56,8%/56,2% e a

sub-tribo Nandewa representa 31,8%/32,2%.
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TABELA 2. Coordenadas geograficas (latitude e 1longitude)! e

proporcdo (% + E.P.) de ADN e de plasma (ADN/plasma) de cada uma

das localidades representadas na amostra.

LOCALIDADE LATITUDE LONGITUDE PROPORGCAO DA LOCALIDADE NO TOTAL
AMOSTRAL (% + E.P.) 2

Amambai 23,10 s 55,22 W 51,89 + 3,07 / 51,16 * 3,11
Porto Lindo 23,93 s 55,15 W 19,32 + 2,43 / 19,77 £ 2,48
Limdo Verde 23,18 s 55,56 W 14,01 £+ 2,14 / 14,34 £ 2,18
Campanaria 22,78 S 55,08 W 0,38 £+ 0,38 / 0,39 + 0,39
Campestre 22,75 s 55,80 W 0,38 + 0,38 / 0,39 * 0,39
Caraapo 22,63 S 54,82 W 0,76 + 0,53 / 0,77 + 0,54
Cerrito 23,10 s 56,55 W 0,38 + 0,38 / 0,39 * 0,39
Dourados 22,22 S 54,80 W 2,27 + 0,92 / 2,33 + 0,94
Guaimbé 22,24 s 55,51 W 0,38 + 0,38 / 0,39 + 0,39
Jacaré 23,75 s 54,58 W 0,76 + 0,53 / 0,77 * 0,54
Lagoa Bonita 21,12 S 56,48 W 0,38 + 0,38 / 0,00 £ 0,00
Miranda 20,24 s 56,37 W 0,38 + 0,38 / 0,39 * 0,39
Panambi 22,09 s 54,77 W 0,38 + 0,38 / 0,39 * 0,39
Pirajui 23,22 s 54,68 W 1,14 £+ 0,65 / 1,16 * 0,67
Sapucaia 23,27 S 55,48 W 0,76 + 0,53 / 0,77 + 0,54
Sossoro 23,52 s 54,75 W 0,38 + 0,38 / 0,39 + 0,39
Tacuru 23,63 S 55,01 W 3,03 +1,06 / 3,10 = 1,08
Taquapiri 23,35 S 55,89 W 3,03 £+ 1,06 / 3,10 +* 1,08

* Fontes: IBGE (ibge@gov.br) e INPE (dpi@inpe.br). ‘ ADN/plasma
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TABELA 3. Numero de amostras de ADN e de plasma de individuos

classificados por sub-tribo e demais grupos étnicos.

SUB-TRIBO N (ADN) N (PLASMA)
Homens Mulheres Total Homens Mulheres Total
Kaiowa 31 119 150 29 116 145
Nandewa 26 58 84 25 58 83
Kaiowa + Nandewa 04 18 22 04 18 22
Kaiowd + Brasileiro 01 - 01 01 - 01
Kaiowd + Terena - 01 01 - 01 01
Nandewa + Mulato Claro - 01 01 - 01 01
Nandewa + Brasileiro 01 - 01 01 - 01
Nandewa + Paraguaio - 04 04 - 04 04
Total 63 201 264 60 198 258

TABELA 4. Proporcao sexual

+

nas amostras de ADN e de

plasma (ADN/plasma), no nas localidades mais
representadas.
PROPORGAO SEXUAL (% + E.P.)
SEXO AMAMBAI PORTO LINDO LIMAO VERDE TOTAL
Mulheres 79,6 £ 2,5/ 56,9 + 3,1/ 91,9 + 1,7/ 76,1 £ 2,6/
80,3 £ 2,5 56,9 £ 3,1 91,9 + 1,7 76,4 £ 2,6
Homens 20,4 £ 2,5/ 43,1 + 3,1/ 8,1 1,7/ 23,9 £ 2,6/
19,70 £ 2,5 43,1 + 3,1 8,1 1,7 23,3 + 2,6
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TABELA 5. Numero de amostras de ADN e de plasma (ADN/plasma) de

cada sub-tribo e outros grupos étnicos por localidade.

=

LOCALIDADE KW NW KN+NW KN+B Ki+T NW+B NH+P NW+MC TOTAL
Amambai 94/90 26/25 13/13 01/01 01/01 -/- 01/01 01/01 137/132
Porto Lindo 01/01 46/46 01/01 -/- ~-/- 01/01 02/02 -/- 51/51
Limdo Verde 32/32 -/- 05/05 -/~ -/- -/- -/~ -/~ 37/37
Campanaria 01/01 -/- -/- -/- -/- -/~ -/- -/- 01/01
Campestre 01/01 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 01/01
Caraapo 02/02 -/- -/~ -/~ -/- -/- -/~ -/~ 02/02
Cerrito -/~ -/~ -/~ -/- -/~ -/~ 01/01 -/- 01/01
Dourados 01/01 05/05 -/- -/~ -/- -/- -/~ -/- 06/06
Guaimbé 01/01 -/~ -/~ -/- -/~ -/~ -/- -/- 01/01
Jacaré 01/01 -/- 01/01 -/- -/~ -/- -/- -/- 02/02
Lagoa Bonita 01/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 01/-

Miranda 01/01 -/- -/- -/- -/- -/~ -/~ -/- 01/01
Panambi oi/01 -/- -/~ -/- -/~ -/~ -/- -/- 01/01

Pirajui -/-  03/03 -/- -/- -/- -/- -/- -/- 03/03
Sapucaia 01/01 -/- 01/01 -/- -/- -/- -/~ -/- 02/02
Sossoro 01/01 -/- -/~ -/- -/- -/- -/~ -/- 01/01
Tacuru 05/05 03/03 -/~ -/- -/- -/- -/- -/- 08/08

Taquapiri  06/06 01/01  01/01 -/~ -/- -/- -/- -/- 08/08

Total 150/145 84/83 22/22 01/01 01/01 01/01 04/04 01/01 264/258

KW = Kaiowd; NW = Nandewa; B = Brasileiro; T = Terena; P = Paraguaio e MC = Mulato Claro

A definigcdo do sub-grupo de 71 amostras a serem analisadas
para o exon 2 foi efetuada a partir dos seguintes critérios: as
amostras escolhidas apresentam dados completos de fenotipagem do
loco CHE2, fenotipagem do 1loco BCHE por inibicdo enzimatica,
medida de atividade enzimdtica e genotipagem dos exons 3 e 4 do
loco BCHE; todas as amostras que indicaram qualquer variacdo nas
demais analises foram incluidas na sub-amostra do exon 2; foi
incluido, também, um grupo de amostras que ndo apresentou qualquer

variacdo, mas com dados completos para as demais analises.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Fenotipagem do loco CHE2

Esta técnica de -eletroforese em gel de 4&gar &acido foi
desenvolvida por ROBINSON e cols. (1957) para fenotipagem de
variantes da hemoglobina e posteriormente, foi modificada por Van
Ros e VERVOORT (1973) para aplicagcdo a BChE. Adaptacdes subseqiientes
foram introduzidas por FADEL-PICHETH (1991) e Souza (1995).

O gel de &gar é preparado com uma solucdo de Dbacto A&gar
(Difco) a 1,4% p/v em tampdo citrato de sédio, pH 6,38 (solucdo
estoque de tampdo citrato de sédio 50 mM, pH 6,7; pH ajustado com
dcido citrico 1,56 M). A solucdo é aquecida por cerca de sete
minutos ou até que o &gar seja totalmente dissolvido, sendo
importante ndo deixar a solugcdo ferver. Apdés o aquecimento a
solugdo é vertida sobre uma placa de vidro de 230 x 160 mm. O gel
deve resfriar completamente e entdo ser colocado na geladeira e
mantido em repouso por pelo menos 12 horas a fim de diminuir o
efeito da eletroendosmose. Apbds esse periodo de repouso as
amostras de plasma sdao aplicadas no gel através da extremidade de
uma lamina de metal (5 x 5 x 0,1 mm) onde é colocado 1,5 uL de
plasma ou soro. A placa contendo as amostras é entdo submetida a
eletroforese com tampdo citrato pH 6,7 nas cubas, por trés horas e
meia. A corrida eletroforética é realizada a 4°C com aplicacdo de
cerca de 75 V e 35 mA. Apdés a corrida eletroforética despeja-se
sobre a placa o cromégeno-substrato que deve ser preparado

imediatamente antes do wuso. A solucdo crombdégeno-substrato ¢é
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preparada utilizando-se Fast Red TR Salt (SIGMA F-2768) a 0,1% p/v

em tampdo fosfato de sédio pH 7,1 (670 mL de NasHPO4, 0,2 M e 330
mL de NaH2PO4, 0,2 M) e solucdo de oa-naftilacetato 30 mM (2,5%
v/v). A placa com o crombégeno-substrato deve ser incubada por uma
hora a 37°C. Apds a revelacao das bandés a placa é lavada com &agua
para retirar o excesso de corante. O gel é entdo colocado entre
uma folha de papel cartdo e uma folha de papel filtro, prensado
entre duas placas de vidro e levado a estufa a 37°C até completa
secagem. A folha de papel filtro deve ser trocada apdés 10 minutos
para retirar o excesso de umidade. O fenbétipo CHE2 C5- ¢é
identificado pela presenca de uma unica banda, que se move para o
pbélo negativo, enquanto o fendétipo CHE2 C5+ apresenta, além dessa

banda, outra banda (Cg) que se move em direcdo ao pblo positivo.

4.2.2 Fenotipagem do loco BCHE

A técnica de PICHETH e cols. (1994), que é uma modificacdo da
técnica de ALcANTARA e cols. (1991b), utiliza como substrato a-
naftilacetato e, como inibidores da butirilcolinesterase, DL-
propranolol e Ro2-0683 [dimetilcarbamato de brometo de (2-hidroxi-
5-fenil-benzil)-trimetil amdénio], que permitem a identificacdo dos
fendétipos BCHE U; BCHE UF; BCHE UA; BCHE AF e BCHE A. O reagente
de cor utilizado é o sal de Fast Red TR (Sigma F-1500), diluido em
dgua destilada e adicionado de 1lauril sulfato de sédio a 3%
(Duponal, Sigma L-5750). O tampdo utilizado é o tampdo fosfato,
0,2 M, pH 7,1. A leitura das reagdes é feita em espectrofotdmetro

em absorbancia de 540 nm.
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O tampao fosfato, 0,2 M, pH 7,1, é preparado misturando-se 670

mL de NazHPO4 (0,2 M) com 330 mL de NaH2PO4 (0,2 M).

A solucdo estoque de Ro2-0683, 1073 M é preparada dissolvendo-
se 39,3 mg de Ro2-0683 em 100 mL de tampdo fosfato (estavel por
muitos meses a 4°C e por muitos anos a -20°C). A solucdo de uso é
diluida em tampédo fosfato.

A solucdo estoque de DL-propranolol 3,38 x 103 M ¢é preparada
dissolvendo-se 10 mL de hidrocloreto de DL-propranolol em 10 mL de
tampdo fosfato (estdvel por seis meses a -20°C). A solucdo de uso
é diluida em tampédo fosfato.

A solucdo estoque "do substrato, 0,03 M ¢é ©preparada
dissolvendo-se 56 mg de a-naftilacetato em 10 mL de acetona 50%
aquosa (estdvel por um més a 4°C). Imediatamente antes de usar,
diluir 1 mL da solugcdo estoque em 20 mL de tampdo fosfato,

completando o volume para 100 mL com agua destilada para que a

concentracdo final seja de 3 x 1074 M.

O reagente de cor é preparado dissolvendo-se 40 mg de sal de
Fast Red TR em 6 mL de &gua destilada e adicionando-se 4 mL de
Duponal.

A tabela 6 mostra o protocolo detalhado para a técnica de
fenotipagem utilizando-se a-naftilacetato como substrato. A tabela
7 mostra os numeros de inibigcdo de DL-propranolol e Ro2-0683,
indicando os provaveis fenétipos. Os numeros de inibicdo foram
definidos do seguinte modo:

Numero de inibicdo = 100 x Ac-Ai/Ac, onde: Ac é a absorbéancia da

amostra controle e Ai é a absorbdncia dos tubos contendo inibidor.
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TABELA 6. Protocolo para o Método de Fenotipagem.

REAGENTE (mL) CONTROLE Ro! Pr? BRANCO
Tampao fosfato (0,2 M, pH 7,1) 0,2 - - 0,7
R02-0683 (5 x 1076 M) - 0,2 - -
DL-propranolol (1,35 x 104 M) - - 0,2 -
a-naftilacetato (3 x 1074 M) 2,0 2,0 2,0 2,0
Incubar por 5 min a 37°C /177 /717 /777 /777
Soro (1/200 em tampdo fosfato)? 0,5 0,5 0,5 -
Incubar por 25 min a 37°C 117/ /1717 /177 /177
Reagente de cor . 0,2 0,2 0,2 0,2

Misturar evitando que espume. Apds 10 minutos, ler as absorbéncias em 540 nm.

* Tubos contendo o inibidor Ro2-0683. ° Tubos contendo o inibidor DL-propranolol.
3 Allebrandt e cols. (1998).

1
TABELA 7. Numeros de inibicdo observados usando-se os inibidores

DL-Propranolol (PN) e Ro2-0683 (RON)-.

FENOTIPOS NUMEROS DE INIBIGCAO DE NUMEROS DE INIBIGAO DE
DL-PROPRANOLOL (PN) Ro2-0683 (RON)

BCHE U 69-79 86-93

BCHE UF 55-70 76-87

BCHE UA 43-56 54-67

BCHE AF 24 46

BCHE A 2-3 10-11

! Limites de variacdo para identificacdo dos fenétipos.
2 De acordo com Picheth e cols., 1994.

4.2.3 Atividade da BChE

Foi utilizada a técnica de DI1ETZ e cols. (1972), modificada por
EvANs e  WROE (1978), cujo principio é a hidrélise da
propioniltiocolina pela butirilcolinesterase, produzindo A&cido
propidénico e tiocolina, a qual reage com o DTNB, gerando o ion de

coloracdo amarela b5-tio-2-nitrobenzoato. A medida de atividade



36

enzimdtica é realizada em espectrofotémetro ajustado em 410 nm e
com todos os reagentes mantidos em banho-maria a 25°C.

O tampao fosfato 0,1 M, utilizado na reacdo, tem pH 7,6 e é
preparado através da mistura de duas solucdes “a” e “*b” até a
obtencdo do pH adequado. A solugdo “a” contém 4,73 g de NaHPOq4
anidro (PM = 141,96) em 1000 mL de &agua destilada. A solucdo “b”
contém 13,61 g de KH2PO4 anidro (PM = 136,09) em 1000 mL de A&gua
destilada.

O DTNB [5,5’-bisditio (2-4cido nitrobenzdico)] é dissolvido em
tampdo fosfato na proporcdo de 167g por 1000 mL.

O substrato (propioniltiocolina 100 mM) é preparado com 303 mg
de iodeto de propioniltiocolina (PM = 303,2) em 10 mL de A&gua
destilada.

Os tubos contendo 2,2 mL de tampdo-DTNB, 0,05 mL de substrato
e 0,25 mL de soro (1/100 em &gua destilada) devem ser mantidos por
trés minutos no banho-maria a 25°C antes da leitura em
espectrofotémetro. A primeira leitura, chamada AO, deve ser
efetuada imediatamente apdés a colocacdo dos reagentes na cubeta
termostatizada do espectrofotémetro. As leituras Al, A2 e A3 sao
efetuadas com um, dois e trés minutos a partir da leitura AO. Apbs
as quatro leituras, deve ser calculado o DE/minuto médio.

(Al-AQ)+(A2-Al)+ (A3—- A2
3

DE /min.médio =

Célculo do Fator:
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onde:
E = coeficiente de extincdo milimolar do DTNB em cubeta
de 1 cm a 410 nm = 13,6
d = didmetro da cubeta (1 cm)
VT = volume total da cubeta (2,5 mL)
VA = volume da amostra (00,0025 mL)
Definicdo de Unidade: 1 U/L corresponde & degradacdo de 1
mMol de substrato por minuto por litro de soro.
Atividade (KU/L) = DE/min.médio x 75,53
4.2.4 Extragcdao do ADN
Essa técnica (LaHIRI e NURNBERG, 1991) consiste na separacdo, a
partir do sangue periférico, do creme de leucdcitos ("bufy-coat")
que contém os leucdcitos de onde serd extraido ADN. S&o coletados
10 mL de sangue em EDTA e o creme de leucdécitos é retirado e
ressuspendido em 10 mL de IGEPAL CA-630 e quantidade suficiente
para 100 mL de TKMl1 (5 mL de Tris HCl1 1 M, pH 7,6; 5 mL de KCl 1

M; 5 mL de MgCl2 1 M; 10 mL de EDTA 0,1 M, pH 8,0 e A&gua

destilada em quantidade suficiente para completar 500 mL). O pH do
tampdo de extracdo é préximo de 8,0, visando evitar o pH 6timo de
enzimas degradativas como as lipases e lipogenases, cujo pH 6timo
varia entre 5,0 e 6,0 e as ADNases nucleares que tém pH é6timo em
torno de 7,0. Apbds centrifugar a 2500 rpm por 15 minutos,
desprezar o sobrenadante e completar novamente para 10 mL com
TKM1. A ressuspensdo do creme de leucdédcitos no tampdo solubiliza
as membranas celulares lipoprotéicas e desnatura as proteinas,
mantendo o ADN protegido da ag¢do das enzimas degradativas. Repetir

a centrifugacdo e a ressuspensdo em TKM1 até que o "pellet" fique
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bem claro. Ressuspender delicadamente o "pellet"”, adicionar 800 uL
de TKM2 (0,5 mL de Tris HCl1 1 M, pH 7,6; 0,5 mL de KC1 1 M; 0,5 mL
de MgClo2 1M; 1 mL de EDTA 0,1 M, pH 8,0, 20 mL de solucdo de NaCl
1 M e 4gua destilada em quantidade suficiente para completar 50
mL) e agitar bem. Adicionar 50 uL de SDS 10% e misturar. Incubar
em banho-maria a 55°C por 20 minutos ©para facilitar a
solubilizacdo e a homogeinizacéao. Retirar do banho-maria e
adicionar, misturando bem, 300 pL de solucdo saturada de NaCl (6
M), necessaria para a solubilizacdo e para a acdo do detergente.
Centrifugar a 1200 rpm por 10 minutos, passar o sobrenadante para
um tubo de ensaio e adicionar dois volumes de etanol 100% gelado,
tampar o} tubo com parafilme e inverté-1lo varias vezes
(delicadamente) até precipitar o DNA. Pescar o DNA utilizando
micropipeta com ponteira de ponta cortada e colocar em eppendorf
que é mantido semi-aberto na estufa a 37°C, até evaporar todo o
etanol. Ressuspender o DNA em 200 uL de tampdo Tris-EDTA (0,5 mL
de Tris HCl1 1 M, pH 8,0 e 0,5 mL de EDTA 1 M) que degrada
seletivamente RNA, e deixar no banho-maria a 55°C por uma hora.
Apdés trés dias na geladeira, verificar a densidade O6tica e

congelar.

4.2.5 PCR-SSCA

A técnica de PCR-SSCA ("polymerase chain reaction - single
strain conformational analysis") consiste na amplificacdo da
seqiiéncia de ADN que se pretende analisar e posterior desnaturacgao

do produto amplificado. Esse produto desnaturado é submetido a
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eletroforese para a andlise de conformagcdo de ADN em fita simples.
A técnica de SSCA permite também a deteccdo de alteracdes no ADN
ainda desconhecidas. Tais alteracdes conformacionais podem ser
geradas por apenas uma mutacdo de ponto, o que poderad ser
percebido pela modificagdo do comportamento eletroforético do ADN
em fita simples. As técnicas de PCR-SSCA utilizadas nesse estudo
foram desenvolvidas pelo grupo do Laboratdério de Polimorfismos e

Ligacdo da Universidade Federal do Parana.

4.,2.5.1 PCR-SSCA do Exon 2

O exon 2, o maior dos quatro exons do gene BCHE, é& constituido
por 1525 pares de bases. Nesse estudo o exon 2 foi analisado
parcialmente, sendo amplificados dois diferentes fragmentos (2a e
2b), como mostra a figura 2. Para melhor compreensdo da
metodologia utilizada, as descrigcdes dos procedimentos técnicos

para os dois fragmentos do exon 2 seguem separadamente.

4,2.5.1.1 PCR-SSCA do Exon 2a

O primeiro fragmento do exon 2, chamado de exon 2a foi
amplificado através dos iniciadores N25 (38,88% GC; TM = 50°C) e
N23 (38,88% GC; TM = 50°C), descritos a seguir:
N25: 5°GGT CTG ATA TTT GGA ATG 3°

N23: 3°CCA CCA TAA ATC CAT ATCS5" (inverso)
Cada amostra de 1 uL de ADN (cerca de 50 ng) foi misturada a 9
ML de Supermix (Gibco BRL), 0,14 upuL (10 pmoles) de N25 e 0,12 puL

(10 pmoles) de N23.



EXON 2

GAA GAT GAC ATC ATA
17 AAC TTG ACA GTT TTT
33 TAT GCA CAG CCA CCT
49 CTG ACC AAG TGG TCT
65 TGC TGT CAG AAC ATA
81 ATG TGG AAC CCA AAC
97 GTR, TGG ATT CCA GCA
113 ATT TAT GGT GGT GGT
129 GAT GGC AAG TTT CTG
145 AAC TAT AGG GTG GGT
161 GAG GCT CCA GGG AAC
177 TGG GTT CAA AAA AAT
193 ACT CTC TTT GGA GAA
209 CTT TCT CCT GGA AGC
225 GGA TCC TTT AAT GCT
241 AAC AGA ACG TTG AAC
257 GAG ACT GAA ATA ATC
273 CTT CTG AAT GAA GCA
289 AAC TTT GGT CCG ACC
305 ATA TTA CTT GAA CTT
321 GTT AAT AAA GAT GAA
337 TTC AGC AAA GAT AAC
353 GGT TTA AAA ATA TTT
369 ATC CTT TTT CAT TAC
385 TAC CGT GAG GCC TTG
401 cCcT GCC TTG GAG TTC
417 TTT TIC TAC TAT TIT
433 TGG ATG GGA GTG ATG
449 CCT CTG GAA AGA AGA
465 AGA TCC ATA GTG AAA
FIGURA 2. Representacao
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Os ciclos de. amplificacdo do exon 2a foram programados do
seguinte modo:

1) 80°C/min.; 2) 94°C/min.; 3) 48°C/min.; 4) 72°C/min.; 5)
repetir por 35 vezes do passo 2 ao 4; 6) 72°C/10 min.

O fragmento amplificado, denominado exon 2a, possui 193 pb e
contém o sitio da mutacdo BCHE*70G. Apdés a amplificacdo, 5 uL das
amostras sdo misturadas a 6 uL de corante SSCA (4,75 mL de
formamida, 0,0125 g de xilenocianol, 10,0125 g de azul de

bromofenol, 125 uL de EDTA - 0,4 M -, 16,7 pL de NaOH 3 M e 108,3

pL de Agua bidestilada) e depois mantidas a 94°C por 5 minutos.
Apbés a desnaturacdo, as amostras s3o submetidas & eletroforese em
gel de poliacrilamida por quatro horas a 35 mA e cerca de 250 V. O
gel é elaborado a partir de uma solucdo estoque de poliacrilamida
(30%) que contém 29 g de acrilamida, 1 g de bisacrilamida, 5 mL de
glicerol (100%) e &gua bidestilada em quantidade suficiente para
completar 100 mL. A concentracéo final de poliacrilamida
(acrilamida + Dbisacrilamida) no gel é <chamada de T e a
concentracdo de Dbisacrilamida no total de poliacrilamida da
solucdo estoque é denominada C. O gel utilizado nesse experimento
é feito com 6 mL de TBE 5X, 15 mL de agua bidestilada e 9 mL da
solugcdo estoque 30% (T = 9% e C = 3,3%). O tampdo do gel (TBE 5X)
é preparado com 54 g de Tris, 27,5 g de &cido bérico, 20 mL de
EDTA (0,5 M, pH 8,0) e &gua destilada em quantidade suficiente
para completar 1000 mL. O tampdo utilizado na cuba eletroforética

é TBE 1X, ou seja, TBE 5X diluido para 1X com agua destilada.
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2

A revelacao do gel é realizada em etapas, durante as quais o
gel deve ser mantido em agitacdo. Apdés a eletroforese, o gel ¢é
colocado em um recipiente e imerso em solucdo aquosa de acido
nitrico (1 %) durante trés minutos. O gel é lavado duas vezes com
dgua destilada e entdo imerso em solugdo aquosa de nitrato de
prata (0,2 %) por 20 minutos. Apdés duas lavagens com Aagua
destilada, o gel é imerso em 60 mL de solucdo reveladora (170 mL
de solucdao aquosa de carbonato de sédio 2,96 % e 92 uL de
formaldeido) até que o liquido escureca. Depois da retirada do
liquido escurecido, acrescentar o restante da solucdo reveladora e
manter o gel imerso até que as bandas de ADN aparecam no gel.
Quando a revelacdo estiver terminada, lavar o gel duas vezes com
dgua destilada e manté-lo em solucdo de &acido acético (10 %) por
cinco minutos. Lavar por duas vezes o gel com A&agua destilada e
acrescentar solucdo aquosa de glicerol (5 %), na qual o gel deve
ser mantido‘por pelo menos dez minutos.

A secagem do gel pode ser realizada logo apbdés o término da
revelacdo e consiste em preparar o gel para um secador a VAacuo que
permite o armazenamento do gel sem que se dquebre ou que ocorra
perda de coloracdo. O gel deve ser embebido em solucdo de metanol
(30 %) e glicerol (5 &) e <colocado sobre papel celofane,
previamente embebido na mesma solug¢do. O papel celofane deve ser
esticado sobre uma superficie lisa para que ndo se formem bolhas
de ar que prejudicam a secagem do gel. Apbds o gel estar colocado
sobre o celofane, deve ser coberto com uma folha de papel filtro e

levado ao secador a vacuo até que esteja completamente seco. O
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gel, depois de completamente seco, pode ser guardado, por tempo

indeterminado, sem que ocorra perda de coloracéo.

4.2.5.1.2 PCR-SSCA do Exon 2b

O exon 2b corresponde a um fragmento do exon 2 formado por 236

pb que contém a mutacdo BCHE*243M (F2). Esse fragmento é
amplificado através dos iniciadores N75 e N73, descritos a
seqguir.

N75: 5°GCT CCT GGC TTC AGC AAA 3°
N73: 3°CAT TCT GAG AAC TTC TTG 5’ (inverso)

O programa de amplificagcdo é o mesmo descrito na metodologia
do exon 2a. Apb6bs a PCR, o produto amplificado é misturado ao
corante SSCA nas mesmas proporcdes Jj& descritas e mantido a 94°C
por cinco minutos. Apdés a desnaturacdo as amostras devem ser
colocadas no gelo e aplicadas no gel de poliacrilamida (T = 9% e C
= 3,3%) e submetidas a corrida eletroforética, realizada a 35 mA e
cerca de 250 V durante 4 horas. A revelacdo e secagem do gel

procedem como j& descrito.

4,2.5.2 PCR-SSCA do Exon 3

O exon 3 do gene BCHE é amplificado através de PCR, sendo
utilizado o seguinte par de iniciadores:
P35: 5°CAA TTT TAC TAT AAT GTC TC 3°
P33: 3°TCT ATT AAA TAA CCA AAC AC 57 (inverso)

Para cada amostra, foram utilizados 9 uL de Supermix (Gibco

BRL), 0,15 uL (10 pmoles) de cada iniciador (P33 e P35) e 1 uL de
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ADN. Os ciclos de amplificacdo foram os mesmos descritos nas
metodologias anteriores.

O produto da PCR (5 upL) deve ser misturado a 6 uL de um
corante para SSCA e desnaturado através do calor (94°C por cinco
minutos). Apds a desnaturagcdo as amostras devem ser colocadas no
gelo e imediatamente aplicadas no gel de poliacrilamida. O gel (T
= 8%, C = 3,3%) é preparado com 8 mL de uma solugdo estoque de
poliacrilamida 30%, 22 mL de tampdo &acido (pH 4,6), 230 uL de
persulfato de amdénia (10%) e 30 UL de TEMED. O tampdo utilizado na
cuba tem pH 8,0 (TBE 1X), de forma que a corrida eletroforética é
descontinua. A eletroforese (40 mA, 240 V) é interrompida apds 50
minutos e o gel é revelado e seco, seguindo a metodologia ja

descrita.

4,2.5.3 PCR-SSCA do Exon 4

A amplificacdo do exon 4 do gene BCHE foi realizada através de
dois tipos de PCR, devido a elevada freqiiéncia de falta de
amplificagcdo no primeiro tipo de PCR. No primeiro tipo de PCR foi

utilizado o seguinte par de iniciadores:

P45: 5°TGA TTA ATA CAA CTT ATT CC 3°

P43: 3°GAA AAT ATG TTC TAT AAA GGG 5° (inverso)

Para cada amostra, s&do utilizados 9 upL de Supermix (Gibco
BRL), 0,2 uL (10 pmoles) do iniciador P45, 0,12 uL (10 pmoles) do

iniciador P43 e 1 uL de ADN (cerca de 50 ng). Os ciclos de
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amplificacdo seguem o0s mesmos passos descritos nas demais
metodologias.

A segunda PCR utiliza o par de iniciadores descrito abaixo:
K25S: 5°CGA AAT TAT TTT TCA GTT AAT GAA ACA GAT AAA AAT TT 3°
P43: 3°GAA AAT ATG TTC TAT AAA GGG 5’ (inverso)

Cada amostra de 1 uL de ADN é misturada a 9 uL de Supermix
(Gibco BRL), 0,04 upuL (10 pmoles) de K25S e 0,2 uL (10 pmoles) de
P43. Os ciclos de amplificacdo para os iniciadores K25S e P43 séao
os mesmos descritos para os iniciadores P45 e P43. Para definir
qual dos pares de 1iniciadores produz amplificagcdo de melhor
qualidade, foi realizado um teste, wutilizando-se, além dos

iniciadores ja descritos ( P45, P43 e K25S), um quarto iniciador:
K13S: 3°CCT GCT TTC CAC TCC CAT GCT G 57 (inverso)

Os testes de amplificacdo utilizaram os seguinte pares de
iniciadores: P45 e P43; K25S e K13S; K255 e P43; P45 e K13S. As
quantidades, por amostra, de cada um dos iniciadores sdo as mesmas
descritas anteriormente. Para o 1iniciador K13S devem ser
utilizados 0,04 puL (10 pmoles) para 1 uL de ADN e 9 uL de Supermix
(Gibco BRL). Os ciclos da PCR foram os mesmos definidos
anteriormente. Os produtos da PCR foram submetidos a corrida
eletroforética em gel de agarose (1%) e revelados em brometo de
etidio.

Como descrito na metodologia do exon 2, os produtos do
primeiro tipo de PCR devem ser misturados ao corante para SSCA e

desnaturados antes de serem aplicados no gel. O gel (T = 8%, C =
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3,4%) deve ser preparado com 8 mL da solucdo estoque de
poliacrilamida (30%), 16 mL de Agua destilada, 6 mL de TBE 5X, 230
UL de persulfato de ambénia e 30 uL de TEMED. O tamp&do utilizado no
aparato eletroforético (TBE 1X) tem pH 8,0 e a corrida
eletroforética é realizada a 240 V e cerca de 35 mA e tem duracéo
de quatro horas e 30 minutos. A revelacdo e secagem do gel
procedem como descrito para o exon 2a.

Os produtos do segundo tipo de PCR foram analisados através de
eletroforese SSCA. 0 gel (T = 10%, C = 2%) é preparado com 6 mL de
solucdo estoque de poliacrilamida 50% (49 g de acrilamida, 1 g de
bisacrilamida, 5 mL de glicerol e &gua destilada para completar
100 mL), 6 mL de &gua destilada e 18 mL de TBE 5X. O tampdo da
cuba eletroforética (TBE 1X) tem pH 8,0 e a corrida é efetuada a
60 V e 10 mA por 19 horas e a 240 V por mais duas horas. A

revelacdo e secagem do gel procedem como descrito anteriormente.

4.2.6 Analise estatistica

As comparacdes entre as médias de atividade enzimdtica foram
realizadas através do teste t e as comparacdes entre as
freqiiéncias alélicas e fenotipicas através do teste X2 com
correcdo de Yates. Todos os resultados foram analisados com 95% de

confianca.
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5. RESULTADOS

O apéndice 1 mostra a numeracdo das amostras incluidas nesse
estudo, indicando as informacdes disponiveis para cada amostra e
incluindo um quadro geral dos resultados obtidos. Algumas vezes,
durante a descricdo dos resultados e a discussdo, serd referida a
numeracdo das amostras que se encontra indicada no apéndice 1.
Para melhor compreensdo dos resultados desse estudo, os dados
obtidos foram divididos de acordo com a abordagem técnica
efetuada. Dessa forma, os dados das andlises moleculares séao
descritos em um sub-tépico e os dados referentes as demais
metodologias em outros.

5.1 RESULTADOS MOLECULARES

Nesse estudo os exons 2, 3 e 4 do gene BCHE foram amplificados

e analisados através das metodologias descritas anteriormente. Os

resultados de cada um dos fragmentos analisados sdo mostrados nos

sub-itens a segquir.

5.1.1 Exon 2

O exon 2 do gene BCHE foi parcialmente amplificado, da maneira
descrita na metodologia (ver figura 2), produzindo dois fragmentos
denominados 2a e 2b. Foram amplificadas e analisadas 71 amostras
para os fragmentos 2a e 2b e os resultados referentes a cada um

desses dois fragmentos sdo mostrados em sub-itens separados.

5.1.1.1 Exon 2a

O fragmento 2a, que tem 193 pares de bases e contém o sitio da

mutacdo BCHE*70G, foi amplificado e analisado em 71 amostras de
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ADN de indigenas Guarani do Mato Grosso do Sul. As 71 amostras
analisadas para o fragmento 2a ndo apresentaram nenhuma outra
variacdo, além da mutacdo BCHE*70G. A tabela 8 mostra o numero
total de individuos analisados e o nUmero de individuos que
apresentaram a mutacdo BCHE*70G em cada sub-tribo e na amostra

total.

TABELA 8. Numero de amostras amplificadas e analisadas para o
fragmento 2a do exon 2 do gene BCHE, numero de amostras contendo a
mutacdo BCHE*70G e freqiiéncia dessa mutagcdo em cada sub-tribo e

outros grupos étnicos e na amostra total.

SUB-TRIBO N (TOTAL) N (BCHE*70G)
Kaiowa 43 02
Nandewa 19 01
Kaiowa/Nandewa 05 -
Nandewa/Paraguaio 03 -
Kaiowa/Branco 01 -

Total 71 03

Para o céalculo da freqiiéncia da mutagcdo BCHE*70G nos Guarani
do Mato Grosso do Sul é considerada a amostra fenotipada total (N
= 258). Desse modo, a freqiiéncia da mutacdo BCHE*70G nos Kaiowa é
de 0,69% *+ 0,48 e nos Nandewa é de 0,60% * 0,59 e as duas sub-
tribos ndo apresentam diferenca significativa quanto a fregqiiéncia
dessa mutacéao (X2 = 0,012; p > 0,90). Para os demais céalculos
apresentados nesse trabalho, serd wutilizada a freqiiéncia da
mutacdo BCHE*70G na amostra total (0,58% + 0,33). A figura 3
mostra uma placa de gel de poliacrilamida apds eletroforese de

amostras amplificadas para o fragmento 2a.
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Figura 3. Reproducdo de uma placa de gel de poliacrilamida apéds
eletroforese-SSCA de amostras amplificadas para o fragmento 2a do
exon 2 do gene BCHE. As amostras 1, 2 e 5 s3do BCHE*U/BCHE*U, as

amostras 3 e 4 s3do BCHE*U/ BCHE*70G (UA).

5:1:1.2 Exon 2b

Foram amplificadas e analisadas 71 amostras para o fragmento
2b do exon 2 do gene BCHE. As 71 amostras amplificadas e
analisadas para o fragmento 2b ndo apresentaram outra variacéao,
além da mutacdo BCHE*390V. A tabela 9 mostra o resultado da
amplificacdo e andlise do fragmento 2b em cada sub-tribo e demais

grupos étnicos e no total amostral.
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TABELA 9. Numero de amostras amplificadas e analisadas para o
fragmento 2b do exon 2 do gene BCHE, numero de amostras contendo a
mutacdo BCHE*390V em cada sub-tribo e outros grupos étnicos e na

amostra total.

SUB-TRIBO N (TOTAL) N (BCHE*390V)
Kaiowa 43 6
Nandewa 19 4
Kaiowa/Nandewa 05 2
Nandewa/Paraguaio 03 1
Kaiowa/Branco 01 1
Total " 14

Algumas consideracdes devem ser levadas em conta para o
calculo da freqiiéncia da mutacdo BCHE*390V na populacdo Guarani do
Mato Grosso do Sul, de modo que esse calculo é apresentado na
discussdao dos resultados obtidos nesse estudo. A figura 4 mostra
uma placa de gel de poliacrilamida apds eletroforese de amostras

amplificadas para o fragmento 2b.

Figura 4. Reproducdo de uma placa de gel de poliacrilamida apds
eletroforese-SSCA de amostras amplificadas para o exon 2b do exon
2 do gene BCHE. As amostras 1, 3 e 4 sdo BCHE*U/BCHE*390V (UF2),
as amostras 2 e 5 sdo BCHE*U/BCHE*U.
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5.1.2 Exon 3

O exon 3 do gene BCHE foi amplificado em 262 amostras de ADN
de indigenas do Mato Grosso do Sul e os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforeses SSCA. Através da andlise das bandas
eletroforéticas das 262 amostras analisadas, foi verificado que,
dentro das condic¢des metodoldégicas j& descritas, o exon 3 do gene
BCHE mostrou-se homogéneo, nao apresentando variabilidade
detectavel. A tabela 10 indica o numero de amostras amplificadas e
analisadas para o exon 3, classificadas por sub-tribo e demais
grupos étnicos. A figura 5‘mostra uma eletroforese SSCA do exon 3,

na qual é possivel observar a homogeneidade das amostras.

TABELA 10. Numero de amostras amplificadas e analisadas para o

exon 3 do gene BCHE, classificados por sub-tribo e demais grupos

étnicos.

SUB-TRIBO NUMERO DE AMOSTRAS GENOTIPO
Kaiowa 149 BCHE*U/BCHE*U
Nandewa 83 BCHE*U/BCHE*U
Kaiowa/Nandewa 22 BCHE*U/BCHE*U
Kaiowa/Brasileiro 01 BCHE*U/BCHE*U
Kaiowé/Terena 01 BCHE*U/BCHE*U
Nandewa/Paraguaio 04 BCHE*U/BCHE*U
Nandewa/Brasileiro 01 BCHE*U/BCHE*U
Nandewa/Mulato Claro 01 BCHE*U/BCHE*U

Total 262 BCHE*U/BCHE*U




52

FIGURA 5. Reproducdo de placa de gel de poliacrilamida apés
eletroforese-SSCA de amostras amplificadas para o exon 3 do gene

BCHE. Todas as amostras sdao BCHE*U/BCHE*U.

5.1.3 Exon 4

O exon 4 do gene BCHE foi amplificado através de duas reacdes
de PCR diferentes, utilizando-se diferentes pares de iniciadores.
A tabela 11 mostra a quantidade de amostras amplificadas para cada

um dos dois pares de iniciadores.

TABELA 11. Freqiiéncia (+ E.P.) de amostras amplificadas e néao

amplificadas para o exon 4, através dos dois diferentes pares de

iniciadores.
INICIADORES AMOSTRAS AMOSTRAS NAO TOTAL
AMPLIFICADAS AMPLIFICADAS
N % N %
P43 e P45 48 18,2 216 81,8 264
P43 e K25S 252 95,5 1p 4,5 264

A utilizacdo do par de iniciadores P43 e K25S permitiu a
amplificacdo de 252 amostras de ADN para o exon 4 do gene BCHE. A
tabela 12 mostra os numero de individuos por gendétipo e as

freqiiéncias do alelo BCHE*539T, classificados por sub-tribo e
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demais grupos étnicos. A figura 6 mostra uma placa de gel de
poliacrilamida apdés eletroforese SSCA de produtos amplificados do
exon 4 do gene BCHE.

TABELA 12. Numero de individuos analisados em cada sub-tribo e no
total de amostras, indicando os gendétipos encontrados e, quando

encontrado, a freqiiéncia do alelo BCHE*539T.

SUB-TRIBO BCHE*U/ BCHE*U/ BCHE*539T/ BCHE*539T
BCHE*U BCHE*539T BCHE*539T (¥ £ E.P.)
KW 137 07 02 3,8 & 1,1
Nw 69 07 = 4,6 + 1,7
KW/NwW 21 01 - 2,3 % 2,3
KW/B 01 = = =
KW/T 01 e - -
Nw/P 04 = = -
Nw/B 01 - = =
Nw/MC 01 = - -

TOTAL 235 15 02 3,8 * 0,8

KW = Kaiowd; NW = Nandewa; B = Brasileiro; T = Terena; P = Paraguaio e MC Mulato
Claro.

FIGURA 6. Reproducdo de placa de gel de poliacrilamida apbs
eletroforese-SSCA de amostras amplificadas para o exon 4 do gene
BCHE. A amostra 1 ¢é BCHE*U/BCHE*U, as amostras 2 e 3 sao
BCHE*539T/BCHE*539T (KK) e as amostras 4 e 5 sdo BCHE*U/BCHE*539T

(UK) .
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5.2 FENOTIPAGEM DO LOCO CHEZ

A fenotipagem do loco CHE2 foi efetuada em 258 amostras de
plasma de individuos Guarani do Mato Grosso do Sul. Os resultados
da fenotipagem sdao mostrados nas tabelas 13, 14 e 15. A figura 7
mostra uma placa de gel de &gar, pH 6,5, apds eletroforese de
amostras de plasma.

TABELA 13. Numero total de amostras, numero de amostras CHE2 C5+ e
freqiiéncia + E.P. do fendétipo CHE2 C5+ na amostra total, nas sub-

tribos Kaiowa, Nandewa e demais grupos étnicos!.

SUB-TRIBO N  CHE2 C5+ CHE2 C5+ (% t E.P.)

Kaiowa 145 20 13,8 £+ 2,9

Nandewa 83 15 18,1 + 4,2

Kaiowa + Terena 01 01 -

Nandewa + Paraguaio 04 01 -

Outros 25 0 0

Total 258 37 14,3 £ 2,2

* 0 ntmero total de individuos apresentando as miscigenacdes Kaiowd/Terena (N = 01) e
Nandewa/Paraguaio (N = 04) é muito pequeno, impossibilitando o calculo de freqiiéncia

fenotipica nessas sub-amostras.

TABELA 14. Frequiéncia (N, $% * E.P.) de individuos CHE2 C5+ por

localidade.

CHE2 C5+
LOCALIDADE N % £t E.P.
Amambai 08 6,1 £+ 2,1
Porto Lindo 16 31,4 + 6,5
Limdo Verde 06 16,2 + 6,1
Outras 07 18,4 * 6,3

Total 37 14,3 £ 2,2
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TABELA 15. Numero (N) e freqiiéncia (% + E.P.) do fendétipo CHE2

C5+, separados por sub-tribo e por localidade.

KAIOWA NANDEWA OUTRAS ETNIAS
Localidade N $® + E.P. N $ + E.P. N $ + E.P.
Amambai 07 1,8 * 2,8 - - 01 5,9 £ 5,7
Porto Lindo 01 100 £ O 14 30,4 t 6,8 g1 25,0 21,6
Limdo Verde 06 18,7 % 6,9 = - - 0,0
Jacaré 01 100,0 £ O = - - 0,0
Sossoro 01 100,00 =+ 0 - = - -
Tacuru 1 20,9 £ 17,9 01 33,3 £ 37,2 - -
Taquapiri 03 50;0 £ 20,4 = = = =
Outras = = = = = 0,0
Total 20 13,8 + 2.9 15 18,1 £ 4,2 02 6,7 + 4,5

s 10

fhy

i4 i

FIGURA 7. Reproducdo de uma placa de gel de éagar, pH 6,5, apds
eletroforese de amostras de plasma. As amostras 2, 3, 5, 9, 10 e
12 tém fendétipo CHE2 C5+ e as demais amostras tém fendétipo CHE2

L=,
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5.3 FENOTIPAGEM DO LOCO BCHE

A andlise do loco BCHE através de inibigdo enzimatica permitiu

a classificacdo fenotipica de 258 individuos. A tabela 16 mostra

os trés fendétipos identificados na amostra e as respectivas

freqiiéncias fenotipicas. A tabela 17 mostra o numero de individuos
classificados por localidade

observados em cada classe fenotipica,

e sub-tribo.

TABELA 16. Resultados da fenotipagem por inibicgéao enzimética,
indicando numero de individuos por fendétipo e freqiiéncias dos
fenétipos (% ¥ E.P.) do loco BCHE.
FENOTIPO N $ + E.P.
BCHE UA 02 0,78% + 0,55
BCHE UF 08 3,10% + 1,08
BCHE U 248 96,12% + 1,20
TOTAL 258 100,00%
TABELA 17. Numero de individuos, classificados nas trés classes
fenotipicas, separados por sub-tribo e por localidade.

KAIOWA NANDEWA KAIOWA/ OUTRAS ETNIAS

NANDEWA

LOCALIDADE U UF UA U UF UA U UF UA U UF UA TOTAL
Amambai 87 01 02 24 01 - 12 01 - 04 - - 132
Porto Lindo 01 - - 46 03 - 01 - - - - - 51
Dourados 01 - - 04 01 - - - - - - - 06
Guaimbé - 01 - - - - - - - - - - 01
Outras 52 - - 04 - - 08 - - 04 - - 68
Total 141 02 02 78 05 - 21 01 - o8 - - 258
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5.4 ATIVIDADE DA BChE

A medida de atividade enzimadtica foi realizada em 95
individuos, representando 36,8% da amostra total. A tabela 18
indica a sub-tribo e a 1localidade as quais pertencem esses
individuos. A comparacdo das médias de atividade enzimadtica das
sub-tribos Kaiowa (3,92 + 1,41 KU/L; N = 49) e Nandewa (4,41 *
1,63 KU/L; N = 28) nao indicou diferenca significativa (p > 5%),
de modo que as duas sub-tribos serdo consideradas conjuntamente
nas demais andlises referentes a atividade da BChE. Nas tabelas 19
e 20 podem ser observadas as médias (+ E.P.) da atividade da BChE
(KU/L) classificadas por fenétipo e por gendétipo do exon 2 do gene
BCHE, respectivamente. A tabela 21 mostra as relacdes de
consangiiinidade, as sub-tribos e os valores individuais de
atividade da BChE de individuos identificados como variantes do
loco BCHE. A tabela 22 mostra os resultados do teste de comparacéao
das médias de atividade da BChE dos individuos pertencentes a cada
uma das trés classes fenotipicas. A tabela 23 mostra as
comparacdes entre as atividades médias dos grupos genotipicos do
exon 2 do gene BCHE.

Na tabela 24 podem ser observadas as médias de atividade
enzimdtica dos individuos portadores da mutacdo K. A tabela 25
mostra os valores de p referentes as comparacdes das médias de
atividade enzimatica entre os individuos com gendétipos
BCHE*U/BCHE*U, BCHE*U/BCHE*K e BCHE*K/BCHE*K, obtidos através do

teste t.
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A tabela 26 mostra as médias de atividade da BChE (KU/L) nos

individuos com fenétipo CHE2 C5+ e CHE2 C5-. O resultado da
comparacdo entre as médias, através do teste t, ndo indicou
diferenca significativa entre as duas classes fenotipicas (t =

2,0, p > 5%).

TABELA 18. Amostra de individuos com resultados de medida de

atividade da BChE, classificados por sub-tribo e por

localidade.
LOCALIDADE KAIOWA NANDEWA KAIOWA/ OUTROS GRUPOS TOTA
NANDEWA ETNICOS
Amambai 35 10 06 03 54
Porto Lindo 01 16 01 02 20
Lim3do Verde 06 - 01 - 07
Cerrito - 01 - - 01
Dourados - 02 - - 02
Guaimbé 01 - - ~ 01
Jacaré 01 - 01 - 02
Miranda 01 - - - 01
Sapucaia - - 01 - 01
Tacuru 03 - - - 03
Taquapiri 02 01 - - 03
Total 49 28 10 05 95

TABELA 19. Médias (x E.P.) de atividade (KU/L) da BChE de

amostras classificadas por fendtipo.

FENOTIPO N Média * E.P.
BCHE UA 02 1,56 = 1,90
BCHE UF 08 3,56 + 0,97
BCHE U 68 4,35 + 1,42
TOTAL? 78 4,19 + 1,39

0 total da tabela 19 & menor que o da tabela 18, pois foram excluidos 17

individuos genotipados como portadores da mutagdo BCHE*539T.
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TABELA 20. Médias (+ E.P.) de atividade (KU/L) da BChE de

amostras classificadas por gendétipo do exon 2.

GENOTIPO N Média + E.P.
BCHE*U/BCHE*A 03 1,99 + 1,54
BCHE*U/BCHE*F2 14 4,01 + 1,27
BCHE*U/BCHE*U 40 4,25 + 1,22
TOTAL! 57 4,14 + 1,38

! Foram excluidas 14 das 17 amostras genotipadas como portadoras da mutagdo K do

exon 4. As trés amostras portadoras da mutagdo K que foram mantidas, apresentam
também a mutagdo F2.

TABELA 21. Atividade da BChE e relacdes de consangliinidade dos

individuos identificados como variantes do loco BCHE encontrados

na amostra da populacdo Guarani do Mato Grosso do Sull.

AMOSTRA SUB-TRIBO FENOTIPO GENOTIPO ATIV. consaneﬁxnxnannl
(KU/L)

286 KW BCHE UA  BCHE*U/BCHE*A 0,22 mie de 287

287 KW BCHE UA  BCHE*U/BCHE*A 2,90 filha de 286

402 Nw BCHE UF  geyg*K/BCHE*A2 2,87

313 KW BCHE UF BCHE*U/BCHE*F2 4,75

016 Rw BCHE UF  BCHE*U/BCHE*F2 2,02

814 Nw BCHE UF BCHE*U/BCHE*F2 3,08

281 Kw/Nw BCHE UF BCHE*U/BCHE*F2 4,67

290 KW BCHE UF BCHE*U/BCHE*F2 4,05

816 Rw BCHE UF BCHE*U/BCHE*F2 4,08 irmio de 817

817 W BCHE UF  BCHE*U/BCHE*F2 2,92 irmio de 816

020 Nw BCHE U  BCHE*K/BCHE*F2 3,53 mie de 022 e irmd de 024

202 KW/B BCHE U  BCHE*U/BCHE*F2 3,62

295 KW BCHE U  BCHE*U/BCHE*F2 6,34

309 KW BCHE U BCHE*K/BCHE*F2K 1,99

606 KW BCHE U  BCHE*U/BCHE*F2 4,86 irmio de 604 e 609

607 KW BCHE U  BCHE*U/BCHE*F2 4,34

628 KW/NwW BCHE U  BCHE*U/BCHE*F2 5,86

004 R BCHE U BCHE*U/BCHE*K 2,98

011 N BCHE U BCHE*U/BCHE*K 3,20

030 N BCHE U BCHE*U/BCHE*K 2,01

218 KW BCHE U BCHE*U/BCHE*K 1,96

245 KW BCHE U BCHE*U/BCHE*K 3,54

continua
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continuagiao da tabela 21

AMOSTRA SUB-TRIBO FENOTIPO GENOTIPO ATIV. CONSANGﬁINIDADEl
(KU/L)

318 KW BCHE U BCHE*U/BCHE*K 2,89

328 KW BCHE U BCHE*U/BCHE*K 3,78

330 KW BCHE U BCHE*K/BCHE*K 2,02

332 KW BCHE U BCHE*U/BCHE*K 4,03

333 KW BCHE U BCHE*U/BCHE*K 3,98

334 KwW/RwW BCHE U BCHE*U/BCHE*K 4,02

403 Nw BCHE U BCHE*U/BCHE*K 2,99 filha de 638

601 KW BCHE U BCHE*U/BCHE*K 3,22 irmd de 619

846 Nw/Pp BCHE U BCHE*U/BCHE*K 3,42 irmd de 814

Y ver apéndice 1. 2 Posigdo trans inferida.

TABELA 22. Valores de p, obtidos através do teste t, referentes a
comparacdo das médias de atividade da BChE de individuos com

fenétipo BCHE U (N=68), BCHE UA (N=2) e BCHE UF (N=8).

CLASSES FENOTIPICAS COMPARADAS TESTE t
BCHE U X BCHE UA p < 5%
BCHE U X BCHE UF p > 5%
BCHE UA X BCHE UF p < 5%

TABELA 23. Valores de p, obtidos através do teste t, referentes a
comparacdo das médias de atividade da BChE de individuos com
gendtipo BCHEU/BCHEF2 (N=14), BCHE*U/BCHE*A (N=3) e BCHE*U/BCHE*U

(N=40) do exon 2 do gene BCHE.

GENOTIPOS COMPARADOS TESTE t
BCHE*U/BCHE*U X BCHE*U/BCHE*A p < 5%
BCHE*U/BCHE*U X BCHE*U/BCHE*F2 p > 5%

BCHE*U/BCHE*A X BCHE*U/BCHE*F2 p < 5%
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TABELA 24. Médias (+ E.P.) de atividade (KU/L) da BChE de amostras

classificadas por gendétipo do exon 4 do gene BCHE.

GENOTIPO N Média t E.P.
BCHE*K/BCHE*K 02 2,00 + 0,02
BCHE*U/BCHE*K 15 3,23 + 0,64
BCHE*U/BCHE*U 68 4,35 + 1,42
TOTAL' 85 4,10 + 1,25

* Foram excluidas as amostras fenotipadas como BCHE UA (N = 02) e BCHE UF (N = 08).

TABELA 25. Valores de p, obtidos através do teste t, referentes a
comparacdo das médias de atividade da BChE de individuos com
genétipo BCHE*U/BCHE*U (N = 68), BCHE*U/BCHE*UK (N = 15) e

BCHE*K/BCHE*K (N = 02).

GENOTIPOS COMPARADOS TESTE t
BCHE*U/BCHE*U X BCHE*U/BCHE*K p > 5%
BCHE*U/BCHE*U X BCHE*K/BCHE*K p < 5%
BCHE*U/BCHE*K X BCHE*K/BCHE*K p < 5%

Tabela 26. Comparacdo das médias (teste t) de atividade da BChE

(KU/L) entre individuos com fenétipo CHE2 C5+ e CHE2 C5-.

FENOTIPO N Média

CHE2 C5+ 16 4,40
CHE2 C5- 55 4,27
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6. DISCUSSA0

6.1 EXON 2 E FENOTIPAGEM DO LOCO BCHE

A amplificacdo e andlise do exon 2 do gene BCHE foi realizada
em 71 amostras de ADN, correspondendo a 27,2% das amostras
analisadas para o exon 3 e 28,2% das amostras analisadas para o
exon 4. A tabela 27 caracteriza o sub-grupo amostral amplificado e
analisado para os fragmentos 2a e 2b do exon 2, indicando os

resultados dos exons 3 e 4 e da fenotipagem.

Tabela 27. Numero de amostras e caracterizacdo, através do
cruzamento com os demais dados obtidos por fenotipagem e
genotipagem do loco BCHE, do sub-grupo amostral amplificado e

analisado para os fragmentos 2a e 2b.

FENOTIPO EXON 3 EXON 4 EXON 2a EXON 2b N
BCHE U BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U 40
BCHE U BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U  BCHE*U/BCHE*390V 05
BCHE U BCHE*U/BCHE*U  BCHE*U/BCHE*539T BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U 13
BCHE U BCHE*U/BCHE*U  BCHE*U/BCHE*539T BCHE*U/BCHE*U  BCHE*U/BCHE*390V 01
BCHE U BCHE*U/BCHE*U BCHE*539T/BCHE*539T BCHE*U/BCHE*U  BCHE*U/BCHE*390V 01
BCHE U BCHE*U/BCHE*U BCHE*S539T/BCHE*539T  BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U 01
BCHE UA BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*70G  BCHE*U/BCHE*U 02
BCHE UF BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*U  BCHE*U/BCHE*390V 07

BCHE UF BCHE*U/BCHE*U BCHE*U/BCHE*539T BCHE*U/BCHE*70G BCHE*U/BCHE*U 01
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Essa tabela mostra que os dados fenotipicos, obtidos através
de inibicdo enzimdtica, ndo apresentam total correspondéncia com
os dados obtidos através de anadlise direta de ADN. A fenotipagem
do loco BCHE indicou oito individuos com fendétipo BCHE UF e dois
com fendétipo BCHE UA. Dentre as oito amostras fenotipadas como
BCHE UF, sete apresentaram a mutagdao BCHE*390V (F2). Observando a
tabela 27 é possivel perceber que uma das amostras fenotipadas
como BCHE UF ndo apresenta a mutacdao BCHE*390V, mas apresenta as

mutacdes BCHE*70G (A) e BCHE*539T (K).

6.1.1 Exon 2a e fenotipagem do loco BCHE

A fenotipagem do 1loco BCHE indicou dois individuos com
fenétipo BCHE UA (ver tabela 16) e a genotipagem da sub-amostra de
71 individuos (ver tabela 27) confirmou a presenca da mutacéo
BCHE*70G (A) nessas duas amostras, bem como numa terceira amostra
fenotipada como BCHE UF. Esse individuo fenotipado como BCHE UF
ndo apresenta a mutacdo BCHE*390V (F2), mas apresenta as mutacdes
BCHE*70G (A) e BCHE*539T (K). A tabela 28 mostra os nuUmeros de

inibicdo dos trés individuos portadores da mutacdo BCHE*70G.

TABELA 28. Numeros de inibicdo enzimatica pelo DL-propranolol (PN)
e pelo Ro2-0683 (RON) dos trés individuos portadores da mutagéo

BCHE*70G (A) .

AMOSTRA NUMEROS DE INIBICAO FENOTIPO GENOTIPO

PN RON
286 44,00 56,40 BCHE UA BCHE*U/BCHE*A
287 54,81 56, 60 BCHE UA BCHE*U/BCHE*A

402 68,89 86,47 BCHE UF BCHE*K/BCHE*A
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Os valores de PN e de RON das amostras 286 e 287 encontram-se
dentro dos limites de variacdo caracteristicos do fendétipo BCHE UA
(ver tabela 7). A amostra 402, apesar de ndo apresentar o alelo
BCHE*F, mostra valores de PN e RON caracteristicos do fenétipo
BCHE UF. A falha na fenotipagem pode decorrer de fatores
individuais dessa amostra, como por exemplo uma outra mutac¢do no
gene BCHE.

A freqiéncia do alelo BCHE*70G obtida através de inibicao
enzimatica (0,39% * 0,3%) ndo difere significativamente (X2 = 0,2;
p > 0,70) da freqiéncia obtida através dos dados genotipicos
(0,58% + 0,3%), de modo que as comparagdes com as freqiiéncias do
alelo em outras populacdes serdo realizadas a partir dos dados
genotipicos. A tabela 29 mostra as compara¢cdes entre as
freqiiéncias do alelo BCHE*70G, obtidas nesse estudo, com base nos

dados genotipicos, e em outras populacgdes mundiais.

TABELA 29. Comparacgao (X2; p) entre as freqiiéncias do alelo
BCHE*70G nos Guarani do Mato Grosso do Sul, calculadas com base em

dados de anélise direta de ADN (0,58% * 0,3%), e em outras

. .1
populagdes mundiais .

POPULAGAO N BCHE*70G (% + E.P.) X2; p
Europa 35770 1,69 + 0,04 3,85; < 0,05
Asia 7441 0,73 = 0,06 ; 0,16; > 0,50
Américas 19544 1,04 + 0,04 2,10; > 0,10
Africa 6467 0,46 + 0,05 0,17; > 0,50
Oceania 4244 1,44 + 0,13 2,60; > 0,05
1

Revisdo em WHITTAKER, 1986.
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Os dados populacionais da tabela 29 foram obtidos através de
testes de inibicdo enzimatica, de modo que a freqiiéncia do alelo
BCHE*70G foi calculada com base na freqiiéncia do fendétipo BCHE UA.
As comparacdes dessas freqiiéncias com aquela obtida nesse estudo,
através de dados de andlise direta de ADN, indicaram que a
freqiiéncia da mutacdo BCHE*70G é significativamente mais alta na
populacdao da Europa, enquanto que nas demais popula¢des ndo foram
encontradas diferencas significativas.

ALCANTARA e cols. (1995) analisaram, através de inibicéo
enzimdtica, nove tribos indigenas brasileiras e encontraram o
alelo BCHE*70G apenas nos Mura provenientes de Guapenu (1,4% ¢
1,0). Nos Mura provenientes de Autazes e Murutinga o alelo nado foi
encontrado. Estudos anteriores, englobando 2334 individuos,
mostram que o alelo BCHE*70G nado foi encontrado em 21 tribos
indigenas brasileiras. Em outros grupos indigenas Sul-americanos o
alelo foi encontrado com freqiiéncias variando de 0,2% * 0,2 nos
Mataco-Charote da Argentina a 3,1% + 0,6 nos Makiritare da
fronteira Venezuela-Brasil. O alelo foi também encontrado em
indios Mexicanos com freqiiéncias de 0,9% + 0,4, 0,5% + 0,1 e 3,8%
+ 1,0. Nas duas tribos Norte-americanas analisadas (Apache e
Navajo) o alelo ndo foi encontrado (revisdo em ALCANTARA e cols.,
1995). A freqiiéncia do alelo BCHE*70G nos Guarani do Mato Grosso
do Sul encontra-se dentro dos limites de freqiiéncia Jj& descritos
para indios Sul-americanos.

A presenca do alelo BCHE*70G nos Guarani do Mato Grosso do Sul

é o sequndo relato do alelo em populag¢des indigenas brasileiras.
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As freqiiéncias do alelo nos dois grupos de indigenas brasileiros

onde foi encontrado ndo diferem significativamente (X2 = 2,02; p <
0,20).

ALCANTARA € cols. (1995) sugerem que a ocorréncia do alelo
BCHE*70G em populacdes indigenas é devida a fluxo génico de
populacdes caucasdides. Baseiam sua hipdétese na baixa incidéncia
do alelo em populacgdes indigenas e na predominadncia do alelo em
populacdes caucasdides.

Lan Du e cols.(1990) observaram que 90% dos alelos BCHE*70G
estdo em cis com a mutagcdo BCHE*539T em populac¢des caucasdides.
Nos Guarani do Mato Grosso do Sul, dos trés individuos portadores
da mutacdo BCHE*70G, apenas um apresentava também a mutacao
BCHE*539T. E bastante provavel que esse individuo que tem as duas
mutacdes (BCHE*70G e BCHE*539T) ndao as apresente em cis, uma vez
que se espera uma Unica origem de BCHE*70G e que a freqiiéncia de
recombinacdo entre os dois sitios é extremamente baixa.

A tabela 30 mostra alguns dados referentes aos 03 individuos
portadores da mutacdo BCHE*70G, encontrados na populacdo Guarani
do Mato Grosso do Sul, que podem servir de marcadores de

miscigenacdo com outros grupos étnicos.
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TABELA 30. Dados de tipagem sanguinea para o grupo ABO e de

tipagem de HLA-DRB1 para os 03 individuos portadores da mutacao

BCHE*70G.

AMOSTRA® GRUPO ABO? PRESENCA DE ALELOS NAO
AMERINDIOS NO LOCO HLA-DRB1?

286 0 NAO

287 o) NAO

402 NT NAO

* Ver Apéndice 1.

2 Tsuneto (comunicagdo pessoal, 2000).
NT = N&do tipado.

Os dados mostrados na tabela acima ndo sdo indicativos de
miscigenacdo, pois nenhum dos trés individuos portadores da
mutacdo BCHE*70G apresentou alelo ndo amerindio no loco DRB1l, ou
tipagem de ABO que indicasse miscigenac¢do. Apesar dos dados néo
indicativos da tabela 30, sabe-se que essa tribo apresenta
miscigenacdo (Loco HLA-DRBI: 16% em Nandewa e 2,4% em Kaiowa
Tsuneto, comunicacdo pessoal, 2000). Considerando os aspectos
anteriormente discutidos, a nossa hipétese é de que o alelo
BCHE*70G tenha entrado na populacdo Guarani do Mato Grosso do Sul
por fluxo génico de populacdes caucasbdides, concordando com a

hipétese anteriormente proposta por ALCANTARA e cols. (1995).

6.1.2 Exon 2b e fenotipagem do loco BCHE

A analise do sub-grupo amostral, escolhido para genotipagem
dos fragmentos 2a e 2b do exon 2, indica que a fenotipagem deixou
de detectar a presengca da mutacdo BCHE*390V. Dentre os 61
individuos fenotipados como usuais, que foram genotipados para o
fragmento 2b, sete foram identificados como portadores da mutacgao

BCHE*390V (ver tabela 27).
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Considerando que a andlise molecular do exon 2 foi efetuada em
apenas parte da amostra 'fenotipada, é possivel inferir que na
amostra total de individuos fenotipados como usuais (N = 248) néao
foram detectados cerca de 11,5% t+ 4,1%, ou seja, cerca de 29
individuos heterozigotos para a mutacdo BCHE*390V. Se somarmos
esses 29 individuos, aos sete BCHE*UFZ2 anteriormente detectados,
encontramos a freqiiéncia de 6,98% + 1,12% para o alelo BCHE*390V.
A comparacdo das freqiiéncias obtidas através de fenotipagem (1,55%
+ 0,54%) e de PCR-SSCA, corrigida como sugerido anteriormente

(6,98% + 1,12%), indica diferenca significativa entre as duas

freqiiéncias (X2 = 18,6; p < 0,001).

A tabela 31 mostra os numeros de inibig¢do pelo DL-propranolol
e pelo R0o2-0683 dos individuos portadores da mutacdo BCHE*390V que
foram fenotipados como usuais, bem como dos individuos fenotipados
como BCHE UF. Nessa tabela ¢é possivel observar que os oito
individuos fenotipados como BCHE UF apresentam valores de PN
dentro dos limites de variacdo que identificam o fendétipo BCHE UF.
As amostras 281 e 817 apresentam valores de RON um pouco acima do
limite de variacdo esperado para o fenétipo BCHE UF, porém a
anadlise conjunta dos numeros de inibicdo de PN e de RON indicam o
fen6tipo BCHE UF. As sete amostras fenotipadas como usuais e
genotipadas como portadoras da mutagdo BCHE*390V apresentam
numeros de inibicdo, tanto PN como RON, caracteristicos do
fenétipo BCHE U (ver tabela 07). Nenhuma dessas amostras
apresentou valores criticos, que pudessem sugerir um resultado
duvidoso por se encontrarem na faixa de sobreposicdo dos limites
de variacdo dos numeros de inibicdo caracteristicos de cada

fendétipo.
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TABELA 31. Numeros de inibig¢do enzimdtica pelo DL-propranolol (PN)

e pelo Ro02-0683 (RON) dos individuos heterozigotos quanto a

mutacdo BCHE*390V (F2) fenotipados como BCHE U e como BCHE UFl.

AMOSTRA NUMEROS DE INIBICAO FENOTIPO GENOTIPOS NAO
PN RON USUAIS EM OUTROS
siTIios

020 72,95 90, 30 BCHE U BCHE*U/BCHE*K

202 71,91 88,63 BCHE U -

295 76,68 92,75 BCHE U -

309 76,63 89,67 BCHE U BCHE*K/BCHE*K

606 77,66 93, 68 BCHE U -

607 80, 50 93, 62 BCHE U -

628 72,96 92,27 BCHE U -

016 56,84 86,31 BCHE UF -

281 64,45 87,20 BCHE UF -

290 67,57 82,86 BCHE UF -

313 66,55 86,05 BCHE UF -

402 68,89 86,47 BCHE UF BCHE*U/BCHE*A;
BCHE*U/BCHE*K

814 68,08 85, 88 BCHE UF -

816 63,70 85,18 BCHE UF -

817 64, 60 87,24 BCHE UF -

E Todas as amostras fenotipadas como BCHE UF foram submetidas a trés diferentes testes de
inibig¢do que confirmaram os numeros de inibigdo para os dois inibidores.

Considerando todos os resultados e andlises anteriormente
mostrados nesse estudo, é possivel sugerirmos trés hipbteses para
justificar a difenca verificada entre as técnicas de fenotipagem e
de PCR-SSCA. A primeira hipdétese estd relacionada a problemas de
ordem técnica. Como verificado nesse estudo, a técnica de
fenotipagem por inibigcdo enzimdtica detecta apenas cerca de 20%
(7/36 inferidos) dos 1individuos heterozigotos para a mutacéo

BCHE*390V. Desse modo, é possivel que essa metodologia permita a
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deteccdo da mutacdo BCHE*390V em apenas parte dos casos. A segunda
hipbtese sugere que uma outra mutagcdo no gene BCHE, nao
identificada nesse estudo, possa alterar a afinidade dos
inibidores DL-propranolol e Ro02-0683 pela BChE, levando a uma
falha na deteccdo do fendétipo BCHE UF, ou, especificamente, da
mutacdo BCHE*390V. Uma terceira hipdétese é de que uma variagdo em
outra enzima, que ndo a BChE, possa estar interferindo,
indiretamente, na afinidade da BChE frente aos inibidores
utilizados nesse estudo. Como a populacdo desse estudo ¢é
relativamente pequena e isolada, é possivel supor que a presenca
de variante dessa outra enzima, que supostamente alteraria a
afinidade da BChE frente ao DL-propranolol e ao Ro2-0683, poderia
estar ocorrendo em freqiiéncias maiores que em outras populacdes ja
analisadas. Fenotipagem por método cego, de individuos ja
genotipados por andlise direta de ADN, poderd ajudar a esclarecer
se esse problema é de ordem técnica. Estudos populacionais
realizados através de andlise molecular virdo a acrescentar mais
informacdo a esse respeito, permitindo wuma discussdo melhor
fundamentada dessa questdo. Os dados populacionais encontrados na
literatura referem-se a freqiiéncias alélicas calculadas a partir
de freqiiéncias fenotipicas obtidas por testes de 1inibicéo
enzimatica, que ndo permitem a distincdo dos alelos BCHE*243M (F1)
e BCHE*390V (F2), ambos responsaveils pelo fenbétipo resistente ao
fluoreto. A nomenclatura utilizada para os alelos resistentes ao
fluoreto, que sao detectados conjuntamente através dos testes de

inibicdo enzimatica, é BCHE*F, englobando os alelos BCHE#*390V (F2)
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e BCHE*243M (F1). Sdo mostradas, a segquir, as comparacdes
relacionadas as freqliéncias obtidas por fenotipagem e por analise
molecular.

A comparacdao da freqiiéncia obtida nesse estudo, através de
inibicdo enzimatica (BCHE*F = 1,55% + 0,54%; ver tabela 16), com
as freqiiéncias descritas para outras quatro tribos indigenas
brasileiras e para outras populacdes mundiais é mostrada na tabela

32.

TABELA 32. Comparacdo da freqiiéncia obtida nesse estudo (1,55% %
0,54%) através de inibicdo enzimdtica com as freqiiéncias descritas

para outras tribos indigenas brasileiras®’ e para outras populacdes

.. 2
mundiais .

POPULAGAO N BCHE*F (% t E.P.) X2; p
Europa 35770 0,21 =+ 0,01 41,80; < 0,001
Asia 7441 0,40 * 0,05 15,33; < 0,001
Américas 19544 0,07 £ 0,01 126,63; < 0,001
Africa 6467 1,35 £+ 0,10 0,14; > 0,70
Oceania 4244 0,15 + 0,03 40,81; < 0,001
Urubu-Kaapor 28 7,1 + 3,4 7,7; p < 0,001
Asurini 52 2,9 t1,6 0,9; p > 0,30
Mura 69 0,7 £ 0,7 0,6; p > 0,50
Sateré-Mawé 191 0,5+ 0,4 2,1; p > 0,10

: ALCANTARA € cols. (1995).

2 Revisdo em WHITTAKER, 1986.

3 os cdlculos das frequéncias alélicas foram baseados em resultados de inibigdo

enzimitica, ndo permitindo a distingcdo entre os diferentes fendétipos resistentes ao
fluoreto, por isso ¢é utilizada a nomenclatura BCHE*F que se refere a todos os alelos
responsaveis pelo fenétipo.
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Os dados da tabela 32 mostram que a freqiiéncia do alelo BCHE*F
nos Guarani do Mato Grosso do Sul nédo difere da freqiiéncia do
alelo em populacdo africana, e é significativamente mais alta que
em populacdes da Europa, Asia, Américas e Oceania. Essa freqiiéncia
mais alta pode decorrer de caracteristicas da populacdo Guarani do
Mato Grosso do Sul, tais como: tamanho reduzido e maior isolamento
relativo. A tabela 32 também indica diferencas significativas na
freqiiéncia de BCHE*F entre os Guarani do Mato Grosso do Sul e os
Urubu-Kaapor, enquanto que nas demais tribos ndo foram encontradas
diferencas significativas. ©Nos Guarani do Parand nao foram
encontrados individuos com fenétipo BCHE UF. Essas variacdes na
freqliéncia de BCHE*F parecem ocorrer ao acaso, de modo due a
deriva genética pode ser o principal fator evolutivo envolvido no
estabelecimento dessas freqiiéncias.

Entre os Amerindios a freqiiéncia do fenétipo BCHE UF varia de
0 a 7,1% + 3,4% e as freqiliéncias obtidas nesse estudo, através de
dados fenotipicos (1,55% + 0,54%) e considerando a perda de
individuos heterozigotos (6,98% + 1,12%), se encontram dentro
desse intervalo. Como os dados da literatura baseiam-se em testes
de inibicdo enzimatica, é possivel que algumas das freqiiéncias
alélicas ja& descritas estejam sub-estimadas devido a perda de
heterozigotos (BCHE/BCHE*390V).

Os dados referentes a mutacdo BCHE*390V obtidos através de
PCR-SSCA e corrigidos com a inclusaéao dos heterozigotos

(BCHE/BCHE*390V) detectados como usuais, sugerem que a freqiiéncia
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dessa mutacdo se encontre no seguinte intervalo: 3%-11%, com 95%
de confianca, levando-se em conta a perda de aproximadamente 53% a
88%, respectivamente. As comparac¢des entre a freqiiéncia da mutacao
BCHE*390V estimada nesse estudo e as freqiiéncias em outras
populacdes mundiais ficam comprometidas em decorréncia das
diferencas entre as técnicas, como discutido anteriormente. O
trabalho de ALCANTARA e cols. (1995), que indica as freqiiéncias do
alelo BCHE*F em diferentes populacdes amerindias, foi realizado
pelo mesmo laboratério e de acordo com a mesma técnica de
fenotipagem do loco BCHE que foi utilizada nesse estudo. Desse
modo, ¢é possivel recalcular as freqiiéncias da mutacdo BCHE*390V
nessas tribos, inferindo que a técnica detecta apenas cerca de 20%
dos casos, com base no estimado para os Guarani do Mato Grosso do
Sul. A tabela 33 mostra essas freqiéncias corrigidas e as
comparacdes com a freqiéncia, também corrigida, da mutacaéo

BCHE*390V nos Guarani do Mato Grosso do Sul.

TABELA 33. Comparacdo entre a freqliéncia alélica obtida nesse

estudo através de PCR-SSCA (6,98% + 1,12%) e as freqiliéncias

. o P . 1
descritas para outras populacdes amerindias -

POPULAGAO N BCHE*F (%) X2; p

Urubu-Kaapor 28 35,7 47,2; < 0,001
Asurini 52 14,4 6,4; < 0,02
Mura 69 3,6 2,1; > 0,10
Sateré-Mawé 191 2,6 8,6; < 0,01

* ALCANTARA € cols. (1995).
2 valores corrigidos com base no erro de cerca de 80% discutido anteriormente.
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A freqiéncia significativamente mais alta observada nos Urubu-
Kaapor j& tinha sido observada na comparacdo das freqiliéncias
estimadas a partir de dados fenotipicos. As freqiéncias corrigidas
do alelo BCHE*F nos Assurini e nos Sateré-Mawé passam a mostrar
diferencas significativas em relacdo a freqiiéncia da mutacdo nos
Guarani do Mato Grosso do Sul. O intervalo da freqiiéncia corrigida
de BCHE*F nos Amerindios analisados por ALCANTARA e cols. (1995) ¢,
aproximadamente, o seguinte: 3% a 36%. Esse intervalo engloba o
valor corrigido da freqiiéncia de BCHE*390V (6,98% * 1,12%)
estimada para os Guarani do Mato Grosso do Sul.

ALCANTARA e cols. (1995) sugerem que o alelo BCHE*F nido é de
origem indigena e que tenha entrado nas populacdes Amerindias
através de fluxo génico. Os autores basearam essa hipbétese nas
seguintes consideracgdes: o seu estudo foi o primeiro a indicar a
presenca do alelo BCHE*F em populac¢des Amerindias; das 19 tribos
analisadas, somente quatro apresentaram o alelo resistente ao
fluoreto, trés delas pertencentes ao grupo linguistico Tupi-
Guarani (Urubu-Kaapor, Asurini e Sateré-Mawé); essas quatro tribos
apresentam caracteristicas de miscigenagcdo com grupos nao

indigenas (SanLzano e cols., 1990); a incidéncia do alelo BCHE*F é

restrita geograficamente (Urubu-Kaapor = 46°18'0,2°18’S, Asurini =
49°40'0,3°35’S, Sateré-Mawé = 57°20'0,3°50’S e Mura = 59°13’0,
3°35’s).

A populacgdo Guarani do Mato Grosso do Sul pertence ao grupo
linguistico Tupi-Guarani, mas ndo tem a mesma localizacgéao

geografica das tribos que apresentaram o alelo BCHE*F (ver tabela
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2). ALCANTARA e cols. (1995) analisaram a populacdo Guarani do
Parand e nao encontraram o alelo BCHE*F, de modo que as duas
tribos do Parand e do Mato Grosso do Sul diferem quanto & presenca
do alelo. E importante frisar que a maioria dos estudos
encontrados na literatura baseiam-se em dados de inibicédo
enzimatica, o que pode estar acarretando uma perda de
heterozigotos (BCHE/BCHE*390V) e, desse modo, levando a
freqliéncias sub-estimadas do alelo BCHE*F, ou mesmo a auséncia do
alelo nas populacgdes. Estudos populacionais, através de analise
direta de ADN, podem levar as freqiéncias reais dos alelos
BCHE*390V e BCHE*343M, bem como de outros alelos que possam ser
responsaveis pelo fendétipo resistente ao fluoreto.

ALCANTARA e cols. (1991a) e FaDEL-PICHETH (1991) estimaram,
através de dados obtidos por inibigcdo enzimatica, a freqiiéncia do
alelo BCHE*F na populacdo de Curitiba em 0,51% * 0,15% e 0,61% %
0,13%, respectivamente. Souza e cols. (1998) analisaram, através de
andlise direta de ADN, uma amostra, selecionada apdés fenotipagem
por inibicdo enzimatica, de doadores de sangue de Curitiba e
encontraram a mutacdo BCHE*390V com freqiiéncia de 0,34% * 0,12%.
Considerando os dois estudos prévios de freqiiéncia do alelo BCHE*F
na populacdo de Curitiba, Souza e cols. (1998) sugerem que pelo
menos metade dos fendétipos resistentes ao fluoreto sejam
determinados pela mutacdo BCHE*390V. A freqiiéncia obtida por Souza

e cols. (1998) para a mutacdo BCHE*390V é significativamente mais
baixa (X2 = 160,5; p < 0,001) que a freqiiéncia detectada, por

inibicdo enzimadtica, nos Guarani do Mato Grosso do Sul (1,55% ¢
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0,54%). Os dados de Souza podem ser corrigidos com base no erro
estimado para os Guarani, pois a ©populacdo analisada foi
previamente fenotipada pela mesma técnica utilizada nesse estudo.
A freqiliéncia corrigida do alelo BCHE*390V passa a ser de 1,69% ¢

0,26%, diferindo significativamente da freqiiéncia corrigida dos

Guarani (6,98% * 1,12%; X2 = 46,6; p < 0,001).

A tabela 34 mostra alguns dados referentes aos 14 individuos
portadores da mutagdo BCHE*390V, encontrados na populag¢do Guarani
do Mato Grosso do Sul, que podem servir de marcadores de

miscigenagdao com outros grupos étnicos.

TABELA 34. Dados de tipagem sanguinea para o dgrupo ABO e de

tipagem de HLA-DRBl1 para os 14 individuos genotipados como

BCHE*U/BCHE*390V.
AMOSTRA' GRUPO ABO’ PRESENCA DE ALELOS NAO
AMERINDIOS DO LOCO HLA-DRBI1’
016 NT SIM
020 NT SIM
202 NT SIM
281 0 NAO
290 0 NAO
295 o] NAO
309 NT NAO
313 NT NAO
606 NT NAO
607 NT NAO
628 NT NAO
814 o) SIM
816 0 | SIM
817 0 SIM

* ver Apéndice 1.

2 Tsuneto (comunicagdo pessoal, 2000).
NT = Ndo tipado.
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De acordo com SALZANO e CALLEGARI-JACQUES (1988), a maioria dos
indios americanos, especialmente de regides tropicais, tem apenas
o tipo O. Os dados apresentados na tabela 34, embora incompletos,
mostram que todos os individuos tipados para o grupo ABO, sdo do
tipo O. Esses dados ndo sdo conclusivos, mas servem como um
indicador negativo de miscigenagdo, uma vez que o tipo O é
caracteristico dos Amerindios.

Os dados de TSUNETO (comunicacdo pessoal, 2000) sao
informativos quanto a presenca de alelos ndo amerindios no loco
DRB1. A tabela 34 mostrab que, dos 14 individuos com gendétipo
BCHE/BCHE*390V, seis apresentam alelos ndo amerindios no loco
DRB1, ou seja, apresentam indicacdo de miscigenacdo com grupos
étnicos ndo indigenas. Os outros oito individuos portadores do
alelo BCHE*390V nao apresentam alelos ndo Amerindios.

Sugerimos duas hipbéteses para a origem do alelo BCHE*390V nos
Amerindios. A primeira sugestdo é que o alelo BCHE*390V possa ter
entrado na populacdo Guarani do Mato Grosso do Sul através de
fluxo génico de populagdes ndo amerindias e aumentado sua
freqiiéncia por deriva genética, apoiando a hipbétese ja levantada
por ALCANTARA e cols. (1995). A nossa segunda hipdtese sugere que a
mutacdo seja antiga e que estava presente entre os Paleoindios.
Baseamos essa hipbétese nas altas freqiiéncias do alelo verificadas
nos Urubu-Kaapor, Assurini e Guarani do Mato Grosso do Sul, que,
embora pertencam ao grupo lingliistico Tupi-Guarani, apresentam

localizacdo geogréafica distinta.
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6.2 EXON 3

A andlise do exon 3 (237 pb) do gene BCHE através de SSCA, de
acordo com a metodologia utilizada nesse estudo, nd3o mostrou
variabilidade molecular nesse segmento de ADN. A primeira
consideracdo é de carater técnico e diz respeito & qualidade das
eletroforeses SSCA. Nessas eletroforeses ocorreu o6tima separacdo
das bandas de ADN desnaturado (ver figura 5), permitindo a
visualizacdo das duas fitas do segmento amplificado. De acordo com
HAYASHI e YANDELL (1993) hé& uma probabilidade de cerca de 90% de
deteccdo de mutacdo em um segmento de cerca de 237 pb. Nesse
estudo, ndo tivemos acesso a nenhuma amostra controle para as
raras mutacdes Jja& identificadas no exon 3 do gene BCHE. Desse
modo, a ndo deteccdo de mutacdo poderia ser devida aos 10% de
possibilidade de falha na metodologia utilizada. Entretanto, de
acordo com o que foi comentado sobre a separacdo eletroforética,
seria pouco provavel a perda de dgqualquer mutacdo presente no
segmento analisado. A segunda consideracdo remete as mutacdes, até
hoje identificadas, no segmentc em questao: BCHE*497V,
BCHE*500STOP, BCHE*518L e BCHE*12E3-8G. Essas quatro mutac¢des sédo
idiomérficas, podendo, portanto, ndo estarem presentes na amostra
desse estudo, simplesmente por serem raras. A terceira
consideracido a ser feita estd relacicnada ao carater da amostra. A
amostra desse estudo é de populacdo indigena, ou seja, de uma
populacédo cujas caracteristicas a diferem de outras populacgdes.
Tais caracteristicas, que a tornam particular, sdo: o alto grau de

isolamento e o tamanho populacional. Esse grau de isolamento
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permite a manutencdo de grande parte da identidade genética
original da populacdo, impedindo sua perda em decorréncia de
miscigenag¢des. O tamanho reduzido da populacdo acentua o efeito da
deriva genética, levando a fixac¢des o1 perdas de alelos.

Uma uUltima colocacdo pode ser feita, tendo como base a
freqliéncia da mutagdo BCHE*539T localizada no exon 4 do gene BCHE.
Essa mutacao, encontrada nesse estudo com freqiéncia de 3,77% =
0,85%, mostrou-se significativamente menos freqiiente na populacéao
Guarani do Mato Grosso do Sul, que em outras populacdes jéa
analisadas. A mutacdo BCHE*497V do exon 3, até hoje s6 foi
identificada ao nivel de ADN, em apenas uma familia (BARTELS e
cols., 1992a). Nessa familia a mutacdo BCHE*497V encontrava-se em
ligacdo absoluta com a mutacdo BCHE*539T, do exon 4. Assim, a
possibilidade de detectar a mutacdo BCHE*497V deve ser maior em
individuos dque possuam a mutagdao BCHE*539T. Cazarote (1999), em
estudo com doadores de sangue de Curitiba, investigou 1870
cromossomos, contendo a mutacdo BCHE*539T, quanto a variabilidade
do exon 3, e ndo encontrou nenhuma das mutacdes anteriormente
descritas, concluindo que essas variacgdes sdo idiomérficas. Como
na populacdo Guarani a freqiiéncia do alelo BCHE*539T é Dbastante
baixa (3,8% <+ 0,8%; tabela 12), considera-se improvavel a

ocorréncia da mutacdo BCHE*497V.
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6.3 EXON 4

A amplificagcdo do exon 4 do gene BCHE, como Jja& mostrado no
item referente aos resultados, foi realizada em duas etapas,
devido a problemas de amplificacdo com o par de iniciadores P43 e
P45. Como pode ser observado na tabela 11, a proporgdao de
amplificagcdo foi de apenas 18,2% para esse par de iniciadores.
Considerando que as amostras ndo amplificadas através de P43 e P45
j& haviam sido amplificadas anteriormente para o exon 3 do gene
BCHE, descartamos a possibilidade de problemas com as amostras de
ADN e concentramos a atencdo no par de iniciadores que estava
sendo utilizado.

Como descrito na metodologia referente ao exon 4, foram
realizados alguns testes para definicdo de um novo par de
iniciadores. Através desses testes foi constatado que a falha na
amplificacdo era decorrente do iniciador P45 que, aparentemente,
ndo se anelava ao sitio correspondente no segmento de ADN a ser
amplificado. O par de iniciadores P43 e P45 ja& havia sido
utilizado para amplificacdo de amostras de ADN de doadores de
sangue de Curitiba, sem apresentar problemas na amplificacdo do
exon 4 do gene BCHE, de modo que ¢é possivel sugerirmos uma
alteracdo no sitio de anelamento do iniciador P45 prépria da
populacdo Guarani do Mato Grosso do Sul. O iniciador utilizado
para substituir P45, denominado K258, por ser mais externo,
amplifica o sitio de anelamento de P45.

A andlise das eletroforeses-SSCA, do fragmento amplificado

através do par de iniciadores P43 e K25S, ndo permitiu a
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identificacdo de nenhuma alteracdo conformacional que pudesse
corresponder a uma mutacdo no sitio de anelamento de P45. Embora
nossos resultados ndo sejam conclusivos, nossa hipbétese é de que
uma mutacdo de ponto na regidao do sitio de anelamento de P45 possa
ter levado a falta de amplificacdo do exon 4 do gene BCHE através
do iniciador P45. O seqiienciamento dessa regido do gene BCHE pode
trazer mais informacdes a respeito dessa questio.

Os resultados utilizados para as andlises e calculos de
freqiiéncias alélicas referentes ao exon 4 sdo todos relacionados
as amplificag¢des realizadas através do par de iniciadores P43 e
K25S. Os resultados da andlise do exon 4 do gene BCHE mostram que
a freqliéncia do alelo BCHE*539T nessa amostra Guarani do Mato

Grosso do Sul é de 3,8% * 0,8% (tabela 12). A tabela 35 mostra as
diferencas observadas (X2, p) entre a freqiiéncia do alelo

BCHE*539T na populacdo desse estudo e em outras populacdes

anteriormente analisadas.

TABELA 35 Freqiiéncias do alelo BCHE*539T em diferentes populacdes

! N A s L . .
mundiais e comparac¢des com a freqiéncia alélica obtida nos Guarani

do Mato Grosso do Sul (3,8% + 0,8%).

POPULACAO N BCHE*539T (% * E.P.) X2 p

BAmérica do Norte 94 12,8 + 3,4 19,1 < 0,001
Escécia 102 19,6 £ 3,9 47,9 < 0,001
Japao 232 _ 16,4 + 3,9 43,7 < 0,001
Japao 280 17,5 + 2,3 51,4 < 0,001
Dinamarca 50 18,0 + 5,4 29,5 < 0,001
Euro-brasileiros 190 18,4 + 2,8 41,52 < 0,001
Afro-brasileiros 164 17,1 + 2,9 33,68 < 0,001

* SouzA e cols., 1998.
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A tabela 35 mostra as diferencas observadas entre a populacéo
desse estudo e as populagées Euro-brasileiras (18,4% * 2,8%) e
Afro-brasileiras (17,1% + 2,9%), indicando que a freqiiéncia do
alelo BCHE*539T é significativamente menor nos Guarani do Mato
Grosso do Sul. Assim como nas comparacdes com populacdes
brasileiras ndo indigenas (ver tabela 35), a freqiiéncia do alelo
BCHE*539T nos Guarani do Mato Grosso do Sul mostrou-se
significativamente mais baixa que nas demais populac¢des mundiais
j& analisadas. Essas diferencas podem ser Jjustificadas por se
tratar de uma populacdo pequena e isolada, aumentando o efeito da
deriva genética e gerando uma freqiiéncia diferenciada para o alelo
BCHE*539T nos Guarani do Mato Grosso do Sul.

Os dados da tabela 12 mostram que a populacdo Guarani do Mato
Grosso do Sul estad em desequilibrio de Hardy-Weinberg (X2 = 4,02,
p < 0,05) quanto as freqliéncias genotipicas do exon 4 do gene
BCHE. A anadlise, em separado, das sub-tribos Kaiowd e Nandewa,

indicou que a populacdo Nandewa estd em eqiiilibrio de Hardy-
Weinberg (X2 = 0,72, p > 50%). A populacdo Kaiowa esta em

desequilibrio de Hardy-Weiberg (X2 = 8,99, p < 0,01) em
decorréncia de dois individuos homozigotos para a mutacdo K
(BCHE*539T/BCHE*5397T) . Embora néb exista indicacéao de
consangiinidade entre os dois iﬁdividuos homozigotos, ambos
pertencem a sub-tribo Kaiowd e sdoc provenientes de Amambai. A
ocorréncia do deseqiiilibrio pode estar rélacionada ao tamanho

reduzido e ao isolamento da populacédc, ou seja, ao ndo cumprimento
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de premissas béasicas do teorema de Hardy-Weinberg. Apesar da
ocorréncia de desequilibrio de Hardy-Weinberg, como ndo foi

encontrada diferenca significativa na freqiiéncia da mutacédo

BCHE*539T entre os Kaiowd e os Nandewa (X2 = 0,01, p > 0,90), as
duas sub-tribos podem ser consideradas como uma unica populacédo.

A tabela 36 mostra alguns dados referentes aos 17 individuos
portadores da mutacdo BCHE*539T, encontrados na populacdo Guarani
do Mato Grosso do Sul, que podem servir de marcadores de

miscigenacdo com outros grupos étnicos.

TABELA 36. Dados de tipagem sanguinea para o grupo ABO e de
tipagem de HLA-DRB1 para os 17 individuos portadores da mutacéao
BCHE*539T.

AMOSTRA' GRUPO ABO’ PRESENCA DE ALELOS NAO
AMERINDIOS NO LOCO HLA-DRB1?
004 NT NAO
011 NT SIM
020 NT SIM
030 0 NAOQ
218 0 NAO
245 0 NAO
309 NT NAO
318 NT NAO
328 0 NAO
330 o NAO
332 0 NAO
333 0 NAO
334 0 NAO
402 NT NAO
403 NT NAO
601 NT NAO
846 0 SIM

! Ver Apéndice 1.

2 Tsuneto (comunicagdo pessoal, 2000).

NT = N&ao tipado.
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Todos os individuos tipados para ABO sdo do tipo O, ou seja,
ndo indicativo de miscigenacéo, uma vez dque o tipo O é
caracteristico dos amerindios (SALzaNO e CALLEGARI-JACQUES, 1988). A
presenca de alelos ndo amerindios nop loco DRB1 foi detectada em
trés individuos ©portadores da mutacéo BCHE*539T, indicando
miscigenagcdo com outros grupos étnicos. Embora seja possivel que o
alelo BCHE*539T tenha entrado na populacdo Guarani do Mato Grosso
do Sul através de fluxo génico de populag¢des ndo indigenas, as
informagcdes a respeito da distribuicdo e freqiiéncias dessa mutacao
em outros grupos étnicos sugerem uma hipbétese alternativa.

A mutagdo BCHE*539T é de dificil identificag¢do através de
testes de inibigdo enzimdtica, de modo que os dados apresentados
na tabela 35 representam as freqiiéncias, até hoje estabelecidas,
para essa mutacgao. Esse &estudo é& o primeiro relato de
identificagdo, através de andlise direta de ADN, da mutacdo
BCHE*539T em populagdes amerindias. Dessa forma, apesar de ndo
dispormos de informagdes a respeito da presenga e da distribuicgéo
da mutagdo BCHE*539T em outras populagdes indigenas, sabemos gque
essa mutagdo é amplamente distribuida em diferentes grupos étnicos
(ver tabela 35), sugerindo que essa seja uma mutagdo antiga. A
nossa hipdtese, baseada nessa distribuigdo ampla, aliada ao fato
da mutagdo BCHE*539T ser encontrada em freqiiéncias altas, é que
provavelmente estava presente entre os paleoindios.

A tabela 31 mostra que o individuo 309 é homozigoto para a
mutagdo BCHE*539T e heterozigoto para a mutagdo BCHE*390V, de modo
que, em um dos cromossomos, apresenta essas mutagdes em cis. A

freqiiéncia de recombinagdo entre esses sitios & inferida como de

cerca de 1/1500 por geragdo, levando em conta apenas o niGmero de
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nucleotideos entre eles. Considerando que a mutagcdo BCHE*539T,
presente nesses Guarani, tenha tido uma Unica origem, esse caso

parece ser indicativo do raro fendmeno de recombinagao.

6.4 LOCO CHEZ2

A tabela 15 mostra os resultados da fenotipagem do loco CHEZ,
indicando as freqiéncias do fendétipo CHE2 C5+ obtidas nesse
estudo, nas sub-tribos Kaiowa (13,8% + 2,9%) e Nandewa (18,1% *
4,2%). Com base nesses dados foi possivel verificar que nédo existe
diferenca significativa (X2 = 0,74, p > 5%) entre as freqiiéncias
do fenétipo CHE2 C5+ obtidas nas duas sub-tribos.

Dentre a amostra total Kaiowa (N = 145), 62,07% + 4,03% sao
provenientes de Amambai, 22,07% * 3,44% de Limdo Verde e os demais
15,86% + 3,03% sdo provenientes das demais localidades
representadas na amostra Kaiowd (ver tabela 5). Dos individuos
Nandewa 55,42% + 5,04% sdo provenientes de Porto Lindo, 30,12% %
5,04% sao provenientes de Amambai e os demais 14,46% * 3,9% das
demais localidades representadas na amostra Nandewa (ver tabela
5). Dos 37 individuos com fenbétipo CHE2 C5+, 54,05% + 8,19%
pertencem & sub-tribo Kaiowd e 40,54% * 8,07% & sub-tribo Nandewa
(ver tabela 15). Dentre a amostra Kaiowd com fendébtipo CHE2 C5+,
35% * 10,66% sdo provenientes de Amambai, 30% * 10,25% de Liméo
Verde, 15% + 7,98% de Taquapiri, os demais 20% * 8,94% séo
provenientes de Porto Lindo, Jacaré, Sossoro e Tacuru, cada uma
delas, representando, isoladamente, 5% + 4,87%. Dos individuos
Nandewa fenotipados como CHE2 C5+, 93,33% * 6,44% sdo provenientes

de Porto Lindo e 6,67% + 6,44% de Tacuru. Os dados da tabela 15



86
mostram que a localidade mais representada dentre os individuos
com fenétipo CHE2 C5+ é Porto Lindo (43,24% + 8,14%), seguida de
Amambai, (21,62% * 6,77%) e Limdo Verde (16,22% * 6,06%). Embora
Amambai tenha uma representacdo maior no que se refere a amostra
total (51,16% * 3,11%), Porto Lindo eparece como a localidade mais
representada nos individuos com fenétipo CHE2 C5+. A amostra
Kaiowa, proveniente de Porto Lindo, é constituida de apenas um
individuo, com fenétipo CHE2 C5+. (0s resultados das comparacgdes
das freqiiéncias do fendétipo CHE2 C5+ entre as trés localidades

mais representadas na amostra tozal (tabela 14) podem ser

observados na tabela 37.

TABELA 37. Comparacdes (X2; p) das fregiléncias do fenétipo CHE2
C5+ entre as trés localidades mais representadas (Amambai, Porto
Lindo e Limdo Verde) e entre as demais localidades da amostra.

CHE2 C5+

LOCALIDADES COMPARADAS X2

Amambai/Porto Lindo 20,68 < 0,1%
Amambai/Limdo Verde 3,92 < 5%
Amambai/Outras 17,60 < 0,1%
Porto Lindo/Limdo Verde 2,63 > 10%
Porto Lindo/Outras 0,19 > 50%
Limdo Verde/Outras 2,99 > 5%

Os dados da tabela 37 indicam que a freqiiéncia do fendbétipo
CHE2 C5+ é significativamente menor em Amambai, tanto em relacgdo a
Porto Lindo e Limdo Verde como as demais localidades. Como nao
existe diferenca significativa, em relacdo ao fendétipo CHE2 C5+,
entre as sub-tribos Kaiowd e Nandewa, a diferenca observada entre
as localidades ndo é devida a freqliéncias diferentes nessas duas

sub-tribos. Desse modo, nos demais calculos e discussdes, ¢é
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utilizada a freqiiéncia total do fendétipo CHE2 C5+, estimada na
populacdo Guarani do Mato Grosso do Sul (14,34% + 2,18%). A tabela
38 mostra as freqiiéncias do fenétipo CHE2 C5+ em outros grupos
indigenas e as comparacdes com a freqiiéncia obtida nesse estudo. A
tabela 39 mostra a distribuicdo da freqiiéncia do fendétipo CHE2 C5+
em 30 populacdes indigenas brasileiras.

As tabelas 38 e 39 mostram que o fendétipo CHE2 C5+ ¢é
encontrado em outras populacdes amerindias, além da populacéo
Guarani do Mato Grosso do Sul, indicando uma ampla distribuicgéao
entre as diferentes populacgdes indigenas brasileiras e sugerindo
que o fendétipo estava presente nos paleo-indios. Considerando a
distribuicdo geral do fenétipo entre as diferentes populacdes jéa
analisadas e a diferenca significativa (X2 = 52,28; p < 0,1%)
verificada entre os Guarani do Parand e do Mato Grosso do Sul, a
deriva genética parece ser o principal fator evolutivo responséavel
pelo padrdo de distribuicdo observado. Dentre as 17 tribos, cujas
freqiiéncias foram comparadas aquela obtida nesse estudo, nove
mostraram-se significativamente diferentes (52,9%), enquanto as
demais ndo apresentaram diferenca significativa. Os resultados
dessas comparacdes, assim como aqueles que mostram diferencas
entre as localidades dos Guarani do ﬁato Grosso do Sul, reforcam a
hipétese de que a deriva genética esteja atuando como fator
evolutivo, ndo apenas na distribuigdo dos fenbétipos entre as
diferentes populacdes, como também na determinacdo das freqiiéncias
fenotipicas. Os resultados obtidos nesse estudo, bem como os

demais dados encontrados na literatura, ndo parecem indicar que



esteja ocorrendo

CHE2 C5+.

TABELA 38.

diferentes grupos étnicos indigenas e comparacdes
freqiiéncias com a freqiiéncia obtida nesse estudo

Freqiéncias do

fenétipo

CHE2
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selecdo favoravel ou desfavoravel ao fendtipo

+ E.P.) em
(X2, p)
(14,34% = 2,18%).

dessas

TRIBO N CHE2 C5+ X2 VALORES DE p
(5 £ E.P.)
Wai Wai1 163 14,7 + 2,8 0,01 > 90%
Urubu—Kaapor2 210 26,2 + 3,0 10,29 < 1%
Asurini2 162 0] 25,48 < 0,1%
Mura 112 1,8 + 1,3 13,06 < 1%
Mura1b 68 59+ 2,9 3,50 > 5%
Sateré—Mawé3 188 0 29,40 < 0,1%
Tenharim3 23 8,7 £ 5,9 0,06 > 80%
Krahé3 94 8,5 2,9 2,10 > 10%
Gaviéo1 176 8,0 + 2,0 4,11 < 5%
Zorc’>1 71 1,4 £ 1,4 9,11 < 1%
Surui1 97 4,1 + 2,0 7,20 < 1%
Pacaas Novos 219 15,0 + 2,4 0,05 > 80%
Xavante1 94 20,2 = 4,1 1,76 > 10%
Kaingang . 57 24,6 + 5,7 3,60 > 5%
Kaingang1d 123 8,1 £ 2,5 2,97 > 5%
Kaingang 120 4,2 + 1,8 8,58 < 13
Guarani M’byalf 172 45,9 + 3,8 52,28 < 0,1%
! Auchntara e cols., 1995. “ PrmMo-ParMo e cols., 1986. ~ GuerrelRo e cols., 1987, & Mura
provenientes de Atuazes e Murutinga. Mura provenientes de Guapenu. Kaingang

. . . e . . .
provenientes de Tamarana. Kaingang provenientes de Ivai. Kaingang provenientes de Rio

das Cobras. Guarani M’'bya provenientes de Rio das Cobras.
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TABELA 39. Distribuicdo da freqiiéncia (%) do fenbétipo CHE2 C5+ em

30 populacdes indigenas brasileiras!.

CHE2 C5+ (%)2

o) o 1) o ) o 1) o )
o — N N ™ ™ < < 0 o)
o) —
o o) o To) o ) o o) o
o o To) — — N ~N ™ ™ < < )
N° de locais 6 4 6 5 2 3 2 0 0 0] 1 1

4 ARENDS € cols. (1970); Guerreiro e cols. (1985, 1987, 1989); PriMo-ParRMO e cols. (1986);

GUERREIRO e SaNTOs (1987); ALcANTARA e cols. (1995); presente estudo. 2 Tabela adaptada de
ALCANTARA € cols. (1995).

A tabela 40 mostra que o fenbétipo CHE2 C5+ é encontrado com
diferentes freqiiéncias, em diferentes populacdes mundiais, estando
ausente na amostra da Oceania (revisdo em WHITTAKER, 1986). Esses
dados nado diferem daqueles observados nas populacdes indigenas
brasileiras, ou seja, ampla distribuicdo geografica do fendtipo

CHE2 C5+.

TABELA 40. Freqiéncia do fendétipo CHE2 C5+ em populacdes da

Europa, Asia, Américas, Africa e Oceanial.

POPULAGAO N CHE2 C5+ (N) CHE2 C5+ (% * E.P.)
Europa 14.361 1.288 9,0 + 0,2
Asia 8.555 260 3,0 + 0,2
Américas 7.090 514 7,2 + 0,3
Africa 4.703 255 5,4 + 0,3
Oceania 686 0 , 0

1 Revisdo em WHITTAKER, 1986.

Os dados apresentados na takela 41 indicam que existe
diferenca significativa entre a freqiiéncia do fendétipo CHE2 C5+ na

populacdo de Curitiba e na populagdo Guarani do Mato Grosso do
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Sul. Essa diferenca pode decorrer da constituicdo original das
duas populagdes e da dinédmica, a® longo do tempo, de cada

populacéo.

TABELA 41. Freqliéncias do fenbétipo CHE2 C5+ (% + E.P.) em

populacdo de Curitiba e comparacao (X2, p) dessa freqiiéncia com

aquela obtida nesse estudo (14,34% + 2,18%).

N CHE2 C5+ (% * E.P.) X2 p

oe

POPULAGAO DE 2541 10,23 £ 0,60% 4,17 <1

CURITIBA!

* Chautard-Freire-Maia e cols., 1991a.

2 93,0% brancos; 0,4% mulatos; 2,2% negros e 4,4% ndo classificados.

6.5 ATIVIDADE DA BChE

Os dados da atividade enzimdtica podem servir como indicadores
da presenca de mutagcdes no loco BCHE que 1levem ao efeito
fenotipico de diminuicdo quantitativa ou qualitativa da BChE.
Podem também indicar caracteristicas populacionais, como no caso
de populacdes 1indigenas que apresentam, em média, atividade
enzimdtica menor quando comparadas as médias de populacdes
caucasbéides. Em relacdo ao loco CHE2, a atividade média ¢é, em
geral maior em individuos com fenétipo CHE2 C5+, o aumento
dependendo de caracteristicas de cada populagcdo e da técnica
utilizada para medida de atividade enziméatica.

Os resultados de atividade enzimadtica obtidos nesse estudo
fornecem algumas informacdes de cardter geral da populacdo e
também informacdes particulares das variantes dos locos BCHE e

CHEZ2.
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A atividade média da populacdo Guarani do Mato Grosso do Sul
(4,19 £ 1,39) é significativamente menor (p < 5%) que a média da
populacdo de Curitiba (4,89 * 1,87) verificada por ALCANTARA (2000),
através da mesma técnica de medida de atividade utilizada no
presente estudo. Esse resultado concorda com a literatura que
indica que a atividade média da BChE em certas populagdes
indigenas pode ser menor (PrIMo-PArRMO e cols., 1986).

Os dados de atividade enzimatica das variantes do loco BCHE,
obtidos através de inibicdo enzimatica, podem ser observados nas
tabelas 19, 21 e 22. A atividade da BChE mostrou-se
significativamente menor (p < 5%) em individuos com fendétipo BCHE
UA (1,56 = 1,90 KU/L) em relacdo aos individuos fenotipados como
BCHE U (4,35 * 1,42 KU/L) e BCHE UF (3,56 + 0,97 KU/L).

Como pode ser observédo na tabela 21, as duas pessoas com
fenétipo BCHE UA sd3o mde e filha e ambas apresentaram o alelo
BCHE*70G (mutacdo A) em heterozigose com o alelo BCHE (usual) e
ndo apresentaram a mutagdao BCHE*539T no exon 4 (ver sub-item
resultados moleculares). A tabela 21 mostra, também, que a
atividade da amostra 286 (0,22 KU/L) corresponde a 5,06% da
atividade enzimdtica média observada na amostra usual (4,35 + 1,39
KU/L), incluindo o individuo no grupo <caracterizado como
silencioso, ou seja, com atividade enzimatica menor que 10% da
atividade média da populacdo. A andlise molecular realizada nesse
estudo para a amostra 286 ndo permitiu a detecgdo de qualquer
outra mutacdo que pudesse justificar o fendétipo silencioso. Como o

exon 2, o maior dos quatro exons do gene BCHE, ndo foi analisado



92

por inteiro, é possivel que outra mutacdo, responsavel pela
diminuicdo na atividade enzimatica, esteja presente nesse exon,
mas ndo nos fragmentos analisados nesse estudo. O seqlienciamento
do gene BCHE poderia determinar se realmente h& alguma mutacgédo
responsavel pela diminuicdo da atividade enzimdtica verificada na
amostra 286 e se tal mutacdo ja foi descrita. A amostra 287 (filha
de 286) apresenta atividade enzimdtica mais alta (2,90 KU/L),
correspondendo a 66,7% da média da populacdo Guarani do Mato
Grosso do Sul, o que pode indicar que recebeu da mde apenas o
alelo BCHE*70G e nao a mutagdao responsadvel ©pelo fendtipo
silencioso. Como o grupo BCHE UA é composto por somente duas
amostras e uma delas apresenta fendétipo silencioso quanto a
atividade da BChE, é possivel que a significéncia observada seja
decorrente da presenca de outra mutacdo e nao da mutacdo A
(BCHE*70G) . Outra possivel justificativa para a atividade
extremamente baixa da BChE observada na amostra 286, é de
alteracdo fisioldbgica, pois além dos fatores genéticos, diversos
outros fatores relacionados a diminuicd3o da atividade da BChE sé&o
citados na literatura. WHITTAKER (1986) lista os seguintes fatores
relacionados a diminuicdo da atividade da BChE: anemias crénicas;
carcinoma; didlise renal; doencas debilitantes crénicas; doenca do
coladgeno; doencas hepaticas; estrdégenos; infarto do miocérdio;
infeccdes agudas; mixedema; subnutrigdo; tuberculose; hiperpirexia
e uremias.

O grupo de individuos fenotipados como BCHE UF ndo apresentou

diferenca significativa na média de atividade em relagdo a média
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da populacdo desse estudo. Desse modo, o fenbétipo resistente ao
fluoreto nd3o acarreta em perda significativa na atividade da BChE.
Esse grupo, assim como o grupo BCHE U, mostrou atividade
enzimadtica significativamente maior (p < 5%) que o grupo BCHE UA.

A comparacao das médias de atividade dos individuos
genotipados como variantes do exon 2 do gene BCHE (ver tabelas 20,
21 e 23) 1levou aos mesmos resultados obtidos entre as classes
fenotipicas referentes a fenotipagem do loco BCHE. As diferencas
s6 sdo significativas em relagcdo a classe genotipica dos
individuos que apresentam a mutacdo BCHE*70G (A), levando as
mesmas consideracdes anteriormente discutidas dos resultados
referentes as classes fenotipicas.

A tabela 25 mostra que a comparacdo das médias de atividade da
BChE ndo indicou diferenca significativa (p > 5%) entre os
individuos com genétipo BCHE/BCHE e BCHE/BCHE*539T. Diferencas
significativas (p < 5%) foram encontradas entre as médias de
atividade enzimatica dos individuos com gendétipos BCHE/BCHE e
BCHE*539T/BCHE*539T e entre BCHE/BCHE*539T e BCHE*539T/BCHE*539T.
A mutacdo BCHE*539T leva a uma perda de cerca de 30% da atividade
da BChE em homozigotos e 15% em heterozigotos, indicando que
seriam esperadas perdas correspondentes nas médias de atividade
enzimidtica nos homozigotos (BCHE*539T/BCHE*539T) e heterozigotos
(BCHE/BCHE*539T) encontrados nesse estudo. A média do grupo
heterozigoto corresponde a 74,25% e a do grupo homozigoto a 45,97%
da média de atividade da BChE da populacdo Guarani. A perda nos
homozigotos foi de 54,03%, ou seja cerca do dobro da perda

observada no grupo heterozigoto (25,75%).
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A andlise da atividade da BChE quanto aos fendétipos do loco
CHE2 ndo indicou diferenca significativa (ver tabela 26) entre as
médias de atividade enzimédtica dos individuos CHE2 C5+ (4,40 KU/L)
e CHE2 C5- (4,27 KU/L). PriMo-ParMo e cols. (1986), analisando indios
Pacads, relataram um aumento de 50% na atividade da BChE nos
individuos com fendétipo CHE2 C5+ e SucIMORI (1986) verificou um
aumento de 30% em populacdo CHE2 C5+ do Japdao quando comparada com
CHE2 C5-.

Os resultados dos Guarani do Mato Grosso do Sul parecem
indicar dgque, nessa populacdo, a presengca da banda Cs ndo ¢é
suficiente para levar a um aumento significativo da atividade da
BChE. Embora o fenétipo CHE2 C5+ seja amplamente distribuido nas
populacdes humanas, geralmente levando ao aumento da atividade

enzimdtica, a composicdo da banda C5 ainda é desconhecida e o

fenétipo CHE2 C5+ tem expressividade varidvel (HArRrRIS e cols.,
1980; CHAUTARD-FREIRE-MAIA e cols., 1991b; ALCANTARA, 2000) . A

expressdo da banda Cg é caracterizada pela sua intensidade, que

pode variar de muito intensa a muito fraca. ALCANTARA (2000)
observou que o aumento de cerca de 30% na atividade de individuos
CHE2 C5+, em relacdo a CHE2 C5-, ndo decorre apenas da presenca da

banda C5, mas de um possivel efeito do alelo CHE2*C5+ aumentando a

atividade de outras formas moleculares da BChE presentes no
plasma. Nossa hipdétese é que a magnitude da influéncia do alelo
CHE2*C5+ na atividade total da BChE parece depender da populacgédo

estudada, devido tanto a diferencas ambientais como genéticas.
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7. CONCLUSOES

7.1 LOCO BCHE

A analise do gene BCHE, por PCR-SSCA, na amostra Guarani do
Mato Grosso do Sul permitiu a identificacdo de duas mutagdes no
exon 2 e uma no exon 4: BCHE*70G (Aj; BCHE*390V (F2) e BCHE8539T
(K), respectivamente. O exon 3 ndo apresentou nenhuma variacéao.

A freqiiéncia da mutacdo BCHE*70G (0,58% * 0,38%) é semelhante
as freqiéncias observadas em outras populagcdes mundiais e
encontra-se dentro dos limites de freqiiéncia Jja descritos para
indios sul-americanos (0 - 3,1% * 0,6%). Quanto a origem e
freqiiéncia dessa mutacgdo, sugerimos gque tenha entrado por fluxo
génico de populagdes caucasbdides e estabelecido sua fregqiiéncia por
deriva genética.

A freqiéncia do alelo BCHE*390V (6,98% + 1,12%), é
significativamente mais alta que aquela observada na populacdo de
Curitiba (1,69% + 0,26%; X2 = 46,6; p < 0,001) e encontra-se
dentro do intervalo descrito na literatura para outras populacdes
amerindias (3% a 36%). Sugerimos duas hipbéteses referentes a
origem do alelo nos amerindios: 1) entrada por fluxo génico de
populacdes nao amerindias e deriva genética atuando no
estabelecimento das freqiiéncias alélicas; 2) mutag¢do antiga,
presente nos paleo-indios, e deriva genética atuando no
estabelecimento das freqiiéncias alélicas.

O exon 3 do gene BCHE ndo apresentou nenhuma variacao

detectavel pela metodologia empregada nesse estudo. Considerando
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que todas as mutacbes Jj& descritas para esse exon sdo
idiomérficas, nossa hipbébtese é que estejam ausentes na populacgido
Guarani do Mato Grosso do Sul.

Em relacdo a falta de amplificacdo do exon 4 através dos
iniciadores P43 e P45, nossa hipbtese é de que exista uma mutacgéao
de ponto na regido do sitio de anelamento de P45, gque pode ser
prépria dessa populacdo ou ter atingido freqliéncias mais altas em
decorréncia da deriva genética. O seqienciamento dessa regido do
gene BCHE pode trazer mais informagcdes a respeito dessa questdo. A
freqiliéncia da mutacédo BCHE*539T (3,80% + 0,80%) é
significativamente mais baixa que em outras popula¢des mundiais.
Nossa hipbétese é& dque essa seja uma mutacdo antiga que estava

presente entre os paleoindios.

7.2 PCR-SSCA E FENOTIPAGEM POR INIBICAO ENZIMATICA DO LOCO BCHE

Os dados de 1inibigcdo enzimatica, referentes ao fendtipo
resistente ao fluoreto (BCHE UF), nao apresentam total
correspondéncia com os dados obtidos através de PCR-SSCA
referentes a mutacdo BCHE*390V (F2), resistente ao fluoreto. A
falha na deteccéo, por inibicdo enziméatica, de individuos
heterozigotos para a mutagcdo BCHE*390V foi de cerca de 80%. Das
hiﬁéteses aventadas, consideramos que a ocorréncia de problemas
metodolégicos seja a mais provavel e sugerimos que a fenotipagem
detecte apenas parte dos individuos heterozigotos para a mutacgao
BCHE*390V (F2). Ndo foi encontrada diferenca significativa, entre
as técnicas de inibicdo enzimdtica e de PCR-SSCA, na deteccdo da

mutacdo BCHE*70G.
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7.3 LOCO CHEZ2

A freqiéncia do fendétipo CHE2 C5+ (14,34% * 2,18%) esta dentro
do intervalo descrito na literatura para populacdes indigenas
brasileiras (0 - 55%). Nossa hipbétese é que a deriva genética atue
como fator evolutivo na distribuicdo dos fenbétipos entre as
diferentes populacdes e na determinacgéo das freqiiéncias

fenotipicas.

7.4 ATIVIDADE DA BChE

A atividade média da populacdo Guarani do Mato Grosso do Sul
(4,19 + 1,39) é significativamente menor que a média da populacéao
de Curitiba (4,89 + 1,87; p < 5%). As atividades médias do grupo
heterozigoto para mutacdo BCHE*70G e do grupo homozigoto para a
mutacdo BCHE*539T sdo significativamente menores que a média do
grupo usual.

Ndo foi encontrada diferenca significativa entre as médias de
atividade enzimatica dos individuos CHE2 C5+ (4,40 KU/L) e CHE2
C5- (4,27 KU/L), o que nos leva a hipbétese de que a magnitude da
influéncia do alelo CHE2*C5+ na atividade total da BChE parece
depender da populacdo estudada, devido tanto a diferencas

ambientais como genéticas.



8. APENDICE 1

Apéndice 1. Numeragio das amostras, indicando sub-tribo, sexo, local de proveniéncia e resultados individuais.

Amostra | Fenétipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exond | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
001 U U U - NwW M Dourados
002 U U U - Nw F Amambai
003 U U U - NwW F Amambai
004 U U U U UK 2,98 - Nw F Amambai
005 U U U - Nw F Amambai
006 U U U - Nw F Amambai
007 U U U - Nw M Porto Lindo
008 U U U . Nw F Amambai
009 U U U - NwW F Amambai
010 14} U U - Nw F Amambai
011 U U U U UK 3,19 - Nw F Amambai
012 U U U - Nw F Amambai
013 U U U - NwW F Amambai
014 U U U - Nw F Amambai
015 U U U U U 3,80 - Nw F Amambai
016 UF U UF2 U U 2,03 - Nw F Amambai
Continua

86



Amostra | Fendtipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exon4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
017 U U U - NW F Amambai
018 U U - Nw F Amambai
019 U U U - Nw M Amambai
020 U U UF2 U UK 3,53 - NwW F Amambai
021 U U U U U 4,98 - Nw M Amambai
022 U U U - Nw F Amambai
023 U U U - Nw F Amambai
024 I U U I I Nw M Amambai
025 U U U - Nw F Amambai
026 U U U U U 3,74 - P+NW F Amambai
027 U U U U U 4,20 - Nw F Tacuru
028 U U U - Nw F Amambai
029 U U U 2,59 - KW+NwW F Amambai
030 U U U U UK 2,01 - Nw F Dourados
031 U U U - Nw F Dourados
032 U U - U - NwW F Amambai
033 U U U - Nw F Amambai
201 U U U 3,93 - KW F Amambai
202 U U UF2 U U 3,62 - KW+B M Amambai
203 U U U U U 2,93 + KW F Porto Lindo
Continua

66



Amostra | Fenotipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exon4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
204 U U U U U 3,45 - KW M Amambai
205 U U U U U 4,68 - KW F Amambai
206 U U U - KW F Lim3o Verde
207 U U U 3,06 + KW F Lim3o Verde
208 U U U - KW M Amambai
209 U U U - KW F Amambai
210 U U U - kw F Amambai
211 U U U - KwW F Amambai
212 U U U - KwW F Amambai
213 U U U + KW F Amambai
214 U U U - Kw F Amambai
215 U U U - KW F Amambai
216 U U U - KW M Amambai
217 U U U - Kw F Amambai
218 U U U U UK 1,96 + KW M Amamabai
219 i U U mn i Kw M Amambai
220 U U U - KwW F Amambai
221 U U U - Kw F Amambai
222 U U U - KW F Amambai
223 U U U - Kw F Amambai
Continua
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Amostra | Fenétipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exond | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
224 i U U n " Kw Amambai
225 U U U U U 1,07 - KW F Amambai
226 U U 8] - KW F Amambai
227 U U U U U 4,33 + KW F Amambai
228 U U U U U 4,68 - KW F Amambai
229 U U U + KwW M Amambai
230 U U U U U 3,34 - KwW F Amambai
231 U U U - KW M Amambai
232 U U U - KwW F Amambai
233 U 8] U - KW F Amambai
234 U U U - KW F Amambai
235 U U U - Kw F Amambai
236 U U U - KwW M Amambai
237 U U U - KwW F Amambai
238 U U U - KwW F Amambai
239 m U U i " Kw F Amambai
240 U U U - Kw F Amambai
241 U U U - KW+NW M Amambai
242 U U U - Kw M Amambai
244 U U U - KwW F Amambai

Continua

101



Amostra | Fenétipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exon4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
245 U U U U UK 3,54 - KW M Amambai
247 U U U 293 - KW M Amambai
248 U U U 3,64 - KW F Amambai
249 U U U - KwW F Amambai
250 U U U U U 419 - KW F Amambai
251 U U U . KW F Amambai
252 U U U - KwW F Amambai
253 U U U U U 4,43 + KW F Amambai
254 U U U - KW F Amambai
255 U U U U U 4,59 - KW F Amambai
256 U U U + Kw F Amambai
257 U U U U U 1,46 - KW F Amambai
258 U U U - KW F Amambai
262 U U U - KW F Amambai
263 U U U U U 2,78 - KW+NW F Amambai
264 U U U 7,62 - KwW F Amambai
266 U U N - Kw F Amambai
268 U U U - KW F Amambai
269 U U U 3,06 - KW+NW F Amambai
270 U U U - Kw F Amambai
Continua

(41!



Amostra | Fenétipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exon4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
271 6] U U U U 5,24 - KW F Amambai
273 U U - KW+NW F Amambai
275 U U U - KW F Amambai
276 U U U - KW+NW F Amambai
271 U U U - KwW F Amambai
279 U U U - KW F Amambai
280 U U U 4,05 - KW+NW F Amambai
281 U UF2 U U 4,67 - KW+NW F Amambai
284 m U N n nm KwW F Amambai
285 U U U 2,40 - Kw F Amambai
286 UA UA U U U 0,23 - Kw F Amambai
287 UA UA U U U 2,90 - Kw F Amambai
288 U U U - KW M Amambai
289 U U U 4,59 - KwW M Amambai
290 UF U UF2 U U 4,05 - KwW M Guaimbé
291 U 1} U 3,88 - NwW+MC F Amambai
292 U U U U U 2,54 - KW F Amambai
293 U U U - KW M Caraapo
294 U U U + KwW F Taquapiri
295 U U UF2 U - U 6,34 - KwW F Amambai
Continua

€01



Amostra | Fendtipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exon4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
296 U U U - KW M Amambai
297 U U U - KwW Amambai
298 U U U - KW F Amambai
299 U U U - KwW F Amambai
300 U U U - Kw F Amambai
301 U U N - KW F Amambai
302 U U U + KW F Amambai
303 U U U - KW F Amambai
304 U 8] U - KW F Amambai
305 U U U - KW F Amambai
306 U U U U U 3,17 - Kw F Amambai
307 - U U U U U 5,02 - Kw F Amambai
308 U U U - KwW M Amambai
309 U U UF2 U KK 1,99 + KwW F Jacaré
310 U 8] 8] - KW M Amambai
311 U 8] U - Kw M Amambai
312 " U U nn n KwW M Lagoa Bonit
313 UF U UF2 U U 4,75 - KwW M Amambai
314 U 8] U - Kw M Amambai
315 U U U U U 3,83 - Kw F Amambai
Continua

vo1



Amostra | Fenotipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exond | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
316 U U U - KW+G F Amambai
317 U U - KW+NW M Amambai
318 U U U U UK 2,88 + KW F Taquapiri
319 U U U U U 4,17 - KW F Amambai
320 U U U - Kw M Sapucaia
321 U U U - Kw F Amambai
322 U U U - Kw F Amambai
324 U U U - Kw F Amambai
325 U U U - KW+NW M Amambai
326 U U U - Kw F Campestre
327 U U U - Kw F Campanari
328 U U U U UK 3,78 - Kw M Amambai
329 U U U - KW F Caraapo
330 U U U U KK 2,02 - Kw M Amambai
331 U U U + KW+T F Amambai
332 U U U U UK 4,03 - Kw F Amambai
333 U U U U UK 3,98 - Kw F Amambai
334 U U U U UK 4,02 - KW+NW F Amambai
401 U U U 5,04 - NwW F Dourados
402 UF UA U U UK 2,87 - Nw F Dourados
Continua

S0l



Amostra | Fenétipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exon4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
403 U U U U UK 2,99 - Nw F Taquapiri
404 U U U + KNw F Tacuru
405 U U U - Nw F Tacuru
601 U U U U UK 3,22 - KW F Lim3o Verde
602 U U U - Kw F Taquapiri
603 U U U - KW F Lim3o Verde
604 U U U - KW F Lim@o Verde
605 U U U U U 6,02 - Kw F Limdo Verde
606 U U UF2 U U 4,86 - Kw F Lim3o Verde
607 U U UF2 U U 434 + KW F Sossoro
608 U U U - Kw F Lim3o Verde
609 U U U - KW M Limdo Verde
610 U U U - KwW F Lim3o Verde
611 U U U - Kw F Limio Verde
612 U U U - KW F Panambi
613 U U U - Kw M Dourados
614 U U U U U 4,86 - KW F Lim3o Verde
615 U U U U U 6,43 - Kw F Tacuru
616 U U N - Kw F Lim@o Verde
617 U U U - Kw M Lim&o Verde

Continua

901



Amostra | Fenétipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exon4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
618 U U U - Kw F Lim3o Verde
619 U U U - KW Liméo Verde
620 9] U U - KW+NW F Limdo Verde
621 U U U - KW+NW F Amambai
622 U U U - Kw F Lim&o Verde
623 U U U Kw F Lim3o Verde
624 U U U U U 5,07 KW F Lim3o Verde
625 U U U - Kw F Lim3o Verde
626 U U U + Kw F Tacuru
627 U U U - Kw F Liméo Verde
628 U U UF2 U U 5,86 - KW+NW M Jacaré
629 U U U U U 5,16 - Kw F Liméo Verde
630 U U U - Kw F Tacuru
631 U U U U U 3,35 - Kw F Tacuru
632 U U U U U 5,83 - Kw F Lim@o Verde
633 U U U Kw F Lim&o Verde
634 U U U KW F Limdo Verde
635 U U U - Kw F Limdo Verde
636 U U U - KW+NW F Taquapiri
637 U U U 5,49 - KW+NW F Sapucaia
Continua

LO1



Amostra | Fenotipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exond4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
638 U U U - KW+NW F Limdo Verde
639 U U U U U 411 - KW Tacuru
640 U U U U U 4,47 - KW+NW F Limdo Verde
641 U U U - KW+NwW F Limao Verde
642 U U U - Kw F Lim3o Verde
643 U U U U U 4,37 - Kw F Miranda
644 U U U - KW F Limdo Verde
645 U U U - KW+NW F Lim3o Verde
646 U U U - Kw M Limdo Verde
647 U U U - KW M Taquapiri
648 U U U - Kw M Taquapiri
649 U U U - Kw F Lim3o Verde
650 U U U U U 3,66 + Kw F Taquapiri
651 U U U KwW F Liméo Verde
652 U U U - Kw F Liméo Verde
801 U U U + Nw F Porto Lindo
802 U U U 8] U 3,02 - Nw F Porto Lindo
803 U 8] U - Nw+B M Porto Lindo
804 9] U U + Nw M Porto Lindo
805 U U U - Nw M Porto Lindo
Continua

801



Amostra

Fenoétipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exon4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
806 U U U - Nw M Porto Lindo
807 U U U - Nw M Porto Lindo
808 U U U U U 5,78 - Nw M Porto Lindo
809 U U U 3,65 NwW M Porto Lindo
810 U U U Nw M Porto Lindo
811 U U U - Nw M Porto Lindo
812 U U U - Nw M Porto Lindo
813 U U U U U 4,27 - Nw M Porto Lindo
814 UF U UF2 U U 3,08 - NW+P F Cerrito
815 U U U U U 3,43 . Nw M Porto Lindo
816 UF U UF2 U U 4,08 - Nw M Porto Lindo
817 UF U UF2 U U 2,92 - Nw M Porto Lindo
818 U U U - Nw M * Porto Lindo
819 U U U - Nw F Porto Lindo
820 U U U 7,90 - Nw M Porto Lindo
821 U U U - INYY M Porto Lindo
822 U U U 4,82 + NwW F Porto Lindo
823 U U U - Nw F Porto Lindo
824 U U U - Nw F Porto Lindo
825 U U U - Nw F Porto Lindo

Continua

601



Amostra | Fenétipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exond | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
826 U U U - Nw F Porto Lindo
827 U U U 1,90 - KW+NW F Porto Lindo
828 U U U - Nw F Pirajui
829 U U U - Nw M Pirajui
830 U U U Nw F Porto Lindo
831 U U U 7,88 NW+P F Porto Lindo
832 U N N - Nw F Porto Lindo
833 U U U U U 6,19 + NwW M Porto Lindo
834 U U U - Nw F Porto Lindo
835 U U U 2,93 - Nw F Porto Lindo
836 U U U NwW F Porto Lindo
837 U U U 5,05 Nw F Porto Lindo
838 U U U 6,67 - Nw F Porto Lindo
|839 U U U Nw F Porto Lindo
840 U U U U U 6,59 Nw F Porto Lindo
841 U U N - Nw F Porto Lindo
842 U U N + Nw M Porto Lindo
843 U U U U U 4,68 - Nw F Porto Lindo
844 U U N - NwW F Porto Lindo
845 U U U 597 + Nw F Porto Lindo

Continua
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Amostra | Fenétipo | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exon4 | Atividade CHE2 Sub-tribo Sexo Localidade
846 U U U U UK 3,42 - NW+P F Porto Lindo
847 U U N - Nw M Porto Lindo
848 U U N - NW M Porto Lindo
849 U U N - NwW F Porto Lindo
850 U U N - Nw F Porto Lindo
851 U U U + NwW F Porto Lindo
852 U U U - NW F Pirajui

853 U U U - NwW F Porto Lindo

N = njo amplificado; //// = amostra de plasma ou de ADN ausente; KW = Kaiowa, NW = Nandewa.
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