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RESUMO

A acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE) s&o duas
enzimas importantes no metabolismo de moléculas de colina. A AChE ¢é
particularmente importante no mecanismo de controle da concentracdo de
acetilcolina no encéfalo. A BChE também é chamada de pseudo-colinesterase,
devido a sua natureza menos especifica. Além do metabolismo colinérgico a BChE
tem papel importante também no metabolismo de ésteres de substancias exdgenas,
tendo funcdo de desintoxicacdo. Farmacos como a succinilcolina e o mivacurio,
anestésitos bastante utilizados na pratica clinica apresentam interagfes peculiares
guando administrados em individuos portadores de certos polimorfismos da BChE.
Alguns desses polimorfismos podem causar quadros de efeito prolongado apos a
utilizacdo do anestésico. Dessa maneira, a identificacdo de polimorfismos deve ser
ferramenta util para mapear individuos potencialmente suscetiveis a efeitos mais
agudos de medicamentos anestésicos especificos. Para a realizacdo do trabalho
foram utilizados conjuntos de primer alelo especificos em rea¢des de PCR-SSP com
a finalidade de identificar gendtipos da variante rs1799807, conhecida como
mutacéo A, frequentemente associada a quadros de susceptibilidade aos efeitos de
succinilcolina. Foi realizado também a avaliacdo da atividade enzimatica plasmatica
da BChE nos mesmos individuos através da mensuracdo da absorbancia de
substancias formadas pela acdo indireta da BChE em leituras sequenciais em
espectrofotdbmetro. Foram identificados apenas trés individuos portadores do alelo A.
N&o foi constatado diferenca estatistica da atividade enzimética relacionada aos
alelos. Nao foi possivel fazer inferéncias em relacdo a atividade enzimatica e suas
associacdes com os genadtipos devido ao baixo numero de amostras utilizadas.

Palavras-chave: BChE. PCR-SSP. SNPs. Tipagem. Atividade.



ABSTRACT

Acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) are important
enzymes in choline molecules metabolism. The AChE is particularly relevant on
concentration control mechanism of acetylcholine on brain tissue. BChE is also
known as pseudo-cholinesterase, for its less specific nature. In addition to its role on
colinergic methabolism, the BChE has an important role on exogenous subtances
catalysis, acting as a detox agent. Drugs such succiylcholine and mivacurium are
widely used on clinical routines. When administraded on individuals with certain
polimorfisms of BChE, those drugs may present peculiar activity. Some of those
BChE polimorfisms are able to induce prolonged periods of anesthesia effects. On
this matter, screening of polimorfisms should be an usefull tool for mapping potentialy
susceptible individuals for acute effects caused by anesthetic drugs. PCR-SSP
reactions were used for genotyping a group of samples for the rs1799807 variant, the
A variant. For evaluating BChE plasmatic activity, a procotol for measuring
absorbances of sub products of BChE methabolism was used. Those results were
obtaing on TECAN plate spectrephotometre. Three individual samples were identified
as heterozygotes on A variant. The low number of samples made difficult to make
any assumptions regarding the association with polimorphismd with enzyme activity.
It wasn’'t possible to make any inferences on enzyme activity and polimorfisms
relation.

Keywords: BChE. PCR-SSP. Genotype, enzyme activity. polimorfim. anesthesia.
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1 INTRODUCAO

As duas principais enzimas que compdem o grupo das colinesterases sao a
acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE). O principal substrato da
AChE é a acetilcolina (ACh), um dos principais neurotransmissores do sistema
nervoso central. A degradacdo da ACh nos terminais sinapticos ocorre de maneira
bastante rapida, em fungdo, principalmente, da hidrélise dessa molécula pela AChE
(NIROGI et al, 2010). A BChE possui funcionalidade andloga & AChE, estando
presente principalmente no plasma, soro, figado, pele e em tecidos musculares, de
maneira mais abundante que a AChE (LOCKRIDGE, 2015). Além do metabolismo
colinérgico, que caracteriza ambas as enzimas, a BChE tem papel importante
também no metabolismo de ésteres de substancias exdégenas, em medicamentos
como anestésicos e drogas como a cocaina (PATOCKA; KUCA; JUN, 2004).
Farmacos como a succinilcolina e o Mivacurio, utilizados em protocolos de
anestesia, apresentam interacdes importantes com a BChE, cuja funcdo esta
associada principalmente a degradacdo dessas moléculas. Alguns dos principais
indicativos dessa interacdo reside no fato de que individuos com algum tipo de
deficiéncia na producdo ou funcionalidade da enzima podem apresentar efeito
prolongado, em resposta a administracbes dessas drogas, durante o processo de
anestesia (ANDERSSON; M@LLER; WILDGAARD, 2019).

Com a aparente presenca de mecanismo redundante, gerado pela
sobreposicao de funcionalidade das colinesterases, deficiéncias envolvendo a BChE
podem passar despercebidas e sO6 serem notadas justamente na realizacdo de
procedimentos cirargicos que envolvem o uso de succinilcolina (KAUFMAN;
DONNELL; AIKEN; MAGEE, 2011). Apesar disso, é interessante notar que casos
patolégicos de deficiéncia em AChE aparentam ter efeitos mais agudos quando
comparados aos efeitos de BChE deficitarias, especialmente efeitos em tecidos
musculares, como no caso de sindromes miasténicas congénitas (LEGAY, 2018).
Outro aspecto notorio da BChE é sua constatada correlagdo com a doenca de
Alzheimer (DA). Sua associagdo em potencial com a doenca desperta interesse em
seu estudo como ferramenta diagndstica, terapéutica e instrumento potencialmente
importante para esclarecer mecanismos patologicos da DA (HA; MATHEW; YEONG,
2020). Uma das evidéncias do papel da BChE na doenca de Alzheimer é a mudanca

de perfil na atividade das colinesterases: perda funcional da AChE e aumento da
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atividade enzimatica da BChE em algumas regides do encéfalo de pacientes com a
DA (DAS, 2007). Dessa maneira, polimorfismos genéticos no gene da BChE podem
ser Uteis como marcadores associados a ocorréncia da DA (TASKER; PERRY;
BALLARD, 2005).

Outros distarbios fisiolégicos podem, ainda, ter relacdo com a atividade e
variabilidade genética do gene da BChE. Estudos com modelos animais apontam
impacto da variagdo de funcionalidade da BChE no metabolismo lipidico e
consequente influéncia em fatores que podem acarretar maior predisposi¢cao dos
animais a apresentar obesidade (DUYSEN; LI; LOCKRIDGE, 2009). Esses ensaios
relatam que camundongos BChE suprimidos apresentam ganho de peso em relacéo
a animais normais e, nao somente isso, indicam um papel significativo da enzima no
metabolismo lipidico que influencia diretamente no ganho de peso e no perfil
metabdlico dos individuos (LI; DUYSEN; LOCKRIDGE, 2008). Polimorfismos génicos
parecem nesse caso estar fortemente associados ao metabolismo lipidico ligado a
BChE, como em variantes associadas aos niveis de triglicerideos em individuos
obesos e associadas a diferentes niveis de atividade enzimética da BChE
(OLIVEIRA et al., 2017; LIMA, et al., 2013).

O gene da BChE encontra-se no cromossomo 3 entre as posicdes
165,772,904 — 165,837,462 (ENSEMBL, 2022). Em algumas variantes bastante
estudadas, como a variante K (rs1803274), foram apresentadas associa¢cdes com
diversos fendtipos, como risco de doencas cardiovasculares (PLEVA et al., 2015),
variacbes metabdlicas relacionadas justamente com a atividade da enzima
(BENYAMIN et al., 2011) e, de forma nao tdo consistente, a DA (LU et al., 2020).
Outras variantes podem ter influéncia na atividade enzimatica e no perfil lipidico de
individuos portadores, como € o caso da variante -116 (rs1126680) (OLIVEIRA et al.,
2017).

A vista da eminente influéncia de polimorfismos do gene da BChE em
diferentes vias do metabolismo, especialmente aqueles relacionados ao
metabolismo de farmacos, praticas moleculares, como PCR-SSP (single specific
primer), para identificagdo e estudo das variantes podem se tornar ferramentas
interessantes aplicadas na pratica clinica na predicdo dos efeitos de anestésicos em
pacientes individuais (JHUN; APFELBAUM; DICKERSON; SHAHUL; KNOEBEL,
DANAHEY; RATAIN; O’'DONNELL, 2019). Dados genotipicos podem ser uteis em

decisbes médicas no momento pré-operatério na escolha do farmaco anestésico
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levando em conta aspectos genéticos na balanca de risco. A mutacéo A (rs1799807)
possui ampla relacdo com o metabolismo deficitario da molécula de BChE, levando
a quadros de maior susceptibilidade a efeitos da sucinilcolina em doses fisiol6gicas
((JHUN; APFELBAUM; DICKERSON; SHAHUL; KNOEBEL; DANAHEY; RATAIN;
O’DONNELL, 2019). Dessa forma, o presente estudo busca utilizar de técnica se
SSP-PCR para genotipagem do polimorfismo do gene da BChE rs1799807 e aferir a

atividade enzimatica da BChE em amostras de plasma.

1.1 JUSTIFICATIVA

Decisdes clinicas associadas ao uso de anestésicos em contexto operatorio
deve ser realizado com cuidado pelo profissional responsavel. Como evidenciado de
maneira prolixa por diversos trabalhos, a atividade da BChE possui relagdo direta
com o comportamento fisiolégico dos individuos expostos a farmacos anestésicos
como a sucinilcolina, aumentando, por exemplo, o tempo de recuperacdo de um
protocolo de anestesia (ACHARYA; BHATTARAI; SHRIMANKER; GUPTA, 2022;
(AL-EMAM, 2021).

Dessa maneira, € bastante importante o uso de ferramentas de diagnéstico
molecular para identificar potenciais polimorfismos desse tipo, e auxiliar na tomada
de decisdo de maneira mais informada. Assim é justificado o desenvolvimento
dessas ferramentas e consolidacdo do conhecimento associativo entre genotipo e
fenotipo.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Dada a influéncia do alelo mutante da mutagcédo A na atividade enzimatica da
BChE, buscou-se conferir a associagcdo da variante, através da identificacdo de
genotipos para o polimorfismo rs1799807 da BChE, com o perfil de atividade

enziméatica nesses individuos.

1.2.2 Objetivos especificos
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e Padronizar o uso de um conjunto de primers para realiza¢cdo de PCR-
SSP

e Realizar a aferéncia da atividade enzimatica da BChE utilizando
espectofotometria

e Genotipar amostras para a mutacao utilizando a técnica de SSP.

1.3 METODOLOGIA

Para a realizacdo do trabalho foi utilizado conjuntos de primers especificos
para o polimorfismo rs1799807, e amplificacdo de fragmentos de DNA através de
PCR-SSP. Os produtos foram verificados através de eletroforese em gel de agarose.
A atividade enzimética foi mensurada através da medicdo de absorbancia de
produtos intermediarios do metabolismo da BChE, lida no espectofotbmetro Tecan®
Infinite M200.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1 A ORIGEM DA BCHE E ACHE

A AChE e a BChE estdo presentes na maioria dos vertebrados
Gnatostomados. Além da evidente relacdo estrutural e funcional das duas enzimas,
a relacdo evolutiva entre elas é flagrante. As caracteristicas parelhas da BChE e da
AChE é resultado de evento de duplicacdo génica em ramos basais da histéria
evolutiva dos vertebrados (PEZZEMENTI; NACHON; CHATONNET, 2011). Embora
alguns animais invertebrados possuam enzimas semelhantes as colinesterases de
vertebrados, é possivel que essas analogias nao possuam carater homélogo, tendo
as colinesterases verdadeiras surgido em uma linhagem bastante ancestral dos
cordados (PEZZEMENTI; CHATONNET, 2010). As colinesterases atipicas, de néo
vertebrados, sdo conhecidamente presentes em grupos de moluscos, crustaceos e
nematelmintos, com atividade enzimatica semelhante a apresentada pela AChE, e
com caracteristicas moleculares divergentes das colineterases tipicas. Sob o
aspecto evolutivo, esses fatores provavelmente caracterizam convergéncia evolutiva
de suas funcbes e estruturas (JOHNSON; MOORE, 2012). Mesmo entre
vertebrados, existe a possibilidade de que mais de um evento de duplicacdo génica
tenha dado origem, a partir da AChE, a outras ChE: a BChE e a versfes atipicas
dessa enzima em alguns grupos de animais (PEZZEMENTI; NACHON;
CHATONNET, 2011).

2.1.2 ESTRUTURA E FUNCAO

A BChE tem acdo principal na hidrdlise de compostos com eésteres
organicos, como a butirilcolina e a sucinilcolina além de compostos exdégenos,
toxicos ou terapéuticos, como o medicamento micovarium e as drogas cocaina e
heroina (UNO; UEHARA; MAHADHI; OHURA; HOSOKAWA; IMAI, 2018). Para a
hidrolise desses compostos, essa esterase possui um sitio ativo com residuos de
serina, histidina e glutamina, além de um buraco de oxianion que promove a catalise
dos compostos estéricos que acessam seu sitio enzimatico (AMITAY; SHURKI,
2009). A semelhanca em estrutura e funcdo da AChE e da BChE, explicada pela

relagdo filogenética entre as enzimas, embora fundamentalmente relevantes, sdo
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limitadas por sutilezas em sua estrutura de aminoacidos nas cadeias peptidicas dos
sitios ativos das enzimas. Essas diferencas possibilitam que, por exemplo, a BChE
seja cataliticamente acessivel e funcional para um nimero maior de substratos em
relagdo a AChE, o que também é evidéncia de maior inespecificidade em relagdo a
sua contraparte (BOER; NGUYEN; MAO; MOORE; SORIN, 2021).

2.2 VARIANTES

A atividade da BChE associada a alguns polimorfismos génicos podem estar
relacionados a caracteristicas fisiologicas relevantes. A reducdo de atividade
enzimatica da molécula, associada a algumas mutacdes, por exemplo, pode se
manifestar na reposta fisioldgica do organismo do individuo portador de uma dessas
variantes a algumas substancias exdégenas. Algumas mutacfes que acarretam
justamente a uma atividade reduzida da enzima podem levar seus portadores a
experimentar efeitos prolongados a exposicdo aos anestésicos sucinilcolina e
mivacurium (WICHMANN; FAERK; BUNDGAARD; GATKE, 2016).

Uma variante conhecida da BChE, rs1799807, a mutacao A, trata-se de uma
mutacao missense no segundo exon do gene da BChE, em um Unico sitio, um SNP,
de uma substituicdo de T por C que resulta na troca de um acido aspartico para uma
glicina. Essa troca acarreta atividade enzimatica atipica, especialmente relacionada
ao metabolismo de sucinilcolina e mivacurium em pessoas que apresentam a
variante (JHUN; APFELBAUM; DICKERSON; SHAHUL; KNOEBEL; DANAHEY;
RATAIN; O'DONNELL, 2019). Essa mutacdo apresenta-se em menos de 2% da
populacdo mundial e frequéncias semelhantes sdo encontradas entre latino-
americanos (ALPHA, 2022). O comportamento atipico da variante em relagéo a sua
afinidade pela sucinilcolina, leva a quadros de anestesia prolongada em portadores
guando expostos ao farmaco, manifestados principalmente em um maior tempo para
recuperacdo de respiracdo espontanea (LOCKRIDGE; NORGREN; JOHNSON;
BLAKE, 2016). Essa caracteristica € evidente quando comparado a portadores do
alelo usual: nesses individuos, o tempo de recuperacdo de apneia causada por

administracdo de sucinilcolina ocorre geralmente de 3 a 5 minutos, contrastando
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com um tempo de até 20 minutos em individuos homozigotos do alelo A e até 2
horas em portadores homozigotos do alelo mutante (AL-EMAM, 2021).

A mutacéo K, o SNP rs1803274, trata-se de outro polimorfismo do gene da
BChE. A variante, com o alelo C ancestral e T mutante, possui frequéncia
populacional global de 80% do alelo ancestral e aproximadamente a mesma
frequéncia dentre latino-americanos (ALFA, 2022). As primeiras associacdes talvez
a dar notoriedade a essa mutacdo foi sua relacdo com a ocorréncia da DA.
(WIEBUSCH; POIRIER; SEVIGNY; SCHAPPERT, 1999). Essa associa¢&o tornou-se
evidente com o crescimento do numero de trabalhos relacionando o fenétipo da DA
ao SNP mutante (WANG et al., 2015). Embora essa presumida ligacdo entre
patologia e gendtipo tenha sido consonante dentre os trabalhos publicados no tema,
alguns deles limitam-se a associa-las a grupos de polimorfismos de diferentes genes
(LEHMANN; WILLIAMS; MCBROOM; SMITH, 2001; SCACCHI; GAMBINA;
MORETTO; CORBO, 2009; GABRIEL; ALMEIDA; RIBEIRO; CARNEIRO; VALERIO;
PINHEIRO; PASCOAL; SANTANA; BALDEIRAS, 2018). Uma hipétese sobre o papel
do alelo K em sua associacdo com a DA é a de que a interagdo da molécula de
BChE com fibrilas de B-amiloide, devido a sua menor estabilidade, ocorre com
menor assiduidade em relagdo a mesma interacdo de amiloide com a proteina
comum (alelo ancestral), o que, no ultimo caso, pode representar um efeito protetivo
(PODOLY; SHALEV; SHENHAR-TSARFATY; BENNETT; ASSAYAG; WILGUS;
LIVNAH; SOREQ, 2009; REID; DARVESH, 2021). Em relacdo ao metabolismo de
succinilcolina, o alelo mutante da mutacdo K também aumenta o tempo de duracéo
dos anestésicos, de maneira mais branda que o alelo mutante da mutacdo A
(BRETLAU; SORENSEN; VEDERSOE; RASMUSSEN; GATKE, 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 31 amostras de sangue (plasma e sangue total), coletadas
pelo Laboratério de Polimorfismos e Ligacdo. Com as amostras de plasma, foi
possivel aferir a atividade enzimatica da BChE através de espectrofotometria. Com o
DNA extraido das amostras de sangue, foi realizado a tipagem molecular do alelo A

de todas as amostras.

3.1 ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica da BChE plasmatica foi aferida através do método
descrito por Dietz, Rubinstein e Lubrano (1973) e modificado por Evans e Wroe
(1978). Esse protocolo baseia-se nas diferentes absorbéncias entre DTNB (5,5'-
ditiobis-(acido  2-nitrobenzoico)) e 5-thio-2-nitrobenzoate, na hidrolise da
propioniltiocolina pela BChE e na reacdo desse produto com o DTNB, sendo
avaliado esse parametro para inferéncia da atividade enzimatica. Para a leitura da
absorbéancia, foi utilizado espectofotometro com leitor de placas Tecan® Infinite
M200. As amostras foram lidas em ftriplicatas, e as leituras foram realizadas em 16
pocos por vez. As curvas de absorbancia foram obtidas em 4 ciclos intervalados por
1 minuto entre si, a temperatura de 25°. Os valores obtidos foram ajustados,

subtraindo-se o valor do branco da leitura das amostras.

3.2 GENOTIPAGENS

As tipagens para a mutagdo A foram realizadas com técnica de PCR-SSP
utilizando quatro primers (tabela 1). Dois primers externos foram utilizados nos
flancos da sequéncia da BChE, e outros dois primers foram utilizados no sitio da
mutagcdo, cada um, combinado a outro externo, foi utlizado para identificar
especificamente o alelo da amostra. O produto da reacdo dos dois primers externos
possui tamanho de 281pb, o produto da reacdo do alelo T possui 147 pb e o produto

da reacédo do alelo C possui 198pb (figura 1)
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Tabela 1 — Conjunto de primers utilizados para amplificacdo e identificacdo dos alelos da
mutacdo A da BChE

Primer Sequéncia Tm
Outer F 3-AGTGGCATTTTTTGGTTTAGGTGCTGGA 63°C
Outer R 3-GGATGAACTTGACAGTTTTTGGTGGCAC 62°C
Inner F 3-CTCTGATCCATGGAAGCCTGGAAAACTTTTAC 59°C
Inner R 3-AAATATGCAAATTCTTGCTGTCAGAACATCGA 63°C

Figura 1 — Bandas dos produtos de PCR de reacgédo para identificagcéo alélica da mutagéo A.
S0pb 0 C T

Legenda — O = produto da reacdo dos primers externos (281pb); C = produto da reagéo
alelo especifica do alelo C (198pb). T = produto da reagéo alelo especifica do alelo T
(147pb). 50pb = marcador de peso molecular de 50pb. A seta indica a altura da banda de
tamanho 250pb. Fonte: O Autor, 2022.

As reacgOes ocorreram com concentragcées de 0.2mM de dNTPs, 2.5mM de
MgCl, 0.2uM de cada primer, e Taq polimerase a 0.5U. A amplificacdo ocorreu em
27 ciclos de desnaturagcdo em 94°C por 45s, anelamento em 59°C por 30s e
extensao em 72°C por 45s.

Para a visualizacdo do DNA amplificado foi realizado eletroforese em gel de
agarose 2%, utilizando peso molecular de 50pb, loading buffer azul de bromofenol

em glicerol e intercalante de DNA GelRed®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel genotipar todas as 31 amostras de DNA disponiveis. Os
genotipos de cada individuo estdo apresentados na Tabela 2. Do total, constatou-se
a presenca de alelos mutantes em trés individuos, todos heterozigotos. Algumas
amplificacbes apresentaram resultados ambiguos, com falta de bandas ou
inespecificidade de reacdo. Apos repeticdo da amplificacdo dessas amostras todas
as ambiguidades foram resolvidas. E possivel visualizar os resultados das
genotipagens nas figuras 2 e 3. A frequéncia genotipica de heterozigotos encontrada
foi de 0.09677, e de homozigotos com o alelo tipico (T) de 0,90323%. A frequéncia

alélica dos alelos C e T foram, respectivamente 0.04838 e 0.951613.

Tabela 2 — Tabela dos gendtipos encontrados para as 31 amostras analisadas

AMOSTRA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GENOTIPO /T T/ToT/ToOT/TOT/TOT/TOTT OT/TOT/TOT/T
AMOSTRA 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
GENOTIPO /T T/ToT/TOT/TOT/TOT/TOT/T OC/TOT/TOT/T
AMOSTRA 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
GENOTIPO /T T/ToT/TOT/TOT/TOT/TOT/T OT/T OT/T OC/TOCT

As afericdes da atividade enzimatica das amostras estdo apresentadas na
Tabela 3. Estdo exibidas as médias das leituras triplicadas, além da média da
diferenca entre cada leitura. O valor de branco foi subtraido de cada leitura para

ajuste do valor. O gréfico 1 indica o comportamento das leituras de cada amostra.

Tabela 3 — Resultado da leitura de absorbéancia relacionada a atividade enzimatica de cada amostra

AMOSTRA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ATIVIDADE 0.060178 0.074 0.074844 0.092144 0.112667 0.046889 0.064878 0.064878 0.031244 0.058478
AMOSTRA 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
ATIVIDADE 0.068689  0.0603 0.074533 0.062133 0.086078 0.058456 0.095389 0.070178 0.056011 0.093611
AMOSTRA 21 22 23 24 25 26 27 29 30 31
ATIVIDADE 0.050756 0.003356 0.052911 0.085133 0.075567  0.0522 0.058278 0.056011 0.084122 0.015767

Legenda — Média = 0.064655924. Desvio padréo = 0.022692589
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Figura 2 — Resultado das corridas eletroforéticas em gel de agarose 2%

o ¢

Legenda — O = poc¢o com aplificados da regido externa, nos flancos do sitio alvo. C = pogo com
amplificagbes com primers para detec¢do do alelo C. T = po¢o com amplificacdes com primers para
deteccéo do alelo T. 50pb = po¢go com marcador de peso molecular com tamanho de 50 pb. A seta
branca indica a banda do marcador com tamanho de 250pb. As bandas esperadas para o alelo C é

198pb Para o alelo T, é esperado banda de 147pb.

Figura 3 — Resultado das corridas eletroforéticas das repeticdes em gel de agarose 2%

Legenda — O = pogco com amplificados da regido externa, nos flancos do sitio alvo. C = pogo com
amplificac6es com primers para detec¢éo do alelo C. T = po¢o com amplificacdes com primers para
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deteccéo do alelo T. 50pb = pogo com marcador de peso molecular com tamanho de 50 pb. A seta
branca indica a banda do marcador com tamanho de 250pb. As bandas esperadas para o alelo C é
198pb Para o alelo T, é esperado banda de 147pb.

Gréafico 1 — Estimativa da atividade enzimatica das amostras através da leitura das absorbancias
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—3 — 18
— 4 — 19
—5 — 20
— 6 — 21
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02- — 8 — 2
— 9 — 24
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— 13— 20
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Legenda — Fonte: O Autor. 2022.

Considerando a variagdo de atividade enzimatica entre os grupos de

gendtipos, observariamos o seguinte aspecto (grafico 2):
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Grafico 2 — Boxplot da atividade enzimatica em dois grupos, categorizado por seus genétipos.
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Legenda — Dois grupos categorizados por genétipo. Eixo x = genotipo. Eixo y = inferéncias de
atividade enzimatica.

Lamentavelmente, um nimero pequeno de amostras com o genoétipo mutante
impede com que inferéncias precisas sejam realizadas. Seria necessario grupos
amostrais maiores para analises mais sofisticadas. Devido a baixa frequéncia
populacional do alelo mutante dessa variante, para realizar trabalhos com 0 mesmo
escopo é necessario que o nimero de amostras disponiveis seja bem maior. E
interessante notar que a técnica usada para genotipar as amostras, teve sucesso em
todas elas. A utilizacdo de uma técnica simples para deteccéo de alelos da mutacéo
permite que experimentos sejam realizados com certa rapidez e de forma bastante

barata.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A consolidacdo da associagdo de variantes da BChE com fenétipos nocivos
relacionados ao uso de anestésicos, pode fazer com que a deteccdo de alelos
mutantes tenha utilidade na pratica clinica, especialmente nas decisdes meédicas
para a escolha do anestésico. Nesse contexto, o desenvolvimento de técnicas
simples e baratas para a deteccdo desses polimorfismos pode ser um caminho
interessante a ser seguido. Estudos populacionais com alelos em baixa frequéncia
devem ocorrer com numero amostral alto. Dessa forma recomenda-se que novos
estudos sejam feitos levando isso em consideracao.

Andlises moleculares através predicao de interacdes entre moléculas vém se
tornando cada vez mais populares, especialmente no campo da farmacogendmica.
Modelos de docagem molecular, por exemplo, permitem a predicdo da interacdo de
sitios proteicos com outras estruturas organicas, podendo ser usadas como preditor
de inibicdo ou ativacdo de certas estruturas enziméaticas, por exemplo. Dessa forma,
espera-se que modelos preditivos, aliados a analises moleculares, com identificacao
de alelos e expressdo génica sejam usados para estudos de interacdo de farmacos
para o tratamento de deficiéncias da atividade enzimatica ou ainda para a melhor
compreensao de como polimorfismos genéticos na BChE podem afetar a interacéo
de sua molécula com outras estruturas enddégenas ou exdgenas. A utilizacdo de
modelos preditivos da estrutura peptidica de proteinas, ou mesmo modelos 3d
dessas estruturas, aliadas a andlises bioinforméaticas, podem trazer uma luz a essas
interacbes e, da mesma forma, serem Uteis na pratica clinica (CHOUDHURY;
CHENG; PHAN; BRYANT; WANG, 2017). Esses estudos podem ser utilizados
diretamente para inferéncia da atividade de um polimorfismo da BChE quando

relacionada a um farmaco como a succinilcolina.
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