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RESUMO

O presente trabalho investigou a relagdo entre as atividades totais (ABChE) e das
diferentes formas moleculares da BChE (EC 3.1.1.8), obtidas apds eletroforese em
gel de agar (ARCys5, AAC45, AACor, ARCs) e gel de poliacriiamida (AB1, AB1A,
AB1B, AB2, AB3, AB4, AB5, AB6, AB7, AB8, AB9, AB10, AB11) com dados
bioquimico-hormonais e IMC obtidos de 60 mulheres climatéricas, euro-brasileiras,
com idade média de 52,4 anos. Os dados foram obtidos em duas etapas: a primeira,
sem que as mulheres houvessem feito uso de HRT e a segunda, apés o uso de
HRT. Em mais de 85% delas foram evidenciadas duas bandas adicionais na
eletroforese em gel de poliacrilamida, sugerindo um envolvimento dessas com o
aumento da idade ou fatores a ele relacionados. Uma delas apresentou banda extra
na eletroforese em gel de agar-acido e maiores valores de LDL-C e TG sugerindo
associacao dessa banda com dislipidemia. Foram determinados os fenétipos do loco
CHE?2 dessas mulheres, obtendo-se a freqliéncia de 10% = 3,9% para o fenétipo
CHE2 C5+. Nas analises realizadas antes da HRT, observaram-se aumentos de
ABChE, ARCys5, AACy5, AACor, IMC, CT, TG, LDL-C e diminuicdo de HDL-C nas
mulheres climatéricas quando comparadas com as nao climatéricas. Nas mulheres
de fenétipo CHE2 C5—, que utilizaram HRT sem Tibolona, verificou-se uma redug¢ao
nos niveis de CT e aumentos de E; de modo significativo. As que utilizaram Tibolona
mostraram uma tendéncia para aumentos de CT, LDL-C e diminui¢bes de HDL-C.
Assim, a Tibolona ndo pareceu mostrar-se eficaz na melhora do perfil lipidico. Os
niveis médios de GLC, T3, atividades total da BChE e complexos Cys e Cor
diminuiram significativamente, independente do horménio utilizado. As atividades
das diferentes bandas eletroforéticas da BChE correlacionam-se de forma diversa
com as variaveis analisadas (bioquimico-hormonais, idade, IMC), dependendo das
alteracdes metabdlicas que ocorrem no organismo antes e ap6s HRT, sugerindo a
importancia de se analisar o comportamento das diferentes fragbes. Apdés HRT,
houve redugdes significativas das atividades de B1, B1A, B7, B8 e B10. A banda B9
apresentou aumento de sua atividade com o uso de Tibolona. Nas mulheres de
fenotipo CHE2 C5+ so6 foram observadas correlagdes de ARCs com IMC (=), CT (-),
TG (-), evidenciando a associa¢do da atividade relativa do compleco Cs com o

metabolismo dos lipides.
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ABSTRACT

The present study investigated the relationship between total activity (ABChE) and
the activities of the different BChE (EC 3.1.1.8) molecular forms, obtained after
electrophoresis in agar gel (ARCy4s, AACy4s5, AACor, ARCs) and polyacrilamyde gel
(AB1, AB1A, AB1B, AB2, AB3, AB4, AB5, AB6, AB7, AB8, AB9, AB10, AB11), with
biochemist-hormonal and BMI data obtained from 60 Euro-Brazilian climateric
women, aged 52.4 years old. The data were obtained in two stages: firstly, without
the use of HRT and secondly, after the use of HRT. In more than 85% of these
women two additional bands appeared in the polyacriiamyde gel electrophoresis,
suggesting a relation of them with increasing age or factors related to it. One of these
women presented an extra band in agar acid gel electrophoresis. She showed
increased values of LDL-C and TG as compared the other, suggesting association of
this band with dislipidemic. The CHE2 locus phenotypes were determined and the
frequency of the CHE2 C5+ phenotype was 10% + 3,9%. Before HRT use, most
CHE2 C5- climateric women showed increases in ABChE, ARCy5, AACy4s5, AACoF,
IMC; CT, TG and LDL-C and decreases of HDL-C as compared with no climateric
women. After the use of HRT without Tibolona, presented decrease in CT levels and
increase in E; levels were observed. The women who used HRT with Tibolona
showed a tendency for CT and LDL-C increases and decreases of HDL-C. So, the
use of Tibolona did not improv the lipidic profile. The mean levels of GLC and TsL
decreased independently of the hormone used. The activities of the different
electrophoretic bands of BChE are differently correlated with the analyzed variables
(biochemist-hormonal, age, BMI), depending on metabolic alterations that occur in
the organism before and after HRT, suggesting the importance of analyzing the
behavior of the different fractions. Significant reductions of the activities of B1, B1A,
B7, B8 and B10 were seen after the use of HRT. The B9 band presented increase of
its activity with the use of Tibolona. In the CHE2 C5+ climateric women, correlations
of ARCs were only observed with IMC (-), CT (—) and TG (-), showing the

association between Cs complex activity and the lipid metabolism.
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1 INTRODUGCAO

A butirilcolinesterase (BChE), também conhecida como colinesterase do soro
ou pseudocolinesterase, € uma enzima presente no soro humano, sintetizada em
diversos tecidos do organismo especialmente pelo figado.

A estrutura da enzima é codificada pelo loco BCHE o qual esta localizado no
brago longo do cromossomo 3. A BChE apresenta-se no sangue humano em varias
formas moleculares. Pode apresentar-se apenas como BChE (mondémero, dimero,
trimero ou tetrdmero), ou compor formas heterdlogas, nas quais esta associada a
outras substancias. O maior numero de bandas da BChE foi detectado em
eletroforese de poliacrilamida (12 bandas), 0 que nos leva a inferir a provavel
existéncia de 8 formas heterdlogas dessa enzima. Algumas formas heterdlogas sédo
C2 (mondémero-albumina) e Cs (BChE ligada a substancia desconhecida). O
complexo Cs € dependente da interagcdao entre o gene BCHE e o gene CHEZ2. Os
fendtipos de CHEZ2 sao classificados como CHE2 C5+ (presente em cerca de 10%
das amostras Euro-brasileiras) e CHE2 C5-, pela presenga ou néo, respectivamente,
do complexo Cs. Em eletroforese feita com gel de agar em pH 6,7, somente a banda
Cs corre para o poélo positivo, enquanto todas as outras formas moleculares (Cof)
correm juntas para o pélo negativo.

O uso da succinilcolina como relaxante muscular pré-operatério, na década
de 50, possibilitou a descoberta da variabilidade da BChE. A primeira enzima
variante descrita (atipica) nao consegue hidrolisar esse relaxante, em doses
fisioldgicas, 0 que causa, nos pacientes, paralisia muscular e apnéia prolongada.

Os primeiros trabalhos de pesquisa envolvendo a BChE relacionavam
alteragbes entre sua atividade no organismo humano e a resposta deste, a
relaxantes musculares contendo succinilcolina. A medida que pesquisas especificas
a enzima foram sendo desenvolvidas, inimeros relatos de aumentos e diminuigcdes
da atividade da BChE foram se avolumando na literatura. A despeito de todas essas
pesquisas, sua fungdo nao esta completamente elucidada.

A atividade da enzima estd aumentada nas hiperlipidemias, hipertireoidismo,
obesidade e com a diminuigdo dos niveis de estrégenos. Diminui¢cdes da atividade
sao encontradas em doengas hepéticas, doengas renais e uso de contraceptivos

orais e compostos téxicos contendo organofosforados.



Trabalhos iniciados na década de 70 identificaram que varia¢gdes nos niveis
de E; eram acompanhadas de variagdes na atividade da BChE. O E, que é um
hormdnio esteréide derivado do CT e influencia o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias femininas, tem sua concentragao diminuida no
climatério.

O termo Menopausa é utilizado universalmente para definir o periodo de
tempo em que a mulher comecga a apresentar alteragdes nos episédios menstruais
que culminam com a sua interrupgéo. Mulheres chegam a menopausa normalmente
de forma espontanea com idades que variam de 42 a 58 anos, em média 51 anos. A
menopausa pode ainda ser induzida (remogéao cirurgica de ovarios e/ou utero) ou
por ablagao iatrogénica da fungédo ovariana (quimioterapia ou radiagédo pélvica) e é
caracterizada pelo fim da fase reprodutiva na mulher.

As fases da menopausa podem ser classificadas em diferentes estagios. O
periodo de transicdo da menopausa € definido como o estagio que envolve os 2
anos que antecedem o aparecimento de irregularidades no ciclo menstrual, até 1
ano depois de cessada completamente a menstruagdo (menopausa propriamente
dita). Nessa fase, ocorrem declinios da fungédo ovariana, com aumentos de FSH
(Horménio Foliculo Estimulante) e diminuicdes na produgao de E,. O espago de
tempo que define os anos que se seguem a menopausa € chamado de pds-
menopausa.

Durante este periodo de faléncia ovariana é que as mulheres comegam a
relatar sintomas. Inumeras alteragdes fisicas e clinicas ocorrem no organismo
feminino, algumas secundarias a privagdo dos estrégenos, outras devido a fatores
psicolégicos, sociais e culturais.

A menopausa tem sido estudada, baseada nos sintomas clinicos, mas
terapias que propdem uma condicdo de vida mais saudavel as mulheres nesse
periodo tém sido propostas. A Terapia de Reposi¢cdo Hormonal (HRT) € indicada na
tentativa de reverter muitos dos sintomas e prevenir enfermidades associadas a
menopausa. Isso resulta em significante impacto, tanto na melhoria de qualidade de
vida dessas mulheres, como na redug¢édo de custos da saude publica pela redugao
de morbidade.

O avancgo da ciéncia e a melhoria das condi¢gdes de vida proporcionaram um
aumento na expectativa de vida ao nascer. Dados da Organizagdo Mundial da



Saude relatam que, em 1998, mais de 447 milhdes de mulheres chegaram a
menopausa em todo o mundo, tendo uma expectativa de vida em torno de 65 anos
na maioria dos paises e 79 anos nos paises do primeiro mundo. Para 2025, estima-
se um aumento para 1,1 bilhdo de mulheres, sendo a expectativa de vida de 82 anos
nos paises desenvolvidos e em torno de 72 no resto do mundo. No Brasil, segundo
dados do IBGE, a expectativa de vida das mulheres passou de 65,5 anos em 1980
para 72,25 anos em 2000 e sera de 74,41 anos em 2020. A populagao feminina com
idade superior a 45 anos no Brasil passou de 9.375.941 em 1980 (15,56% do total
da populagéo feminina) para 17.500.981 (20,30%) em 2.000.

Embora existam indmeros estudos que envolvem a BChE ao longo das
ultimas décadas, cientistas ainda se perguntam qual a fungdo da BChE no
organismo. No presente trabalho, serdo realizadas diversas analises de forma a
verificar altera¢des na atividade da BChE, principalmente no comportamento de suas
diferentes formas moleculares, em mulheres climatéricas antes e apés uso de HRT
(Terapia de Reposigdo Hormonal). Isso permitira estabelecer correlagbes entre as
atividades da BChE, o IMC e os diversos caracteres bioquimicos analisados antes e
apoés o uso de HRT.

Nessa perspectiva, acreditamos que dados a mais, acrescidos aos ja
existentes, possam contribuir cientificamente, tanto para o esclarecimento da fungéo
da BChE, como para esclarecimento das alteragbes sofridas pelo organismo
feminino durante a HRT.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COLINESTERASES

O termo colinesterase é reservado as esterases inibidas pela fisostigmina na
concentragdo de 10° M (AUGUSTINSSON, 1963). Nos eucariotos ha muitos tipos
de esterases, divididas em grupos com bases na especificidade a diferentes
substratos. Vérias, incluindo a butirilcolinesterase, s&o classificadas como
carboxilesterases nao especificas, divididas em grupos com base nos valores
diferenciais de inibicao dos organofosforados.

DALE (1914), descobriu que a agdo da acetilcolina no coragao de sapos tinha
vida curta e sugeriu que uma enzima estava presente no soro e hidrolisava os
ésteres de colina. Nesse tempo, varias esterases ja haviam sido descritas em
diferentes tecidos animais, o que fazia supor que a acetilcolina deveria ser
excepcionalmente resistente a agao das mesmas.

STEDMANN; STEDMANN; EASSON (1932) mostraram que esterases de
figado de porco e gato eram incapazes de catalisar a hidrélise da acetilcolina e
procuraram por uma enzima responsavel por essa hidrolise. Eles descreveram e
purificaram pela primeira vez uma enzima presente no soro de cavalo que catalisava
a hidrdlise da acetilcolina. Eles chamaram essa enzima de “choline-esterase”.

Durante os anos seguintes, inimeros trabalhos relataram enzimas que
hidrolisavam a acetilcolina em varios 6rgdos e com diferentes concentragdes de
substrato. Uma explicagdo para isso foi encontrada por ALLES E HAWES?, citados
por BROWN et al. (1981), que estudando sangue de pacientes alérgicos,
demonstraram a existéncia de duas colinesterases: uma, cuja atividade era grande a
baixa concentragdo do substrato, que era inibida pelo excesso de substrato e que
estava presente no eritrécito humano; a segunda, cuja atividade modificava de
acordo com a concentragdo do substrato estudado e que estava presente no soro
humano.

Mais tarde, relatos de trabalhos usando enzimas purificadas. Sugeriram que a

1ALLES, G. A.; HAWES, R. R. Cholinesterase in blood of allergic patients. Allergy. [S.l.], v.
12, p. 1-5, 1940.



enzima eritrocitaria era especifica para esteres de colina e podia ser chamada de
colinesterase verdadeira, enquanto a enzima no soro que hidrolisava ésteres nao
colinicos, seria chamada de pseudo-colinesterase.

Em revisao feita por CHATONNET; LOCKRIDGE citados por GNATT et al.
(1991), as esterases estdo quimicamente classificadas em acetilcolinesterase
(AChE, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8).

A AChE estd predominantemente presente em terminagbes nervosas,
substancia cinzenta do cérebro, eritrocitos, pulmao, figado e musculo (FULLER,;
BERGER, 1990; LI et al., 2000). Sua funcgao é hidrolisar rapidamente a acetilcolina
nas sinapses colinérgicas, produzindo &cido acético e colina (KAPLAN et al., 2002).
Tem surpreendente poder catalitico, sendo altamente especifica pelo substrato
fisiolégico acetilcolina, entretanto também catalisa reagdes com outros ésteres e
amidas (EKHOLM, 2001). Em muitas espécies, a estrutura de raio X da AChE ja é
conhecida (KAPLAN et al., 2002): TcAChE (Torpedo californica); MoAChE (rato);
HuAChE (humana); DAChE (Drosdfila).

A BChE é sintetizada pelo figado e encontrada em varios tecidos de
vertebrados: figado, intestino, pulmao, cérebro e soro (NACHON et al., 2002).
Existem sugestdes que esta enzima também seja sintetizada no tecido adiposo
(ORESKOVIC; KUNEC-VAJIC, 1992; POPOVIC et al., 1998). Até o momento, a
fungao fisioldgica da BChE permanece indeterminada (FULLER; BERGER, 1990; LI
et al., 2000; EKHOLM, 2001; NACHON et al., 2002).

Ha estudos sugerindo o envolvimento dessas duas colinesterases no
desenvolvimento do sistema nervoso, crescimento de células nervosas, regulagéo e
proliferagdo celular e apoptose (LAYER, 2003).

Até hoje, muitos trabalhos ndo distinguem claramente uma da outra. As
colinesterases mostram variagbes de estruturas quaterndrias, com atividades
cataliticas similares, mas com diferengas nas interagdes hidrofébicas e parametros
hidrodinamicos. Historicamente, diferentes formas tém sido separadas por

eletroforese.

2CHATONNET, A.; LOCKRIDGE, O. Comparison of butyrylcholinesterase and
acetylcholinesterase. Biochemestry Journal, Washington, v. 260, p. 625-634, 1989.



Subunidades cataliticas, as quais variam nas glicosilagbes, podem estar
organizadas como dimeros ou tetrameros, ganhando formas globulares que se
dividem dependendo de sua capacidade anfifilica. Tetrameros sao formados por
interagdes eletrostaticas e hidrofdbicas entre dois dimeros ligados por duas pontes
de dissulfeto (MASSON et al., 1991).

Embora as duas enzimas existam nas formas moleculares que incluem:
mondmeros, dimeros e complexos oligoméricos ligados a outros elementos, diferem
na especificidade por diferentes substratos e na sensibilidade a diferentes inibidores
(LOCKRIDGE et al., 1979).

2.2 BUTIRILCOLINESTERASE

2.2.1 Aspectos Gerais

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IJUPAC) e
Nomenclature Comittee of International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(NC-IUBMB), a butirilcolinesterase (BChE) é uma enzima, cujos sinbnimos s&o:
pseudocolinesterase, butirilcolina esterase, colinesterase nao especifica,
colinesterase Il (inespecifica), benzoilcolinesterase, propionilcolinesterase, acilcolina
acilhidrolase e BtChoEase; pertencente a classe das esterases, que catalisam
reagbes tendo como substrato dgua e acilcolina e como produto, colina e acido
carboxilico (IUBMB, 2003).

A BChE hidrolisa os ésteres de colina, entretanto sua especificidade nao é
absoluta. Ela catalisa a hidrélise de butirilcolina assim como de outros ésteres
alifaticos que n&o contém colina, tais como acido acetilssalicilico (AAS; MASSON et
al., 1998). Despertou particular interesse dos cientistas, também, porque hidrolisa os
compostos téxicos (SUN et al., 2001; NACHON et al., 2002).



2.2.2 Estrutura Molecular e Heterogeneidade da BChE

A BChE humana é um oligossacarideo homotetramero altamente glicosilado,
de 340 kDa, com 9 sitios de N-glicosilagdo por subunidade catalitica que
representam 25% de sua massa (LOCKRIDGE; ECKERSON; LA DU, 1979;
LOCKRIDGE et al., 1987). Essa alta glicosilagdo contribui para a sua longa
permanéncia no sangue circulante e a protege da agdo de enzimas proteoliticas
(LIAO et al., 1992). Os insucessos nas tentativas de determinagcao da estrutura
tridimensional e cristalizagdo da enzima, também parecem estar ligados a alta
glicosilagédo (NACHON et al., 2002).

A completa seqliéncia dos 574 aminoacidos da cadeia principal ja foi
determinada quimicamente e é codificada por 1722 nucleotideos no DNA
(ARPAGAUS et al.,, 1990). A essa cadeia principal estao ligadas 9 cadeias de
oligossacarideos por 9 residuos de asparagina (Asp). A estrutura das cadeias de
oligossacarideos nao foi determinada, mas ha indicios que sejam cadeias do tipo
complexo terminadas em &acido sialico (HAUPT et al., 1966).

Segundo BROWN et al. (1981), esta bem estabelecido que a BChE humana é
uma ao-globulina com baixa mobilidade eletroforética a pH 8,6. Por troca de pH, as
propriedades eletroforéticas das proteinas sao alteradas, fazendo com que a enzima
em pH 11,0 migre como B-globulina, em pH 8,6 como a,-globulina, em pH 5,0 como
albumina e em pH 4,2 como pré-albumina.

HARRIS; HOPKINSON; ROBSON (1962), utilizando eletroforese
determinaram 4 componentes diferentes com atividades colinesterasicas, que foram
denominadas C;, C,, C; e C4, em ordem decrescente de mobilidade.

SCOTT; POWERS (1972) sugeriram que C4 fosse um tetrdmero e Cy um
mondémero. MASSON (1979) reafirmou que os parédmetros: peso, constante de
sedimentagdo, volume especifico, mobilidade eletroforética e ponto isoelétrico da
BChE, determinados através de eletroforeses em gel de poliacrilamida e
centrifugacdo por gradiente de sucrose, determinam as formas moleculares aparente
das fragbes. Esses resultados indicam: que a forma das 4 principais fragoes seja
elipséide; que C; seja um mondémero; C, seja um composto de C4, associado com
uma pequena subunidade inativa, responsavel pela sua propriedade elétrica,
identificada mais tarde como sendo a albumina (MASSON, 1989); C; , seja um



dimero e C4, 0 maior componente da enzima, seja um tetramero, arranjado como
dimero de dimero (duas vezes a fragao Cs).

As formas moleculares C4, C,, C3 e C4 sdo parcialmente interconversiveis e
as formas Ci e C3 podem ser precursores e/ou produtos de degradagédo de C,
(LAMOTTA et al., 1968; MASSON, 1979).

As massas moleculares relativas das unidades purificadas da BChE humana,
obtidas por diferentes metodologias, estdo descritas na TABELA 1.

TABELA 1 - MASSA MOLECULAR RELATIVA DA BChE HUMANA

Banda Eletroforética | Valor (Dalton) Método

Ca 300.000 Ultracentrifugagéo
345.000 Eletroforese

Cs 170.000 Ultracentrifugagao

C: 110.000 Ultracentrifugagao

C 86.000 Sephadex G200
85.000 Eletroforese

FONTE: BROWN et al. (1981)

Em eletroforese, uma forma adicional de mobilidade intermediaria entre C; e
C,4 é observada. Esta forma é progressivamente formada as custas de C4 por agao
da tripsina, plasmina e certas proteases (SAEED; CHADWICK; MILL, 1971). A
mesma foi relatada por MASSON; CHATONNET; LOCKRIDGE (1990) como um
trimero. Segundo MASSON (1991) uma outra nomenclatura, baseada na estrutura
molecular, seria mais conveniente do que a de acordo com suas mobilidades
eletroforéticas. Recomendou as designagdes G (forma globular): Gy, G2 e G4 de
acordo com o numero de subunidades, uma vez que Ci, C3 e C4 sao formas
globulares de monémeros, dimeros e tetrameros da enzima. A forma C, é referida
como G;-ALB, e o trimero como Gs.

Embora se tenha conhecimento do comportamento eletroforético da enzima e
da seqléncia de aminodcidos de sua cadeia principal, sua estrutura tridimensional
ainda nao é conhecida. O conhecimento da estrutura de uma enzima permite
explicar as bases estruturais da reagdo que ela catalisa, permitindo planejar,
executar e avaliar o tipo de reagao.



Segundo MYERS; RICHMOND; OAKESHOTT (1988), varias hipoteses sobre
a estrutura molecular da BChE vinham sendo propostas desde 1968, a maioria,
comparando a similaridade de agdo da BChE com proteases e serinas hidrolases
frente a alguns inibidores. A auséncia de estrutura de raios X da BChE conduzia
para o uso da estrutura da AChE como modelo.

O centro ativo da BChE € constituido por 1 sitio esterasico e 1 sitio anibnico.
O sitio anidnico liga-se com o grupo amoénio quaternario (carga positiva) da colina
(SUSSMAN et al., 1991). Estudos de mutagénese sitio-dirigida identificaram serina
(Ser) 198, histidina (His) 438 e acido glutamico (Glu) 325, como a triade catalitica
que forma o sitio estearico da BChE (SHAFFERMAN et al., 1992).

Um grande passo para o entendimento do mecanismo catalitico e modelo de
acado das colinesterases frente aos seus inibidores foi dado por SUSSMAN et al.
(1991), com a determinagdo da estrutura tridimensional da AChE do Torpedo
californica (TCAChE). A sequéncia, dos 575 aminoé&cidos, de cada subunidade da
TcAChE ja era conhecida. LOKRIDGE et al. (1987) haviam determinado a seqiiéncia
dos 574 aminoacidos de cada subunidade da BChE humana (hBChE) e haviam
constatado que ambas, TCAChE e hBChE, possuiam 53,8% de seqliéncia idéntica.
Esses dados permitiram a construgdo dos primeiros modelos tridimensionais da
BChE em 1992, construidos por homologia com a TcAChE. Em 2001, EKHOLM
construiu um modelo da BChE humana (hBChE) usando método de construgédo
tridimensional, utilizando cristais de proteinas de familias conhecidas como modelo.
O modelo computadorizado da BChE foi construido por homologia, utilizando
coordenadas da estrutura de raio X da TcAChE de 28A. Residuos 4-534 da AChE
foram sucessivamente alinhados com os residuos 2-532 da hBChE sem nenhuma
delegédo ou adigdo. 20 fragmentos selecionados do Book Haven Protein Databank
(PDB) foram inseridos no modelo em varias regides. Os ultimos aminoacidos 533-
574 nao foram introduzidos no modelo por serem insignificantes na investigagao do
sitio ativo.

O resultado foi obtido utilizando programa MODELLER para construir o
modelo. Atomos de hidrogénio foram adicionados ao modelo em padrdes
geométricos. O modelo obtido da estrutura da BChE ficou préximo ao da AChE.
Porém, entre outras comparagdes, o resultado obtido apoia o ponto de vista de que
o centro ativo da AChE e BChE diferem especialmente na presenga de uma larga
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cavidade na BChE. O modelo permitiu as seguintes dedugbes com relagao a
estrutura da BChE: possui um canal que leva ao sitio ativo similar ao existente na
AChE, porém mais largo e formado por peptideos NH (fungdo de amino-&cido) e
com poucos residuos aromaticos (o canal da AChE é estreito e com muitos residuos
aromaticos); somente uma forte ponte de hidrogénio pode ser formada no sitio ativo
(AChE forma duas pontes) e comparando o volume de interagées de Van der Waals
das moléculas, ha indicios de que a AChE seja menor e talvez mais rigida do que a
BChE. Embora ndo seja satisfatério para a engenharia da enzima, a estrutura
encontrada, contribui para entender alguns aspectos das diferengas de
especificidade entre AChE e BChE frente aos diferentes substratos.

2.2.3 Locos Determinantes das Variagdes da BChE

As variagbes genéticas da BChE sao condicionadas por dois locos
autossémicos nao ligados BCHE e CHE2 (HARRIS et al.,, 1963). O loco BCHE
codifica a estrutura da enzima e de acordo com o GenomaBank este loco esta
localizado no brago longo do cromossomo 3 na posi¢do 3926.1-g26.2 (FIGURA 1),
com 171.982.498 + 32 bases (SPARKES et al., 1984). O gene CHEZ2 determina a
produg¢do de um componente extra da enzima (banda Cs na eletroforese) e aparece
em cerca de 10% da populagdao em geral. Segundo EIBERG et al. (1989), ha
evidéncias de que esse gene esteja ligado ao cromossoma 2 nas posi¢gdes 29q33-q35

conhecido como conjunto génico CRYG (y-Cristallin cluster).

FIGURA 1 — LOCALIZAGAO CROMOSSOMICA DO GENE DA BUTIRILCOLINESTERASE

HUMANA
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2.2.3.1 Loco BCHE

A introducdo da succinilcolina como relaxante muscular pré-anestésico na
década de 50 deu inicio, nos anos seguintes, a inimeros trabalhos que relatavam
respostas atipicas ao uso de succinilcolina, e possibilitou a descoberta das variantes
do loco BCHE.

KALOW; STARON (1957), estudando casos de pacientes que durante o uso
da succinilcolina apresentaram apnéia prolongada, descobriram, utilizando métodos
de inibicdo a dibucaina, a primeira variante genética da BChE (atipica).

A succinilcolina € um relaxante muscular utilizado como pré-anestésico, que
quando administrado endovenosamente na proporgao de 1mg/kg, relaxa a
musculatura da laringe, facilitando a passagem do tubo endotraqueal. O efeito da
succinilcolina é moderadamente seletivo pois relaxa também a maioria dos musculos
do corpo, incluindo diafragma e musculos do peito. O efeito relaxante é curto, 2 a 10
minutos. A succinilcolina age competindo com a acetilcolina nos receptores das
jungdes neuromusculares, ambos causam a despolarizagao das fibras musculares. A
acetilcolina é rapidamente destruida pela AChE, entretanto, a succinilcolina néo, e
sua agdo permanece até que uma larga porgao tenha sido hidrolisada no plasma
pela BChE. Na presenga da baixa atividade enzimatica da BChE, a destruigao da
succinilcolina é diminuida, resultando num periodo longo de paralisia dos musculos,
e consequente apnéia (SHNIDER, 1975).

Outros inibidores também foram utilizados, entre eles Ro2-0683, que se trata
do dimetilcarbamato do brometo de 2-hidroxi-5-fenil-benziltrimetilaménio (MORROW,
MOTULSKY, 1968), fluoreto de sédio (NaF; HARRIS; WHITTAKER, 1963) e
propranolol (WHITTAKER; BRITTEN; WICKS, 1981). Esses inibidores tém sido
usados em metodologias que empregam diferentes substratos, contendo ou nao
grupamento colina, como benzoilcolina, alfa-naftilacetato e inumeros ésteres de
tiocolina como propioniltiocolina e butiriltiocolina. Alguns fenétipos (BCHE UF, BCHE
UA) podem ser previamente identificados utilizando-se o alfa-naftilacetato como
substrato e uma combinagdo dos inibidores DL-propranolol e Ro02-0683
(ALCANTARA; CHAUTARD-FREIRE-MAIA; CULPI, 1991; PICHETH et al., 1994).

A determinagdo das sequéncias de aminoacidos da BChE (LOCKRIDGE et
al., 1987), com consequente conhecimento das sequéncias de nucleotideos de seu
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cDNA (MCTIERNAN et al, 1987, PRODY et al., 1987) possibilitaram o
seqienciamento do gene BCHE (ARPAGAUS et al., 1990), o que tem permitido o
estudo dos alelos ao nivel de DNA.

O alelo atipico (BCHE*70G) esta presente na maioria das populagdes
caucasdides, com freqiiéncias em torno de 1% a 2%, mas € ausente ou muito raro
em outras populacdes. Esse alelo é facilmente identificado por testes de inibicao
enzimatica.

O fendtipo resistente ao fluoreto foi inicialmente identificado, pela sua maior
sensibilidade a inibicdo por fluoreto de sdédio (HARRIS; WHITTAKER, 1963) e,
posteriormente, também foi identificado com o inibidor propranolol (WHITTAKER,;
BRITTEN; WICKS, 1981). Segundo SOUZA (2001) a frequéncia conjunta (0,41 *
0,09%) dos alelos resistentes ao fluoreto F1 - BCHE*243M (0,34% + 0,08) e F2 -
BCHE*390V (0,07 % 0,03) varia bastante. Em populagdes caucasodides este valor é
de cerca de 0,5%, enquanto que em certas populagbes africanas, provavelmente
com alto grau de isolamento, ele pode alcangar valores de até 8% (revisdo em
WHITTAKER, 1986

Estudos imunolégicos sobre a variante K mostraram uma redugédo em torno
de 33% no numero de moléculas de BChE circulantes, que ndo apresentam
propriedades cataliticas diferentes da enzima usual (GARRY et al., 1976).

A freqiéncia do alelo BCHE*K, determinada pela analise direta do DNA,
variou de cerca de 13% a 20%, em amostras de origem caucaséide, oriental e
negréide (revisdo em SOUZA et al., 1998). Por essa técnica detectam-se genoétipos
que nao poderiam ser diferenciados através de testes de inibigéao.

A mutagdo J também pode ser identificada por teste de inibicdo enzimatica,
quando em heterozigose com a variante atipica (GARRY et al., 1976; EVANS et al.,
1980; WHITTAKER; BRITTEN, 1987; WHITTAKER; BRITTEN, 1989). Quando
comparada com a usual, a variante J apresenta uma diminui¢do de 2/3 no numero
de moléculas circulantes (GARRY et al., 1976). Essa mutagédo parece ser bastante
rara e todos os individuos, estudados ao nivel de DNA, eram membros de uma unica
familia e apresentaram a mutagdo K, nao sendo possivel se determinar o efeito
fenotipico isolado da mutagao J (BARTELS; JAMES; LA DU, 1992).

Os alelos silenciosos sdo raros na maioria das populagdes estudadas.
Atualmente o fenétipo silencioso é definido por atividades enzimaticas com niveis
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mais baixos do que 10% dos niveis da enzima usual. Em revisao de WHITTAKER,
1986, a estimativa da freqiéncia global, isto é, sem que se considere a
heterogeneidade genética, esta em torno de 0,3%. Altas frequéncias foram descritas
em algumas populagbes: 11% em esquimods do Baixo Yukon e Alaska (GUTSCHE;
SCOTT; WHRIGHT, 1967; SCOTT; POWERS, 1972) e em certas populagbes da
india (GOPALAM; RAO, 1981); 2,1% em bascos (VERGNES; SEVIN; PERALTA,
1981) e 1% em certas populag¢des francesas (ARNAUD et al., 1991). Trabalhos mais
recentes (PESTEL; SPRENGER; ROTHHAMMER, 2003) mostram maiores
freqliéncias desses alelos do que as ja descritas na literatura, devido aos avangos

da genética molecular.
2.2.3.2 Loco CHEZ2

A deteccdo de sua variabilidade é determinada por eletroforese. HARRIS et
al. (1963) relataram que alguns soros apds eletroforese exibiam bandas adicionais
(Cs) de baixa migragdo. Aos individuos que apresentaram essa banda ele
denominou de CHE2 C5+ e aqueles que nao apresentaram a banda, CHE2 C5-. O
gendtipo usual, na presenga do complexo Cs tem atividade cerca de 30% maior que
o fendétipo CHE2 C5-. Estudos imunoldgicos determinaram que esses niveis de
atividade mais altos sao devidos a um maior nimero de moléculas circulantes e néao
a atividade especifica maior (ALTLAND et al., 1971).

Vdrias técnicas foram desenvolvidas para melhorar a visualizagdo da banda
Cs. A identificagdo mais segura foi conseguida por VAN ROS; VERVOORT (1973),
que adaptaram a técnica de ROBINSON et al. (1957), originalmente descrita para
separar variantes de hemoglobina em gel de agar acido (pH 6,5). Com essa técnica,
a banda Cs migra para o pdlo positivo enquanto o conjunto das demais formas
moleculares (Cor) migra em diregao ao pélo negativo.

Vérios estudos mostraram que o fenétipo CHE2 C5+ apresenta atividade
enzimatica da BChE (ABChE) maior que o fenétipo CHE2 C5-. CHAUTARD-
FREIRE-MAIA et al. (1991) demonstraram que a frequéncia de CHE2 C5+ é maior
em homens (12,3%) do que em mulheres (8,3%) e, que as pessoas com banda Cs

forte apresentam em média cerca de 6 kg a menos que seus controles CHE2 C5-,
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pareados por idade, altura e sexo. Estes dados foram corroborados por
ALCANTARA et al. (2001).

Existem evidéncias de que o loco CHEZ codifica uma proteina diferente que
interage com a subunidade produzida pelo loco BCHE, formando uma molécula
hibrida entre BChE e essa proteina desconhecida. As propriedades do complexo Cs
causam mudanc¢as na mobilidade da BChE e aumento na sua atividade especifica
(SOREQ et al., 1987; ARPAGAUS et al., 1990).

OHKAWA; FURUYA; TABATA, (1988) demonstraram que a molécula
desconhecida pode estar ligada a C4 por um fosfolipideo. MASSON (1991) considera
que Cs pode ser uma associagao entre C4 e uma substancia de aproximadamente
60 kDa. A liberagdo de C4 a partir do complexo Cs foi observada, indicando uma
associagdo nao covalente entre C4 e essa substancia, embora o autor ndo tenha
conseguido determinar qual a substancia.

A freqliéncia do alelo CHE2*C5+ varia em diferentes populagdes (revisdo em
MOURANT; KOPEC; DOMANIEWSKA-SOBCZAK, et al., 1976), estando sua média
préxima de 5% na maioria das populagdes estudadas (revisdo em WHITTAKER,
1986). Entretanto, para certas populagdes isoladas esses valores podem variar entre
zero e 50,5% (revisdao em ERBERICH et al., 1995).

2.2.4 Qutras Formas Moleculares da BChE

Além das bandas C4, C,, C3; e C,, presentes em todos os individuos, e da
banda polimérfica Cs, presente em cerca de 10% das populagdes caucasdides,
outras bandas tém sido identificadas através de eletroforese.

SOUZA et al. (1993) ao introduzirem aigumas alteragbes na técnica
eletroforética em gel de agar em pH &cido, visando posterior quantificagéo da banda
Cs, isolaram do conjunto Cof, outra banda, que denominaram provisoriamente de
C45. Os melhores resultados foram obtidos com pH 5,3, no qual todas as amostras,
tipadas como CHE2 C5- (sem a banda Cs), apresentaram uma banda, a qual corre
também para o pdlo positivo, mostrando expressividade variavel. SOUZA (1995)
mostrou também que essa banda esta presente em todos os individuos de fendtipo
CHE2 C5+ examinados.
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SOUZA (1995), em sua tese de mestrado, relata varios experimentos na
tentativa de caracterizar a banda C4s e chega a algumas conclusdes: Cys €
determinada pelo loco BCHE, parece ser BChE ligada a outra substancia por ligagéo
nao covalente, parece depender da interagdo da BChE com substancia diferente
daquela que forma Cs, parece ser monomorfica.

ALCANTARA et al. (2003a) verificaram que a intensidade desta banda esta
diretamente relacionada com o peso do individuo. Individuos com maior IMC
apresentam maior intensidade deste complexo. Também observaram que esta
banda sofre a influéncia da estocagem, assim, em soros estocados (4 a 6 meses)
foram verificadas maiores intensidades destas bandas que em soros de coleta
recente.

Técnicas modernas para separacao de proteinas tém sido usadas para
demonstrar a existéncia de formas multiplas da BChE. A eletroforese, para
investigacdo de formas mudltiplas, tem sido usada desde 1960, entretanto o gel de
poliacrilamida é o que tem dado melhores resultados na separagdo de bandas,
obtendo boas resolugdes. JUUL (1968) isolou 12 formas moleculares da BChE
utilizando eletroforese de poliacrilamida.

Embora a detecgéo da colinesterase, por eletroforese, de plasma humano em
amido usualmente fornegam 4 ou 5 bandas, o gel de poliacrilamida forma um gel
mais endurecido e com poder de resolugdo melhor. Soros estocados a 4°C ou -20°C
possuem bandas adicionais durante eletroforese, que sao as chamadas bandas de
estocagem. O aparecimento dessas bandas pode ser: devido a alteragdo da
mobilidade eletroforética da colinesterase por clivagem dos residuos de &cido siélico
da estrutura da enzima, ou por clivagem da enzima por enzimas proteoliticas
(BROWN et al., 1981).

Muitos trabalhos tém adotado a convengao internacional de nomenclatura que
padroniza a numeragao das isoenzimas consecutivamente, designando como 1 a
que possui maior mobilidade em direcdo ao anodo e assim por diante. Infelizmente
em muitos casos, 0 método usado para demonstrar a existéncia de uma banda tem
sido diferente do utilizado por outro pesquisador e, assim, usualmente nao tem sido
possivel determinar quando uma “nova” banda ja tenha sido nomeada

anteriormente.
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2.2.5 Alteragdes na Atividade da BChE

Os niveis da butirilcolinesterase no soro sao influenciados por uma variedade
de condigbes clinicas e estados fisiolégicos (ROBERTSON, 1966).

BROWN et al. (1981), em revisédo sobre os estudos que envolveram os niveis
de colinesterases nas varias doengas humanas, dividiram os estudos em duas
classes: uma delas, guiada pela esperanga de associar os niveis de ABChE a
doencga (para revelar a funcéo real da enzima) ou a natureza da doenga; outra,
relatando doengas que sugerem que a butirilcolinesterase seja um indicador sensivel
dos niveis de proteinas do plasma. Como a simples determinagdo da ABChE néo
pode revelar a redugdo de formagé&o de proteinas no plasma por estar ligado
também a fatores genéticos (variantes), esse teste ndo é difundido largamente
(limitagdo pode ocorrer tanto na doenga quanto na variagdo genética). Por causa
destas limitagdes, o valor do teste s6 existe se for uma determinagao seriada e por
um determinado periodo do tempo, do contrario, fornece informag¢des que néao
apresentam grau de certeza. Sendo a ABChE um trago firme na caracteristica
individual, tanto na constancia quanto na especificidade, a determinagdo da sua
atividade em determinados periodos de tempo, tem grande validade cientifica
(HOSENFELD; SCHROTER, 1970).

Diminui¢cdes na ABChE tém sido descritas, na anemia severa (FABER, 1943),
apés o contato com compostos téxicos como pesticidas organofosforados
(THOMPSON; WHITTAKER, 1965; CARMONA et al., 2000; SUN et al., 2001), na
deficiéncia renal (SIMON et al.,, 1969), com o uso de pilula anticoncepcional
(WHITTAKER; CHARLIER; RAMASWAMY, 1971; REDDERSON, 1973), na gravidez
(ROBERTSON, 1966; REDDERSON, 1973; SHNIDER, 1975), nas disfungbes
hepéaticas, cujas condigbes interferem com a sintese de proteinas (hepatite aguda,
cirrose aguda e metastase hepatica e malnutricdo), com alteragdes nos valores de
proteinas totais (ARCHER; JANOWSKY, 1978; BROWN et al., 1981; HADA et al.,
1988), no hipotireoidismo (THOMPSON, WHITTAKER, 1965; JOHNSON, 1997,
POPOVIC et al.,, 1998), no uso de glicocorticéides (WEBER; BRANK; GRUBIE,
1999) e em estados febris (FABER, 1943).

Aumentos, em sua atividade, foram verificados na hipertenséo e tireotoxicose
(FABER, 1943), hiperlipidemias (KUTTY; PAYNE, 1994; ALCANTARA et al., 2002),
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na obesidade (CHU et al., 1978; RANDELL; ROGERS; SMITH, 2001; ALCANTARA
et al, 2003b), no Mal de Alizheimer (RANDELL; ROGERS; SMITH, 2001;
SCHNEIDER, 2001; LEHMANN, et al., 2003) e no diabetes (RICCARDI, 1990;
ALCANTARA et al., 2002), Aumentos da ABChE foram descritos em hipertireoidismo
(THOMPSON; WHITTAKER, 1965), condi¢gdo de maior mobilizagdo de acidos graxos
livres e acelerada renovagao de lipoproteinas no soro (CUCUIANU et al., 1975),
situagdo semelhante a que ocorre com o uso do E; pela sua alterag@o nas fragdes
lipidicas. Pode haver interagdo entre horménios esterdides com tiroxina (ILLSLEY;
LAMARTINIER, 1981) e tirosina (GEVORKIAN; SARKISIAN; PANOSIAN, 1982),
estando bem estabelecido que aumentos de ABChE sao obtidos experimentaimente
por manipulagéo do sistema endocrino (KJELLSTRAND et al., 1985).

Maior ABChE tem sido observada no sexo masculino quando comparado ao
feminino (SIDDEL; KAMINSKIS, 1975; LAMARTINIERE, 1986; CHAUTARD-
FREIRE-MAIA, 1989; MADDINENI; MIRAKHUR; MCCOY, 1994; ALCANTARA,
2000).

2.4 FUNCOES DA BChE

Embora até o momento ndo seja conhecida a fungéo fisioldgica especifica da
BChE, inumeras fungdes tém sido a ela atribuidas. A BChE pode estar envolvida:
com a regulacédo dos niveis de colina no plasma (CHU et al., 1978; ABBOTT et al.,
1993), hidrolisando um largo nimero de substratos, como succinilcolina (BLITT et
al., 1977, ARPAGAUS et al., 1990) e derivados de &cidos benzdicos e procaina
(HAZEL; MONIER, 1971); com metabolismo de &cidos graxos no figado e nas
células reticuloendoteliais; e na remogao dos ésteres de colina formados durante ao
metabolismo de acidos graxos. Pode atuar como auxiliar da AChE no suporte e
regulacéo da transmissao e regulagéo colinérgica (LI et al., 2000; MINIC et al., 2003)
e estar associada a proliferagdo celular e crescimento dos neurdnios durante o
desenvolvimento do sistema nervoso (DARVESH; HOPKINS; GEULA, 2003). Pode,
ainda, estar relacionada com fungao no metabolismo de lipides e lipoproteinas (CHU
et al., 1978; SHIRAI et al., 1985; ABBOTT et al., 1993), facilitando o transporte de
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CT (colesterol total) da fragdo VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade) ou IDL
(lipoproteina de densidade intermediaria) para LDL (lipoproteina de baixa densidade;
SHIRAI et al., 1985); na metabolizagdo de ésteres e fitotoxinas de plantas ingeridas
na dieta (ABBOTT et al.,, 1993); e na metabolizagdo de compostos téxicos em
humanos incluindo AAS (MASSON, 1998). CLITHEROW; MITCHARD; HARPER
(1963) propuseram que a fungdo da BChE seria hidrolisar os ésteres de acilcolina e
talvez mais especificamente de butirilcolina, os quais possuem ag&o nicotinica
indesejavel no organismo e que podem ser produtos secundarios do catabolismo
dos acidos graxos livres e da lipogénese no figado.

E ainda utilizada como indicador de niveis normais/anormais de funcéo
hepatica (BLITT et al.,, 1977, CAMMISA; ISOM; GREENE, 1988) e no tratamento
profilatico de prevengao de envenenamento por exposicao a compostos contendo

organofosforados na forma de agentes nervosos e pesticidas (SAXENA et al., 2002).

2.5 BChE E LIPIDES

LAWRENCE; MELNICK (1961) sugeriram que parte da BChE poderia formar
um complexo instavel através de ligagdes fisicas com a LDL. Quando no complexo,
a BChE teria sua atividade diminuida. Essa hipotese foi apoiada por DUBBS (1966),
quando conseguiu aumentar a atividade da BChE, apoés tratar o soro humano com
ultra-som, que provavelmente desfez as ligagoes fisicas com a LDL.

KUTTY; ROWDEN; COX (1973), além de tratarem a LDL com fosfolipase, que
proporcionou liberagdo da BChE, levando-os a sugerir que a ligagdo entre LDL e
BChE ocorresse na fosforilcolina da lecitina, também induziram hiperlipemia em
coelhos apds tratamento com lipopolissacarideo de Escherichia coli. Este ultimo
procedimento resultou num aumento de concentragdo de LDLs no soro e da
atividade da BChE, levando-os a propor o seguinte esquema hipotético:

VLDL ENZIMA , Pré-LDL (IDL)

IDL + BChE—>» LDL
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Evidéncias sugerem o envolvimento da BChE no metabolismo de lipidios e
lipoproteinas (FABER, 1943; ABBOTT et al., 1993). Aumentos na ABChE tém sido
correlacionados com aumentos nos niveis de triglicérides (TG; KUTTY; PAYNE,
1994; ALCANTARA et al., 2002), com diabetes mellitus (ABBOTT et al., 1993;
RANDELL; ROGERS; SMITH, 2001; ALCANTARA et al., 2002) e obesidade
(CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al., 1991; ALCANTARA et al., 2003b).

A razéo para o aumento de atividade da BChE nos obesos e diabéticos seria
o aumento de lipogénese, resultando uma produgdo aumentada de CT e VLDL. Em
pacientes diabéticos que apresentam hipertrigliceridemia, quando controlados com
insulina, os TG e ABChE decresceram concomitantemente (KUTTY; PAYNE, 1994).
Isso sugere a associagdo da BChE nos niveis de TG (triglicérides), possa estar
relacionada ao aumento da atividade da enzima quando a secreg¢ao de insulina é
inadequada ou ineficiente (ABBOTT et al., 1993).

ORESKOVIC; KUNEC-VAJIC (1992) e POPOVIC et al. (1998) sugeriram que
a BChE poderia se originar ndo somente no figado, mas também do tecido adiposo
e que a sintese no tecido seria regulada por mecanismos diferentes daqueles do
figado. Essa hipétese foi reforcada quando RANDELL; ROGERS e SMITH (2001),
estimularam a produgdo de BChE e TG utilizando células de adenocarcinoma
intestinal humano (CACO 2). As respostas ao estimulo de produgao com oleato,
causaram aumentos na concentragao de TG, mas nao houve aumento na atividade
da enzima; ao mesmo tempo, quando do uso de insulina, houve aumento na
produgdo de BChE sem aumentar a produgao de TG. Isso sugeriu que a produgao
de &cidos graxos e o aumento da atividade da BChE ocorrem por mecanismos
independentes e sugere que a correlagdo entre aumento da sintese da enzima e
hiperlipidemia nao tem relagédo direta com a produgao in situ.

Os valores de TG estao correlacionados com a LDL (CHU et al. 1978; KUTTY,
PAYNE, 1994), com base na influéncia estabilizante da BChE sobre as lipoproteinas
ou alternativamente como cofator na conversédo da VLDL em IDL ou LDL (SHIRAI et
al.,, 1985). O aumento da atividade da BChE na fragdo LDL, em pacientes com
hiperlipemias, poderia ser devido a habilidade da B-lipoproteina de sequestrar a
BChE, ou pela associagdo da LDL e BChE nas interagdes de fosforilcolina do sitio
da tecitina (CHU et al., 1978).
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Relagbes da BChE com LDL e HDL (lipoproteina de alta densidade) foram
relatadas no trabalho de NOUSIAINEN; RYHANEN (1984), ao verificarem a
atividade da BChE e a concentragdo de CT e TG, em fragdes de lipoproteinas.
Observaram que a atividade da BChE era relativamente alta no HDL-C. Apds
lavagem das fragbes, observaram que a concentragdo do CT mostrava-se
aumentada nas fragbes LDL e HDL, enquanto a atividade da BChE aparecia
aumentada no LDL e diminuida no HDL. Os resultados forneceram suporte para
hipétese sugerida (KUTTY et al., 1981) de que o colesterol da HDL inibe a atividade
da BChE, enquanto o colesterol da LDL estimula.

2.6 BChE E ESTROGENOS

Os estrégenos tém sido relacionados com o declinio da ABChE. Mulheres em
idade fértil possuem niveis da atividade da enzima cerca de 64 a 74% do que os
homens com a mesma idade, e apés a menopausa, 0s niveis de atividade sao
semelhantes em ambos os sexos (SCOTT; POWERS, 1972; SIDDEL; KAMINSKIS,
1975).

Durante a gravidez, quando ocorre a produgdo aumentada de estrégenos pela
placenta, foram descritos casos de diminuicdo da ABChE (SHNIDER, 1975;
ROBERTSON, 1966; BLITT et al., 1977). Alguns autores relataram inclusive casos
de apnéia prolongada durante a anestesia no momento do parto (SHNIDER, 1975;
ROBERTSON, 1966). A redugdo da ABChE é mantida até o parto e seus niveis
normais sdo alcangados apés 6 semanas (ROBERTSON, 1966; HAZEL; MONIER,
1971; SHNIDER, 1975).

ROBERTSON (1967); WHITTAKER; CHARLIER; RAMASWAMY (1971);
SIDDEL; KAMINSKIS (1975), associaram o uso de contraceptivo oral com a
diminuigdo da ABChE. Situagao oposta ocorre nas mulheres climatericas, quando os
niveis de estrégenos diminuem e ha aumento da ABChE (LUINE; HARDING;
BLEISCH, 1983; JOHNSON, 1997).

BLITT et al. (1977) demonstraram mudangas significativas na bioquimica da

mulher gravida. Hemodiluigdo, alteragdo da fungédo hepatica, concentragao
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diminuida de albumina. Os efeitos dos estrégenos sdo os fatores implicados na
reducdo da ABChE em gestantes. O figado tem demonstrado ser o0 6rgao alvo na
acéo dos estrogenos e alteragbes nos niveis de enzimas sintetizadas no figado, em
resposta a administragdo de estrogénio, tém sido relatadas. Diminuigbes nas
concentragbes de proteinas plasmaticas em multheres usando contraceptivos orais
contendo estrogenos tém sido relatadas (WHITTAKER; CHARLIER; RAMASWAMY,
1971) o que talvez possa explicar a relagdo negativa entre a ABChE e o uso de
terapia de reposigcdao hormonal (HRT).

Os estrégenos sintéticos usados para tratamento de carcinoma de préstata
(ARCHER; JANOWSKI, 1978), assim como os das pilulas anticoncepcionais
(ROBERTSON, 1967; SIDDEL; KAMINSKIS, 1975), sdo fatores significantes de
queda da ABChE. ROBERTSON (1967) demonstrou que essa queda nao era
progressiva depois de 3 meses de uso de contraceptivo oral.

Trés principais fatores tém sido responsabilizados por essa redugéo: inibigao da
enzima no plasma, redugdo da sintese hepatica (WHITTAKER; CHARLIER;
RAMASWAMY, 1971) e diminuicdo na liberagdo da enzima para a circulagao
(ROBERTSON, 1967; REDDERSON, 1973).

2.7 FASES DA MENOPAUSA

2.7.1 Definigao

O termo menopausa € reconhecido universalmente e menopausa e definida
classicamente como um processo biolégico que representa a interrupgao
permanente da menstruagdo, pelo periodo de um ano consecutivo, resultado da
perda da fungdo ovariana. Ocorre, na maioria das vezes, de forma espontanea em
idades que variam normalmente entre 42 e 58 anos, ou através de intervengdes
médicas (cirurgia, quimioterapia ou terapia de radiag&o).

Segundo a NAMS (The North American Menopause Society, 2003) o
resultado do STRAW (Stages of Reprodutive Aging Workshop) realizado nos
Estados Unidos da America (EUA) em 2001, e que contou com a participagao de
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diversos organismos internacionais que fazem parte da IMS (International
Menopause Society), houve redefinicao de alguns termos relacionados ao evento de

idade reprodutiva da mulher.

2.7.2 Definigdes Cronoldgicas

Cronologicamente a idade n&o é um indicador acurado da idade reprodutiva.
As definigdes classicas séo baseadas nas presengas dos ciclos menstruais, nos
niveis hormonais e nos sintomas, divididos em: fases reprodutivas (pré-menopausa),
estdgio de transicdo da menopausa (ou peri-menopausa), menopausa € pos-

menopausa, (representadas graficamente na FIGURA 2).

FIGURA 2 - REPRESENTAGCAO DAS DEFINICOES CRONOLOGICAS DA MENOPAUSA
——
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FONTE: Aging Workshop (STRAW), Menopause, 2001

2.7.2.1 Fase reprodutiva

O ciclo menstrual envolve as fases: folicular, ovulatéria e ldtea. O inicio da
fase folicular coincide com o inicio da menstruagéo. Os niveis de E, e progesterona
sdo baixos, sinalizando para o hipotdlamo e glandula pituitaria o estimulo para a
producdo de FSH (horménio foliculo estimulante). O FSH da inicio ao processo de
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maturagdo folicular. O foliculo aumenta a produgdo de E,, favorecendo o
desenvolvimento do endométrio.

Na fase ovulatéria, o Estradiol (Ep) e LH (hormdnio luteinizante) causam a
liberagdo do 6vulo. Os residuos do foliculo ovariano continuam a estimular o
aumento do LH, transformando-se em corpo luteo.

A fase lutea € marcada pelo aumento da produgao de progesterona para
enriquecer o endotélio na preparagdo da implantagdo do o6vulo numa possivel
gravidez. Se a fertilizagdo do évulo ndo ocorre, o corpo luteo regride, E; e

progesterona diminuem e a menstruagao ocorre.
2.7.2.2 Transicdo da menopausa

A transicdo da menopausa, anteriormente chamada de peri-menopausa, é a
fase onde comegam a ser sentidos os primeiros sintomas. E caracterizada pelo
aumento nas concentragdes de FSH; presenga de ciclos menstruais irregulares,
causados pelo declinio de foliculos ovarianos e que culminam com o fim de
episoédios menstruais.

A mulher nasce com cerca de 1 a 2 milhdes de foliculos ovarianos, gerados
ainda durante o desenvolvimento fetal. A maioria deles € perdida por atresia
(degeneragao da célula) e apenas em torno de 500 foliculos participam da ovulagéo
durante toda a vida. Na menopausa, apenas algumas poucas centenas
permanecem. O aumento nos niveis de FSH apds a idade de aproximadamente 37
(climatério) anos, contribui para acelerar a atresia folicular. A intensidade de atresia
varia de mulher para mulher, o que gera as diferentes idades de menopausa.

Durante esse tempo é que comegam a aparecer os disturbios associados a
fatores fisicos (alteragbes hormonais) e a fatores psicolégicos (como declinio da
fertilidade, impacto da idade e estresses). As principais queixas e sintomas clinicos
relatados (ACOG - EDUCATIONAL BULLETIN, 1998; NAMS, 2003) pelas mulheres

nesse periodo incluem:

a) sintomas vasomotores:
a maioria das mulheres da Europa e Ameérica do Norte (75 a 85%)
apresenta calordes, contrastando com 25% das mulheres do Jap&o. Nao
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ha causa determinada. Ha suposi¢des de que a flutuagao dos niveis de
estrogenos possa ser responsavel; outra hipétese € a diminuicdo da
habilidade do estrogénio de se ligar a seus receptores. E o0 mais freqiiente
dos relatos no consultério médico. Atinge aproximadamente 85% das
mulheres nesse periodo, com variados graus de intensidade. E
caracterizado pela instabilidade vasomotora. Sdo chamados de ondas de
calor, calordes ou fogachos, pela sensagao de aumento intenso de calor,
especialmente na regido do pescogo, rosto e maos. A pele tinge-se de
vermelho nessas regides, devido o aumento de aporte sangiliineo. Essa
sensagao pode ou nao ser acompanhada de sudorese de intensidade
variavel, especialmente no periodo noturno (JOHNSON, 1997; YUSUF;
ANAND, 2002). O uso de estrogénio tem demonstrado diminuicdo na
freqiéncia e intensidade desses episodios;

disturbios do sono:

muitas mulheres (33 a 50%) nessa fase relatam problemas com o sono. A
flutuagdo hormonal durante o declinio da atividade ovariana, ao mesmo
tempo em que ocorrem alteragdes na vida dessas mulheres, com relagéo
a trabalho, filhos, agravamento de doengas crbnicas, ganho de peso e
outros, podem ser as causas. Sono (em qualidade ou quantidade)
inadequado favorece o aparecimento dos sintomas de letargia, inabilidade
de concentragéo, fadiga, alteragdes na memoria e irritabilidade. Tudo isso
contribui para a ativagao do estresse e depressédo, que estdo intimamente
ligados;

depresséao e ansiedade:

dados indicam que as mulheres sdo mais propensas a ansiedade que 0s
homens, e que essas desordens normalmente estdo relacionadas a
eventos com grandes variagdes nos niveis hormonais, como: puberdade,
periodo menstrual, pés-parto e menopausa (KALIBER et al.,, 1997). A
maioria das mulheres passa pela transicdo da menopausa sem problemas

psiquiatricos ou emocionais significantes;
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problemas urogenitais:

descritos como atrofias urogenitais sdo comuns em 1/3 das mulheres. O
decréscimo de estrogénio resulta em alteragdes do epitélio vaginal,
caracterizado especialmente por perda da elasticidade e da capacidade
de lubrificagdo do canal vaginal, com possibilidades de haver
incontinéncia urinaria e dor durante micg¢ao e relagdo sexual (I0OSIF, 1992;
JOHNSON, 1997);

problemas cognitivos:

dificuldade de concentragdo (capacidade de planejar e acuidade de
memoria) e capacidade de memorizar (aprendizado) menos eficiente, sao
relatos comuns da transi¢do a pds-menopausa. Estrégenos, progesterona
e andrégenos modulam a funcgéo cerebral, mesmo em regiées nao ligadas
a fungéo reprodutiva. O cérebro possui receptores hormonais esterdides e
alteracbes nos niveis de estrogénio afetam o sistema de
neurotransmissdo. A deméncia representa a perda da memdria e de
outras habilidades intelectuais, de forma a interferir substancialmente nas
atividades usuais diarias. A mais comum causa de deméncia é o Mal de
Alzheimer, doenga de origem desconhecida, neurodegenerativa de
progresso gradual. Ha, aproximadamente, de 1,5 a 3 vezes mais mutheres
do que homens com a doenca. Ha suspeitas de que a diminuicao da
concentragdo de estrogénio na menopausa aumente o risco da doenga.
Os estrégenos modulam a acetilcolina e outros neurotransmissores,
protegendo contra certos tipos de danos neurais, protegendo contra o
acumulo da proteina p-amildide, encontrada no Mal de Alzheimer
(SCHNEIDER, 2001);

diminuigao da libido:

a diminuicao do desejo sexual, por altera¢gdes na produgado de hormdnios
com a idade, é comum, em ambos 0s sexos, mas € particularmente maior
na mulher depois dos 40 anos. Embora os estrégenos, no caso da mulher,
sejam os principais responsaveis, a testosterona também é um importante

fator, pois é ela que proporciona o desejo sexual, em ambos 0s sexos.



26

Durante a pés-menopausa, ha também uma discreta diminuigdo nos niveis
de testosterona. Um outro fator ndo hormonal, que reflete o estado
psicolégico da mulher, pode contribuir para a diminuigdo da libido
(KAUNITZ, 1997);

g) alteragdes no sistema 6sseo:

a osteoporose é a doenca 6ssea que mais afeta os seres humanos. E
caracterizada pela redugdo da massa Ossea, acompanhada de
deterioragdo de arquitetura. As mulheres s&o mais propensas a
osteoporose em relagdo aos homens (MCKEON, 2002). Estudos tém
demonstrado que a perda de estrogénio pode ser a chave para a
osteoporose primaria (¢ comumente encontrada no periodo de pos-
menopausa; a osteoporose secundaria € resultado de utilizagao de
medicamentos como glicocorticdides, ou resultado de doengas, como
doencga celiaca). O declinio dos niveis de E, é o fator predominante no
aumento da perda Ossea associada a menopausa (ACOG -
EDUCATIONAL BULLETIN, 1998; NAMS, 2003);

h) alteragbes no sistema cardiovascular:
doengas cardiovasculares em mulheres sao incomuns antes da
menopausa. Apds esse periodo, os riscos aumentam. Quando examinadas
as possiveis razbes para o aumento de doenga cardiovascular (DAC) na
mulher pés-menopausada, encontram-se principalmente as elevagoes nos
niveis de, LDL-C (MARTINEZ et al., 1997); CT (CARR;GRIFFIN, 1998), TG
(MARTINEZ, 1997), sendo que a fragdo do HDL-C permanece
relativamente constante (SALGADO FILHO; MARTINEZ; ALDRIGHI,
2003). Apesar das razdes para aumento de DAC em mulheres apos os 55
anos de idade serem multifatoriais, a incidéncia da doenga com relagao ao
sexo sugere que hormodnios sexuais endégenos (E, e progesterona) e
andrégenos possuam importante papel na aterogénese (SALGADO FILHO;
MARTINEZ; ALDRIGHI, 2003). A HRT com estrégenos mostrou redugéo
de 50% nos eventos coronarianos. Ha estudos que demonstram que o uso
de estrogénio produz beneficios na prevengao de DAC por modificagdes
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benéficas que ocorrem no perfil lipidico, incluindo elevagdes nos niveis de
HDL-C e o decréscimo de CT e LDL-C (MARTINEZ, 1997). Atualmente,
nao é mais justificada a prescricdo de HRT para prevengao de DAC apés a
divulgacdo de dados do WHI (Woman's Health Initiative), que nao
confirmaram seu efeito protetor (FEBRASGO, 2002; YUSUF; ANAND,
2002; SALGADO FILHO; MARTINEZ; ALDRIGHI, 2003);

i) ganho de peso:
durante a transicdo da menopausa muitas mulheres ganham peso, em
média um acréscimo de 2,5 kg. O aumento, algumas vezes atribuido a
menopausa e/ou a Terapia de Reposigdao Hormonal (HRT), ndo tem apoio
cientifico. Aparentemente esta mais relacionado a idade, estilo de vida e,
como sugerem algumas pesquisas, a troca de distribuigéo da gordura, que,

nessa fase, tende a concentrar-se na regiao abdominal.
2.7.2.3 Menopausa

O termo Menopausa refere-se ao periodo da vida da mulher em que os

episédios menstruais ndo ocorrem por 12 meses consecutivos.
2.7.2.4 Pés-menopausa

Pdés-menopausa € o periodo de tempo apdés a menopausa (12 meses
consecutivos sem episddios menstruais), independente de ter ocorrido por processo
espontaneo ou induzido. A duragdo desse periodo € varidvel, porque acompanha a
expectativa de vida de cada mulher.

O climatério compreende grande parte da peri-menopausa, menopausa e
pdés-menopausa. Visando facilitar o entendimento do presente trabalho, uma vez que
participaram das pesquisas mulheres em diferentes fases do ciclo reprodutivo da
mulher (peri-menopausa, menopausa e pés-menopausa), os termos CLIMATERIO e
CLIMATERICAS serao utilizados para as mulheres que se encontram em qualquer

um desses estagios, de acordo com a FIGURA 2.
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2.7.3 Alteragdes Hormonais nas Diferentes Fases

Testes de fungédo ovariana (FSH, E;, LH e progesterona) podem ser
importantes para diferenciar as varias causas de amenorréia, como o climatério,
além de também detectarem faléncia prematura de ovario, amenorréia hipotalamica

e ciclo ovulatério.

2.7.3.1 Horménio foliculo estimulante (FSH)

E geralmente aceito que a mulher no climatério tem valores consistentemente
elevados de FSH (NAMS, 2003) acima de 30 muUl/mL (valores de referéncia
segundo TABELA 2)

A dificuldade em usar FSH como marcador preciso na fase de transigdo, é
que os valores de FSH podem estar dentro dos niveis normais, ou altos por periodos

longos antes do FPM (final de periodos menstruais).
2.7.3.2 Estradiol (E»)
Niveis de E, (TABELA 3) sdo praticamente zerados durante o climatério,

permanecendo indetectaveis até o fim da pés-menopausa (NAMS, 2003). A essa

queda é que estao associadas as sintomatologias do climatério.

TABELA 2 - VALORES DE REFERENCIA DO FSH

Periodos Valores em mUl/mL
Pico Ovulatério 6,0 a 24,0
Fase Folicular 2,9 a 12,0
Fase Lutea 1,5 a 7,0
Pds-menopausa 17,0 a 95,0

FONTE: New England Journal of Medicine SI- United Convertion Guide
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TABELA 3 - VALORES DE REFERENCIA DO E;

Periodo Valores mUl/mL

Fase Folicular 180 a 147,0
Pico Ovulatério 930 a 573,0
Fase Lutea 430 a 2140
Menopausa Abaixo de 58,0

FONTE: New England Journal of Medicine SI- United Convertion Guide

2.7.3.3 Horménio luteinizante (LH) e progesterona

Embora sejam marcadores de fungao ovariana, tém valor limitado para
diagnéstico de climatério quando usados isoladamente. As alteragbes nos valores de
LH associados ao climatério ocorrem mais tarde do que o aumento de FSH, sendo
geralmente significativos apenas na pés-menopausa (NAMS, 2003).

A progesterona é relativamente normal antes do climatério, s6 alterando com
0 avango da idade.

Os valores de LH e progesterona nas diferentes fases do ciclo menstrual e

menopausa encontram-se nas TABELAS 4 e 5, respectivamente.

2.7.3.4 Testosterona

O nivel de testosterona contribui muito pouco para o diagnéstico de climatério,
tendo apenas um discreto declinio. Somente em mulheres que realizam
ooforectomia os valores sdo baixos (KAUNITZ, 1997). Valores de referéncia

encontram-se na TABELA 6.
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TABELA 4 - VALORES DE REFERENCIA DO LH

Periodo Valores mUI/mL
Pico Owvulatério 96 a 80,0
Fase Folicular 1,5 a 8,0
Fase Lutea 02 a 65
Menopausa 80 a 33,0

FONTE: New England Journal of Medicine SI- United Convertion Guide

TABELA 5 - VALORES DE REFERENCIA DA PROGESTERONA

Periodo Valores ng/mL

Menopausa Até 1,0
FONTE: New England Journal of Medicine SI- United Convertion Guide

TABELA 6 - VALORES DE REFERENCIA DA TESTOSTERONA
Periodo Valores ng/dL
Menopausa 49 a 113

FONTE: New England Journal of Medicine Sl- United Convertion Guide.

2.8 TERAPIA DE REPOSICAO HORMONAL

O termo Terapia de Reposicdo Hormonal (HRT) é utilizado para distinguir a
terapia de reposigédo referente ao climatério, de outras terapias hormonais (uso de
contraceptivos).

A primeira grande campanha de “marketing” que abordou o uso de HRT foi
feita pelo ginecologista Robert Wilson, M.D. no livro Femini Forever, 1966, financiado
pela Ayerst Laboratories, para divulgar o Premarin®. O Premarin®, produto
estrogénico que havia sido extraido de urinas de éguas prenhas por Willard Allen e
que estava sendo comercializado pela Ayerst, deu origem a uma campanha de
propaganda macica. Nesse livro, o climatério era abordado como uma doenga que

fazia com que a mulher perdesse sua feminilidade e que essa “doenga” poderia ser



31

tratada. O livro vendeu mais de 100 milhdes de copias em 7 meses e em 1975
aproximadamente 6 milhdes de mulheres usavam Premarin® nos Estados Unidos
(LORENTZEN, 2002).

Embora o Premarin® continue sendo utilizado, diversas preparagdes
hormonais tém sido utilizadas desde a década de 70 para prevenir os danos da
idade. Alguns pequenos efeitos adversos sdo conhecidos e tém sido tolerados em
fungdo dos beneficios serem maiores que as inconveniéncias (YUSUF; ANAND,
2002).

A indicagdo de uso de HRT acontece quando sintomas relativos ao
hipoestrogenismo sao severos o bastante para afetar a qualidade de vida da mulher
e justificar o uso de hormdnios (ACOG - EDUCATIONAL BULLETIN, 1998; YUSUF;
ANAND, 2002).

O estudo clinico da Women’s Health Initiative (WHI), iniciado em 1993 e
patrocinado pelo National Institutes of Health (NIH) nos Estados Unidos, tinha o
objetivo de fazer o balango entre riscos e beneficios das terapias prolongadas de
HRT. O estudo incluia mais de 27.000 mulheres pds-menopausadas, em estudo
duplo cego, comparativo e controlado com grupo placebo. O objetivo era avaliar os
efeitos do uso de estrogénio sobre o risco de infarto do miocardio e cancer de
mama. Foi utilizado regime combinado continuo por via oral de estrogénio equino
conjugado (CEE) e acetato de medroxiprogesterona (MPA) nas doses respectivas de
0,625 e 2,5 mg/dia. Alguns objetivos secundarios também foram considerados:
acidente vascular cerebral (AVC), embolia pulmonar, cancer colo-retal e fratura de
bacia (FEBRASGO, 2002).

Os resultados esperados para serem divulgados com 8,5 a 10 anos de
pesquisa, foram interrompidos em 31 de maio de 2002 apds 5,2 anos, devido a
incidéncia de cancer invasivo de mama ter ultrapassado os limites de seguranga
estabelecidos pelo DSMB (Date and Safety Monitoring Board). O WHI mostrou
haver aumento do risco de cancer de mama, acidente vascular cerebral e
tromboembolismo venoso. De outra parte, mostrou (TABELA 7) que ocorreu
diminuigao do risco de fraturas do quadril e de cancer colo-retal (FEBRASGO, 2002;
YUSUF; ANAND, 2002;). Foram avaliados os efeitos de um unico regime terapéutico
(estroprogestivo combinado continuo), através de uma unica via de administragao
(oral), com uma unica dose de hormdnios (considerada plena ou convencional).
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Outro grupo de mulheres, em estudo pelo WHI, que estao usando apenas estrogénio
néao foi interrompido.

Esses dados, embora inquestionaveis, devem, no entanto, ser restritos ao
regime de tratamento empregado por essas pacientes. E interessante relatar que os
resultados desta pesquisa, embora ndo sejam, particularmente, surpresas, uma vez
que ja haviam sido relatados riscos de cancer de mama com uso prolongado de CEE
(ACOG - EDUCATIONAL BULLETIN, 1998), colocaram em duvida a utilizagdo desse
tipo de formulagédo e da utilizagdo de terapias prolongadas.

Desde a divulgagédo da pesquisa, alguns clinicos passaram a reconsiderar o
uso de HRT, baseando-se nos fatos de que os riscos possam nao justificar os
beneficios. Isso pode encorajar a formulagdo e uso de hormdnios bio-sintéticos e
mantém a perspectiva de uso de HRT por periodos de tempo nao prolongados,
esperando minimizar os efeitos adversos.

O que o WHI n&o pode contabilizar, foram os beneficios que as mulheres que
apresentavam sintomas severos obtiveram na qualidade de vida. A HRT necessita
de estudo e conduta criteriosa do clinico, pois a decisao de iniciar a HRT deve
sempre levar em conta a peculiaridade de cada paciente, procurando individualizar o
regime terapéutico adotado, as doses, vias a serem empregadas e o tempo de
utilizagao, considerando os beneficios e os riscos dessa modalidade de tratamento.

A HRT pode abranger o uso de estrogénio para pacientes histerectomizadas,
ou estrogénio mais progesterona. Embora pesquisas demonstrem apenas beneficios
do estrogénio na redugdo dos sintomas, a progesterona reduz o risco de cancer
endometrial nas mulheres que nao foram submetidas a histerectomia.

O uso de HRT relata melhoras de todos os sintomas relacionados ao
hipoestrogenismo: melhora do aspecto da pele e cabelo (ACTA MEDICA
PORTUGUESA, 1997; VANKRIEKEN; LUTHART, 2002; YUSUF; ANAND, 2002);
melhora dos sintomas vasomotores, com redugao da intensidade e frequéncia das
ondas de calor (IOSIF, 1992; KAUNITZ, 1997; BARACAT et al., 1999; HAN et al.,
2002); melhoras urogenitais (IOSIF, 1992; ACTA MEDICA PORTUGUESA, 1997);
prevengdo a osteoporose (KAUNITZ, 1997; BARACAT et al., 1999; PALACIOS,
2001); melhora da meméria (DANIEL; DOHANICH, 2001; STEVENSON; MALCOM,
2002); protegao cardiovascular (LUCA; LUCA; CRISTIUMA, 1996; ACTA MEDICA
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PORTUGUESA, 1997; KAUNITZ, 1997; HAN et al., 2002); melhora da libido (ACTA
MEDICA PORTUGUESA, 1997; KAUNITZ, 1997).

TABELA 7 - RISCO RELATIVO DOS DIFERENTES EVENTOS CLINICOS
APRESENTADOS PELO ESTUDO WHI NO GRUPO DE MULHERES
POS-MENOPAUSADAS, NAO HISTERECTOMIZADAS SUBMETIDAS
A HRT ESTRO-PROGESTATIVA COMBINADA CONTINUA

Eventos clinicos ; . Intervalo confianga Risco Absoluto
Risco Aumentado Risco relativo 95% 10.000mulheres/ano
Ataques cardiacos 1,29 1,02 - 1,63 7
Acidente Vascular Cerebral 1,41 1,07 - 1,85 8
Cancer de Mama 1,26 1,00 - 1,59 8
Tromboembolismo Venoso 2.11 1,58 - 2,82 8
Eventos Clinicos ; ; intervalo de Confianga Risco Absoluto
Risco Diminuido Risco relativo 95% 10.000 mulheres/ano
Cancer de célon e reto 0,63 043 - 0,92 6
Fraturas de bacia 0,66 045 - 0,98 5

FONTE: FEBRASGO, 2002

2.9 OPCOES TERAPEUTICAS PARA HRT

Classificagdo segundo a NAMS, 2001.

2.9.1 Estrégenos

O termo estrogenos refere-se a um grupo de horménios que possuem
fungbes similares. No ser humano, o estradiol (Ez) é o primeiro e mais potente
estrégeno secretado pelo ovario, predominando antes da menopausa. A estrona (E;)
é o segundo mais abundante e é derivada principalmente por oxidagdo do E,
podendo ainda ser formada a partir da aromatizagéo da androstenediona no tecido
gorduroso, embora ovdrio e adrenal secretem pequenas quantidades e & o
estrogeno produzido depois da menopausa. O estriol (Es) é produzido primeiramente
por hidratagdo da E;. Os estrégenos ndo promovem aumento de endomeétrio.
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Ha uma variedade quimica de compostos naturais (plantas, animais ou

compostos de estrutura quimica igual ao estrogénio humano) e sintéticos, com

afinidade pelos receptores de estrogénio:

a)

c)

d)

estrogenos humanos: E;, 17 B-estradiol, E2 e E;. O E> é o principal

estrégeno secretado pelo ovario e o mais biologicamente ativo. E

metabolizado a E, e ambos, E; e E4, podem ser convertidos em Eg;

estrogenos ndo humanos: estrogénios eqiinos conjugados (Premarin®)
sdo misturas de estrégenos extraidos das urinas de éguas prenhas.
Contém sais sodicos dos ésteres sulfatados hidrossoluveis de E;, equilina
e 17-o-diidroequilina, bem como quantidades menores de 17-o- E; e

outros componentes;

misturas de estrégenos sintéticos: sao conjugados sintéticos de estrégenos

ou estrogenos esterificados;

fitohormbnios ou fitoestrogenos: sd@o substancias néo esteroidais
derivadas de plantas (soja, alfafa, linhaga, trevo vermelho e fungos), que
apresentam estrutura e atividade biolégica semelhante aos estrogenos.
Podem ocorrer em diversas formas moleculares: Malonil derivados, B-
glicosideos, acetil-derivados e agliconas. No Brasil s6 existe registrado na
ANVISA (Associagdo Nacional de Vigilancia Sanitaria) como
medicamentos fitoterapicos a Isoflavona, com propriedades reconhecidas

para alivio das ondas de calor e como auxiliares na redugéo do CT,

Tibolona: € um composto esteréide estruturalmente relacionado aos
derivados da 19-nortestosterona (tais como noretisterona), o qual exibe
concomitantemente fraca atividade estrogénica, progestogénica e
androgénica (PALACIOS, 2001). E um grupo biologicamente ativo que
durante sua metabolizagdo se converte nos composto A*- Tibolona, 33-OH
Tibolona e 3a-OH Tibolona. Esses compostos se ligam a diferentes
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receptores esterdides nas células, gerando efeitos estrogénicos quando
mimetizam o estrogénio e antiestrogénicos quando interferem no processo
metabdlico, dependendo do tecido alvo (FDA, 1999; HAN et al., 2002).
Dados clinicos indicam que a Tibolona produz efeitos necessarios para
tratar o climatério em periodos prolongados sem estimular o crescimento
de tecidos do endométrio e mama;

Raloxifeno (Evista®): € uma classe de compostos que age como
mimetizador do estrogénio, antagonista do estrogénio, ou indiretamente
alterar a atividade do horménio. Sado compostos chamados de ruptores
enddcrinos. Liga-se aos receptores de estrogénios nos tecidos e induzem
a acao de muitos componentes com atividade de estrogenos ou
andrégenos. Possuem mecanismos ainda pouco estudados e bastante
complicados. Um dos mecanismos pode ser a inibicdo da enzima
aromatase, que converte andréogenos em estrégenos, resultando no
decréscimo dos niveis de estrégenos ou aumento nos niveis de
andrégenos nas células (YANG; CHEN, 1999). Pesquisas indicam que
aumentam a densidade 0ssea em mulheres climatéricas, ndo com a
mesma eficiéncia que o E;, mas em contrapartida, ndo estimulam o
crescimento de tecidos de utero e mamas, com risco potencialmente
menor para desenvolver cancer. Seu uso tem sido recomendado para
mulheres que nao podem fazer uso da HTR convencional ou outras

drogas preventivas;

progesterona: € um composto produzido pelo ovario depois da ovulagdo e
pela placenta durante a gravidez. A farmacocinética da progesterona,
usada em HRT, é pobremente caracterizada. E descrita para uso em
mulheres que possuem utero, com intengdo de reduzir riscos de
hiperplasia de endométrio provocados pelo uso do E. e que estédo
relacionados ao aumento na incidéncia de cancer. E disponivel
comercialmente como progesterona, sintetizada em laboratério e com

estrutura idéntica a humana; progestina, produto sintético que tem
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progesterona ativa mas com estrutura nao idéntica & humana, obtida a
partir de derivado de planta (inhame bravo ou soja).

2.10 FORMULAGOES

Varias formulagdes estdo disponiveis comercialmente no mercado mundial.
(ACOG - EDUCATIONAL BULLETIN, 1998; FEBRASGO, 2002; THE MERCK
MANUAL OF DIAGNOSIS AND THERAPY, 2002; NAMS, 2003). As mais utilizadas

Sao:

2.10.1 Formulagdes Orais

Nas formulagbes com estrégenos administrados por via oral, em formato de
comprimidos, a E; sera o estrogeno predominante na circulagdo, depois de sua
primeira passagem pelo figado. O efeito hepatico é associado com aumento de 25%
nos niveis de TG e HDL-C. E de facil uso, com o desconforto de ter que ser ingerido

diariamente, no entanto sua distribuicdo néo ocorre de maneira natural.

2.10.2 Formulagbes Transdérmicas

Sao emplastos, contendo E;, que sao colocados em adesivos colados a pele.
Podem ser usados em baixas concentragdes de horménio porque nao dependem de
absorgéo gastrointestinal. Tém a vantagem tedrica de manter os niveis de
estrégenos constantes no sangue. Nao alteram os niveis de HDL-C e TG. Podem
causar irritacao no local de aplicagao e tem custo maior que as formulagdes orais.
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2.10.3 Formulag¢des Tdpicas

Séao produtos formulados especialmente para uso vaginal: cremes ou évulos.
Sao mais efetivos no tratamento de vaginites atréficas e ndo tem uso indicado para
obtencgéao de efeitos sistémicos, como combate a ondas de calor e osteoporose.
2.11 REGIMES TERAPEUTICOS

Ha diferentes regimes de HRT e nao existe consenso no regime de

preferéncia. Podem ser classificados em:
2.11.1 HRT Ciclico

O estrogénio é tomado do 1° ao 25° dia com adi¢ao de progesterona a partir
do 10° ou 14° dia. E permitida de 3 a 6 dias de intervalo livres do horménio. A
progesterona pode ser usada por 10 dias ou mais. Imita o ciclo ovulatorio normal.
Com esse regime, 80% das mulheres tem sangramentos uterinos 1 a 2 dias depois
da ultima dose de progesterona e continua por poucos dias. E a mais antiga das
formas de HRT utilizada, sendo seu uso, atualmente, substituido por terapias que

produzam pouco ou nenhum sangramento uterino.
2.11.2 HRT Ciclo Combinada

O estrogénio é combinado com progesterona do 1° ao 25° dia, seguidos de 5
dias de intervalo livres de hormonio. Este regime resulta em baixas quantidades de
sangramentos e tem alta tolerabilidade. Sangramentos uterinos ocorrem nos

primeiros ciclos e decrescem com o tempo.
2.11.3 HRT Ciclo Continua ou Sequencial
O estrogénio é usado por 14 dias. A partir do 10° ou 14° dia é adicionado o

progestinogénio por mais 14 dias. Sangramentos ocorrem em aproximadamente

80% das mulheres. Nao ha pausa. A vantagem sobre a HRT ciclica é que ndo ha
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dias livres de hormoénios, periodo durante o qual alguns sintomas vasomotores
podem aparecer.

2.11.4 HRT Ciclo Longo Continua

O estrogénio é utilizado diariamente e os ciclos de uso de progesterona
durante 14 dias, s6 acontecem a cada 3 ou 6 meses. Esse regime reduz a incidéncia
de sangramentos por periodos mais longos, no entanto os efeitos de protegédo

endometrial sao indeterminados.
2.11.5 HRT Continua Combinada

Nesse regime, as mulheres usam progesterona e estrogénio todos os dias.
Depois de alguns meses o endométrio atrofia, resultando em amenorréia. Nao ha
estudos suficientes sobre a incidéncia de cancer endometrial associada a esse
regime. E o regime de preferéncia em alguns paises como os EUA (Estados Unidos

da Ameérica).
2.11.6 HRT Pulso Continua ou Intermitente

Nesse regime, sao usadas doses diarias de estrogénio enquanto a
progesterona € administrada em ciclos intermitentes de 3 em 3 dias, repetidamente
sem interrupgdes. Isto resulta em 80% de mulheres com amenorréia apos 1 ano de

uso, enquanto parece haver protegao ao endometrio.

2.12 FORMULACOES COMERCIAIS DISPONIVEIS NO BRASIL

As principais formulagées encontradas no Brasil estdo descritas nas
TABELAS de niumeros 8 a 13.
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TABELA 8 - COMPRIMIDOS DE ESTROGENOS

Comprimidos utilizados por mulheres submetidas a histerectomia.

Merimono (Novatrtis)

Valerato de estradiol 1 mg

Menotensil (Sintofarma)

Estrégenos eqlinos conjugados 0,625 mg

Ovestrion (Organon)

Estriol 1,0 mg ou 2,0 mg

Premarin (Wyeth)

Estrogenos conjugados 0,625 mg; 0,3 mg; 1,25 mg ou 2,5 mg

Repogen (Libbs)

Estrégenos conjugados 0,625 mg

TABELA 9 - COMBINAGOES ESTROGENO/OUTRAS SUBSTANCIAS

Combinam estrégeno/progesterona em drageas

Akteville (Medley)

Estradiol 1mg + norestisterona 0,5 mg

Cicloprimogyna (Schering)

Valerato de estradiol 2 mg e
Valerato de estradiol 2 mg + levonorgestrel 0,25 mg

Cliane (Schering do Brasil)

Estradiol 2 mg + acetato de norestisterona 1 mg

Climene (Schering)

Valerato de estradiol 2,0 mg e
Valerato de estradiol 2,0 mg + ciproterona 1 mg

Dilena (Organon)

Valerato de estradiol 2 mg e
Valerato de estradiol 2 mg + acetato de medroxiprogesterona 10 mg

Mericomb (Novartis)

Valerato de estradiol 1 mg e

Valerato de estradiol 1,0 mg + acetato noretisterona 1,0 mg

Merigest (Novartis)

Valerato de estradiol 2,0 mg + acetato de norestisterona 0,7 mg

Prefest (Janssen-Cilag)

Estradiol 1 mg e
Estradiol 1 mg + norgestimato 90 mcg

Premelle Ciclo (Weith)

Estrégenos conjugados 0,625 mg e
Estrégenos conjugados 0,625 mg + acetato de medroxiprogesterona
2,5mg

Postoval (Wyeth)

Valrato de estradiol 2,0 mg e
Valerato de estradiol 2,0 mg + levonorgestrel 0,25 mg

Repogen Conti (Libbs)

Estrégenos conjugados 0,625 mg + acetato de medroxiprogesterona
2,5mg

Trisequens 2 mg (Medley)

Estradiol2 mg e
Estradiol 2 mg + acetato de norestisterona 1 mg

Estradiol 1 mg
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TABELA 10 - EMPLASTROS DE ESTROGENOS

Emplastro/gel para pele contendo apenas estrégenos

Estraderm TTS (Novartis)

Estradiol 2 mg; 4 mg ou 8 mg

Estreva gel (Merck)

17 B-estraidiol 0,5 mg

Ginedisc (Schering do Brasil)

Estradiol 2 mg; 4 mg ou 8 mg

Lindisc 50 (Schering do Brasil)

Estradiol 3,9 mg

Sandrena gel (Akzo Nobel)

Hemi-hidrato de estradiol 0,5gou1g

System 25/50/100 (Janssen-Cilag) |Estradiol 1,6 mg; 3,2 mg ou 6,4 mg

TABELA 11 - EMPLASTROS DE ESTROGENOS E PROGESTERONA COMBINADOS

Emplastros para pele contendo estrégenos/progestdgenos

Estalis (Novartis)

Hemi-hidrato de estradiol 4 mg e
Hemi-hidrato de estradiol 4 mg + acetato de noretisterona 30 mg

Estragest TTS (Solvay)

Estradiol 5 mg + acetato de norestisterona 1 mg

Ginedisc 50 (Schering)

Estradiol4 mg e
Estradiol 10 mg + acetato de noretisterona 30 mg

Lindisc Duo (Schering)

Estradiol 3mg e
Estradiol 2,5 mg + levonorgestrel 1,0 mg

Estracomb TTS (Novartis)

Estradiol 4 mg e
Estradiol 10 mg + acetato de noretisterona 30 mg

Systen Sequi (Janssen-Cilag)

Estradiol 3,2 mg e
Estradiol 3,2 mg + acetato de noretisterona 11,2 mg

Systen Conti (Janssen-Cilag)

Estradiol 3,2 mg+ acetato de noretisterona 11,2 mg

TABELA 12 - ESTROGENOS EM CREMES VAGINAIS

Estrégenos locais que combatem o ressecamento e atrofia vaginal.

Ovestrion (Organon)

Estriol 1 ou 2 mg

Premarin Creme (Wyeth)

Estrogenos conjugados 0,625 mg/g




TABELA 13 — FORMULAGOES NAO HORMONAIS PARA USO DE HRT

4]

Isoflavona (Iso soy)

Libian (Libbs)

Tibolona 2,5 mg

Livial (Akzo Organon)

Tibolona 2,5 mg
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo verificar a influéncia da terapia de
reposi¢céo hormonal nas atividades da butirilcolinesterase (BChE), algumas variaveis
bioguimico-hormonais e IMC em mulheres climatéricas. Este termo, como citado
anteriormente, compreende os periodos de peri-menopausa, menopausa e pos-
menopausa (FIGURA 2), e sera utilizado devido as mulheres analisadas, no

presente estudo, encontrarem-se em um destes periodos .

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar as atividades da BChE (total e das diferentes formas moleculares),
em mulheres climatéricas, nao submetidas a HRT.

- Verificar as atividades da BChE, nessas mesmas mulheres, 2 a 8 meses
apos o inicio da HRT.

- Comparar as atividades (total e das diferentes formas moleculares da BChE)
em mulheres climatéricas, antes e apos HRT.

- Observar a relagao entre as atividades da BChE (total e das diferentes
formas moleculares) com o IMC e as variaveis bioquimico-hormonais antes e apés
HRT.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Foi coletado sangue de 60 mulheres climatéricas, euro-brasileiras, com idade
média de 52,4 anos (variando de 38 a 72 anos), que nao haviam sido submetidas a
HRT. As pacientes digiram-se ao Bio Vitae Laboratério de Andlises Clinicas,
localizado a rua Uruguai, 227 D, na cidade de Chapecd, SC, encaminhadas por
ginecologistas e/ou endocrinologistas, apds terem sido avaliadas clinicamente e
orientadas sobre o tipo de HRT a que seriam submetidas. No Laboratorio, foram
instruidas sobre sua participag@o na pesquisa e assinaram Termo de Consentimento
Livre e Informado (Anexo 1). O termo encontra-se de acordo com as normas do
Comité de Etica para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Hospital de
Clinicas/UFPR, ao qual esse projeto foi submetido e aprovado sob protocolo CEP-
HC Numero 056ext010/2002-06 (Anexo 2).

Os sangues dessas pacientes foram coletados em duas etapas distintas: a
primeira antes do inicio da HRT e a segunda, de 2 a 8 meses de uso do horménio

prescrito pelo clinico da paciente.
4.1.1 Primeira Coleta

O sangue de cada paciente foi coletado apos 12 horas de jejum, antes do
inicio da HRT. A amostra de sangue foi coletada pelo sistema Vacuntainer, ou com
utilizagdo de seringa e agulha descartaveis, e acondicionada em 4 diferentes tubos
de coleta: 1 tubo sem anticoagulante; 1 tubo contendo anticoagulante EDTA, 1 tubo
contendo anticoagulante citrato e 1 tubo contendo anticoagulante fluoreto. Depois de
realizada a coleta, respeitando-se o tempo para separagéo do soro no tubo que nao
contém anticoagulante, os trés tubos de ensaios (com fluoreto, citrato e sem
anticoagulante) foram centrifugados a 1.500 rpm até completa separagéo de plasma
ou soro. Apés a centrifugagao, os plasmas e os soros obtidos foram devidamente
separados em tubos limpos, identificados com etiquetas contendo o tipo de material
(soro; plasma/citrato; plasma/fluoreto), nome e nimero do paciente. Uma parte dos

soros obtidos foi mantida em freezer a —20°C até o momento da realizagdo do



exame. O material colhido com EDTA foi mantido no préprio tubo, recebendo
etiqueta de identificagédo com numero e nome do paciente. O nimero do paciente foi
fornecido através de entrada no sistema de computagédo do Laboratério (Labplus —
Hot Soft informatica).
Dessas pacientes, além da idade as seguintes variaveis foram analisadas:
IMC (indice de massa corporal), CT (colesterol total), HDL-C (colesterol da
lipoproteina de alta densidade), LDL-C (colesterol da lipoproteina de baixa
densidade), TG (triglicérides), GLC (glicose), uréia, CREA (creatinina), GGT (gama-
glutamil transferase), ALP (fosfatase alcalina), AST (aspartato aminotransferase),
ALT (alanina aminotransferase), Hb (hemoglobina), Hc (hematécrito), E; (estradiol),
FSH (hormoénio foliculo estimulante), TsL (triiodotironina livre), T4L (tiroxina livre),
TSH (tireotrofina), ABChE (atividade total da BChE), ARCys (atividade relativa da
banda Cys), AAC4s (atividade absoluta da banda Cus), AACor (atividade absoluta
das outras formas moleculares da BChE), ARCs (atividade relativa da banda Cs) e
atividades absolutas das 11 bandas (B1 - B11), obtidas ap6s eletroforese em gel de
poliacrilamida.
As atividades absolutas (AA) de Cus, Cor e das bandas B1 a Bi1
correspondem as suas atividades relativas (intensidades) multiplicadas pela ABChE.

4.1.2 Segunda Coleta

Foram coletadas 50 amostras de pacientes com um minimo de 2 e maximo de
8 meses de utilizagdo do horménio prescrito (3,84 + 1,43 meses). As amostras foram

obtidas e acondicionadas, da mesma forma que procedido na primeira coleta.

4.2 METODOS

Com intuito de evitar que erroneamente alguns valores obtidos, de atividade
ou comportamento eletroforético da BChE, pudessem estar relacionados a
condigdes clinicas ou patolédgicas e ndo ao uso de HRT, algumas dosagens
bioquimicas e hematoldgicas foram realizadas. Esse rastreamento fez-se necessario

para que pudessem ser excluidas amostras com interferéncias causadas por
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anemias (FABER, 1943), disfungdes hepaticas (ARCHER; JANOWSKI, 1978),
alteragbes por patologias renais (SIMON et al., 1969), alteragdes por problemas de
tiredide ou por contato com organofosforados (THOMPSON; WHITAKKER, 1965).

A maioria das quantificagdes foi utilizada nas analises estatisticas, entretanto
as enzimas GGT, ALP, AST e ALT nao foram incluidas nas andlises pelo fato de
serem também inibidas pelos estrogenos e, conseqiientemente, dariam altas
correlagbes com as atividades da BChE, apés a HRT, interferindo nas demais
variaveis. Assim, quando nos referirmos aos exames realizados no Bio Vitae

Laboratério, as enzimas nao estarao incluidas.

4.2.1 Exames Realizados no Bio Vitae Laboratdrio

4.2.1.1 Dosagem do hormd&nio foliculo estimulante (FSH)

Técnica: Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA).

Amostra: soro.

Principio do método: metodo automatizado, realizado no equipamento
miniVidas (Biolab Merieux®) que combina enzimaimunoensaio com detecgéao final

em fluorescéncia.

4.2.1.2 Dosagem do estradiol (Ey)

Técnica: Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA).

Amostra: soro.

Principio do método: método automatizado, realizado no equipamento
miniVidas (Biolab Merieux®), que combina método de competicdo com detecg¢ao

final em fluorescéncia.

4.2.1.3 Dosagem do horménio estimulante da tiredide (TSH)

Técnica: Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA).
Amostra: soro.
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Principio do método: método automatizado, realizado no equipamento
miniVidas (Biolab Merieux®) que associa o0 método imunoenzimatico de sanduiche
com detecgao final em fluorescéncia.

4.2.1.4 Dosagem da triiodotironina livre (TsL)

Técnica: Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA).

Amostra: soro.

Principio do método: método automatizado, realizado no equipamento
miniVidas (Biolab Merieux®) que combina método de competigdo com detecgéo final
em fluorescéncia.

4.2.1.5 Dosagem da tiroxina livre (T4L)

Técnica: Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA).

Amostra: soro.

Principio do método: método automatizado, realizado no equipamento
miniVidas (Biolab Merieux®), que associa 0 método imunoenzimatico com detecgao
final em fluorescéncia.

4.2.1.6 Determinagéo do hematécrito (Hc)
Técnica: automatizada em equipamento ABX Micro 60.
Amostra: sangue total coletado com EDTA.
Principio do método: impedancia.
4.2.1.7 Dosagem da hemoglobina (HDb)
Técnica: automatizada, em equipamento ABX Micro 60.

Amostra: sangue total coletado com EDTA.
Principio do método: impedancia.
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4.2.1.8 Dosagem da fosfatase alcalina (ALP)

Técnica: enzimatica, utilizando reativos da marca Analisa Diagnostica, com
leitura em equipamento BTS 310 em 590 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: a fosfatase alcalina do soro hidrolisa o substrato
timolftaleina monofosfato liberando timolftaleina e fosfato inorganico. Pela adigdo de
alcali, a agdo enzimatica ¢ inibida e a timolftaleina adquire cor azul, cuja absorbancia
€ medida fotocolorimetricamente. O produto final da reagao se constitui de uma cor
azul.

4.2.1.9 Dosagem da gama glutamiltransferase (GGT)

Técnica: enzimatica, utilizando reativos da marca BioSystems. Leitura no
equipamento BTS 310 em 405 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: a GGT catalisa a transferéncia do grupo gama-glutamil
da gama-glutamil-3-carboxil-4-nitroanilida para a glicilglicina, liberando 3-carboxil-4-
nitroanilina. A concentragdo catalitica se determina a partir da velocidade de

formagao do 3-carboxil-4-nitroanilina.

4.2.1.10 Dosagem da aspartato aminotransferase (AST)

Técnica: enzimatica, utilizando reativos da marca BioSystems. Leitura no
equipamento BTS 310 em 340 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: AST catalisa a transferéncia de amino grupo para o 2-
oxiglutarato, formando oxalacetato e glutamato. A concentragdo catalitica é

determinada por valores decrescentes de NADH.
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4.2.1.11 Dosagem da alanina aminotransferase (ALT)

Técnica: enzimatica, utilizando reativos da marca BioSystems. Leitura no
equipamento BTS 310 em 340 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: catalisa a transferéncia de amino grupo da alanina para
o 2-oxiglutarato, formando piruvato e glutamato. A concentragao catalitica é
determinada colocando-se a reagdo desidrogenase. A partir da velocidade de
extingédo do NADH.

4.2.1.12 Dosagem do colesterol total (CT)

Técnica: enzimatica, utilizando reativos da marca BioSystems. Leitura no
equipamento BTS 310 em 505 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: éster de colesterol na amostra + H,O na presenga de
colesterol esterase originam colesterol + acidos graxos. O colesterol formado + %20,
+ HoO na presenga de Colesterol oxidase, produzem Colesterona + H2O» Duas
moléculas de H;O, + 4-aminoantipirina + fenol na presenga de peroxidase,

produzem quinoneimina + 4 H,O;,

4.2.1.13 Dosagem do colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDLC)

Técnica: Reagao colorimétrica utilizando reativos marca Wiener Lab., com
leitura no equipamento BTS 310 em 505 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: as lipoproteinas de alta densidade (HDL) se separam
precipitando seletivamente as lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e
VLDL) mediante o acréscimo de sulfato de dextran de PM 50.000 em presenga de
ions magnésio. No sobrenadante separado por centrifugagéo, ficam as HDL e é
realizada a determinagao do CT ligado as mesmas, empregando-se 0O sistema
enzimatico colesterol/oxidase/peroxidase, com colorimetria segundo Trinder

(Fenol/4/aminofenazona).
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4.2.1.14 Dosagem do colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C)

Técnica: reagado colorimétrica utilizando reativos marca Wiener Lab., com
leitura no equipamento BTS 310 em 505 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: as lipoproteinas de baixa densidade (LDL ou B-
lipoproteinas) separam-se do soro precipitando-as seletivamente pela adigdo de
polimeros de alto peso molecular. Apés centrifugar, no sobrenadante ficam as outras
lipoproteinas (HDL e VLDL); o CT ligado as mesmas, determina-se utilizando o
sistema enzimatico colesterol oxidase/peroxidase com colorimetria segundo Trinder
(fenol/4-AF). Pela diferenga obtida entre o CT e o determinado no sobrenadante,

obtém-se o colesterol ligado as LDL.

4.2.1.15 Dosagem dos triglicerides (TG)

Técnica: enzimatica, utilizando reativos da marca BioSystems. Leitura no
equipamento BTS 310 em 500 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: os TG presentes na amostra, na presenca das enzimas
lipase, glicerol quinase, G3P-oxidase e peroxidase, produzem um composto corado
(quinonalmina), que se quantifica em espectrofotdmetro.

4.2.1.16 Dosagem da glicose (GLC)

Técnica: enzimatica, utilizando reativos da marca BioSystems. Leitura no
equipamento BTS 310 em 505 nm.

Amostra: plasma fluoretado.

Principio do método: a glicose da amostra, na presenca de glicose oxidase e
peroxidase, produz um composto colorido (quinonalmina) que se quantifica por

espectrofotometria.
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4.2.1.17 Dosagem da uréia

Técnica: enzimatica, utilizando reativos da marca BioSystems. Leitura no
equipamento BTS 310 em 340 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: a uréia presente na amostra na presencga de urease e
glutamato desidrogenase consome NADH, que se quantifica

espectrofotometricamente.
4.2.1.18 Dosagem da creatinina (CREA)

Técnica: cinética, utilizando reativos da marca BioSystems. Leitura no
equipamento BTS 310 em 510 nm.

Amostra: soro.

Principio do método: a creatinina presente na amostra reage com o picrato
em meio alcalino, originando um complexo corado. Mede-se a velocidade de
formacdo desse complexo em periodos iniciais curtos, evitando-se assim a

interferéncia de outros compostos.

4.2.2 Exames Realizados no Laboratério de Bioquimica Clinica da UFPR
4.2.2.1 Determinagéo da atividade da BChE (ABChE)

Técnica: de DIETZ; RUBINSTEIN; LUBRANO (1973), modificada por EVANS,;
WROE (1978).

Principio do método: a propioniltiocolina presente na solugéo, na presenga da
BChE, gera radicais sulfidrilas livres, que reagem com DTNB (acido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzéico), formando um produto de cor amarela (acido 5-tio-2-nitrobenzdico).

O esquema da reagao é o seguinte:

Propioniltiocolina  BChE,,  &cido propidnico + tiocolina
Tiocolina + DTNB —®  &cido 5-tio-2-nitrobenzdico (cor amarela)
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Reativos:

a) tampéao fosfato, pH 7,6:
solugéo A: fosfato bibasico de sédio anidro (Merck P. A. F-1021786125)
33,3 mM. Solugdo B: fosfato diacido de potassio anidro (Merck P. A.
311860) 100 mM; adicionar a solugdo B sobre a solugédo A até obter o pH
(medido em pHmetro) de 7,6 (normalmente em propor¢do de 6:100,
respectivamente). Armazenar a solugdo em frasco ambar. A solugédo é
estavel por varias semanas a 4°C;

b) tampéo fosfato-DTNB: DTNB (Acros Organics) 0,423 mM em tampao
fosfato, pH 7,6. Preparar o reagente de cor 24 horas antes do uso. Estocar
em frasco ambar. Esta solugao é estavel por 6 meses a 4°C;

c) substrato de Propioniltiocolina (Sigma P-2880) 100 mM. Acondicionar em

frasco ambar. O reagente é estavel por 30 dias a 4° C e 6 meses a —20°C.

Amostra: soro diluido em agua destilada 1/100.

Equipamento: espectrofotdmetro SIEL Espectromatic 710.

Procedimento: termostatar o equipamento a 25°C em 405 nm. Zerar o
equipamento com agua destilada. Em um tubo de ensaio acrescentar: 2,2 mL do
tampéo fosfato-DTNB e 50 uL de substrato. Adicionar 0,25 mL do soro do paciente,
previamente diluido (o teste é realizado em duplicata para cada amostra do
paciente, permitindo-se um desvio padrdao de no maximo 5%). O equipamento
automaticamente registraréd as leituras de absorbancia nos tempos 0, 1, 2 e 3
minutos. Calculando o valor de AA/minuto (variagdo da absorbancia por minuto).

Resultados: a atividade da BChE sera expressa em kU/L (Quilo Unidades por
Litro) a 25°C calculada pelo préprio equipamento, de acordo com a férmula:

kU/L = AA/minuto x 75,19

Sendo o fator 75,19 obtido de: 1 x VT
€405 nm X d VA
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onde &405nm (coeficiente de extingdo milimolar do DTNB em cubeta de 1 cm a 405
nm) = 13,6.
d = didmetro da cubeta (1 cm).
VT = volume total da cubeta (2,5 mL).
VA = volume da amostra (0,0025 mL).

Esse resultado de atividade da BChE representa a degradagédo de 1uMol de
substrato/minuto/mL .

Nao ha desconto da hidrolise espontanea do substrato, através de um tubo
controle, uma vez que, nestas condigbes do ensaio, esta hidrélise é muito baixa

(AA/minuto = 0,001), ndo influenciando o resultado final.
4.2.2.2 Determinagao dos fenotipos do loco CHEZ2 e quantificagdo da banda Cs

Tecnica: desenvolvida originalmente por ROBINSON et al. (1957), aplicada
para a BChE por VAN ROS; VERVOORT (1973) e modificada por FADEL-PICHETH
(1991).

Reagentes:

a) solugdo de acido citrico (Merck P. A. K-91669744 973) 1,56 M.

Acondicionar em frasco @mbar. Estavel por varias semanas a 4°C;
b) solugéo estoque de tampao citrato de sédio (Nuclear P. A. 311902) 500
mM. Ajustar o pH a 6,5 com solugao de acido citrico. Acondicionar em

frasco ambar. Estavel por varias semanas a 4°C;

c) tampao citrato de sddio 50 mM, pH 6,5. Preparar no dia do uso, a partir da
solugédo estoque, acertando o pH com acido citrico a 30%;

d) tampéo fosfato de sdédio (Merck P. A. F-1021786125) 200 mM, pH 7,1;

e) substrato de a-naftilacetato (Sigma N8505) 30 mM;
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f) cromodgeno-substrato: preparar no momento de uso uma solugzo de Fast
Red TR Salt (Acros Organics A-015647801) a 0,25% p/v em tampao
fosfato, pH 7,1. Apds dissolugdo, acrescentar o-naftilacetato 30 mM na
proporgao de 3,5% V/v;

Preparo da placa de eletroforese: preparar 40 mL de uma solugdo de Bacto
Agar (Difco 1045001) a 1,4% p/v em tampdo citrato de sodio 50 mM, pH 6,5.
Aquecer essa mistura até completa dissolugdo do agar (em torno de 7 minutos).
Verter o agar ainda quente sobre uma placa de vidro de 230 x 160 mm contendo
espacadores laterais (dois de 230 x 10 mm e dois de 160 X 10 mm), previamente
fixados a placa com vaselina sélida, (com distancia aproximada de 10 mm de cada
borda).

Esperar solidificar (a placa pode ser preparada um dia antes do uso. Isso
diminui o efeito eletroendosmatico).

Corrida eletroforética: sobre o agar solidificado, aplicar 1 uL de amostra (soro)
com auxilio de uma lamina de metal (5 x 5 x 0,1 mm). Submeter a placa a
eletroforese, usando-se como tampéao de corrida o tampao citrato de sédio 50 mM,
pH 6,5 distribuido nas cubas de eletroforese. Um pano (Perfex) umidecido no
tampéo é colocado dos dois lados do gel. A corrida eletroforética é realizada por 3
horas e meia, a 4°C, aplicando-se cerca de 30mA e 75V. O aparato para a
realizagdo dessa eletroforese encontra-se esquematizado na FIGURA 3.

Para cada corrida eletroforética foram confeccionadas duas placas. Amostras
CHE2 C5- e CHE2 C5+ foram utilizadas como controle da metodologia e cada
amostra de soro foi aplicada uma vez em cada placa, sendo realizadas pelo menos
duas corridas de cada amostra. As amostras que apresentaram valores diferentes (>
10%) nas duas placas foram repetidas. Isso ocorreu em aproximadamente 3% das
amostras.

Revelagdo da corrida: apés a corrida verter sobre a placa o cromégeno-
substrato recém preparado e incubar por 1 hora, a 37°C para revelagao das bandas.
Depois da revelagdo, lavar a placa com agua destilada a fim de retirar o excesso de
corante.

Realizar a secagem colocando o gel entre 1 folha de papel cartdo (no qual ele
se adere) e folhas de papel de filtro. Realizar vérias trocas dos papéis de filtro, até a
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secagem do gel. Por dltimo, manter o gel entre o papel cartao e os papeis de filtros,
colocando-o sob peso para a completa secagem.

FIGURA 3 - APARATO PARA ELETROFORESE EM GEL DE AGAR.

Fonte de energia

By —— [7 =

I A\

Pano imido p/

‘ Placa de gel
contato

Quantificagao das bandas: primeiramente o gel é escaneado pelo programa
de computador KODAK DIGITAL - Corel Photo Paint 9 (1999) e quantificado pelo
programa de computador KODAK 1D - Image Analysis Software for Windows (1992 -
2000).

Um fragmento da eletroforese em gel de agar pH 6,5, encontra-se na FIGURA
4, mostrando o deslocamento da banda Cs, de individuos de fendtipo CHE2 C5+,
para o pélo positivo (+), enquanto as outras formas moleculares, se deslocam para o

polo negativo (-), inclusive a fragdo Cyys.
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FIGURA 4 - FRAGMENTO DE UMA ELETROFORESE EM GEL DE AQAF{, pH 6,5,
MOSTRANDO O DESLOCAMENTO DAS BANDAS DE INDIVIDUOS CHE2
C5+ (1 A 3) PARA O POLO POSITIVO E A FALTA DAS BANDAS EM

INDIVIDUOS DE FENOTIPO CHE2 5- (4 E 5)
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4.2.2.3 Quantificagdo das bandas Cys

Para a quantificagdo das bandas Cy; (das mulheres de fenétipo CHE2 Cs —)

foram realizadas eletroforeses de acordo como

item 4.2.2.2, porém com

modificagdes de SOUZA (1995), que alterou o pH da solugdo de Bacto agar para

5,3. A corrida eletroforética foi realizada por 3 horas.

Na FIGURA 5 encontra-se um fragmento de gel de agar , pH 5,3, mostrando o

deslocamento das bandas Cus e Cs de individuos de fendétipo CHE2 C5+, e das

bandas C4 de individuos de fenotipo CHE2 C5- para o pdlo (+), enquanto as outras

formas moleculares (Cor) se movem para o polo (-).
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FIGURA 5 - FRAGMENTO DE ELETROFORESE EM GEL DE AGAR, pH 5,3,
ONDE SE PODE OBSERVAR O DESLOCAMENTO DAS BANDAS Cys
E Cs DE INDIVIDUOS DE FENOTIPO CHE2 C5+ (1 A 3) PARA O
POLO (+) ASSIM COMO DAS BANDAS Cys DE INDIVIDUOS DE
FENOTIPO CHE2 C5- (4 E 5), ENQUANTO AS OUTRAS FORMAS

MOLECULARES (Cof) MOVEM-SE PARA O POLO (-)
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C5 and C4/5
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4.2.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida

pH 5,3

Esse protocolo foi baseado em SAMBROOK; FRISCH; MANIATIS, (1989).
Porém utilizando trés diferentes concentragoes.

Reagentes:

a) solucéo estoque de poliacrilamida 30%,;

acrilamida (Gibco U.P. K31397603306) 29,0g;
N,N'- Metilenobisacrilamida (Pharmacia Biotech K29161617129) 1,0 g;
AGUE JOSTIANE 8.1, commsmssrissssosssinsimssssss aaissassmasmssmiesshvasmia s hsans 100,0 mL.

Aquecer a solugao a 37° para completa dissolugao, acondicionar em frasco

escuro a 4°C. Estavel por varias semanas;

b) solugdo tampaoTBE 5X (89mM):
tampao Tris (Siga P. A. 11H5607)
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acido bérico (Gibco BRL U. P. 1024779) .....ovvvveeeiieieeeeee e, 27,5 g;
EDTA 0,5M, pH 8,0 (Merck P. A. K27779818038) ........cccvvvrrerrrnnee. 20,0 mL;
agua destilada §.5.P. oo 1000,0 mL;

c¢) persulfato de aménia 10% (Merck P. A. K28338101-046);

d) tampao de corrida: TBE 1X (TBE 5x diluido em 4 partes de agua

destilada);

e) solugdo de corantes para eletroforese:

preparo de azul de bromofenol, conforme o esquema a seguir:

Material |Concentragdo Solugéo Estoque |Volume p/ 50 mL
TRISpH 7,6 200 mM 20M 25,0 mL
EDTA 200 mM 0,4 M 12,5 mL
SDS 2% 10 % 5,0 mL
Azul 04 % - 01g
Bromofenol
Agua destilada - - 50,0 mL

misturar uma parte dessa solugdo com 3 partes de sucrose a 50%.

Acondicionar a 4°C.

Preparo de azul de xilenocianol, conforme 0 esquema a seguir:

Material | Concentragédo Solugéo Estoque |Volume p/ 50 mL
TRISpH 7,6 200 mM 20M 25,0 mL
EDTA 200 mM 04 M 12,5 mL
SDS 2 % 10 % 5,0 mL
Xilenocianol 0,4 % - 0,1g
Agua destilada - - 50,0 mL

misturar uma parte dessa solu¢gdo com 3 partes de sucrose 50%.

Acondicionar a 4°C.

Preparo da solugao para diluir a amostra:

misturar 1 parte da solugdo de azul de bromofenol com 1 parte da solugéao
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de xilenocianol e acondicionar a 4°C.
f) tampao fosfato de sddio (Merck P. A. F1021786125) 200 mM, pH 7;
g) substrato de a-naftilacetato (Sigma N8505) 30 mM;

h) cromodgeno-substrato: preparar no momento de uso uma solugao de Fast
Red TR Salt (Acrés Organics A-015647801) a 0,25% p/v em tampao
fosfato, pH 7,1. Apés dissolugéo, acrescentar a-naftilacetato 30 mM na

proporgéo de 3,5% v/v;
i) TEMED (Gibco BRL U. P. 1020497), peso molecular 116,21.

Preparagéo do gel: o gel de corrida é preparado com colocag¢éao de diferentes
concentragdes de poliacrilamida entre duas placas de vidro, contendo espagadores,
devidamente afixados em suporte (FIGURA 6).

Cada placa de poliacrilamida consta de 3 concentragdes diferentes (TABELA
14), com respectivas larguras:

gel de alinhamento .........ccccccevviiniiiieiiieniceeereeeen 5,0%; 1,0 cm.

géis de Separagan .......cccc.cerrcurivrnenns 7,5%,3,0cme 11%; 10,0 cm.

TABELA 14 — VOLUMES DOS REAGENTES UTILIZADOS PARA O PREPARO DOS GEIS
DE POLIACRILAMIDA

Reativo 11,5% 7,0% 5,0%

Poliacrilamida 30 % 11,5mL 3,5mL 2,5mL
Agua destilada 12,5 mL 8,5 mL 9,5mL
TBE 5x 6,0 mL 3,0 mL 3,0 mL
Persulfato 10 % 250 uL 125 uL 125 puL
TEMED 30 uL 15 ulb 15 uL
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Corrida eletroforética: misturar 2,5 uL de soro com 7,5 uL de solugéo corante
de diluicdo das amostras. Aplicar 10 uL dessa mistura em cada pogo. A corrida
ocorre por 24 horas a 4°C a 130 V e 13 mA , utilizando-se o tampao, de corrida,
diluido conforme item d.

Revelagéo da corrida: apos a corrida o gel é retirado e colocado em suporte.
Sobre ele, verter o cromoégeno-substrato, recém preparado e incubar por 60 minutos,
a 37°C. Apds a revelagao das bandas, lavar o gel com agua destilada para retirar o
excesso de corante e colocar entre duas folhas de transparéncias.

Quantificagdes das bandas da BChE: o gel é escaneado pelo programa de
computador KODAK DIGITAL- Corel Photo Paint 9 (1999) e em seguida,
quantificado pelo programa de computador KODAK 1D - Image Analysis Software for
Windows (1992 - 2000).

FIGURA 6 - APARATO PARA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
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Na FIGURA 7 encontra-se um fragmento desta eletroforese mostrando as

bandas que normalmente sao visualizadas.

FIGURA 7 - FRAGMENTO DE ELETROFORESE, EM GEL DE POLIACRILAMIDA
MOSTRANDO AS 11 BANDAS (B1 - B11) VISUALIZADAS NAS
CONCENTRACOESDE 7 E 11%

Concentracoes

e Bi1
B9

B8
B7
B6 7%

B5
B4 —»

1%

B1

(B1 = MONOMERO; B2 = MONOMERO LIGADO A ALBUMINA; B3 = DIMERO; B4 = TRIMERO; B5 =
TETRAMERO; B6 A B11 = BChE LIGADA A SUBSTANCIAS DESCONHECIDAS).

4.2.2.5 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no programa STATISTICA
(STATSOFT, 1985) para Windows, versao 1996, em computadores do Laboratdrio
de Bioguimica Clinica do Depto. de Patologia Médica da UFPR.

Foram realizadas analises descritivas, de correlagbes simples e de
regressdes multiplas escalonadas. Utilizaram-se, também, testes t de Student para
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amostras dependentes e independentes, além do teste do qui-quadrado (x%). No
caso da correlagao simples, foram realizados graficos de dispersdo, os quais
mostraram que as correlagoes significativas encontradas eram lineares e no caso
das regressdes multiplas, foram realizados graficos para verificar a normalidade das
variancias.

Foi empregado o seguinte modelo de regressao multipla:

n
Y=a+2bixi+e,
i=1
onde Y = variavel dependente;
a = intercepto multiplo;
bi =i - ésimo elemento do vetor de coeficientes parciais de regressao;
X = i - ésima variavel independente incluida no modelo;

e = desvio de Y que nao é explicado pela regresséo.
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5 RESULTADOS

Das 60 mulheres que fizeram uso de HRT, retornaram para a segunda coleta
somente 50 delas. Destas, 6 utilizaram isoflavona, 16 Tibolona, 3 somente estradiol,
16 estradiol mais norestisterona, 5 estradiol mais acetato de medroxiprogesterona, 4
valerato de estradiol mais acetato de ciproterona, em formulag¢des orais.

Das amostras do referido trabalho, compostas por 60 mulheres, 6 (seis)
apresentaram fenotipos CHE2 C5+. A frequéncia desse fenétipo foi de 10,0% =
3,9%.

O fendtipo CHE2 C5+ tem mostrado comportamento diferente do fenétipo
CHE2 C5- em diversos trabalhos (HARRIS et al., 1963; SCOTT; POWERS, 1972;
CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al., 1991; ALCANTARA et al., 2002; ALCANTARA et
al., 2003a; ALCANTARA et al., 2003b). Assim sendo, os resultados das amostras
destes 2 fenétipos foram analisadas separadamente.

5.1 ANALISES DAS 54 MULHERES DE FENOTIPO CHE2 C5-, ANTES DO USO
DE HRT

5.1.1 Anédlises Descritivas de algumas Variaveis antes do Uso de HRT

Na TABELA 15, encontfam-se os valores médios obtidos para algumas
variaveis estudadas com os respectivos desvios padrbes, amplitudes de variagao e
valores de referéncia. Foram também introduzidos nesta TABELA, os valores de
referéncia para os diferentes parametros analisados para as variaveis da BChE,
obtidos de resultados encontrados em pesquisas realizadas no Laboratério de
Bioquimica Clinica da UFPR (dados n&o publicados), de bulas dos kits e da
literatura.

Das 60 mulheres analisadas, algumas mostraram resultados acima dos
valores de referéncia para os seguintes exames: ABChE = 26%; ARCys = 15%;
AACy5 = 26% e AACor = 10%; IMC = 31,5%; CT = 57,4%; TG = 16,7%; LDL-C =
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72,2%; GLC = 9,3%; TSH = 16,7%; FSH = 83,3%; Hb = 13,0%; Hc = 24,1%, e Es =
20,4%. Apresentaram niveis diminuidos de: E; = 79,6%; HDL-C = 33,3%; TSH =
5,6%; Hb = 1,9%; Hc = 1,9%. Estas porcentagens estéo representadas no GRAFICO
1.

TABELA 15 - MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP) E AMPLITUDES DE VARIAGAO
(AV) DE ALGUMAS VARIAVEIS ANALISADAS NO PRESENTE ESTUDO, EM
54 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5-, ANTES DO USO

DE HRT

Variaveis M+ DP (AV) VR
ABChE (kU/L) 591+ 1,06( 371- 8,12) 2,47- 6,808
ARCys (%) 15,89+ 3,19( 9,95- 21,55) 4,24 - 22 350
AACys (KU/L) 0,95+ 0,30( 037- 1,60) 0,10 - 1,39
AACor (KU/L) 4,96+ 082( 327- 6,62) 2,37 - 6,300
|dade (anos) 52,30 + 6,78 ( 38,00- 75,00)
IMC (kg/m?) 24,09+ 3,36 ( 14,95- 33,78) < 25,006
CT (mg/dL) 213,52 + 46,01 (144,00 - 341,00) < 200,004
HDL-C (mg/dL) 45,26 + 9,72 ( 29,00 - 73,00) > 40,004
LDL-C (mg/dL) 127,17 + 41,92 ( 61,00 - 258,00) < 100,004
TG (mg/dL) 110,81 + 55,62 ( 38,00 - 286,00) < 150,004
GLC (mg/dL) 90,87 + 24,57 ( 68,00 - 225,00) 70,00 - 110,00
TSH (uUl/mL) 2,80+ 2,67( 0,05- 15,16) 0,25- 5,00
Tl (pmol/L) 474+ 053( 3,81- 5,82) 4,00 - 8,30
T.L (ng/dL) 0,94+ 0,15( 0,70- 1,30) 0,80- 2,60
E: (pg/mL) 32,58 + 40,71 (9,00 - 194,43) < 58,000
FSH (mUI/mL) 57,64 + 31,49 (2,56 - 112,00) 17,00 - 95,000
Uréia (mg/dL) 31,50 + 8,01 ( 12,00- 49,00) 10,00 - 50,00
CREA (mg/dL) 090+ 0,12( 0,70- 1,20) 0,40 - 1,40
Hb (g/dL) 14,05+ 1,13( 10,20 - 16,90) 12,00 - 15,00
Hc (%) 42,44 + 3,19 ( 34,00 - 52,00) 36,00 - 45,00

© = valores de referéncia para o climatério; IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG
= triglicérides; GLC = glicose; CREA = creatinina; Hb = hemoglobina; Hc = hematocrito; e = dados
obtidos no Laboratério de Bioquimica Clinica da UFPR; # = I|ll Diretrizes Brasileiras sobre
dislipidemias e Diretrizes da prevengdo da aterosclerose, 2001; ¢ = segundo ABESO. Os demais
parametros estdo de acordo com os valores indicados pelas metodologias utilizadas para analises.



GRAFICO 1 - REPRESENTACAO GRAFICA DAS PORCENTAGENS DOS VALORES
MEDIOS ALTERADOS EM DIFERENTES ANALISES, NAS 54 MULHERES
CLIMATERICAS
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Variaveis

CT = colesterol total; TG = triglicérides; GLC = glicose; Hb = hemoglobina; He = hematdcrito.

5.1.2 Andlises de Correlagao Simples, entre as Atividades da BChE e algumas
Variaveis antes do Uso de HRT

Na TABELA 16, encontram-se os resultados das analises de correlagao
simples entre a atividade total da BChE (ABChE), a atividade relativa do complexo
Cus (ARCy5), atividade absoluta do complexo C4s (AAC4s) € atividade absoluta das
outras formas moleculares da BChE (AACor) com os demais parametros estudados,
destacando-se em vermelho, as varidveis que apresentaram médias diferentes
significativamente.

Resultados de correlagao simples entre as varidveis analisadas no Bio Vitae
Laboratdrio, encontram-se na TABELA 17, destacando-se em vermelho aquelas que
apresentaram médias diferentes significativamente.



65

TABELA 16 - ANALISES DE COHRELAQAO SIMPLES ENTRE AS ATIVIDADES DA BChE

E ALGUMAS VARIAVEIS ANALISADAS NO PRESENTE ESTUDO, EM 54
MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5-, ANTES DO USO DE

Variaveis ABChE (p) ARCy4s (p) AACys (p) AACor (p)
IMC 0,31 (< 0,05) -0,10 (> 0,40) 0,11 (> 0,40) 0,35 (< 0,01)
CT 0,38 (< 0,01) 0,23 (> 0,05)" 0,36 (< 0,01) 0,36 (< 0,01)
HDL-C -0,34 (< 0,05) -0,27 (< 0,05) -0,36 (< 0,01) -0,30 (< 0,05)
LDL-C 0,35 (= 0,01) 0,18 (> 0,10) 0,31 (< 0,05) 0,33 (< 0,05)
TG 0,30 (< 0,05) 0,21 (> 0,10) 0,31 (< 0,05) 0,28 (< 0,05)
GLC 0,27 (= 0,05) -0,09 (> 0,50) 0,07 (> 0,50) 0,32 (< 0,05)
Tsl 0,26 (> 0,05)" 0,22 (> 0,10) 0,27 (> 0,05)° 0,23 (> 0,05)°
TaL 0,30 (< 0,05) 0,22 (>0,10) 0,28 (< 0,05) 0,29 (< 0,05)
E, 0,29 (< 0,05) -0,19 (> 0,10) -0,27 (< 0,05) -0,27 (= 0,05)
Hb 0,31 (< 0,05) 0,07 (> 0,50) 0,21 (> 0,10) 0,32 (< 0,05)
Hc 0,33 (< 0,05) 0,03 (> 0,80) 0,20 (> 0,10) 0,35 (= 0,01)

Somente entraram nesta tabela as variaveis que apresentaram correlagbes significativas ou proximas

a significancia em pelo menos um modelo. *
massa corporal; CT = colesterol total; TG

hematocrito.

= valores préximos a significancia; IMC =
= triglicérides; GLC = glicose; Hb = hemoglobina; Hc =

indice de



TABELA 17 - CORRELACOES SIMPLES ENTRE ALGUMAS VARIAVEIS ANALISADAS NO PRESENTE TRABALHO, DE 54
MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5-, ANTES DO USO DE HRT

Varidveis Idade (p) IMC (p) CT (p) HDL-C (p) LDL-C (p) TG (p) GLC (p)
IMC 0,39 (< 0,01)

HDL-C -0,27 (> 0,05)° -0,26 (> 0,05)°

LDL-C 0,29 (< 0,05) 0,86 (< 0,001) -0,30 (< 0,05)

TG 0,24 (>0,05° 0,26 (>0,05)° 0,53 (<0,001) -0,38(<0,01) 0,54 (< 0,001)

GLC 0,37 (<0,01) 0,36 (< 0,01) 0,30 (< 0,05)

TSH 0,25 (> 0,05)°

Tl 0,33 (< 0,05) 0,37 (< 0,01)
E» 0,31 (< 0,05) —0,43 (= 0,001) -0,23 (> 0,05)°
FSH 0,24 (> 0,05)° 0,24 (> 0,05)°

Uréia 0,23 (> 0,05)°

Hb 0,47 (< 0,001) 0,27 (< 0,05) 0,45 (= 0,001)
He 0,49 (< 0,001) 0,29 (< 0,05) 0,33(<0,05) 0,52 (< 0,001)
Variaveis Tl (p) T.L (p) Ez (p) Uréia (p) Hb (p)

E, -0,29 (< 0,05) -0,26 (> 0,05)°

FSH ~0,51 (< 0,05)

Uréia 0,24 (> 0,05)°

CREA 0,28 (<0,05) -0,25(>0,05° 0,35 (< 0,01)

Hb 0,31 (<0,05 0,39 (< 0,01)

He 0,32 (<0,05) -0,35(=0,01) 0,27 (<0,05 0,94 (< 0,001)

Somente entraram nesta tabela as varidveis que apresentaram correlagdes significativas ou proximas & significancia. * = valores préximos a significancia; IMC =
indice de massa corporal; TG = triglicérides; GLC = glicose; CREA = creatinina; Hb = hemoglobina; Hc = hematdcrito.
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5.1.3 Analises de Regressao Multipla Escalonada, antes do Uso de HRT

A anadlise de regressao multipla escalonada é um modelo de regressdo que
permite selecionar as variaveis independentes por ordem decrescente de
intensidade de sua correlagdo com a variavel dependente. Assim, se duas ou mais
varidveis independentes se correlacionam com a dependente, por estarem
correlacionadas entre si, somente aquela que estd mais correlacionada entra no
modelo. Também, através do coeficiente de determinagéo (r*) pode-se saber quanto
as variaveis independentes que entraram no modelo, explicaram da variagdo da
variavel dependente.

Na TABELA 18 encontram-se o0s resultados das andlises de regressao
multipla escalonada, tendo como dependentes as variaveis ABChE, ARCy5, AACys e
AACor e como independentes as variaveis analisadas no Bio Vitae Laboratdrio.
Pode-se observar, que antes do uso de HRT, ABChE correlacionou-se positiva e
significativamente com CT e Hb e negativamente com HDL-C. As variaveis incluidas
nesse modelo, de acordo com o coeficiente de determinagdo (r°) respondem por
31% da variagao de ABChE.

ARC4s mostrou-se correlacionada negativa e significativamente somente com
HDL-C. A variavel incluida nesse modelo, de acordo com o r?, respondeu por 7% da
variagéo de ARCys.

AACys esta correlacionada positivamente com CT eT,L e negativamente com
HDL-C. De acordo com o r? essas varidveis responderam por 28% da variagdo de
AACys.

Quanto a AACor, mostrou-se correlacionada positiva e significativamente com
CT, IMC e Hc e de acordo com o r* essas variaveis respondem por 30% de sua

variacao.
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TABELA 18 - ANALISES DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA, TENDO AS
VARIAVEIS DA BChE COMO DEPENDENTES, EM AMOSTRAS DE
54 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5-, ANTES
DO USO DE HRT

Variaveis Variaveis independentes
Dependentes P
CT HDL-C IMC TsL Hb Hc r°
ABChE + " - 0 0 + " 0 0,31
ARCyss 0 - 0 0 0 0 0,07
AACy5 + " - 0 +* 0 0 0,28
AACor + " 0 + " 0 0 + " 0,30

Foram consideradas as variaveis analisadas no Bio Vitae Laboratério como independentes.
Encontram-se incluidas na tabela, somente as variaveis significativas em pelo menos um modelo.
IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; Hb = hemoglobina; Hc = hematéerito; + =
correlagdo positiva; — = correlag@o negativa; 0 = variavel com resultado nao significativo; * = p < 0,05;
" =p<0,01.

5.1.4 Analises de Correlagdo Simples entre as Atividades Absolutas das 13 Bandas
da BChE e algumas Variaveis, antes do Uso de HRT

Em gel de poliacrilamida foram evidenciadas no presente trabalho, 11 bandas
da BChE (B1 - B11) e mais duas, que normalmente sem relatos na literatura de
estarem presentes em mulheres mais jovens (FIGURA 8). Essas duas bandas foram
denominadas B1A (apareceu em 89% das mulheres climatéricas) e B1B (apareceu
em 94% das mulheres climatéricas), pois se encontram entre B1 e B2. As atividades
absolutas destas 13 bandas foram correlacionadas com as demais variaveis
analisadas no Bio Vitae Laboratdrio e sé foram introduzidas na TABELA 19, aquelas

que apresentaram correlagoes significativas ou préximas a significancia.
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FIGURA 8 - FRAGMENTO DE ELETROFORESE, EM GEL DE POLIACRILAMIDA,

MOSTRANDO AS 13 BANDAS
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MONOMERO; B2 = MONOMERO LIGADO A ALBUMINA; B3 = DIMERO; B4 = TRIMERO; B5 =
TETRAMERO; B6 A B11 = BCHE LIGADA A SUBSTANCIAS DESCONHECIDAS).



TABELA 19 - CORRELACOES SIMPLES ENTRE AS ATIVIDADES DAS 13 BANDAS DA BChE E ALGUMAS VARIAVEIS
ANALISADAS OBTIDAS DE 54 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPOS CHE2 C5-, ANTES DO USO DE HRT

Variaveis AB1 (p) AB1A (p) AB1B (p) AB2 (p) AB3 (p) AB4 (p) ABS5 (p)
Idade 0,37 (< 0,01)

CT 0,43 (= 0,001) 0,36 (< 0,01)
HDL-C -0,34 (= 0,01)

LDL-C 0,30 (< 0,05) 0,29 (< 0,05)
TG 0,25 (> 0,05)" 0,28 (< 0,05)
GLC 0,44 (=0,001) 0,34 (< 0,05) 0,44 (= 0,001) 0,25 (> 0,05)"

TSH -0,25 (> 0,05)"

TaL 0,33 (< 0,05) 0,24 (> 0,05)" 0,32 (< 0,05)

E, -0,28 (< 0,05) -0,23 (> 0,05)" -0,36 (< 0,01)

Hb 0,36 (< 0,01) 0,26 (> 0,05)"

Hc 0,35 (< 0,01) 0,25 (> 0,05)° 0,27 (< 0,05)
Variaveis ABG (p) AB7 (p) ABS8 (p) AB9 (p) AB10 (p) AB11 (p)

Idade 0,24 (> 0,05)"

IMC 0,31 (< 0,05)

CT 0,30 (< 0,05) 0,29 (< 0,05)

Tsl 0,31 (< 0,05) 0,38 (< 0,01)

TsL 0,34 (< 0,05) 0,23 (> 0,05)°

E -0,28 (< 0,05)

Uréia 0,29 (< 0,05)

Hb 0,25 (> 0,05)"

Hc 0,23 (> 0,05)"

Somente entraram nesta tabela as varidveis que apresentaram correlagdes significativas ou préximas a significAncia, com as atividades da BChE.
? = valores préximos a significancia; IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG = triglicérides; GLC = glicose; Hb = hemoglobina; Hc = hematdcrito.
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5.1.5 Andlises de Regressao Multipla Escalonada das Atividades Absolutas das 13
Bandas da BChE e algumas Variaveis, antes do Uso de HRT

Na TABELA 20 encontram-se os resuitados das anadlises de regressao
multipla escalonada, tendo como dependentes as atividades absolutas das 13
bandas da BChE encontradas em gel de poliacrilamida e como independentes as
variaveis analisadas no BioVitae Laboratério. Pode-se observar, que antes do uso
de HRT, AB1 correlacionou-se positiva e significativamente com GLC e
negativamente com HDL-C. As variaveis incluidas nesse modelo, de acordo com o
coeficiente de determinacéo (), responderam por 34% da variacéo de AB1.

AB1A mostrou-se correlacionada positiva e significativamente somente com
TsL. A varidvel incluida nesse modelo, de acordo com o %, respondeu por 11% da
variagédo de AB1A.

AB1B esta correlacio;wada positivamente somente com GLC. De acordo com o
r? essa variavel respondeu por 12% da variagao de AB1B.

Dividindo-se AB1A e AB1B pelo valor de suas respectivas medianas (0,041 e
0,047), verifica-se que as mulheres climatéricas com maiores AB1A (N = 27),
possuem maiores valores médios de T4L (p < 0,01), AB1 (p< 0,05), AB1B (p <
0,00001), AB2 (p < 0,0001) e AB3 (p < 0,05). As mulheres com maiores AB1B
possuem valores maiores de AB1 (p< 0,01), AB1A (p < 0,00001), AB2 (p < 0,0001) e
AB3 (p < 0,001).

AB2, mostrou-se correlacionada positiva e significativamente com IMC, GLC e
negativamente com E; e de acordo com o r? essas varidveis responderam por 32%
de sua variagao.

AB3 nao demonstrou correlagdo com nenhuma variavel.

AB4 correlacionou-se positiva e significativamente com CT e T4l. As variaveis
incluidas nesse modelo, de acordo com o r* responderam por 28% da variagéo de
AB4.

ABS mostrou-se correlacionada positiva e significativamente com CT e Hc. As
varidveis incluidas nesse modelo, de acordo com o r?, respondem por 19% da
variagao de ABS.
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ABG6 correlacionou-se positivamente somente com TiL. De acordo com o P
essa variavel respondeu por 10% da variagdo de AB6.

AB7, mostrou-se correlacionada positiva e significativamente com IMC e CT e
negativamente com a idade. De acordo com o r* essas variaveis responderam por
31% de sua variagao.

AB8 mostrou-se correlacionada positiva e significativamente com T4L. A
variavel incluida nesse modelo, de acordo com o r?, responderam por 12% da
variacao de ABS.

AB9 nao demonstrou correlagdo com nenhuma variavel.

AB10, mostrou-se correlacionada positiva e significativamente somente com
TsL e, de acordo com o r* essa variavel respondeu por 15% de sua variagao.

AB11 mostrou-se correlacionada negativa e significativamente somente com
Ez. A varidvel incluida nesse modelo, de acordo com o r?, respondeu por 8% da
variagao de AB11.

TABELA 20 - ANALISES DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA, TENDO AS
ATIVIDADES ABSOLUTAS DAS 13 BANDAS DA BChE COMO
DEPENDENTES E COMO INDEPENDENTES ALGUMAS VARIAVEIS EM
AMOSTRAS DE 54 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2
C5-, ANTES DO USO DE HRT

D::;ﬁ'eer:fes Varidveis independentes
Idade | IMC CT | HDL-C | GLC Hc TsL T,L E, r
AB1 0 0 0 — + 0 0 0 0 0,34
AB1A 0 0 0 0 0 0 0 +* 0 0,11
AB1B 0 0 0 0 +* 0 0 0 0 0,12
AB2 0 + " 0 0 + 0 0 0 -* 0,32
AB4 0 0 +: 0 0 0 0 5" 0 0,28
AB5 0 0 + " 0 0 + " 0 0 0 0,19
AB6 0 0 0 0 0 0 +* 0 0 0,10
AB7 —** + + 0 0 0 0 0 0 0,31
AB8 0 0 0 0 0 0 0 + " 0 0,12
AB10 0 0 0 0 0 0 + " 0 0 0,15
AB11 0 0 0 0 0 0 0 0 —* 0,08

Foram consideradas as varidveis analisadas no Bio Vitae Laboratdério como independentes. S¢ foram incluidas
na tabela, as variaveis independentes significativas em pelo menos um modelo. IMC = indice de massa corporal;
CT = colesterol total; GLC = glicose; Hc = hematdcrito; + = correlagdo positiva; — = correlagao negativa; 0 =
varidvel com resultado nao significativo, * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001.
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5.1.6 Analise de uma Mulher Climatérica que Apresentou Banda Exira na
Eletroforese em Gel de Agar Acido

Entre as 60 mulheres climatéricas analisadas, uma de fenétipo CHE2 C5-
(identificagdo numero 13) apresentou uma banda extra. A freqiéncia desta banda
entre elas foi de 1,67% + 1,65%. A FIGURA 9 contém um fragmento dessa

eletroforese, mostrando as bandas extras da primeira e segunda coleta.

FIGURA 9 - FRAGMENTO DE ELETROFORESE EM GEL DE AGAR pH 6,5,
MOSTRANDO AS BANDAS EXTRAS DAS DUAS (PRIMEIRA E
SEGUNDA) COLETAS

- " R X N
-0 e o ®
*® P4

N
BEs

5.1.7 Comparagao das Médias de algumas Variaveis Obtidas antes da HRT de uma
Mulher Climatérica, de Fenétipo CHE2 C5- que Apresentou Banda Extra com
aquelas de 53 Mulheres Climatéricas, de Fendtipo CHE2 C5-, que néo
Apresentaram esta Banda

Na TABELA 21 encontram-se os valores das médias (M), teste t e p dos
resultados comparativos obtidos entre uma mulher climatérica de fenétipo CHE2 C5—
que apresentou banda extra nas eletroforeses em gel de agar acido, comparados
aos obtidos de 53 mulheres climatéricas de fenétipo CHE2 C5- que nao
apresentaram essa banda. S6 foram incluidos os valores que apresentaram

alteragdes significativas ou préximas a significancia.
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TABELA 21 - MEDIAS (M) E RESULTADOS DE TESTES t DE ALGUMAS VARIAVEIS
ANALISADAS, ENTRE UMA MULHER CLIMATERICA DE FENOTIPO CHE2
C5—- ANTES DO USO DE HRT, QUE APRESENTOU BANDA EXTRA E 53
MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5- QUE NAO
APRESENTARAM ESTA BANDA

Varidveis Sem Banda Extra Banda Extra t (p)
IMC (kg/m?) 24,02 27,70 1,09 (>0,20)
CT (mg/dL) 212,00 282,00 1,52 (>0,10)
HDL-C (mg/dL) 45,57 29,00 1,72 (>0,05)°
LDL-C (mg/dL) 125,47 217,00 2,24 (<0,05)
TG (mg/dL) 108,04 258,00 2,84 (<0,01)
ABChE (kU/L) 5,89 . 7,18 1,22 (>0,20)
ARCy5 (%) 15,81 20,40 1,44 (>0,10)
AAC5 (kU/L) 0,94 1,46 1,74 (>0,05)°

* = valores préximos a significancia; IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG =
triglicérides.

5.2 ANALISES DAS MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5-,
APOS O USO DE HRT

Devido ao breve tempo para a realizagdo do Mestrado, ndo foi possivel o
retorno de todas as mulheres da amostra inicial (n = 60) para a realizagao da
segunda coleta. Destas, somente 50 retornaram, sendo que 45 delas eram de
fenétipo CHE2 C5-.

Tém sido relatados comportamentos diferentes da Tibolona (GODSLAND,
2001; BARNES et al., 2002) quando comparada com o uso de outras formulagoes
utilizadas para HRT frente as seguintes varidveis: CT, TG, LDL-C e HDL-C. Devido a
isso, foram realizadas andlises de correlagdes simples das variaveis analisadas no
Bio Vitae Laboratério apés o uso de HRT total, HRT com Tibolona e HRT sem
Tibolona (TABELA 22).
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TABELA 22 - ANALISES DE CORRELAGAO SIMPLES, ENTRE OS NiVEIS DOS
ESTROGENOS E ALGUMAS VARIAVEIS, EM MULHERES
CLIMATERICAS, ANTES E APOS O USO DE HRT

Antes da HRT Apds HRT

Variaveis HRT Total Sem tibolona Com Tibolona
(N =60) (N =50) (N =236) (N=14)

Idade 0,30 (< 0,05) -0,20 (> 0,10)
IMC -0,41 (< 0,001) -0,18 (> 0,10)
CT -0,14 (> 0,30) -0,20 (>0,10) 0,26 (> 0,10) 0,06 (> 0,80)
HDL-C 0,05 (> 0,70) 0,30 (< 0,05) 0,34 (< 0,05) -0,27 (> 0,30)
LDL-C -0,12 (> 0,30) -0,14 (>0,30) -0,16 (> 0,30) 0,03 (> 0,90)
TG -0,16 (> 0,20) 0,19 (> 0,10) 0,19 (> 0,10) -0,24 (> 0,30)
GLC -0,21 (> 0,10) -0,19 (> 0,10)
TSH -0,19 (> 0,10) 0,11 (> 0,10)
TsL -0,21 (> 0,05) -0,27 (> 0,05)°
TaL -0,25 (>0,05)" -0,18 (> 0,20)
FSH -0,583 (< 0,001) -0,50 (< 0,001)
Uréia -0,08 (> 0,50) -0,16 (> 0,20)
CREA -0,25 (> 0,05)" 0,05 (> 0,90)
Hb -0,39 (< 0,01) -0,24 (> 0,05)°
He -0,35 (< 0,01) -0,26 (> 0,05)"

S6 foram incluidos na tabela os resultados da Tibolona que demonstraram correlagdes diferentes das
obtidas com HRT sem a Tibolona. * = valores préximos a significancia; IMC = indice de massa
corporal; CT = colesterol total; TG = triglicérides; GLC = glicose; CREA = creatinina; Hb =
hemoglobina; Hc = hematdcrito.
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5.2.1 Comparagao das Médias das Varidaveis da BChE Analisadas no Presente

Estudo, ap6s o Uso de HRT com Aquelas Obtidas antes de seu Uso

Os valores médios obtidos para as varidveis da BChE analisadas na primeira

e segunda coleta, com 0s respectivos desvios padroes, amplitudes de variagao e

resultados de testes t e p, para as 45 amostras antes e apdés o uso de HRT,

encontram-se na TABELA 23 e a distribuicio das médias encontram-se no

GRAFICO 2. Para as andlises das varidveis da BChE foram utilizadas também as

amostras das mulheres que tomaram Tibolona, uma vez que este horménio inibe

semelhantemente as atividades da BChE.

TABELA 23 - MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP) E RESULTADOS DE
TESTES t, DAS ATIVIDADES DA BChE EM 45 MULHERES

CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5-, ANTES E APOS O

USO DE HRT
Antes da HRT Apds HRT
Varidveis M+ DP (AV) M+ DP (AV) t(p)

ABChE (KU/L)

ARCys (%)

AACs (KU/L)

AACor (KU/L)

5,82 +£1,00 (3,71 - 8,12)

15,75 + 3,33 (7,85 - 21,55)

0,93 + 0,30 (0,27 - 1,57)

4,89+0,78 (2,54 - 5,98)

5,32 +1,09 (3,71 - 7,41)

14,73 £ 3,70 (9,95 - 21,55)

0,81 £0,32 (0,37 - 1,60)

4,51 £0,85 (3,27 - 6,18)

4,83 (< 0,001)

3,14 (< 0,01)

4,91 (< 0,001)

4,41 (< 0,001)

Teste t para amostras dependentes.
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GRAFICO 2 - REPRESENTACOES ESQUEMATICAS DAS ATIVIDADES DA BChE,
OBTIDAS EM AMOSTRAS DE 45 MULHERES CLIMATERICAS,
ANTES E APOS HRT

18 O Antes da HRT
EApds HRT

16

14 |

12 4
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Atividades

* ¥ %

*
*
*

0 T . I I |

ABChE ARC4/5 AAC4/5 AACOF
Variaveis da BChE

Niveis de significancia: ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

5.2.2 Comparacgao das Médias de Variaveis Obtidas antes e ap6s do Uso de HRT

A comparagdo dos valores médios obtidos para as demais varidveis
analisadas na primeira e segunda coleta, com os respectivos desvios padres,
amplitudes de variagcao e resultados de testes t e p, para as 45 amostras antes e
apos HRT, encontram-se na TABELA 24. As representagdes graficas, das suas
médias, estdo apresentadas nos GRAFICOS 3 e 4. Para CT, TG, LDL-C, HDL-C e
E, foram realizadas duas andlises. Uma com a amostra total (N = 45) e outra (N =
29) retirando-se as amostras das mulheres que tomavam Tibolona, devido ao fato de
se observar que estas variaveis mostraram comportamentos diferentes com este

hormonio.
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TABELA 24 - MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP), AMPLITUDES DE VARIAGAO (AV)

E RESULTADOS DE TESTES t DE ALGUMAS VARIAVEIS EM MULHERES
CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5-, ANTES E APOS O USO DE HRT

Variaveis

IMC (kg/m?)

CT (mg/dL)
CT (mg/dL)

HDL-C (mg/dL)
HDL-C (mg/dL)

LDL-C (mg/dL)
LDL-C (mg/dL)

TG (mg/dL)
TG (mg/dL)

GLC (mg/dL)
TSH (uUI/mL)
TsL (pmol/L)
TaL (ng/dL)

Ez (pg/mL)
Ez (pg/mL)

FSH (mIU/mL)
Uréia (mg/dL)
CREA (mg/dL)
Hb (g/dL)

He (%)

Antes da HRT Apés a HRT
M £ DP (AV) M £ DP (AV) t(p)
23,81+ 3,14( 1495- 3242) 2393+ 3,30( 14,95- 32,81) 0,61 (>0,50)
212,29 + 46,33 (144,00 - 341,00) 207,33 + 38,40 (144,00 - 284,00) 0,78 (> 0,40)
221,71 + 49,18 (144,00 - 341,00) 204,68 + 35,88 (159,00 - 284,00) 2,42 (< 0,05)
45,64 + 10,20 ( 29,00- 73,000 4553+ 9,85( 31,00- 69,00) 0,06 (>0,90)
4494 + 10,64 ( 29,00- 73,000 46,45+ 9,97 ( 31,00- 69,00) 0,69 (>0,40)
127,82 + 42,68 ( 61,00 - 258,00) 124,80 + 34,79 ( 60,00 - 205,00) 0,51 (>0,60)
134,10 + 45,93 ( 61,00 - 258,00) 123,55+ 32,21 ( 60,00 - 190,00) 1,55 (>0,10)
111,07 + 58,44 ( 38,00 - 286,00) 116,04 + 63,15 ( 54,00 - 371,00) 0,47 (> 0,60)
115,90 + 58,89 ( 53,00 - 285,00) 123,68 + 71,73 ( 54,00 - 371,00) 0,59 (> 0,50)
91,22 + 26,48 ( 68,00 - 225,00) 85,47 + 16,27 ( 56,00 - 158,00) 2,15 (< 0,05)
2,74+ 2,76 ( 0,05- 15,16) 297+ 229( 0,24- 11,70) 0,49 (>0,60)
476+ 0,57 ( 3,81- 5,82 431+ 0,70( 2,35- 6,01) 3,70 (<0,001)
094+ 0,16( 0,70- 1,30) 089+ 0,19( 0,61- 1,55) 1,70 (>0,05)"

34,45 + 43,40 (9,00 - 194,43)
27,98 + 29,83 ( 9,00 - 102,00)

56,69 + 31,79 (2,56 - 112,00)
31,67+ 8,20( 12,00- 49,00)
090+ 0,13( 0,70- 1,20)
14,04 + 1,13 ( 10,20- 16,90)
42,44 + 3,04 ( 34,00- 51,00)

72,14 + 118,18 ( 9,00 - 524,53)
92,42 + 135,14 ( 9,00 - 524,53)

52,93+ 29,96 ( 0,94 -112,00)

3353+ 7,36( 21,00- 46,00)
086+ 0,113( 070- 1,20
14,04 + 0,97 ( 12,20- 16,40)
4235+ 2,92 ( 37,00- 50,00)

2,07 (< 0,05)
2,79 (< 0,01)

0,84 (> 0,40)
1,35 (> 0,10)
1,80 (> 0,05)°
0,03 (> 0,90)
0,24 (> 0,80)

Teste t para amostras dependentes. Resultados em preto (N = 45). Resultados em azul, sem as
mulheres que tomaram Tibolona (N = 29); * = valores préximos a significancia; IMC = indice de massa
corporal; CT = colesterol total; TG = triglicérides; GLC = glicose; CREA = creatinina; Hb =
hemoglobina; Hc = hematdcrito.
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REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE ALGUMAS VARIAVEIS

GRAFICO 3 -
ANALISADAS NO PRESENTE ESTUDO, NAS AMOSTRAS DE
MULHERES CLIMATERICAS, ANTES E APOS HRT
r'_" 250 [ Antes da HRT
S B Apés HRT
s *

]

CT HDL-C LDL-C TG GLC FSH E2

1 1 1 1 1

Niveis de significancia: * = p < 0,05, ** = p < 0,01.
1 = anélise com a retirada das mulheres que tomaram Tibolona. CT = colesterol;

TG = triglicérides; GLC = glicose.

Variaveis

GRAFICO 4 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE ALGUMAS VARIAVEIS
ANALISADAS NO PRESENTE ESTUDO, NAS AMOSTRAS DE

MULHERES CLIMATERICAS, ANTES E APOS HRT

O Antes da HRT
B Apés HRT

Valores

. : ' _Pp—
TSH T3L T4L Uréia CREA Hb He

Variaveis

Niveis de significancia: *** = p < 0,001.
CREA = creatinina; Hb = hemoglobina; Hc = hematdcrito.
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5.2.3 Comparagéo das Médias de CT, TG, LDL-C, HDL-C e E;, Obtidas antes e apds
0 Uso de Tibolona

A comparagao dos valores meédios obtidos para estas varidveis analisadas na
primeira e segunda coleta, com os respectivos desvios padrdes, amplitudes de
variagao e resultados de testes t e p, para as 14 amostras de mulheres que fizeram

uso de Tibolona, encontram-se na TABELA 25.

TABELA 25 - MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP), AMPLITUDES DE
VARIAGAO (AV) E RESULTADOS DE TESTES t DE ALGUMAS
VARIAVEIS, EM 14 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO
CHE2 C5-, ANTES E APOS O USO DE TIBOLONA

Antes da HRT Apds a HRT
Variaveis M £ DP (AV) M + DP (AV) t(p)
CT (mg/dL) 191,43 + 31,69 (144,00 - 248,00 213,21 + 44,32 (144,00 - 283,00) 2,16 (> 0,05)"
LDL-C (mg/dL) 113,93 +32,39 ( 71,00-167,00) 127,57+ 41,11 ( 82,00 - 205,00) 1,31 (> 0,20)
HDL-C (mg/dL) 47,21+ 9,32 ( 29,00- 62,00) 4350+ 9,61( 31,00- 59,00) 1,16 (>0,20)
TG (mg/dL) 100,36 + 58,11 ( 38,00 - 286,00) 99,14 + 34,31 ( 62,00 - 169,00) 0,07 (> 0,90)
Ez (pg/mL) 48,77 £ 63,26 (9,00 - 194,43) 2723+ 44,41 ( 9,00-176,08) 0,98 (>0,30)

Teste t para amostras dependentes. * = valores proximos a significancia; CT = colesterol total; TG =
triglicérides.

5.2.4 Comparacao das Médias das Atividades Absolutas das 13 Bandas da BChE
Obtidas, antes e apés o Uso de HRT

A comparagédo dos valores médios obtidos para as atividades absolutas das
bandas da BChE obtidas apods eletroforese em gel de poliacrilamida, analisadas na
primeira e segunda coleta, com os respectivos desvios padroes, amplitudes de
variagao e resultados de testes t e p, antes e apés o uso de HRT, encontram-se na
TABELA 26 e as distribuicdes das médias conforme GRAFICO 5.
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Para AB1, AB4, AB9, AB10 e AB11 foram realizadas 3 andlises. Uma com a
amostra total (N = 41), outra se retirando as amostras das mulheres que tomavam
Tibolona (N = 29) e por fim uma com as amostras das mulheres que fizeram uso da
Tibolona (N = 14), devido ao fato de se observar que estas fragdes da BChE

mostravam comportamentos diferentes com este hormonio.

TABELA 26 - MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP), AMPLITUDES DE VARIAGAO (AV)
E RESULTADOS DE TESTES t DAS ATIVIDADES TOTAIS (kU/L) DAS 13
BANDAS DA BChE OBTIDAS EM MULHERES CLIMATERICAS DE
FENOTIPO CHE2 C5-, ANTES E APOS O USO DE HRT

Antes da HRT Apds a HRT

Variaveis M+ DP (AV) M £ DP (AV) t (p)
AB1 056+ 025( 0,09- 133) 049+ 0,19( 0,17- 0,99) 2,11(<0,05)
AB1 060+ 026( 0,18- 1,33) 048+ 0,19( 0,17- 0,99) 3,68 (<0,001)
ABT 046+ 0,19( 009- 0,79) 052+ 0,19( 0,28- 091) 0,90 (>0,30)
AB1A 005+ 004( 0,00- 0,15 004+ 003( 000- 0,10) 222 (<0,05)
AB1B 0,06 + 0,04( 0,00- 0,17) 005+ 0,04( 0,00- 0,14) 1,40 (>0,10)
AB2 0,27+ 0,11( 0,01- 0,48) 026+ 012( 0,02- 0,59) 1,37 (>0,10)
AB3 037+ 0,13( 0,10- 059) 037+ 0,10( 0,11- 057) 0,27 (>0,70)
AB4 020+ 0,08( 006- 048 0,19+ 007( 007- 0,32) 1,62(>0,10)
AB4 022+ 0,08( 0,12- 0,48) 0,19+ 0,07( 0,09- 0,32) 1,99 (>0,05)°
AB4 0,17+ 0,07( 0,06- 0,27) 0,17+ 006( 0,07- 031) 0,12(>0,90)
ABS 1,73+ 0,39( 1,08- 3,04) 164+ 038( 091- 2500 1,63(>0,10)
AB6 086+ 028( 049- 1,93) 082+ 029( 036- 1,79) 1,02 (>0,30)
AB7 1,00+ 023( 0,71- 1,51) 091+ 0,28( 040- 1,64) 283(<0,01)
AB8 034+ 020( 0,01- 1,02 028+ 0,15( 0,08- 0,81) 2,36 (<0,05)
ABS 0,19+ 0,10( 0,00- 0,54) 0,19+ 0,10( 0,07- 0,50) 0,01 (>0,90)
AB9 021+ 010( 0,00- 0,54) 0,19+ 0,09( 0,07- 043) 1,33(>0,10)
AB9 0,14+ 006( 0,03- 0,25) 020+ 0,13( 0,09- 0,50) 2,40 (<0,05)
AB10 0,14+ 007( 0,00- 035 012+ 007( 002- 0,37) 249 (<0,05)
AB10 0,15+ 0,07( 0,01- 035) 0,12+ 0,08( 003- 0,37) 4,28(<0,001)
AB10 0,12+ 0,06( 0,03- 0,24) 013+ 0,06( 007- 0,21) 1,18(>0,20)
AB11 0,06+ 0,04( 0,01- 0,16) 0,05+ 003( 000- 0,13) 1,23(>0,20)
AB11 0,06+ 004( 0,01- 0,16) 005+ 0,03( 000- 0,12) 1,98 (>0,05)°
AB11 0,06+ 004( 002- 0,13) 007+ 0,03( 002- 0,13) 0,90 (>0,30)

Resultados em preto (N = 41). Resultados em azul, somente com as mulheres que ndo tomaram Tibolona (N =
29). Resultados em verde somente com as mulheres que tomaram Tibolona (N = 12).
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GRAFICO 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS ATIVIDADES DAS 13 BANDAS
QUE APARECERAM NAS AMOSTRAS DE MULHERES CLIMATERICAS,

EM GEL DE POLIACRILAMIDA, ANTES E APOS HRT
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Niveis de significancia: * = p < 0,05; ** =p < 0,01; ™" = p <0,001;
1 = anélise com a retirada das mulheres que tomaram Tibolona;
* = valores préximos a significancia.
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5.2.5 Resultados das Analises de Correlagao Simples, entre as Atividades da BChE

e algumas Variaveis, apos o uso de HRT

Na TABELA 27 e 28, encontram-se os resultados de correlagdo simples

(amostra total, N = 45 e amostra sem Tibolona, N = 29, respectivamente) entre a
atividade total da BChE (ABChE), a atividade relativa do complexo Cus (ARCys),
atividade absoluta do complexo Cys (AACy5) e atividade absoluta das outras formas

moleculares (AACof), com os demais parametros estudados, destacando-se em

vermelho, as variaveis que apresentaram coeficientes de correlagdo diferentes de

Zero.

TABELA 27 - RESULTADOS DAS ANALISES DE CORRELACAO SIMPLES,

ENTRE AS ATIVIDADES DA BCHE E AS DEMAIS VARIAVEIS, EM
45 MULHERES MENOPAUSADAS DE FENOTIPO CHE2 C5-,
APOS O USO DE HRT

Variaveis ABChE (p) ARCys (p) AACys(p) AACor (p)
Idade 0,24 (> 0,10) 0,04 (> 0,70) 0,12(>0,40) 0,27 (> 0,05)°
IMC 0,45 (< 0,01) 0,21 (> 0,10) 0,35 (< 0,05) 0,45 (< 0,01)
CT 0,31 (< 0,05) 0,25 (> 0,05)" 0,32 (<0,05) 0,29 (>0,05)°
HDL-C -0,34 (< 0,05) -0,26 (> 0,05)° 0,34 (<0,05) -0,31(<0,05)
LDL-C 0,33 (< 0,05) 0,26 (> 0,05)" 0,33 (< 0,05) 0,30 (< 0,05)
TG 0,18 (>0,20) 0,10 (> 0,50) 0,19 (>0,20) 0,17 (>0,20)
GLC 0,39 (< 0,01) 0,03 (> 0,80) 0,18 (> 0,20) 0,43 (< 0,01)
Tal 0,32 (< 0,05) 0,44 (< 0,01) 0,42 (<0,01) 0,27 (> 0,05)°
TaL 0,35 (< 0,05) 0,26 (> 0,05)" 0,34 (< 0,05) 0,32 (< 0,05)
E, -0,50 (< 0,001) -0,33 (< 0,05) 0,42 (< 0,01) 0,50 (= 0,001)
FSH 0,32 (< 0,05) 0,34 (< 0,05) 0,32 (< 0,05) 0,29 (> 0,05)°
Uréia 0,21 (> 0,10) -0,07 (> 0,60) 0,08 (> 0,60) 0,25 (> 0,05)"
Hb 0,35 (< 0,05) 0,31 (< 0,05) 0,37 (<0,05) 0,31 (<0,05)
He 0,43 (< 0,01) 0,35 (< 0,05) 0,45 (< 0,01) 0,39 (< 0,01)
“ = Valores préximos a significancia. ; IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total;

TG = triglicérides; GLC = glicose; Hb = hemoglobina; Hc = hematdcrito.
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TABELA 28 - RESULTADOS DAS ANALISES DE CORRELAGAO SIMPLES, ENTRE AS
ATIVIDADES DA BChE E AS DEMAIS VARIAVEIS, EM 31 MULHERES MENOPAUSADAS DE
FENOTIPO CHE2 C5-, APOS HRT SEM O USO DE TIBOLONA

Varidveis ABChE (p) ARCus (p) AAC.s (p) AACor (p)

IMC 0,40 (< 0,05) 0,18 (> 0,30)° 0,33 (> 0,05)° 0,39 (< 0,05)
cT 0,36 (< 0,05) 0,11 (> 0,50) 0,27 (> 0,10) 0,37 (< 0,05)
HDL-C -0,39 (< 0,05) -0,25 (> 0,10) -0,36 (< 0,05) -0,37 (< 0,05)
LDL-C 0,39 (< 0,05) 0,07 (> 0,70) 0,25 (> 0,10) 0,41 (< 0,05)
GLC 0,36 (< 0,05) 0,09 (> 0,60) 0,23 (> 0,20) 0,38 (< 0,05)
Tal 0,41 (< 0,05) 0,22 (> 0,20) 0,32 (> 0,05)° 0,41 (< 0,05)
T 0,35 (< 0,05) 0,26 (> 0,05)" 0,34 (< 0,05) 0,32 (< 0,05)
E; ~0,56 (= 0,001) 0,42 (< 0,05) 0,51 (< 0,01) 0,53 (< 0,01)
He 0,40 (< 0,05) 0,17 (> 0,30) 0,29 (> 0,10) 0,41 (< 0,05)

Somente entraram nesta tabela as variaveis que apresentaram correlagoes significativas ou proximas

a significancia, em pelo menos um modelo. * = Valores préximos a significancia. IMC = indice de massa
corporal; CT = colesterol; GLC = glicose; Hc = hematdcrito.

5.2.6 Resultados das Analises de Regressao Multipla Escalonada em Obtidos de
Amostras de Mulheres Climatéricas, apds Uso de HRT, sem Tibolona

Nestas andlises (TABELA 29) foram incluidas a amostra com 31 mulheres
que nao fizeram uso de Tibolona. Nesta tabela encontram-se os resultados das
andlises de regressao multipla escalonada, tendo como dependentes as variaveis
ABChE, ARCy4s, AAC45 e AACor € como independentes as variaveis analisadas no
Bio Vitae Laboratério. Pode-se observar, que apés do uso de HRT (amostras sem
Tibolona), ABChE correlacionou-se significativamente com TG (+) e com Ez (-). As
variaveis incluidas nesse modelo, de acordo com o coeficiente de determinagao ()
respondem por 43% da variagao de ABChE.

ARC4s mostrou-se correlacionada negativa e significativamente somente com
E,. A varidvel incluida nesse modelo, de acordo com o r?, respondeu por 15% da

variagao de ARCys.
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AACys esta correlacionada significativamente com TG (+) e Ez (-). De acordo
com o r* essas varidveis responderam por 40% da variagéo de AACys.

Quanto a AACor, mostrou-se correlacionada positiva e significativamente com
IMC, LDL-C e T4L e negativamente com idade e E,. De acordo com o r* essas
variaveis respondem por 63% de sua variagao.

TABELA 29 - ANALISES DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA, TENDO AS
VARIAVEIS DA BChE COMO DEPENDENTES, EM AMOSTRAS DE
31 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5-, APOS O
USO DE HRT SEM TIBOLONA

VD Variaveis independentes
IDADE IMC LDL-C TG T4l E, r
ABChE 0 0 0 +* 0 — 0,43
ARC,s5 0 0 0 0 0 - 0,15
AAC4/5 0 0 0 + 0 — 0,40
AACOF _* + * + *h 0 o * = 0,63

Foram consideradas as variaveis analisadas no Bio Vitae Laboratério como independentes.
Encontram-se incluidas na tabela, somente as varidveis significativas em pelo menos um modelo. VD
= varidaveis independentes; IMC = indice de massa corporal; TG = triglicérides; + = correlagao
positiva; — = correlagdo negativa; 0 = variavel com resultado nao significativo.

*=p<0,05; " =p<0,01, “**=p<0,001.

5.2.7 Resultados das Andlises de Correlagao Simples das 13 Bandas da BChE e
Algumas Variaveis, Obtidas em Amostras de 29 Mulheres Climateéricas ap6s o Uso

de HRT sem uso de Tibolona

Na TABELA 30 nao estao incluidas as mulheres que utilizaram Tibolona, uma
vez que foi verificado que este horménio além de afetar o perfil lipidico, afeta

também as atividades de algumas bandas da BChE.



TABELA 30 - CORRELAGOES SIMPLES ENTRE AS ATIVIDADES DAS 13 BANDAS DA BChE E ALGUMAS VARIAVEIS, OBTIDAS
EM AMOSTRAS DE 29 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPOS CHE2 C5-, APOS O USO DE HRT SEM

TIBOLONA
Variaveis AB1 (p) AB1A (p) AB1B (p) AB2 (p) AB3 (p) AB4 (p)
IMC 0,37 (= 0,09) 0,33 (> 0,05)
HDL-C -0,43 (<0,05) -0,35 (> 0,05)"
TG 0,41 (< 0,05)
GLC 0,55 (< 0,01) 0,37 (< 0,05) 0,46 (< 0,05) 0,37 (= 0,05)
TSH 0,34 (> 0,05)"
T4l 0,48 (< 0,01) 0,40 (< 0,05) 0,36 (> 0,05)"
E, -0,39 (< 0,05)
Uréia 0,38 (< 0,05)
Variaveis ABS (p) AB7 (p) ABS8 (p) AB9 (p) AB10 (p) AB11 (p)
IMC 0,44 (< 0,05) 0,45 (< 0,05)
CT 0,49 (< 0,01) 0,56 (= 0,001) 0,45 (< 0,09) 0,38 (< 0,05)
LDL-C 0,47 (= 0,01) 0,43 (< 0,05) 0,53 (< 0,01) 0,34(> 0,05)" 0,53 (< 0,01)
TG 0,55 (< 0,01) 0,40 (< 0,05)
GLC 0,43 (< 0,05)
Uréia 0,44 (< 0,05)
E, -0,56 (< 0,01) -0,35 (> 0,05)"
Hc 0,35 (»0,05)" 0,34 (> 0,05)"
Somente entraram nesta tabela as variaveis que apresentaram correlagdes significativas ou proximas a significancia com as atividades da BChE; * = valores proximos a significancia;

TG = triglicérides, GLC = glicose; Hec = hematdcrito.
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5.2.8 Resultados das Anadlises de Regressdo Multipla Escalonada Obtidos de
Amostras de 29 Mulheres Climatéricas apés o Uso de HRT sem uso de Tibolona

Na TABELA 31 encontram-se os resultados das andlises de regressao
multipla escalonada, tendo como dependentes as atividades absolutas das 13
bandas da BChE encontradas em gel de poliacrilamida e como independentes as
variaveis analisadas no BioVitae Laboratério. Nao estéo incluidas as mulheres que
utilizaram Tibolona, pelo motivo exposto no item 5.2.7. Pode-se observar, que
apos do uso de HRT, AB1 correlacionou-se positiva e significativamente com GLC e
negativamente com HDL-C. As varidveis incluidas nesse modelo, de acordo com o
coeficiente de determinagéo (r?), responderam por 51% da variagdo de AB1.

AB1A mostrou-se correlacionada positiva e significativamente somente com
TG. A varidvel incluida nesse modelo, de acordo com o r?, respondeu por 17% da
variagao de AB1A.

AB1B e AB2 correlacionaram-se positiva e significativamente com GLC e T,4L.
De acordo com o r? essas varidveis responderam por 34% da variacdo de AB1B e
34% da variagédo de AB2..

AB3 correlacionou-se positiva e significativamente somente com GLC. A
varidvel incluida nesse modelo, de acordo com o r?, respondeu por 14% da variagao
de ABS.

AB4 e ABS5 correlacionaram-se negativa e significativamente E,. A variavel
incluida nesse modelo, de acordo com o r? respondeu por 15 e 32%, da variagao de
AB4 e ABS, respectivamente.

AB6 nao apresentou correlagdo com nenhuma variavel.

AB7, mostrou-se correlacionada positiva e significativamente com IMC, CT,
TG e T4 e negativamente com a idade e E,. De acordo com o r? essas variaveis
responderam por 75% de sua variagao.

AB8 mostrou-se correlacionada positiva e significativamente com IMC e CT.
As variaveis incluidas nesse modelo, de acordo com o r?, responderam por 48% da
variagao de ABS.

AB9 mostrou-se correlacionada positiva e significativamente com LDL-C e
T4L. De acordo com o r? essas varidveis responderam por 42% de sua variag&o.

AB10, ndo apresentou correlagdo com nenhuma variavel.
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AB11 mostrou-se correlacionada positiva e significativamente somente com
LDL-C. A variavel incluida nesse modelo, de acordo com o r?, respondeu por 28% da
variagao de AB11.

TABELA 31 - ANALISES DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA, TENDO AS
ATIVIDADES DAS 13 BANDAS DA BChE COMO DEPENDENTES E
COMO INDEPENDENTES AS DEMAIS VARIAVEIS OBTIDAS, EM
AMOSTRA DE 29 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2
C5—, APOS USO DE HRT SEM TIBOLONA

VD Variaveis independentes
Idade | IMC CT HDL-C LDL-C | TG GLC T,L E, E

AB1 0 0 0 - 0 0 + 0 0 0,51
AB1A 0 0 0 0 0 +* 0 0 0 0,17
AB1B 0 0 0 0 0 0 + " + " 0 0,34
AB2 0 0 0 0 0 0 + + " 0 0,34
AB3 0 0 0 0 0 0 +” 0 0 0,14
AB4 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0,15
AB5 0 0 0 0 0 0 0 0 — 0,32
AB7 —** + " + " 0 0 + 0 + " —* 0,75
AB8 0 + + 0 0 0 0 0 0 0,48
AB9 0 0 0 0 + 0 0 +* 0 0,42
AB11 0 0 0 0 + 0 0 0 0 0,28

VD = variaveis dependentes. Somente entraram nesta tabela as varidveis que apresentaram
correlagédo com as atividades da BChE. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol
total; TG = triglicérides; GLC = glicose. ° = valores préximos a significancia.

" =p<0,05; ** = p<0,01, ™ =p<0,001.

5.3 ANALISES DAS MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5+,
ANTES E APOS O USO DE HRT

Devido ao pequeno numero de mulheres com este fenétipo sé foram

realizadas algumas analises.
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5.3.1 Comparacgéo das Médias das Variaveis Analisadas entre os Fenétipos CHE2
C5— e CHE2 C5+ antes do Uso de HRT

Na TABELA 32 encontram-se as comparagbes das médias de algumas
variaveis analisadas no presente estudo nas 54 mulheres de fenétipo CHE2 C5- e
nas 6 CHE2 C5+.

5.3.2 Valores da ABChE e ARCs nas Mulheres Climatéricas antes e apés HRT

Estes resultados encontram-se na TABELA 33. Esses resultados dizem

respeito apenas a 5 mulheres desse fenétipo que retornaram para recoleta.

5.3.3 Andlises de Correlagéo Simples das Mulheres Climatéricas de Fenétipo CHE2
C5+ antes e apds o Uso de HRT

As correlagbes significativas, ou mais préximas a significancia, de ARCs com
as demais varidveis analisadas feitas com as 6 mulheres de fenétipo CHE2 C5+ e
com as 5 mulheres que voltaram para recoleta, encontram-se na TABELA 34.

ABChE nao mostrou correlagao significativa com nenhuma variavel analisada,
portanto, ndo foram apresentados estes resultados.

No GRAFICO 6 encontram-se representadas as correlagbes mais
significativas da ARCs, antes (A) e ap6s (B) o uso de HRT.
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TABELA 32 - MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP), AMPLITUDES DE VARIAGAO (AV) E
RESULTADOS DE TESTES t DE ALGUMAS VARIAVEIS EM 54 MULHERES
CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5- E 6 DE FENOTIPO CHE2 C5+ ANTES
DO USO DE HRT

CHE2 C5- CHE2 C5+

Variaveis M+ DP (AV) M+ DP (AV) t(p)

CT (mg/dL) 213,52 + 46,01 (144,00 - 341,00) 264,00 + 75,67 (191,00 - 364,00) 2,38 (< 0,05)
GLC (mg/dL) 90,87 + 24,57 ( 68,00-225,000 79,33+ 7,50( 71,00- 91,00) 1,14 (>0,20)
Tal (ng/dL) 4,74+ 053( 3,81- 5.82) 411+ 056( 355- 505) 2,71 (<0,05)
TaL (ng/dL) 0,94+ 0,15( 0,70- 1,30) 087+ 0,47( 061- 1,11) 1,09 (>0,20)
FSH (mIU/mL) 57,64+ 8,01 ( 256-112,000 7437+ 509( 899-111,00) 1,21 (>0,20)
CREA (mg/dL) 0,90+ 0,12( 0,70- 1,20) 0,83+ 005( 080- 090) 1,29 (>0,20)

CT = colesterol total; GLC = glicose; CREA = creatinina. Das variaveis analisadas, sé entraram as
que obtiveram resultados significativos ou p < 0,25.

TABELA 33 - MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP), AMPLITUDES DE VARIAGAO (AV) E
RESULTADOS DE TESTES t DA ABChE E ARCs EM 5 MULHERES CLIMATERICAS
DE FENOTIPO CHE2 C5+, ANTES E APOS O USO DE HRT

Antes da HRT Ap6s HRT
Variaveis M+ DP (AV) M £ DP (AV) t (p)
ABChE (KU/L) 6,14 +1,10 (3,71 - 8,12) 5,92 +0,78 (3,71 - 7,41) 0,90 (> 0,40)
ARCs (%) 37,57 £ 2,03 (7,85 - 21,55) 36,53 + 3,00 (9,95 - 21,55) 1,39 (> 0,20)

TABELA 34 - ANALISES DE CORRELAGAO SIMPLES, ENTRE ARCs COM ALGUMAS VARIAVEIS
EM MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5+, ANTES E APOS A

HRT™
Antes da HRT Antes da HRT Apdés HRT
(N=6) (N=5) (N=5)
Variaveis ARGs (p) ARCs (p) ARCs (p)
IMC -0,95 (< 0,01) -0,95 (< 0,05) -0,73 (> 0,10)
GT -0,91 (< 0,05) -0,89 (< 0,05) -0,48 (> 0,40)
TG -0,87 (< 0,05) -0,85 (>0,05)° 0,50 (> 0,30)

S6 entraram na tabela as correlagoes significativas ou mais proximas a significancia.
IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG = triglicérides; * = sem uso de Tibolona.
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GRAFICO 6 - ILUSTRAGAO DAS CORRELAGOES DE ARCs COM IMC, CT E TG
EM MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5+, ANTES
(A) E APOS (B) O USO DE HRT

(A) (B)
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IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG = triglicérides.
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6 DISCUSSAO

Antes da analise dos resultados, é conveniente salientar que as razbes que
levaram a populagéo feminina desta pesquisa a procurar orientagdo médica, assim
como os motivos que levaram os clinicos a recomendarem as HRT sao
desconhecidos.

S&o imprevisiveis, tanto o tempo quanto o aparecimento ou nao dos sintomas
e a gravidade dos mesmos, em cada mulher (JOHNSON, 1997). Na maioria das
vezes, o desconforto causado pelos sintomas vasomotores, relacionados a faléncia
ovariana é que levam as mulheres ao consultério médico (GREENDALE; SOWERS,
1997; JOHNSON, 1997, NAMS, 2003). No entanto, é sabido que n&o sé alteragbes
fisicas aparecem, mas também altera¢cdes psicolégicas em diferentes graus de
intensidade (ROZENBERG et al.,, 1998). A tentativa de reverter estes e outros
sintomas clinicos ou psicologicos € que vao justificar o uso da HRT (JOHNSON,
1997; LOPES, 1998; STEVENSON; WITHEHEAD, 2002; NAMS, 2003).

Da amostra do presente trabalho, composta por 60 mulheres climatéricas, seis
apresentaram fenétipo CHE2 C5+. A freqiiéncia desse fenoétipo foi de 10,0% + 3,9%,
a qual mostrou estar em acordo (x° = 0,02 e p > 0,80) com aquela encontrada por
CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al. (1991), na populagdo geral de Curitiba (N = 2541,
10,50% + 0,62%).

6.1 ANALISE DAS 54 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5-,
ANTES DO USO DE HRT

6.1.1 Analises Descritivas de Algumas Variaveis Analisadas no Presente Trabalho
antes da HRT

Mulheres no periodo de pré-menopausa tém baixas incidéncias de doenga

arterial coronariana (DAC) em comparagdo com homens da mesma idade, resultado
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em parte pela presenga do estradiol endégeno, que parece ter importante efeito
cardioprotetor gragas a sua provavel acao anti-aterogénica e cardio-dilatadora. A
incidéncia de DAC em mulheres de 35 a 44 anos € de aproximadamente 1:1000, de
45 a 54 anos essa incidéncia aumenta para 4:1000. Apds os 50 anos, idade em que
a maioria das mulheres ja se encontra em periodo de climatério, a incidéncia de
DAC comega a aumentar, chegando a niveis de 50% da incidéncia no homem. A
partir dos 60 anos, essa incidéncia iguala-se entre homens e mulheres (SOTELO;
JOHNSON, 1997).

DALLONGEVILLE et al. (1995) estudando 2000 mulheres com idade entre 45
e 65 anos, que nao faziam uso de HRT, verificaram que as mulheres climatéricas em
comparagao com as pré-menopausadas tinham maiores niveis de CT e TG.
MATTHEWS et al. (1994) mostraram a diminui¢do do HDL-C e aumento da LDL-C
apds a menopausa.

MARTINEZ et al. (1997) relatam que o maior risco de DAC em idosos talvez
possa estar relacionado aos aumentos nos niveis de LDL-C, CT e TG,
acompanhados da diminuigéo dos niveis de HDL-C.

Conforme os dados do item 5.1.1 e da TABELA 15, pode-se verificar, que
mulheres de fendtipo CHE2 C5- apresentaram resultados acima dos valores de
referéncia para: ABChE, ARCy4s, AAC4s5, AACor, IMC, CT, TG, LDL-C, GLC, TSH,
FSH, Hb, Hc e E,. Foram também encontrados valores diminuidos para Ep, HDL-C,
TSH, Hc e Hb. Valores elevados de FSH e diminuidos de E. caracterizam o
esperado para a comprovagdo de faléncia ovariana (LOPES, 1998; ACOG -
EDUCATIONAL BULLETIN, 1998; NAMS, 2003). No item 5.1.1, encontram-se as
freqliéncias de valores aumentados ou diminuidos para estas variaveis.

Aumentos da ABChE na menopausa ja foram citados por diversos autores
(REDDERSON, 1973; FAIRBROTHER, et al., 1988; FULLER; BERGER, 1990).

Segundo a ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA OBESIDADE
(ABESO, 2003), um IMC de 25 a 29,9 kg/m? indica sobrepeso. Ha divergéncias
quanto a causa de ganho de peso no periodo de climatério. Alguns autores
relacionam o aumento de gordura a redugéo de atividade ovariana (SORENSEN et
al., 2001), mas homens e mulheres tendem a ganhar tecido adiposo com o processo
de aumento da idade, o0 que sugere que o ganho possa estar associado a idade e
ndo especificamente a redugao do E, (THE JEAN HAILES FOUNDATION, 2000;
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BLUMEL et al., 2001) ou a outros fatores, como o aumento da interleucina-6 com a
idade, que poderia estar relacionada com o aumento do tecido adiposo
(MANTOVANI et al.,, 2003). Os dados encontrados neste trabalho para IMC,
assemelham-se aos dados publicados no MJA (2002), que constatou um IMC maior
ou igual a 25 kg/m? para mais da metade das mulheres com 45 anos.

Aumentos nos niveis de CT, LDL-C, TG e diminuigdes nos de HDL-C, apés o
climatério, ja4 estdo bem estabelecidos (VAN BAAL; KOOISTRA; STEHOUWER,
2000; ALCANTARA et al., 2002; MARTINEZ et al., 2003).

De acordo com CARR; GRIFFIN (1998), mulheres climatéricas estao mais
sujeitas a apresentarem Sindrome Metabdlica por possuirem obesidade abdominal,
perfil lipidico aterogénico, caracterizado por aumento nos niveis de LDL-C
(principalmente das LDL pequenas e densas, atribuidas ao aumento do IMC), TG,
GLC, insulina e com redugéo da HDL-C.

DORMIRE; REAME (2003) mostraram que a incidéncia de calorbes, comuns
no climatério, pode estar relacionada a niveis mais baixos de GLC em jejum (niveis
< 110 mg/dL), pois a incidéncia destes calordes diminuiu com a elevagao
experimental da GLC sanguinea (130 - 140 mg/dL).

O aumento de TSH no climatério ja havia sido observado (SCHINDLER,
2003), tendo repetido-se no presente estudo. Entretanto, alteragdes nos niveis
médios de TsL e T4L ainda nao tinham sido observados, embora haja relatos tanto
de hipo como hipertireoidismo no climatério.

Os aumentos nos indices de Hc também foram encontrados por
HINDERLITER et al. (2002), quando analisavam amostras de pacientes climatéricas.
Embora os aumentos na concentragdo da Hb sejam esperados devido aos
aumentos de Hc, BULPITT et al. (1994) relatam aumentos da concentragéo de Hb
com a idade.

Nao foram observadas alteragbes nos niveis médios de uréia e CREA,

indicando que as mulheres analisadas nao apresentaram anormalidades renais.
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6.1.2 Analises de Correlagdo Simples entre as Atividades da BChE e algumas
Variaveis Analisadas antes do Uso de HRT

Serédo comentados no presente item os resultados referentes & TABELA 16.

Resultados divergentes tém sido obtidos com relagédo ao papel da idade sobre
a ABChE. CALLAWAY; DAVIES; RUTLAND (1951) e VORHAUS; KARK (1953)
relatam ndo haver influéncia da idade, entretanto, efeitos positivos da idade foram
relatados por CHAUTARD-FREIRE-MAIA (1989); CROOK; HAQ; TUTT (1994) e
ALCANTARA (2000). Esses resultados conflitantes podem ser devido as diferentes
faixas etarias e outras variaveis analisadas nos diferentes trabalhos, levando a
alteragao das correlagbes com idade. A flutuagao de valores de ABChE é
relativamente pequena, porque os valores permanecem constantes em cada
individuo em condi¢gdes normais, por longos periodos de tempo (HOSENFELD;
SCHROTER, 1970). FAIRBROTHER et al. (1988) e ABOU-HATAB et al. (2001)
relatam valores de ABChE maiores em mulheres a partir dos 36 anos. No presente
trabalho, nenhuma correlagao com idade e ABChE foi verificada. Isso parece ser um
efeito do climatério, por exemplo, a mulher mais jovem (38 anos) que participou
desse estudo, possui uma atividade maior que 7,0 kU/L, possivelmente pela
presenga de alteragdes metabdlicas que a fizeram procurar um médico e fazer uso
da HRT.

Neste trabalho, a ABChE mostrou correlagdo positiva com IMC, CT, LDL-C e
TG e negativa com HDL-C. Estes resultados apdiam trabalhos que sugerem o
envolvimento da BChE no metabolismo de lipides e lipoproteinas (LAWRENCE;
MELNICK, 1961; CUCUIANU et al., 1975; SHIRAI et al., 1985; ABBOTT et al., 1993,
KUTTY; PAYNE, 1994; ALCANTARA et al., 2002; ALCANTARA et al., 2003b).
SHIRAI et al. (1985) haviam sugerido que a BChE poderia estar envolvida no
metabolismo de lipoproteinas, facilitando o transporte do CT da VLDL ou IDL para o
LDL-C.

Valores de ABChE maiores com relagdo ao aumento de IMC também foram
obtidos por ALCANTARA et al. (2003b), evidenciando uma maior ABChE em obesos
de fenétipo CHE C5-, do que seus controles pareados em sexo, idade e altura.
Correlagbes positivas também foram evidenciadas por CUCUIANU et al. (1975);
CHU et al. (1978); CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al. (1991); ALCANTARA et al.
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(2003a). WHITTAKER (1986) relatou aumentos da ABChE em pacientes que eram
obesos ou apresentavam diabetes mellitus (DM), hipertireoidismo ou hiperlipemias.
Ja foram mostradas correlagbes positivas de ABChE com: TG (MAGARIAN; DIETZ,
1987), CT (MAGARIAN; DIETZ, 1987; ALCANTARA et al., 2002), VLDL-C e LDL-C
(CUCUIANU et al., 1975; CHU et al, 1978, MAGARIAN; DIETZ, 1987) e de
correlagbes negativas com HDL-C (MAGARIAN; DIETZ, 1987). Diferentes hipoteses
para a correlagao negativa com HDL-C tém sido propostas, como inibigdo da ABChE
pelo HDL-C (KUTTY et al., 1981) ou apenas ligagédo fisica entre a enzima e as
fragdes do CT (MAGARIAN; DIETZ, 1987).

Na TABELA 16 observa-se correlagdo positiva da ABChE com a GLC.
Aumento de ABChE em diabetes tém sido descritas por varios autores (ANTOPOL;
TUCHMAN; SCHIFRIN, 1937; PATEL et al., 1990; ANNAPURNA et al., 1991,
ORESKOVIC; KUNEC-VAJIC, 1992; PAVKOVIC et al., 1993; ALCANTARA et al.,
2002).

As correlagbes negativas da ABChE com E, foram mostradas por
ALCANTARA (2000). A correlagdo negativa e significativa com o E, pode estar
associada a depressao da sintese hepatica de algumas enzimas, entre elas a BChE,
pelos hormonios esterdides. Isso justifica também os achados de valores de
atividade mais altos em homens do que em mulheres da mesma idade (FULLER;
BERGER, 1990) e diferentes valores de ABChE nas mulheres em diferentes estados
de maturagdo sexual, estando diminuidos na menarca, no uso de contraceptivos,
gravidez, pds-parto e aumentados significativamente nos estados de transicao da
menopausa e pés-menopausa (REDDERSON, 1973; FAIRBROTHER, et al., 1988;
FULLER; BERGER, 1990).

As correlagbes positivas da ABChE com Hb e Hc podem ser resultantes do
papel sugerido da BChE na hematopoiese (EHRLICH et al., 1994; PATINKIN et al.,
1994).

Uréia e CREA nao apresentaram relagao com ABChE. O mesmo ja havia sido
observado por ALCANTARA (2000) e ALCANTARA et al. (2003b), estudando
obesos e ndo obesos de fenétipo CHE2 C5—-.

Embora haja um grande numero de trabalhos relatando o aumento ou
diminuigdo da ABChE no soro em diferentes alteragdes metabdlicas, pouca literatura

ha a respeito do complexo Cyus. A primeira referéncia de separagédo do complexo Cass
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é de SOUZA (1995). Na literatura, apenas trabalhos de ALCANTARA (2000);
ALCANTARA et al. (2003a) e ALCANTARA et al. (2003b) relatam quantificagoes
dessa fragao. N&o existe nenhum trabalho envolvendo HRT e a quantificagdo desse
complexo, sendo este o primeiro.

A ARC4s mostrou correlagido negativa e significativa com HDL-C, sugerindo
ser propria das mulheres climatéricas, uma vez que ALCANTARA (2000) nio
encontrou correlagao do HDL-C com ARCy4s em obesos e ndo obesos, de fenétipo
CHE2 C5- na populagao de Curitiba, PR.

Correlagdes positivas de ABChE, AACy4s e AACor com CT, TG, GLC, Tse Ty
e negativa com Ep, semelhantes as encontradas nas mulheres climatéricas do
presente estudo, j4 foram demonstradas por ALCANTARA (2000) e ALCANTARA et
al. (2003b) em pacientes obesos e ndo obesos. Também foram encontradas
correlagdes positivas e significativas de AACor com IMC.

Correlagbes positivas encontradas no presente estudo de AACor com Hb e
Hc, nao possuem dados comparativos por ndo terem sido realizadas anteriormente
em nenhum outro trabalho.

As correlagbes de ABChE e AACor sdo muito semelhantes, uma vez que

AACor compreende a maior parte da enzima.

6.1.3 Analises de Regressao Mdltipla Escalonada, antes do Uso de HRT

Na TABELA 18, quando foram consideradas a ABChE, ARCy4s AACy4s €
AACor como varidveis dependentes e como varidveis independentes, aquelas
analisadas no Bio Vitae Laboratério, a ABChE correlacionou-se positiva e
significativamente com CT e Hb e negativa e significativamente com HDL-C,
mostrando que essas Sd0 as variaveis mais correlacionadas com a ABChE de todas
as que haviam apresentado correlagées na TABELA 16. As demais variaveis nao
entraram no modelo devido suas correlagbes com aquelas que fizeram parte do
modelo (TABELA 17). Por exemplo: correlagdes do IMC com Hb, do LDL-C com CT,
e da GLC com IMC.

ARC4s demonstrou correlagdo somente com HDL-C (-) de maneira similar a

correlagéao simples.
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AAC4s correlacionou-se positiva e significativamente com-CT e TuL, e
negativa e significativamente com HDL-C, deixando de se correlacionar com as
demais variaveis (TABELA 16) devido a relagéo entre elas.

AACor correlacionou-se positiva e significativamente com IMC, CT e Hec,
deixando de se correlacionar com as outras variaveis (TABELA 16).

Todas as variaveis da BChE tiveram suas variagdes explicadas em mais que
28%, com exce¢ao da ARCys.

A falta de correlagdo negativa, na analise de regress@o multipla, entre ABChE
e E; pode ser explicada pelas altas correlagbes da ABChE com CT e Hb (TABELA
16).

6.1.4 Andlises de Correlagao Simples entre as Atividades Absolutas das 13 Bandas
da BChE e algumas Variaveis, antes do Uso de HRT

Na TABELA 19 pode-se observar todas as correlagbes que obtiveram
significancia ou que se encontraram préximas a significancia, entre as atividades das
13 bandas da BChE obtidas em gel de poliacrilamida e as variaveis analisadas no
Bio Vitae Laboratério em mulheres climatéricas. Esses resultados serao discutidos
juntamente com os da TABELA 20.

6.1.5 Andlises de Regressdo Multipla Escalonada entre as Atividades Absolutas das
13 Bandas da BChE e algumas Variaveis, antes da HRT

Na TABELA 20 pode-se observar as variaveis independentes que foram
significativamente mais importantes para cada uma das atividades das 13 bandas da
BChE obtidas em eletroforese de poliacrilamida, antes da HRT.

AB1 correlacionou-se positivamente com GLC e negativamente com HDL-C.
Hc e Hb que haviam mostrado correlagdes nas andlises de correlagdes simples,
deixaram de se correlacionar, possivelmente por apresentarem altas correlagdes
com GLC (TABELA 17).



99

AB1A correlacionou-se positivamente com T4L, mostrando que esta é a
variavel mais importante para esta fracdo, nas mulheres climatéricas. Esta banda
apareceu com alta freqiéncia (89%) entre as mulheres climatéricas. AB1B
correlacionou-se positivamente apenas com GLC, de forma similar & correlagéo
simples, observada na TABELA 19. Esta banda também apareceu com alta
freqiiéncia em mulheres climatéricas (94%). Estas duas bandas vém sendo
observadas também em pacientes diabéticos do tipo Il (dados ainda nao
publicados), sugerindo que possa haver alguma semelhanga metabdlica entre esses
dois grupos (mulheres climatéricas e os diabéticos tipo II).

AB2 correlacionou-se positivamente com IMC e GLC e negativamente com
E,. O IMC nao havia se correlacionado anteriormente (TABELA 19). Isso mostrou,
que nessas mulheres, apds terem sido controlados os niveis de GLC e E,, o IMC
passou a se correlacionar com AB2 positivamente.

AB3 nao demonstrou correlagdo com nenhuma das variaveis.

AB4 correlacionou-se positivamente com CT e T4l, perdendo as correlagbes
com idade, LDL-C e E, (TABELA 19).

AB5 correlacionou-se positivamente com CT e Hc, desaparecendo as
correlagdes com LDL-C e TG (TABELA 19).

AB6 correlacionou-se positivamente com TsL, desaparecendo a correlagao
anterior da uréia (TABELA 19).

AB7 correlacionou-se positivamente com IMC, CT e negativamente com
idade. A idade que néo havia se correlacionado anteriormente (TABELA 19), mas
mostrou que depois de controlados o IMC e os niveis de CT, passou a apresentar
significancia. Assim, nas mulheres climatéricas com valores de IMC e CT
semelhantes, aquelas com menor idade possuem maior atividade da AB7.

AB8 correlacionou-se positivamente com TsL de maneira semelhante a
TABELA 19.

AB9 nao demonstrou correlagdo com nenhuma das variaveis.

AB10 correlacionou-se positivamente com TsL, deixando de se correlacionar
com o CT (TABELA 19). Correlagdes negativas entre os horménios da tire6ide e CT
ja estao bem estabelecidas (BRAUNWALD et al., 2001).

AB11 mostrou correlagdo negativa com Ej, igual & apresentada na TABELA
19.
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Resumindo-se: as atividades médias das diversas fragdes da BChE estio
correlacionadas com diferentes varidveis (bioquimicas, idade, IMC). Assim, antes da
HRT, observam-se correlagdes de:

IMC (+), com AB2 e AB7; CT (+) com AB4, AB5 e AB7; HDL-C (-) com AB1;
GLC (+) AB1, AB1B e AB2; T.sL (+) com AB1A, AB4 e ABS; E, (-) com AB2 e B11 e
Hc (+) com ABS.

6.1.6 Andlise de uma Mulher Climatérica que Apresentou Banda Extra na
Eletroforese em Gel de Agar Acido

A frequéncia da banda extra, encontrada nas mulheres climatéricas desta
pesquisa foi de 1,67% + 1,65%, nao diferindo (x2 = 0,06; p > 0,80) da frequéncia
encontrada por ALCANTARA (2000) que foi de 2,20% + 1,09%. A referida autora,
encontrou quatro bandas com caracteristicas semelhantes as encontradas no
presente trabalho, em gel de agar acido, porém, diferentes em gel de poliacrilamida,
de pacientes obesos (N = 182). Na populagao geral de Curitiba, PR, essa banda foi
encontrada com frequéncia de 0,25% + 0,14% (N = 1206), ndo diferindo também da

encontrada no presente estudo (x2 = 2,59; p > 0,10).

6.1.7 Comparagao das Médias de algumas Varidveis Obtidas antes da HRT de uma
Mulher Climatérica, de Fenétipo CHE2 C5- que Apresentou Banda Extra com
aquelas de 53 Mulheres Climatéricas, de Fendtipo CHE2 C5-, que nao

Apresentaram esta Banda

Observando-se a TABELA 21, pode-se verificar que essa mulher, quando
comparadas as médias de suas variaveis com as médias das demais, apresentou
médias mais elevadas para: LDL-C e TG. Os resultados encontrados s&o
semelhantes aos encontrados por ALCANTARA (2000) para duas das amostras de
obesos que apresentaram banda extra com mesmo perfil eletroforético, em gel de

agar acido, da encontrada nesta pesquisa.
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A referida pesquisadora sugeriu que a banda extra pudesse estar associada
com a obesidade ou com algum fator a ela relacionado. Talvez essa banda possa

estar tambeém relacionada a morbidade das alteragdes dos niveis lipidicos.

6.2 ANALISES DAS MULHERES DE FENOTIPO CHE2 C5-, APOS USO DE HRT

Na TABELA 22 pode-se verificar que os niveis de estrégenos obtidos com o
uso de Tibolona néo se correlacionam significativamente nem com o CT nem com o
LDL-C, e se correlaciona negativa, apesar de nao significativamente, com HDL-C e
TG. Embora a amostra de mulheres utilizando Tibolona seja pequena (N = 14),
resultados semelhantes aos encontrados ja haviam sido relatados por GOLDSLAND
(2001) e BARNES et al. (2002).

6.2.1 Médias das Variaveis da BChE Analisadas no Presente Estudo, antes do Uso
de HRT com aquelas Obtidas apos seu Uso

Alguns autores determinaram haver alteragdo, apos o uso de formulagbes
contendo hormonios, na atividade da BChE depois do 21° dia de uso (WHITTAKER,
CHARLIER; RAMASWAMY, 1971) e alteragbes nos niveis de algumas enzimas a
partir da segunda semana de uso (CALIC; STRAUS; CEPELAK, 1989). Segundo
CALIC; STRAUS; CEPELAK (1989), esses valores ficam estaveis apos dois meses
de uso do composto, 0 que nos leva a crer que os niveis das variaveis, alcangados
apés o periodo de uso de HRT, pelas mulheres da presente pesquisa estdao bem
estabelecidos.

Para essa andlise, foram considerados os resultados obtidos das 45 mulheres
de fenétipo CHE2 C5- que retornaram para a coleta, apés HRT, independente do
protocolo de HRT utilizado, embora as redugdes da ABChE e AACor tenham sido
mais expressivas sem o uso de Tibolona. O uso de diferentes formulagdes contendo
E, e progesterona nao acarretam diferengas significativas nos resultados das
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atividades da BChE (WHITTAKER; CHARLIER; RAMASWAMY, 1971,
REDDERSON, 1973).

Podemos observar na TABELA 23 e GRAFICO 2, que apds o uso de HRT a
ABChE, AAC4s, ARC4s € AACor apresentaram redugdes significativas em suas
médias. A redu¢do da ABChE ja era esperada. Razdes para essa redugéo tém sido
propostas por diferentes pesquisadores sem que, no entanto, haja consenso.
ROBERTSON (1967); HAZEL; MONIER (1971); REDDERSON (1973); SIDDEL,;
KAMINSKIS (1975) atribuiram a redugdo da ABChE a diminuigdo da sintese
hepatica da enzima; MASSOULIE et al. (1993), s mudangas na expressdo e
distribuicdo da enzima; REDDERSON (1973), a inibicdo da enzima no soro ou a
producdo de enzima anormal e LUINE; HARDING; BLEISCH (1983);
FAIRBROTHER et al. (1988) a influéncia do horménio na modulag¢ao (produgéo ou
degradagao) da enzima. Apesar das diferentes hip6teses, podemos concluir que, de
alguma forma, o horménio vai diminuir a atividade da enzima. Ndo haviam sido
ainda, analisadas a agao da HRT sobre as diferentes bandas da BChE obtidas em

gel de agar ou gel de poliacrilamida.

6.2.2 Comparagéo das Médias das Variaveis Obtidas antes do Uso de HRT, com
aquelas Obtidas apds seu Uso

Observando-se a TABELA 24, pode-se verificar que ndo houve alteragdes
significativas nas médias do IMC. Segundo ANDERSON et al. (2001) e SORENSEN
et al. (2001), néo ha alteragbes de peso com uso de HRT.

O CT mostrou média significativamente menor apos HRT com a retirada da
Tibolona das andlises. O LDL-C também apresentou média aparentemente menor,
entretanto ndo significativa, talvez devido a diminuicdo do numero da amostra com a
retirada da Tibolona (N = 31).

A média de TG apés HRT mostrou uma tendéncia a maior valor, apés a
retirada da Tibolona. Revisdes de VAN BAAL; KOOISTRA; STEHOUWER (2000) e
ALCANTARA et al. (2002) citam redugdes de CT e LDL-C assim como, aumentos de
TG e HDL-C em mulheres pds-menopausadas apos uso de HRT (n&o considerando

Tibolona).
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Houve diminuigao significativa nos valores médios da GLC. Diminui¢gdes de
GLC em jejum apés HRT foram demonstradas por LOKE et al. (1992).

De acordo com SCHINDLER (2003) existe uma prevaléncia de aumentos de
TSH com o aumento da idade, particularmente na pés-menopausa. A incidéncia das
doencas de tiredide na populagdo climatérica € a seguinte: cerca de 2,4%
apresentam doenca clinica e 23,2% apresentam -doeng:a subclinica. Do grupo que
apresenta doencga subclinica, 73,8% sao hipo e 26,2% sao hipertireoidianas. Antes
da HRT, algumas mulheres da presente pesquisa ja haviam apresentado valores
aumentos de TSH (5,6%, item 5.1.1), indicando doenga subclinica. Apés a HRT, a
média de TSH aumentou levemente e as de TsL (< 0,001) e T4L (> 0,05) diminuiram,
reforcando uma tendéncia ao hipotireoidismo (TABELA 24). De acordo com esse
mesmo autor, s6 a HRT nao € suficiente para controlar a doenc¢a, havendo
necessidade de complementagao com tiroxina.

Uréia apresentou valores levemente aumentados, sem diferenca significativa.
WIEDEMANN; SCHWARTZ (1972) relatam aumento de uréia apés HRT e citam que
este aumento reflete o efeito anabdlico dos estrogenos.

A CREA apresentou redugdo nos seus valores proximos ao indice de
significancia. WALDEN et al. (1986) observaram aumentos de CREA em mulheres
que utilizaram contraceptivos orais com predominéncia de progestdégenos em suas
formulagdes e reducgdes, naqueles que utilizaram contraceptivos com predominio de
estrogenos, sugerindo um efeito competitivo entre os dois horménios. Entre os
horménios utilizados nesta pesquisa, existe predominancia de E,, portanto, nossos
dados concordam com o referido autor.

Hc e Hb ndo mostraram alteragbes de seus valores quando comparados
antes e apds HRT. LOKE et al. (1992) também n&o relataram alteragcdes dessas

variaveis com o uso de E,.
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6.2.3 Comparacdes Entre as Médias de CT, TG, LDL-C, HDL-C e E; antes e apds o
Uso de Tibolona

Quando se analisam as medias dos lipides, antes e apds o uso de Tibolona
(TABELA 25), pode-se notar que CT e LDL-C apresentaram médias maiores,
enquanto HDL-C, TG e E, diminuiram. Entretanto os valores nao deram
significativos podendo ser devido ao pequeno numero da amostra (N = 14). Varios
trabalhos relacionam a diminuigao nos niveis de HDL-C e TG com o uso de Tibolona
(GODSLAND, 2001; BARNES et al.,, 2002). A redugdo dos niveis de E,
diferentemente do esperado, deve-se provavelmente a nao bioreatividade da
Tibolona com a metodologia utilizada para a quantificagao do Es.

De acordo com VON ECKARDSTEIN et al. (2003), a Tibolona diminui o HDL-
C em parte por aumentar a atividade da lipase hepatica.

Num artigo publicado em PRESCRIRE INTERNATIONAL (2002) sem autores
listados, o efeito androgénico da Tibolona tem efeito desfavoravel por diminuir HDL-
C. Também de acordo com o artigo, a Tibolona possui um efeito positivo sobre a
densidade Ossea, mas efeitos subseqlientes sobre o risco de fraturas tém sido
escassamente avaliados. Isso sugere que a Tibolona nao possui vantagens sobre as
outras combinac¢des de estrogenos e progesterona. O presente trabalho corrobora

essa sugestao.

6.2.4 Comparagao das Médias das Atividades Absolutas das 13 Bandas da BChE
Obtidas antes e apds o Uso de HRT

Foram comparadas as atividades das diferentes bandas da BChE, obtidas
apéé eletroforese em gel de poliacrilamida, inclusive das duas (AB1A e AB1B) que
apareceram com alta freqiiéncia nas mulheres climatéricas (TABELA 26 e GRAFICO
5). Algumas mostraram diferengcas com o uso de Tibolona e foram analisadas
separadamente.

AB1 (mondémero) mostrou diminui¢ao significativa em suas atividades médias
na amostra total, aumentando a significancia quando desconsiderada a Tibolona.
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Quando apenas a Tibolona foi considerada, nao houve aumento significativo nas
médias.

AB1A diminuiu significativamente sua atividade média apés HRT,
independente da formulagéo utilizada.

AB?7 teve suas atividades médias diminuidas significativamente apés o uso de
HRT, independente do horménio utilizado.

AB8 teve redugédo significativa de seus valores médios de atividade,
independente do uso ou ndo da Tibolona nas andlises.

AB9, quando consideradas apenas as amostras de HRT total os valores
permaneceram inalterados. Sem Tibolona, os valores reduziram mas nao
significativamente. Mas, para os resultados dos valores médios obtidos apenas com
0 uso de Tibolona, houve um aumento significativo na média da atividade dessa
fracao.

AB10 quando consideradas todas as HRTs, houve reducao significativa das
médias. Essa significancia torna-se ainda maior quando se retira a Tibolona da
andlise. Considerando-se apenas a Tibolona, houve um aumento nao significativo na
atividade média da fragao.

AB11 apresentou redugéo préxima a significancia quando desconsiderado o
uso de Tibolona.

Resumindo, o uso de Tibolona, diferentemente das outras HRTs utilizadas,
fez aumentar a atividade da fragao B9. A diminuigdo na ABChE apo6s HRT, deve-se
primariamente a diminui¢ao na atividade das seguintes fragdes: B1, B1A, B7, B8 e
B10 (TABELA 26).

6.2.5 Andlises de Correlagdo Simples, entre as Atividades da BChE e algumas
Variaveis, ap6s o Uso de HRT

Foram realizadas tabelas de correlagdes ap6s o uso de HRT com e sem
Tibolona pelo fato de se observar que este hormonio afeta o perfil lipidico.

Apds o uso de HRT (com e sem o uso de Tibolona, TABELAS 27 e 28,
respectivamente) ABChE, AAC4s e AACor perderam suas correlagdes positivas e
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significativas com os niveis médios de TG, sugerindo que a produgéo de TG possa
nao estar vinculada a estas variaveis da B¢hE, apds o uso de HRT.

RANDELL; ROGERS e SMITH (2001) estimularam a produgao de BChE e TG
utilizando células de adenocarcinoma intestinal humano (CACO 2). As respostas, ao
estimulo de produgdo com oleato, causaram aumentos na concentragdo TG, mas
nao houve aumento na atividade da enzima, ao mesmo tempo, quando do uso de
insulina, houve aumento na produgdo de BChE sem aumentar a produgéo de TG.
Isso sugeriu que a produgéo de acidos graxos e a atividade da BChE ocorrem por

mecanismos independentes.

6.2.6 Anadlises de Regressdao Multipla Escalonada em Amostras de Mulheres

Climatéricas, ap6s Uso de HRT, sem Uso de Tibolona

Apds a HRT, as correlagbes das varidveis da BChE (TABELA 29) se
alteraram quando comparadas com dados da TABELA 18 (antes da HRT),
mantendo-se apenas a correlagdo do IMC com ACqe. Todas as variaveis passaram
a apresentar correlagdes significativas com o Ea.

E interessante observar que o TG que nao havia apresentado correlagdes nas
andlises de correlagao simples (TABELAS 27 e 28), passou a correlacionar-se com
ABChE e AAC,; apds controlados os niveis de E,, o que ndo mostra a
independéncia total da BChE e TG.

A idade, IMC, LDL-C, T,L e E, foram os responséaveis por 63% da alteragéo

ocorrida na fragdo AACqe.

6.2.7 Analises de Correlagdo Simples Entre as Atividades das 13 Bandas da BChE
e algumas Variaveis Analisadas, Obtidas em Amostras de 29 Mulheres Climatéricas

apos o Uso de HRT sem Uso de Tibolona

Os resultados da TABELA 30 serao discutidos juntamente com os resultados

das anadlises de regressao multipla (item 6.2.8).
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6.2.8 Analises de Regressao Multipla Escalonada em Amostra de 29 Mulheres
Climatéricas ap6s o Uso de HRT sem Uso de Tibolona

Apo6s HRT (TABELA 31), sem o uso de Tibolona, somente a AB1 nédo mudou
suas correlagbes quando comparadas com as obtidas antes da HRT. As variaveis
independentes que entraram nos modelos foram praticamente as mesmas (com
excecdo de TG, LDL-C, TsL e Hc), s6 mudando as bandas as quais estavam
correlacionadas.

As variaveis AB1, AB7, AB8 e AB9 foram as que tiveram suas variacbes
melhor explicadas.

Resumindo-se: as atividades médias das diversas fragcbes da BChE estédo
correlacionadas com diferentes variaveis (bioquimico-hormonais, idade, IMC).
Assim, apdés HRT (desconsiderando-se a amostra de mulheres que tomaram
Tibolona), observa-se correlagdes de: idade (=) com AB7; IMC e CT (+) com AB7 e
AB8; HDL-C (-) com AB1; LDL-C (+) com AB9 e AB11; TG (+) com AB1A e AB7;
GLC (+) com AB1, AB1B, AB2 e ABS3; T4l (+) com AB1B, AB2, AB7,e AB9, E; (-)
com AB4, AB5 e AB7.

Estes resultados sugerem que as correlagdes das atividades meédias das
diferentes fra¢des da BChE dependem das alteragbes metabdlicas que ocorrem no

organismo apos o uso de HRT.

6.3 ANALISES DAS 6 MULHERES CLIMATERICAS DE FENOTIPO CHE2 C5+,
ANTES E APOS USO DE HRT

6.3.1 Comparagédo das Médias das Variaveis Analisadas entre os Fendtipos CHE2
C5-e CHE2 C5+

As mulheres climatéricas de fenétipo CHE2 C5+ mostraram menores valores
medios de TsL (TABELA 32), entretanto CT mostrou meédia maior naquelas de
fenotipo CHE2 C5+. ABChE no fendtipo CHE2 C5+ parece nao se alterar com
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modificagdes metabdlicas no organismo. ALCANTARA et al. (2003b) também nZo
observaram diferengas entre ABChE de obesos CHE2 C5+ e CHE2 C5-.

6.3.2 Comparagao das Médias da ABChE e ARCs antes e apds Uso de HRT

Na TABELA 33 observa-se que a ABChE e ARCs nao apresentaram

diminuigbes significativas apés HRT (nenhuma das mulheres utilizando Tibolona).

6.3.3 Analises de Correlagdao Simples entre as Atividades da BChE e ARCs com as
demais Variaveis, em 6 Mulheres Climatéricas de Fenétipo CHE2 C5+, antes e apds
0 Uso de HRT

Em mulheres climatéricas de fendtipo CHE2 C5+ (TABELA 34), ARCs
correlacionou-se negativa e significativamente com IMC, CT e TG. Antes da HRT.
Esses dados estdo ilustrados no GRAFICO 6. De acordo com estes resultados, a
mulher climatérica, com CT de 364,0 mg/dL (TABELA 32), deve possuir banda Cs de
intensidade fraca (ARCs fraca). Este resultado pode ser verificado no GRAFICO 6A
(ARCs x CT).

Correlagdes de ARCs com o IMC ja foram encontradas anteriormente em
vérios trabalhos (ALCANTARA, 2000; ALCANTARA et al., 2001; ALCANTARA et al.,
2003b). Entretanto as demais correlagbes ainda ndo haviam sido verificadas
anteriormente.

Devido a pequena amostra (N = 5), precisam ser refeitas essas anélises com
uma amostra maior para confirmagao dos resultados.

No GRAFICO 6 & possivel observar que as correlagdes de ARCs com IMC e
CT obtidas antes da HRT foram mais intensas do que aquelas resultantes das
analises apés HRT. A correlagdo com TG tendeu a positividade. Se esse fato for
comprovado com maior amostra, TG aumenta mais, apds HRT, nas mulheres que

possuem Cs forte.
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7 CONCLUSOES

1) Todas as atividades da BChE (Total, ARC4s, AAC45 € AACor) diminuiram
significativamente ap6s o uso de HRT nas 45 mulheres climatéricas.

2) Essa diminuigdo parece ser devida a diminuigao significativa das bandas
AB1, AB1A, AB7, AB8 e AB10. Essas bandas representam cerca de 36% da
atividade total da BChE .

3) AB9 aumentou significativamente com o uso de Tibolona. Essa banda
representa cerca de 3% da atividade total da BChE.

4) Antes da HRT, a maioria das mulheres apresentava valores acima dos de
referéncia para CT (57,4%), LDL-C (72.2%), FSH (83,3%) e abaixo dos valores de
referéncia para E; (79,6%).

5) Apds HRT houve redugao significativa nos niveis de CT (p < 0,05), GLC (p
< 0,05) e TsL (p < 0,01) e aumentos de E2 (p < 0,01), sem considerar o uso de
Tibolona.

6) Antes da HRT, a ABChE, ARC.s, AAC.,s e AACor apresentavam
correlagdes com CT (+), HDL-C (-), IMC (+), T4L (+), Hb (+) e Hc (+).

7) Apbs a HRT a ABChE, ARCy4s, AAC4s € AACor apresentavam correlagdes
com IMC (+), LDL-C (+), TG (+),T4sL (+) e E2 (), com coeficientes de correlagao
mais altos do que os apresentados antes da HRT.

8) Antes da HRT a correlagéo das variaveis da BChE (TABELA 18), deve-se a
correlagéo de: IMC (+) com AB7; CT (+) com AB4, AB5 e AB7; HDL-C (-) com AB1;
Hb (+) com ABS e T4L (+) com AB1A, AB4 e ABS.

9) Apds a HRT as correlagdes das variaveis da BChE (TABELA 29), deve-se
a correlagao de: idade (-) com AB7; IMC (+) com AB7 e AB8; LDL-C (+) com AB9 e
AB11; TG (+) com AB1A e AB7; T,4L (+) com AB1B, AB2, AB7 e AB9 e do E, (-) com
AB4, AB5 e AB7.

10) Foi observado o aparecimento de duas bandas adicionais (AB1A e AB1B)

com alta freqiiéncia nas mulheres climatéricas.
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9 ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo intitulado “Atividade da
butirilcolinesterase, (BChE) antes e apds terapia de reposigdo hormonal, no
climatério”. E através das pesquisas clinicas que ocorrem os avangos na medicina e
sua participagao é de fundamental importancia.

1. O objetivo desta pesquisa é tentar observar como se comporta a enzima da
BChE (ainda ndo se sabe qual a sua fungdo no organismo humano), que se
altera quando se tem alteragao no valor do estradiol (hormdnio que diminui
durante o climatério/menopausa). Além do comportamento da atividade da
enzima, esperamos poder contribuir para a determinagdao da fungédo dela no
organismo humano.

2. Caso vocé participe desta pesquisa, apés ser examinada por seu medico
ginecologista ou endocrinologista, ele verificara a necessidade de vocé fazer
terapia de reposi¢gao hormonal (usar hormfnio para repor 0 que o organismo
feminino ndo produz quando entra na menopausa). Qual o tipo e a forma de
hormédnio que vocé vai usar (comprimido, creme, adesivo) € determinado pelo
seu médico. Ele apenas informara ao pesquisador o tipo de hormdnio que sera
utilizado e fornecera também, dados relativos a seu peso e altura. Esses dados
serao uteis para definir alguns resultados da pesquisa. Depois dessa consulta,
seu médico encaminhara vocé para coletar sangue no Bio Vitae Laboratdrio,
rua: Uruguai, 227 D, telefone/fax: 322-5016, na cidade de Chapecd, SC. Ele lhe
dird que vocé precisa ficar 12 horas sem comer nem beber nada (12h de jejum),
antes de fazer a coleta do sangue. A unica coisa permitida nessas 12 horas €
beber agua. Isso precisa ser feito, porque os valores para alguns exames podem
dar alterados se nao for feito jejum. Exemplo: na quinta-feira vocé se alimenta
normalmente até as 20h (8 horas da noite). Depois disso, vocé ndo come nem
bebe mais nada, a nao ser agua se sentir sede. As 8 horas da sexta-feira, vocé
vai até o laboratdrio para entéo coletar o sangue.

3. Seu sangue sera coletado 2(duas) vezes. Uma logo apoés a sua consulta com seu
meédico e outra 90 a 120 dias depois de vocé comegar a usar o hormdnio. Como
serao feitas as coletas: O sangue sera coletado da veia que passa bem na dobra
do seu cotovelo, direito ou esquerdo, apos as 12 horas de jejum. A) Vocé sera
colocado sentado em uma cadeira que estara em sala apropriada para coleta. A
pessoa que for coletar seu sangue sera habilitada (capacitada) para esta fungéo.
Todo o material que ela utilizar, luvas, mascara, seringa, tubos, agulha, algodao e
curativo sdo estéreis e descartaveis (materiais limpos e que apds serem
utilizados sao destruidos). B) Apds vocé estar devidamente acomodado na
cadeira, seu brago sera garroteado (amarrado por um pedago de borracha) logo
acima da dobra do cotovelo. Isso sera feito para que a veia dilate (fique maior e
mais visivel) para facilitar a pun¢do (picada da agulha) e sera retirado tao logo a
veia seja furada.. C) O local do brago onde seré feita a pung¢éao sera entédo bem
limpo por algodao embebido (molhado) em alcool. D) Vocé entao, recebera uma
picada com uma agulha, o que vai causar uma pequena dor (semelhante a vocé
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se espetar com um espinho — dor de uma agulhada). Essa agulha esta adaptada
a uma seringa e assim que a veia for furada, o sangue sera aspirado (puxado)
para dentro da seringa. Sera tirado um volume de sangue mais ou menos igual a
2 (duas) colheres de sopa cheias (10mL). Depois de retirado o sangue, a agulha
sera retirada e vocé devera ficar apertando o local da picada, com o algodao, por
pelo menos 5 (cinco) minutos, quando entao sera colocado um curativo no local
da picada.

Vocé devera voltar ao laboratério, 90 a 120 dias depois de comegar a usar o
hormonio, para fazer a segunda coleta de sangue, da mesma maneira como foi
realizada a primeira.

Quais séo os riscos que vocé corre quando submetido a puncgédo (picada) de uma
veia: a) O local da picada podera ficar arroxeado: isso acontece quando niao se
pressiona (aperta) bem depois da retirada da agulha. Nesse caso o0 sangue
continua saindo, s6 que por baixo da pele e o local ficarA com uma mancha
arroxeada e levemente dolorida (exatamente como quando levamos uma
pancada por exemplo) que deve permanecer por mais ou menos 5(cinco) dias.
Essa mancha desaparece sozinha. Para diminuir o tempo da mancha e da dor,
pode-se usar compressas (panos) quentes no local. * Para evitar isso, é
necessario que se faga a pressdo do local da coleta por, pelo menos, cinco
minutos que é o tempo necessario para que as plaquetas, que sao responsaveis
pela coagulagéo do sangue nesse caso, fechem o buraco da picada da agulha e
impegam o sangue de sair. b) Podera haver uma infecgao por bactérias (entrada
de bactérias no sangue) se nao for descontaminado (limpo) o local da picada.
Isso acontece porque normalmente na nossa pele existem muitas bactérias, que
sao o que chamamos de “Flora normal da pele” e que nao causam mal nenhum.
Mas, se por algum motivo essas bactérias forem implantadas (colocadas) dentro
das nossas veias, poderdo causar infecgbes. O principal sintoma de uma
infeccdo é a febre. Quando isso acontece, é necessario acompanhamento
médico, exames de laboratério e eventual uso de antibidticos. * Para evitar isso,
todo o material utilizado é todo esterelizado e descartavel e o local da picada é
descontaminado (limpo) com alcool etilico a 70% (alcool diluido), que como
preconiza o Ministério da Saude é o indicado para esse caso. Qualquer dessas
interferéncias devera ser comunicada ao pesquisador, que tomara todas as
providéncias necessérias para solucionar o problema, arcando com eventuais
custos que possa haver.

Apods a coleta, seu sangue sera colocado em tubos de ensaio (frascos) para
depois serem feitos os seguintes exames (dosagens): a) pesquisa de
dislipidemias - altera¢des nas gorduras do sangue (CT, HDL, LDL, triglicérides);
b) agucar no sangue (GLC); c) exames que possam indicar problemas na
glandula tiredide (T4 Livre, T3 Livre, TSH); d) exames que possam indicar
problemas no figado (TGO, TGP, fosfatase alcalina, GGT); e) exames que
possam indicar anemia (hematdcrito e hemoglobina); f) exames que possam
indicar algum problema nos rins (uréia e creatinina); g) exames que vao
determinar em que periodo do climatério (menopausa) a paciente esta (Estradiol
e FSH); h) exames que sao o alvo desta pesquisa: determinagéo da atividade e
tipo da BChE e que ainda nao tem valores definidos para pacientes na
menopausa. Esses exames de sangue serdo feitos porque existem outras
pesquisas que indicam que em diabetes, dislipidemias, problemas de tireéide,
problemas renais, problemas de figado e anemias a BChE se altera. Como nosso



127

interesse € s6 o valor desta enzima no climatério (menopausa), precisamos fazer
esses exames para desconsiderar algumas dessas causas.

7. Eu, Maria Teresa Granella Lang, Farmacéutica Bioquimica e responsavel por
esta pesquisa, poderei ser contatada no telefone (49) 322-5016 ou 9997-0086 a
qualquer hora, conforme consta no padréao ético e vigente no pais.

8. Estdo garantidas todas as informagbes que vocé queira, antes e depois do
estudo.

9. Sua participagdo nesse estudo € voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar
participar do estudo, ou se aceitar participar, retirar seu consentimento a qualquer
momento. Esse fato ndo implicara na interrup¢do do seu tratamento ou na
atengéo recebida do seu médico.

10. As informagdes relacionadas a esta pesquisa poderao ser inspecionadas pelos
responsaveis pela pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer
informagao for divulgada em relatério ou publicagéo, isto sera feito de forma
codificada, para que a confidencialidade seja mantida (nao aparecera seu nome
em hipétese nenhuma).

11.Todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa nao serédo de
responsabilidade do paciente.

12.Pela sua participagdo na pesquisa, nao recebera qualquer valor em dinheiro.

Como cortesia serao fornecidas a vocé, uma copia dos resultados dos exames e
uma carteira com seu tipo de sangue, gratuitamente, dois dias depois de coletado
0 sangue.
** Esses resultados de exame, vocé devera levar ao seu médico na proxima
consulta para que ele avalie e se necessario lhe oriente caso seja necessario
algum tipo de tratamento. Esse tratamento decorrente do resultado dos exames,
nao esta relacionado a pesquisa.

13.Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome e sim um
cddigo.

14.Copia dos resultados da pesquisa serdao distribuidas aos médicos que
encaminharem pacientes para pesquisa.

U, s li o texto acima e compreendi a
natureza e objetivo do estudo (pesquisa) ao qual fui convidada a participar. A
explicagdo que recebi, menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que
sou livre para interromper minha participagao na pesquisa a qualquer momento sem
justificar minha decisdo e sem que essa decisao afete meu relacionamento com o
meu médico. Eu entendi que nao havera qualquer custo para mim.

Eu concordo voluntariamente a participar deste estudo.

Assinatura paciente Assinatura pesquisadora
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ANEXO 2

HOSPITAL DE CLiNICAS — UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Curitiba, 28 de junho de 2.002.

limo (a) Sr. (a)
Maria Teresa Granella Lang
Nesta

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado "ATIVIDADE DA BUTIRILCOLINESTERASE,
ANTES E APOS TERAPIA DE REPOSICAO HORMONAL, NO CLIMATERIO", foi analisado e
aprovado pelo Comité¢ de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parand, em reunido realizada no dia 25 de junho de 2.002, o referido projeto
atende aos aspectos das Resolugdes CNS 196/96 , 251/97 e 292/99, sobre Diretrizes ¢ Normas

Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres: Humanos.
Protocolo CEP-HC N° 056ext010/2002-06.

Atenciosamente.

Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas -UFPR
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Vania Manfredini de

lima.Sra.
Profa. Vania Manfredini de Alcantara

Prezada Professora,

Gostariamos de informar que o trabalho intitulado "Efeitos de terapia de reposicao
hormonal sobre os niveis dos lipides e da atividade da butirilcolinesterase no soro", foi aceito
para publicagédo na Revista Brasileira de Analises Clinicas, Vol 36/2004.

No entanto, ainda nao esta definido em qual edigao sera publicado, n%(s) 01, 02, 03 ou
04.

Sem mais para 0 momento, firmamo-nos.

Atenciosamente,
Dr.Willy Carlos Jung
Presidente



