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RESUMO

O presente trabalho se refere a estudos com a enzima butirilcolinesterase humana
(BChE; EC 3.1.1.8), feitos com métodos de eletroforese e utilizando-se soro ou plasma.
Foram feitos alguns experimentos, a fim de caracterizar o comportamento da banda Cy4s da
BChE, em diferentes condi¢Ges, comparando-o ao da banda Cs. As bandas Cs e Cy5 foram
submetidas a tratamentos com tripsina, cloreto de sédio e metanol. A partir dos resultados
obtidos foi possivel verificar o desaparecimento da banda Cs pela agédo da tripsina. Por outro
lado, quanto a banda C4s ndo houve nenhuma alteragdo, o que nos permite concluir que a
banda C4s ndo € a banda C, (conjugado de C; com albumina), assim como ndo ¢ BChE
associada a a2-macroglobulina. Altas concentragdes de cloreto de sédio ndo demonstraram
efeito sobre as bandas Cs e Cys. As bandas Cs e Cys apds serem tratadas com solugdo de

metanol ndo mostraram nenhuma alteragdo no que se refere a resolucéo e mobilidade.
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1.0 - INTRODUCAO

1.1 - Aspectos Gerais

As esterases encontradas no soro de animais podem ser classificadas em trés tipos
principais: as esterases aromaticas que hidrolisam ésteres aromaticos, as aliesterases que
hidrolisam preferencialmente ésteres alifaticos e as colinesterases que hidrolisam ésteres
de colina com mais eficiéncia que ésteres alifaticos ou ésteres aromaticos e sdo inibidas
pela fisostigmina 10> M (Augustinsson, 1963).

O sangue humano contém dois tipos de colinesterases: a acetilcolinesterase
(EC 3.1.1.7) presente nos eritrocitos, quase que especifica para ésteres de colina tendo
como substrato preferencial a acetilcolina, e a butirilcolinesterase (BChE) enzima sérica,
que hidrolisa outros ésteres além dos ésteres de colina. A BChE, também conhecida
como colinesterase do soro, segundo a Comissdo Internacional de Enzima recebeu a
denominagdo de acetilcolina-acilhidrolase (EC 3.1.1.8.).

Uma diferenga entrgas colinesterases é que somente a BChE € inibida pelo
bambuterol (bisdimetilcarbamato de terbutalina) em doses terapéuticas. Uma outra
maneira de discriminar a AChE (acetilcolinesterase) da BChE, é que a AChE é inibida
em altas concentragdes de acetilcolina, o que ndo ocorre com a BChE.

A fungdo e substrato natural da BChE ainda sdo desconhecidos, porém existem
algumas hipdteses que relacionam a BChE com o metabolismo de lipideos; condugio
nervosa lenta; regulagdo dos niveis de colina e acetilcolina no plasma; protecdo da
acetilcolinesterase através da remogdo de ésteres de colina, formados durante o
metabolismo, que podem inibir a AChE e controle de permeabilidade e transporte de
sédio e outros ions pela membrana (revisdio em Kutty, 1980; Whittaker, 1980;
- Whittaker, 1986).

A BChE ¢ sintetizada no figado, sendo encontrada no plasma e também em
musculo liso, adipdcitos, pancreas, pele, massa branca do cérebro e coragdo (Wescoe e
cols., 1947).

Com relagdo a variedade molecular, ambas as enzimas apresentam diversas
formas moleculares presentes no mesmo organismo. A BChE consiste de quatro formas
moleculares principais, designadas por Harris e cols. (1962) como C,, C;, C; e C; em
ordem decrescente de mobilidade eletroforética, embora outros componentes tenham
sido descritos (Harris e cols., 1962 e 1963; Van Ros e Druet, 1966; Ashton e Simpson,
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1966; Juul, 1968; Joshi e cols., 1979; Yamamoto e cols. , 1986 e 1987), alguns

dependendo das condigdes de armazenamento (Harris e cols., 1962; Joshi e cols., 1979)
ou eletroforese (Juul, 1968). As formas C; e C; correspondem, respectivamente, ao
mondmero e dimero, enquanto que C, € uma associag@o através de ponte dissulfeto,
entre 0 mondmero da BChE e a albumina sérica. O componente Cs, responsavel por
95% da atividade sérica da BChE, ¢ um tetramero constituido por quatro subunidades
idénticas, cada uma apresentando um sitio ativo (Lockridge e cols., 1979, 1987;
Lockridge e La Du, 1982; Masson, 1979). As formas C, , C; e C; sdo parcialmente
interconvertiveis. As formas C; e C; podem ser precursores e/ou produtos de
degradacédo de C,(La Motta e cols., 1968 ; Masson, 1979) .

Em soro, uma forma adicional de mobilidade intermediaria entre C; e C4 é
observada. Esta forma é progressivamente formada as custas de C4 por agéo da tripsina,
plasmina e certas proteases (Saeed e cols., 1971; apud Masson 1991). A mesma foi
reportada por Masson (1989) como um trimero. Contudo, outra nomenclatura pode ser
utilizada: ChE, para C, ; ChE, para C, ; ChE; para C; ; ChE, para a forma citada acima
(o trimero) e ChEs para C,. Segundo Masson (1989) uma outra nomenclatura, baseada
na estrutura molecular seria mais conveniente do que de acordo com suas mobilidades
eletroforéticas. Recomendam-se as designagdes Gi, G2 e G4 de acordo com o nimero de
subunidades, pois Ci, C; e C, sdo formas globulares monomérica, dimérica e tetramérica

da enzima. A forma C, é referida como G;-ALB , e o trimero como Gs.

1.2 - Estrutura Bioquimica da BChE
1.2.1 - Estrutura Primaria

A sequéncia de aminoacidos da BChE humana, presente no plasma (Lockridge e
cols., 1987), consiste de uma cadeia de 574 residuos de aminoacidos a qual estdo
ligadas 9 cadeias de oligossacarideos a residuos de asparagina. A estrutura das cadeias
de oligossacarideos ndo foi ainda determinada, porém as informagdes disponiveis
parecem indicar cadeias do tipo complexo terminadas em 4cido sialico, correspondendo
a 24% do peso da BChE (Haupt e cols., 1966). O peso molecular calculado a partir da

sequéncia de aminodacidos e oligossacarideos € de 85.534.
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1.2.2 - Estrutura Secundaria e Terciaria

A estrutura terciaria da BChE humana, devido as dificuldades na obtengdo de
cristais de uma glicoproteina com altos teores de agucares, ainda ndo foi determinada.

Devido & grande homologia entre a BChE e a AChE, Millard e Broomfield
(1992) propuseram um modelo para a BChE humana derivado por analise
computacional. Este modelo tedrico também prevé para a BChE que as 9 cadeias de
oligossacarideos estdo dispostas longe da entrada do sitio ativo e parece ndo haver

interagGes entre elas e as moléculas do substrato.

1.2.3 - Estrutura Quartenaria

A BChE existe sob varias formas moleculares no plasma (Harris e cols.,, 1962),
sendo as principais: as formas C; a C, ja apresentadas no item anterior. Cabe ressaltar
que C4 € formado por um dimero de dimeros, cada qual formado pela unido entre dois
mondmeros através de uma ligagdo dissulfeto entre os residuos Cys571. Estes dimeros
unem-se entre si para formar o tetrdmero através de interagdes ndo covalentes
(Lockridge e cols., 1987).

1.2.4 - Centro Ativo da BChE

No caso da BChE humana, estudos de inibigdo das colinesterases por DFP
(diisoprofilfluorfosfato) mostraram que o nucledfilo presente no sitio esterasico estd
representado por um residuo de serina, Ser198. A presenga de histidina neste sitio foi
proposta por Krupka (1966) a partir de estudos de cinética dependente de pH e de
reagentes especificos para este aminoacido.

Estudos de mutagénese sitio-dirigida identificaram Ser198, His438 e Glu325
como a triade catalitica que forma o sitio esterasico da BChE (Shafferman e cols., 1992).
O sitio ativo encontra-se no interior da molécula. Seu contato com o exterior ocorre
através de um tipo de tunel. As colinesterases apresentam um sitio ativo complexo e

novos estudos sdo necessarios para o melhor entendimento de suas atividades cataliticas.
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1.3 - Variantes Genéticas

Arpagaus e cols. (1990) além de fornecerem indicios da existéncia de um unico
gene que codifica a BChE, estabeleceram a estrutura do gene da BChE humana. O gene
possui aproximadamente 73 quilobases e contém quatro exons, que somam 2.416 pares
de bases. O loco da BChE apresenta polialelismo, e € responsavel pela sintese da maioria
das variantes genéticas da BChE. O uso da succinilcolina como relaxante muscular pré-
operatorio na década de 50, possibilitou a descoberta da variabilidade genética da BChE.
Observou-se que nem todos os pacientes recuperavam-se dos efeitos da droga, tdo
rapidamente como era previsto, e foram registrados episddios como paralisia muscular e
apnéia prolongada. A resposta exagerada frente a uma dose padrdo de succinilcolina é
uma caracteristica hereditaria, ndo devida a uma baixa concentra¢do da enzima normal,
mas a uma enzima variante menos efetiva em hidrolisar substratos. Este foi o primeiro

passo para a detecgdo das variantes genéticas da BChE.

1.3.1 - Loco BCHE

As variantes genéticas determinadas pelo loco BCHE, que resultam numa
atividade média inferior & observada nos homozigotos para o alelo BCHE*U, sdo
determinadas pelos alelos BCHE*K, BCHE*A. BCHE*F, BCHE*J, BCHE*H,
BCHE*NFDL e varios silenciosos (Primo-Parmo e cols., 1996).

Este loco foi atribuido ao cromossomo 3, através de analise de ligagdo e

hibridizagdo in situ (Robson e cols., 1966; Yang e cols., 1984).

Os alelos do loco BCHE sdo identificados por inibi¢do enzimatica (Kalow e
Staron, 1957). Varios alelos podem ser identificados usando-se uma combinagdo de
inibidores. Obtém-se boa separagdo entre os diferentes fenotipos utilizando-se os
inibidores DL-propranolol e Ro2-0683 (dimetilcarbamato de brometo de (2-hidroxi-5-
fenil-benzil) trimetil amonio), e de acetato de alfa-naftila como substrato (Alcantara e
cols., 1991; Picheth e cols., 1994). Outros inibidores podem ser utilizados para
evidenciar variantes, tais como dibucaina e fluoreto de sodio.

Mais recentemente, foram identificadas as mutagdes responsaveis pela sintese de

algumas das variantes genéticas da BChE, através de sequenciamento de DNA.
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1.3.2 - Loco CHE2

Harris e cols. (1962) e Harris e Robson (1963) observaram em eletroforese
bidimensional, em papel e gel de amido, além das bandas C, a C,, uma banda
denominada Cs, presenté em 4,6% de sua amostra. No mesmo trabalho, demonstraram o
ndo alelismo entre esta variante e as do loco BCHE. Considera-se que o componente Cs

da BChE ¢ resultante da interagdo dos genes BCHE e CHE2. Este ultimo loco apresenta

os alelos CHE2*C5+ e CHE2*CS5-, sendo o primeiro responsavel pelo condicionamento

da banda Cs, e o outro pela sua auséncia. Foi demonstrado que os individuos CHE2C5+
sd0 menos sensiveis a succinilcolina que os individuos CHE2CS5- (Sugimori, 1986).

O padrdo de heranga proposto por Harris e cols. (1962) para a déterrrﬁnéc;éo da
banda Cs foi de autossomico dominante. Porém ha relatos de familias em que casais
CHE2 C5- apresentaram filhos CHE2 C5+ (Harris e Robson, 1963; Simpson, 1972;
Singh e cols., 1974; Guerreiro e cols., 1989).

Também verificou-se que os individuos que apresentam fendtipo CHE2 C5+
possuem em média 30% a mais de atividade da BChE que os CHE2 C5- (Harris, 1980).

1.4 - Bandas Eletroforéticas

1.4.1 - Microheterogeneidade da banda C,

Embora C,; migre em géis ndo desnaturantes como uma Unica espécie ha
evidéncia estrutural e cinética que ela ndo é homogénea. C, ¢ uma enzima altamente
estavel (Masson e Goasdoué, 1986; apud Masson, 1991). As quatro subunidades estdo
juntas por fortes ligagdes ndo covalentes e o conjunto esta estabilisado pelas pontes de
dissulfeto inter-cadeias de dimeros (Lockridge e cols., 1979). Contudo, trabalhos
anteriores mostraram que uma parte de C, pode se dissociar espontaneamente em C; e
C; (Masson, 1979 e La Motta e cbls., 1965; apud Masson, 1991). Além disso,
tratamento fisico drastico de plasma ou de C, purificado por pressdo hidrostatica (3,5
Kbar) ou ultrasons resultam em progressivas perdas da atividade da BChE gerando
mondmero e dimeros. Entretanto, dissociagdo de C4 nunca é completa, sem a adi¢do de

agente desnaturante. Isto sugere que uma parte da populagdo de tetrdmero estd
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fragilizada. Foi mostrado que o tratamento de C, com tripsina cliva o peptideo C-
terminal [< 5 KDa (quilodaltons)] que contém a ligagdo dissulfeto entre cadeias
(Lockridge e La Du, 1982 e Lockridge e cols., 1987). A perda das pontes diminui a
estabilidade de C, e acarreta sua dissociagdo em mondmeros, dimeros e trimeros ativos
(G’ , G2 € G’3). Estas formas tém propriedades moleculares de mobilidade similares as
formas C; e C; de ocorréncia natural e de ChE, (trimero citado no item 1.1) que é gerada
sob a acdo de enzimas de coagulagdo, respectivamente. Evidéncia direta de C,
desprovida de ponte dissulfeto em preparagdes altamente purificadas do tetrdmero é
dada pela presenga de uma banda de monémero em gel de- SDS (dodecil sulfato de
s6dio), em condigdes ndo redutoras. Cortes internos no eixo principal doé polipeptideos
da BChE tém sido encontrados (Lockridge e La Du, 1986; apud Masson, 1991),
entretanto estes podem: ser também devidos a agdo limitada de peptidases.

Além da protedlise outras reagdes alteram a forma de C4. ApoOs a desnaturagdo -
do tetrimero da BChE altamente purificado e marcado com [‘H]DFP
(diisopropilfluorofosfato), uma minoria (10%) de dimero ndo marcado aparece sempre
em gel de SDS na presenca de um agente redutor (Lockridge e La Du, 1986; apud
Masson, 1991; Chatonnet e Masson, 1986). Ndo ha explicacdo para este dimero
covalente. Pode ser o produto de ligagdo cruzada de algumas subunidades monoméricas
mas, até o presente nem o grupo relacionado com a ligag@o (aminoacido de cadeia lateral
ou agucar) nem o mecanismo de formagéo dessa espécie sdo conhecidos.

A cinética das reagdes catalizadas da BChE mostram varias complexidades que
poderiam refletir microheterogeneidade (Kalow, 1964; Christian, 1968; Eriksson, 1979;
Soylemez, 1985; apud Masson, 1991). Além disso, apesar de haver quatro sitios ativos
por tetrémero,' numeros mais baixos de sitios ativos tém sido descritos. As discrepancias
observadas, neste caso, podem ser explicadas quer pela presenga de uma grande
quantidade de BChE inativa no plasma ou pela inativagdo da enzima durante a
purificagdo (Masson e Goasdoué, 1986; apud Masson, 1991).

A outra indicagdo da microheterogeneidade procede da inativagdo pelo calor. A
inativagdo termo-irreversivel da BChE segue uma cinética complexa que pode ser
descrita pela soma de dois processos aparentes de primeira ordem. Nao se sabe se os
resultados que indicam microheterogeneidade provém de modificagGes epigenéticas de
C; e C; e/ou reagbes secundarias durante a purificagdo e armazenamento (Masson,
1991).
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1.4.2 - C;: um conjugado entre C; e albumina

A natureza de C, ja foi elucidada (Masson, 1989). C, parecia nio ter tamanho da
familia de isdmeros. A analise de Ferguson, baseada nos padrdes de amostras em gel de
eletroforese, permitiu a estimativa da sua massa molecular aparente ser de 150 KDa,
porém mostrou que sua razio carga/massa foi diferente daquela das formas C,, C; e C,
(Masson, 1979).

Além disso, seu ponto isoelétrico (Masson, 1979) bem como a sua mobilidade em
tampdes alcalinos (Harris e cols., 1962 e Masson e Anguille, 1980; apud Masson, 1991)
foram verificados como sendo ligeiramente maiores que aqueles dos isOmeros de
tamanho.

A reducdo de C, em condigdes suaves liberou C, ativo. Por esta razdo foi
concluido que C, era um dimero formado pela associagdo de C; com uma proteina com
61 KDa por meio de uma ponte dissulfeto, exposta por solvente, e que a menor
subunidade era responsavel por suas propriedades elétricas especificas.

A purificagdo de C, foi conseguida por cromatografia de afinidade usando
procainamida e um anticorpo monoclonal para BChE foi usado como ligante. A
subunidade de 65 KDa ndo pode ser marcada com [’H] DFP e sua massa molecular
aparente nio mudou apds o tratamento com endoglicosidase F.

C, e C, foram submetidas a eletroforese em geis hidrofobicos proprios para
eletroforese de afinidade de proteinas hidrofobicas. Foi descoberto que C, (mas ndo C;)
liga-se fortemente a ligantes imobilizados e que sua constante de dissociagdo aparente foi
similar a da albumina do soro humano.

Demonstragdo da fragéo de 65 KDa com a albumina foi completada por adsorgdo
especifica de C, em um imunoadsorvente para albumina. Por esta razio, C, € referida
como C, - ALB.

E muito provavel que a ligagdo dissulfeto seja entre os tidis livres: albumina Cys -
34 ¢ BChE Cys - 571. A subunidade da albumina exerce impedimento estérico na
subunidade da BChE e mascara parcialmente o seu centro ativo. Além disso, a albumina
protege C, desializado contra sua auto-associagdo. Provavelmente, a albumina age pela
interagcdo com uma area hidrofobica que promoveria a auto-associagdo da BChE privada
do acido sialico (Masson, 1991).

I



1.4.3 - Banda C;s

A banda eletroforética Cs tem peso molecular de 400 kDa, e sua estrutura ainda
ndo foi elucidada. Scott e Powers (1974) propdem que o loco CHE2 codificaria . uma
outra proteina que se associaria com a BChE para formar a banda Cs. Tortolero e.
Medina (1978) supdem que a banda Cs seja derivada de C, através de uma modificagio,
ndo alterando significativamente o peso molecular. Outros autores propdem que a banda
Cs seja resultante da associagdo da BChE com lipideo (Ohkawa e cols., 1988).

A demonstragé@o de que a isoenzima C, € formada pela associagdo da BChE com
a albumina (Masson, 1989) sugere que a variante Cs possa ser uma banda hibrida

composta pelo produto do loco BCHE associado a outra proteina. Um trabalho mais

recente (Masson, 1991) considera Cs como uma enzima hibrida formada pela associagdo
ndo covalente do tetramero da BChE com uma proteina desconhecida (X). Esta proteina
“X” apresenta peso molecular de 60 kDa, e ndo é a AChE, albumina, fragmento de
colageno, fragmento de imunoglobulina, nem de fibronectina. A hipdtese de que Cs
poderia ser um hibrido BChE/AChE similar a tetrdmeros hibridos descrito por (Tsim e
cols., 1988; apud Masson, 1991), foi rejeitada apods eletroforeses, de plasmas CHE2
C5+, incubados por 30 minutos em solugSes tamponadas de bambuterol (107 - 10 M) ,
um inibidor especifico da BChE (Tunek e Svensson, 1988; apud Masson, 1991), e
analises densitométricas. Analise dos géis corados mostrou curvas de inibicdo paralelas
para C4 e Cs. Quanto a Cs ser um agregado de C,, experimentos por imunoadsor¢do e
imunodetecgdo descartaram a possibilidade de “X” ser albumina. Desde que a presenca
de Cs foi descrita em sangue de pacientes com mieloma (Gallango, 1969), considerou-se
a possibilidade de que “X” poderia ser um fragmento de imunoglobulina: anticorpos
contra cadeias K e A de imunoglobulina nfo detectaram tal fragmento. Outra hipdtese de
que “X” poderia ser um fragmento de colageno foi rejeitada, pois Cs apresentou-se
insensivel a colagenase. Desde que o gene da fibronectina foi mapeado no cromossomo 2
(Koch e cols., 1982; apud Masson, 1991) pl:c')ximo a regido designada por Eiberg e cols.
(1989) para CHE2, se achou que “X” poderia ser fragmento de fibronectina. Esta

possibilidade foi descartada em virtude de Cs ndo ter sido reconhecido por anticorpos

policlonais para fibronectina humana.

lco



1.4.4 - Banda eletroforética Cys

Souza (1995) introduziu modificagdes na técnica eletroforética de gel de agar em
pH acido de Robinson e cols. (1957), com modificagGes de Van Ros e Vervoort (1973) e
Fadel-Picheth (1991), objetivando padronizar a técnica para uma posterior quantificagdo
da banda Cs. Ao diminuir o pH do gel de agar, verificou a presenca de uma banda na
posi¢do da banda Cs em individuos anteriormente fenotipados como CHE C5-, pela
técnica padrdo.

A nova banda se posiciona como a banda C, em eletroforese em gel de agar de
pH 6,7, e como a banda Cs, em gel de agar, de pH 5,3. Em vista disso recebeu a
denominagdo de Cys.

Testou-se a possibilidade da banda C,s ter atividade de paraoxonase, enzima
sérica também capaz de hidrolisar o acetato de alfa-naftila. Como essa banda ndo foi
inibida pelo EDTA (&cido etilenodiaminotetracético), inibidor da paraoxonase, foi
excluida a hipdtese de Cys ser paraoxona‘se.‘/Ficou demonstrado que a = atividade da
BChE da banda Cys € determinada pelo loco BCHE, uma vez que plasma de fenétipo,
atipico (BCHE A), submetido a eletroforese ndo apresentou a banda C,s inibida pelo
inibidor da BChE, o R02-0683, enquanto a banda C,/s de plasma BCHE U foi inibida por
este inibidor (Souza, 1995).

Souza (1995), em sua tese de mestrado, verificou que a banda Cys, apos
determinado experimento de isolamento, teve o mesmo comportamento ja verificado
com relagdo a Cs, ou seja, produziu duas bandas. Esse autor sugeriu que a banda Cys
também possa ser BChE ligada a outra substancia (como outros heterodimeros da
BChE), por ligagdes ndo covalentes, como é o caso de Cs. Através do mesmo raciocinio,
este resultado exclui a possibilidade de ser C,, um mondémero ligado a albumina, ja que
no caso de C, a ligagdo € covalente (Masson, 1989). Souza (1995) considerou que a
metodologia empregada em seus experimentos nio seria capaz de desfazer tal ligagdo,
caso fosse covalente. O mesmo excluiu a possibilidade da banda Css ser C; ou C;, uma
vez que estas formas ndo estdo associadas a nenhuma outra substincia nio podendo
produzir duas bandas apds determinado experimento de isolamento, como foi o caso da
banda Cyss.

Souza (1995) também testou as hipoteses de que as substancias ligadas 8 BChE
para formar Cs e Cys fossem condicionadas por alelos do mesmo loco (CHE2) ou por

locos diferentes. Seus resultados, neste sentido, ndo foram conclusivos. Verificou que a
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banda Cys estava presente em uma amostra de 311 individuos de Curitiba e 67 de indios
Guarani, de fenétipo CHE2 C5-, sem apresentar qualquer variabilidade na mobilidade,
nas condi¢des adotadas, e que além disso a banda estava presente em 71 indios Guarani
de fenétipo CHE2 C5+, indicando que se Cys for condicionada por outro loco, a banda

Cys podera ser considerada monomoérfica.

1.4.5 - Outras variagdes detectadas por eletroforese

Além das bandas C;, C,, C;, C4 e Cyss, presentes em todos os individuos, e da
banda polimérfica Cs, presente em cerca de 10% das populagbes caucasodides, outras
bandas tém sido identificadas através de eletroforese. Duas bandas, denominadas S1 e
S2, aparecem ap0s a estocagem das amostras de soro, tendo sido descritas por Harris e
cols. (1962).

Van Ros e Druet (1966) encontraram dois novos padrdes eletroforéticos em
eletroforese bidimensional em papel e gel de amido em pH 8,6, e também em gel de agar,
pH 8,4. Uma das bandas, denominada Cs, foi encontrada em 0,5% de uma amostra de
734 africanos. O outro padrdo eletroforético, que se mostra em duas bandas, C7, € Cs,
foi encontrado em dois individuos da mesma amostra. Ashton e Simpson (1966) também
encontraram uma banda extra,} que apareceu em um individuo de uma amostra de 2102
nordestinos brasileiros. Ashton e Simpson (1966) encontraram uma banda extra
igualmente chamada de Cs, com mobilidade eletroforética menor que a de Cs, em gel de
amido em pH 5,3.

Usando gel de poliacrilamida e um densitometro, Juul (1968) verificou 12 bandas
da BChE. A presenga de uma banda extra dcorreu em dois entre seis individuos normais
e cinco entre sete pacientes com glaucoma cronico.

Gallango e Arends (1969) encontraram outra banda que foi chamada de Cse,
devido a sua mobilidade intermediaria entre a banda Cs e C¢ (descrita por Ashton e
Simpson, 1966). Essa banda foi encontrada apenas em pacientes com mieloma com uma
frequéncia de 12%. As tipagens foram feitas por eletroforese em gel de amido em pH
5,3.

Através da técnica eletroforética de Juul (1968) modificada, uma banda extra
associada a hiper-colinesterasemia foi encontrada por Yamamoto e cols. (1986 e 1987).

No laboratério de Polimorfismo e Liga¢do do Departamento de Genética da
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UFPR (dados ndo publicados) foi observada uma nova banda que aparece numa posigéo
abaixo da banda C, em eletroforese de gel de agar 1,4%, pH 5,3 ou 6,7, em uma
frequéncia relativamente baixa (cerca de 2 em 3.000 individuos).

Nem sempre é possivel uma comparagdo entre todas as bandas ja detectadas

devido as diferentes técnicas utilizadas.

1.5 - BChE submetida a alguns tratamentos

1.5.1 - Tripsina

As proteinas podem ser clivadas especificamente em peptideos pequenos por
métodos quimicos ou enzimaticos. Uma clivagem altamente especifica é feita através da
tripsina, uma enzima proteolitica do suco pancredtico. A tripsina cliva as cadeias
polipeptidicas no lado carboxilico de radicais de arginina e lisina. Residuos de cisteina
aminoetilada sdo também susceptiveis a hidrolise pela tripsina. A presenca de residuos de
acido aspartico ou residuos de lisina vizinhos inibe parcialmente a ac¢do da tripsina.
Digestdes com tripsina sdo executadas entre pH 8a9,a 25°C ou 37°C,em 2a 12
horas. A razdo de enzima para proteina geralmente € de 1:100 ou 1:50.

A fim de caracterizar a substancia “X” ligada a banda Cs, citada no item 1.4.3,
Masson (1991) mostrou que a tripsina converte Cs na forma C,. Masson, 1995
(comunicagdo pessoal) mostrou ainda que a tripsina age sobre a banda C, e sobre o
complexo formado pelé BChE (provavelmente C,) e alfa-2-macroglobulina, desfazendo
estes complexos da BChE. Dependendo do tempo de exposicdo da BChE a tripsina,
pode acarretar o desaparecimento dessas bandas. O desaparecimento € concomitante ao

aumento na intensidade do mondmero, dimero e trimero da BChE.



1.5.2 - Neuraminidase

A enzima neuraminidase é uma glicoproteina tetramérica transmembranica. Esta
enzima catalisa as hidrélises da jung@o que une o residuo terminal de 4cido sialico com
um residuo de D-galactose e/ou um de D-galactosamina. A endoglicosidase F remove o
componente de agucar da BChE. Entretanto, C, e Cs parcialmente deglicosilados
existem em diferentes estados moleculares. A remogdo de unidades do écido sialico pela
neuraminidase induz auto-associagdo das duas enzimas. Por outro lado, o tratamento
feito com uma mistura de neuraminidase, galactosidase e fucosidase ndo permitiu a
formagéo de agregados de Cs, enquanto agregados de C, apareceram. Isto pode refletir
pequenas diferencas de glicosilagées entre Cs e C4 ou pode ser devido a presenga da
substancia “X” em Cs (Masson, 1991).

Com o mesmo propdsito de caracterizar Cs, a neuraminidase foi utilizada por
Ohkawa e cols. (1988). A partir da cromatografia de afinidade ConA (concanavalina A),
que separou a BChE em duas: ConA-reativa e ndo reativa, Cs relacionou-se com a
fragdo Con-reativa, retornando para o catodo do mesmo modo como a outra fragdo da
enzima, quando tratada com neuraminidase. Isto indicou que cada fracdo da enzima é

uma glicoproteina.

1.5.3 - Pressao e Agentes redutores

Masson (1991) utilizou de muitos métodos, a fim de caracterizar Cs, entre eles
uma pressdo de 3,5 Kbar, a qual é usada para desfazer ligagGes hidrofébicas e dissociar
proteinas oligoméricas. Nem a pressdo de 3,5 Kbar, nem o uso de agentes redutores

tiveram efeito sobre Cs.



1.5.4 - Solu¢éio Salina

Masson (1991) apds tratar Cs com altas concentragdes de solugdes salinas
(NaCl 1,5 a 4 M), obteve dissociagdo da substancia “X”, dando origem a banda C,. Isto
indicou que “X” est4 ligada ndo covalentemente a C4 € que as interagdes dominantes sdo

iOnicas.

1.5.5 - Fosfolipase

Masson (1991) relatou que a subunidade “X”, associada a banda C,, no caso do
complexo Cs, é insensivel as fosfolipases A,, C e D. Por outro lado, Ohkawa e cols.
(1988) relataram que apds o tratamento de Cs com a fosfolipase C/D, ocorreu o

aparecimento de uma banda com atividade e mobilidade da banda C..



2.0 - OBJETIVOS

1 - Caracterizar o comportamento da banda C,s em diferentes condigdes,

comparando-o ao da banda Cs.

2 - Através dos experimentos do item 1, verificar a possibilidade da banda

-C4/5 ndo ser uma associagdo da BChE com albumina ou com alfa-2-macroglobulina.



3.0 - JUSTIFICATIVAS DOS OBJETIVOS

Objetivo 1) Masson e cols. (1991) bem como Ohkawa e cols. (1988), com o
objetivo de caracterizarem a banda Cs, verificaram que o tratamento de Cs com tripsina
produziu uma banda com a atividade e mobilidade da banda C,;, ou seja, a tripsina
converte Cs na forma C,. Por outro lado, altas concentragGes de sal (NaCl 1,5 a 4 M)
sdo capazes de dissociar o complexo Cs em C, e substincia “X”, indicando que esta
associagdo ndo € covalente (Masson, 1991). Desta maneira achamos interessante
verificar o comportamento da banda Cy/s frente a esses tratamentos (tripsina e diferentes
concentragdes de cloreto de s6dio) para que possamos compara-lo com o da banda Cs.

Em artigo de Hanahan (1992) cita-se 0 uso de metanol para separar fragGes
proteicas de fragdes lipidicas. Utilizamos este procedimento para verificar se haveria,
alguma alteragdo de mobilidade ou de intensidade das bandas C4s € Cs, principalmente
porque a banda Css ndo forma claramente uma banda, como Cs, deixando um rastro
ténue. Em trabalho de Todrich e cols. (1950), é estudado o efeito de alcodis sobre as
colinesterases e esses autores mostram que a inativagdo da BChE de cavalo, com n-

butanol, comega a ocorrer a partir de cerca de 0,4 M.

Objetivo 2) Embora ji se tenha tentado demonstrar que a banda Cys ndo seja
uma associag@o entre a BChE e a albumina (Souza, 1995), julgamos interessante testar
novamente essa hipotese, através de outras metodologias, uma vez que o experimento de
Souza (1995) forneceu resultadd incompleto. Além disso, Masson (comun. pess., 1995)
verificou em gel de poliacrilamida, em gradiente de 3 a 30%, uma banda eletroforética da
BChE associada a alfa-2-macroglobulina. Devido a hipotese de que a banda Cy/s seja um
complexo formado pela associagdo da BChE com outra substancia (Souza, 1995), o
presente trabalho pretende pesquisar se Cy/s poderia ser resultado da unido da BChE com
a alfa-2-macroglobulina. Com os experimentos do objetivo 1, além de caracterizar
melhor a banda C,s , esperamos ainda obter alguma indicagdo dela ndo resultar de
associagdo com a albumina ou alfa-2- macroglobulina, uma vez que a tripsina age sobre a
banda C, e sobre o complexo da BChE com a alfa-2-macroglobulina, dependendo do

tempo de exposi¢do da BChE, levando ao desaparecimento progressivo das bandas.



4.0 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Amostra

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadas amostras de plasma estocadas a

-20°C de voluntérios do Departamento de Genética da UFPR (Universidade Federal do

Parand) e outras cedidas pelo HEMEPAR (Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do

Parana).

As amostras utilizadas nos experimentos apresentaram fendtipo CHE2 C5+ e

fenotipo CHE2 C5-. Estas amostras foram fenotipadas pela técnica de eletroforese em

gel de agar acido origihalmente desenvolvida por Robinson e cols. (1957), seguindo-se

modifica¢des de Van Ros e Vervoort (1973), Fadel-Picheth (1991) e Souza (1995).

4.2 - Materiais

4.2.1 - Reagentes

v/v).

a) Tamp3o citrato de sddio 500 mM, pH 6,2 (solugdo estoque).
b) Tampao citrato de sédio S0 mM, pH 6,7.
O ajuste do pH é feito com acido citrico 1,56 M.
¢) Tampao citrato de sédio 50 mM, pH 5,3.
O ajuste do pH é feito com &cido citrico 1,56 M.
d) Tampao fosfato de sodio, pH 7,1:
Solugdo A: Fosfato de sddio bibasico anidro 200 mM;
Soluc¢do B: Fosfato de sddio monobasico anidro 230 mM.
Adiciona-se a solugdo B em A até ajustar o pH em 7,1.
e) Cromdgeno- substrato: Fast Red TR Salt (SIGMA F-2768) a 0,1% p/v
em tampao fosfato de sodio pH 7,1 e solugéo de alfa-naftilacetato 30 mM (2,5%

f) Tampado tris (0,076 M) e acido citrico (0,005 M) - pH 8,1.
g) Tampao tris/ HC1 (0,15 M) - pH 7,4.

h) Solugdo de tripsina (tipo III - origem bovina) em tampé@o tris/acido citrico, pH
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8,1:
h.1- 1000 pg de tripsina por ml de tampdo tris/acido citrico, pH 8,1.
h.2 - 333 pg de tripsina por ml de tampéo tris/4cido citrico, pH 8,1.
i) Solugdo de tripsina (tipo III - origem bovina) em tampéo tris/HCI (0,15 M) -
pH 7,4 (2,08 x 10 ° M): '
i.1 - 1000 pg de tripsina por ml de tampéo tris/HCI - pH 7,4.
i.2 - 333 pg de tripsina por ml de tampao tris/HCI - pH 7,4.
J) Solugdo salina (1 a 3M) e solug@o salina saturada.
1) Solugdo Inibidora de Proteases (fenil-metil-sulfonil-fluoreto)- 2x10° M
(SIGMA -P 7626).
1.1 - 2,7 mg de fenil-metil-sulfonil-fluoreto em Sml de solugdo preparada com
0,5 ml de alcool isopropilico e 4,5 ml de 4gua destilada.



4.3 - Metodologia
4.3.1 - Métodos eletroforéticos
4.3.1.1 - Eletroforese em gel de agar 1,4%, pH 6,7

Essa técnica foi desenvolvida originalmente por Robinson e cols. (1957) e
seguimos modifica¢des de Van Ros e Vervoort (1973), Fadel Picheth (1991) e Souza
(1995).

Preparam-se 50 ml de uma solug@o de bacto agar (Difco) a 1,4% p/v em tampdo
citrato de sddio, pH 6,7 (item 4.2.1 - b). Aquece-se a solugdo, cerca de sete minutos,
até dissolver totalmente o agar tendo-se o cuidado de nio deixar ferver. Verte-se sobre
uma placa de vidro de 230 x 160 mm. Apds o resfriamento completo do gel, este é
colocado na geladeira, em repouso, durante no minimo 12 horas (a fim de diminuir o
efeito da eletroendosmose).

Em seguida as amostras de plasma sdo aplicadas com auxilio de uma ldmina de
metal (5 x 5 x 0,1 mm) em cuja extremidade colocam-se 2 microlitros (ul) de plasma e
insere-se a ldmina no gel.

A placa é entdo submetida a eletroforese, usando-se tampao citrato de sddio
50 mM, pH 6,7 nas cubas.

A corrida eletroforética é feita por quatro horas, a 4°C, com aplicagdo de cerca
de25mAede 58 V.

Apés a corrida eletroforética, verte-se sobre a placa o cromdgeno-substrato
(item 4.2.1 - e), preparado no momento do término da corrida, e incuba-se por uma
hora, a 37°C. Apos a revelagdo das bandas lava-se a placa com agua para retirar o
excesso de corante.

A secagem do gel se faz através de uma folha de papel cartdo e uma folha de
papel filtro, entre as quais se coloca o gel. Esse conjunto deve ser posto entre duas
placas de vidro. Em seguida leva-se o conjunto a estufa a 37°C até secar. A foiha de

papel filtro deve ser trocada apos 10 minutos.



4.3.1.2 - Eletroforese em gel de agar 1,4%, pH 5,3

Igual ao item anterior, porém a preparagdo da solugdo de bacto agar € feita em

tamp3o citrato de sodio pH 5,3 (item 4.2.1 - ¢).

4.3.2 - Teste de Atividade da Tripsina

Figueiredo (1982), em sua tese de mestrado a respeito da deficiéncia da alfa;-
antitripsina (a;AT), verificou indiretamente a atividade da o; AT contida no soro, a partir
da corrosdo feita por tratamento do soro com tripsina, sobre superficie proteica de chapa
de raios X, velada e revelada. A corrosdo € devida & nio inativagédo total da tripsina pela
o;AT do soro. Caso contrario, se houver ;AT suficiente no soro, esta proteina ira
inativar toda a tripsina, permanecendo intacta a superficie da chapa de raios X. A média
1 ml de soro consegue inibir cerca de 1,51 mg de tripsina.

Assim sendo, utilizamos deste meio, como um experimento prévio para verificar
a atividade da tripsina, que tinhamos estocada a -20°C, e seria usada no tratamento de Cs
e Cyss. o e

| As solugdes de tfﬂ?ﬂg,?%gf‘ag%i@é‘g{ﬁ&gﬁgﬁ(ﬁgﬁs evﬁ%o pug/ml e 333 ug/ml;
em tampao tris/acido citrico, pH 8,1 (itens 4.2.1-f, h) e em tampao tris/HCL, pH 7,4
(itens 4.2.1-g, i) foram testadas da seguinte maneira:

a ) Amostras |

® 5 ul de plasma com fenotipo CHE2 C5+ ou CHE2 C5-, eram submetidos a
5 ul de solugdo de tripsina, em condigGes iguais as que seriam utilizadas no tratamento
posterior, e colocados em “eppendorfs” de capacidade para 0,5 ml, na temperatura
ambiente.

@ Como controle, 5 pl dos mesmos plasmas com fenotipo CHE2 C5+ ou CHE2
C5- eram juntados a 5 ul de tampao tris/acido citrico ou tampao tris/HCI (utilizado na
prepara¢do da solugdo de tripsina) e colocados em “eppendorfs” de capacidade para
0,5 ml, na temperatura ambiente.

b ) Apds 10 minutos, 5 ul da amostra® e 5 pl da amostra@ foram colocados

sobre a superficie da chapa de raios X, velada e revelada.



¢ ) A chapa foi, em seguida, incubada a 37°C, em banho maria, por 1 hora.
¢') Outra chapa também foi submetida, em camara umida a 4°C, temperatura em
que é feita a corrida eletroforética.

d) A seguir, as chapas foram lavadas em 4gua corrente.
4.3.3 - Experimentos com Tripsina

4.3.3.1 - Amostras com fenétipo CHE2 CS- submetidas a Solu¢io de Tripsina em
Tampao Tris/acido citrico, pH 8,1 (item 4.2-h) e Solu¢do Inibidora de Proteases

(Fenil-metil-sufonil-fluoreto)

Amostras com fendtipo CHE2 C5- foram submetidas a solugdo de tripsina
(1.000 pg/ml) e solugdo inibidora de proteases, cuja concentragdo final foi de
aproximadamente 2x10” M. O procedimento foi o seguinte :

a) Foram colocados 5 ul de plasma CHE2 C5- em 5 ul de solugdo de tripsina
(1.000 pg/ml). Estas amostras foram tratadas com tripsina, a 37°C, em tempos de
incubagdo diferentes (10, 20, 30, 40 e 60 minutos). Ao término da incuba¢do foram

acrescentados as amostras 5 pl de solugdo inibidora de proteases.

b) Foram preparadas as seguintes amostras controles: 1) 5 ul de plasma CHE2
C5- em 10 pl de tamp3o tris/acido citrico pH 8,1; 2) 5 ul de plasma CHE2 C5- em 5 pl
de tampdo tris/acido citrico pH 8,1 mais 5 pul de solugdo inibidora de proteases
(acrescentada logo antes da aplicagdo das amostras no gel de agar) e 3) 5 ul de plasma
CHE2 C5- em 5 pl de solugdo de tripsina 1.000 pg/ml, incubados a 37°C (60 min) e mais
5 ul de tampdo tris/acido citrico pH 8,1, no momento da aplicagdo das amostras no gel

de agar.

¢) Apos estes procedimentos, as amostras foram aplicadas no gel de agar 1,4%,
pH 5,3 (item 4.3.1.2).



4.3.3.2 - Amostras com fenétipo CHE2 C5+ submetidas a solugio de Tripsina em

Tampao Tris/acido citrico, pH 8,1 (item 4.2.1-h)

' Uma das concentragdes da solu¢do de tripsina (333 upg/ml), usada no
experiméﬁto, corresponde & concentragéo (200 pg/ml) usada por Masson (comunicagdo
pessoal, 1996). Este pesquisador usou plasma diluido 1/6 (1 plasma : 5 tripsina). Em
nosso experimento a diluigdo do plasma foi de 1/2 (1 plasma : 1 tripsina). A outra
concentragdo de tripsina foi de 1.000 pg/ml.

As amostras de fendtipo CHE2 C5+ foram subinetidas ao tratamento com
solugdo de tripsina 333 pug/ml e 1.000 pg/ml.

. Em tubos “eppendorfs” de capacidade para 0,5 ml foram colocados 5 ul de
solugdo de tripsina (333 pg/ml) e mais 5 pl de plasma CHE2 C5+ em diferentes tempos.
No primeiro tubo o plasma foi tratado com tripsina durante um periodo de 60 minutos,
no segundo tubo durante 30 minutos, no terceiro durante 20 minutos e no ultimo durante
10 minutos. Essas amostras testes foram incubadas a 37°C em banho maria, durante os
respectivos tempos. Um tubo conteve 5 ul de solugdo de tripsina (1.000 pg/ml), trés
vezes mais concentrada que a concentragdo usada por Masson (comunicagdo pessoal,
1996) e 5 pl de plasma CHE2 C5+. Este tubo foi tratado com tripsina e incubado a 37°C,
durante 60 minutos. Foram preparados dois tubos controles: a) Tubo 1- 5 ul de tampao
tris/acido citrico pH 8,1 e 5 ul de plasma CHE2 C5+, b) Tubo 2- 5 ul de solugdo de
tripsina (333 pg/ml) e 5 pl de plasma CHE2 C5+. Os tubos controles foram preparados
logo antes do inicio da aplicagdo das amostras testes no gel de agar, sem incubagéo a

37°C (ver o procedimento na tabela 1).



Tabela 1- Procedimento adotado no teste de tripsina.

Amostra Incubacao Plasma Tampao Tripsina
(minutos) 1.000ug/ml

controle 1 Zero Sul Sul _
controle 2 Zero Sul _ _
teste 10 Sul _ _
teste 20 Sul _ _
teste 30 Sul _ _
teste 60 Sul _ _
teste 60 5ul _ S5ul

Tripsina
333ug/mi
Sul
Sul
Sul -

Sul
Sul

Apos este procedimento, as amostras testes e as controles foram aplicadas no gel

de agar 1,4%, pH 6,7 e submetidas a eletroforese (item 4.3.1-a).

4.3.3.3 - Amostras com fenétipo CHE2 CS- submetidas a solu¢io de Tripsina em

tampao Tris/acido citrico, pH 8,1 (item 4.2.1-h)

Para o experimento com o fendtipo CHE2 C5- repetiram-se 0s mesmos

procedimentos (item 4.3.3.2 - ver tabela 1), substituindo-se o plasma CHE2 C5+ por

plasma CHE2 C5-. As amostras testes e as controles foram aplicadas em gel de agar

1,4%, pH 5,3 (item 4.3.1.2).



4.3.3.4 - Amostras com fenétipo CHE2 C5+ submetidas a solu¢ido de Tripsina em
tampiao Tris/HCI, pH 7,4 (item 4.2.1-i)

Duas amostras com fenétipo CHE2 C5+, uma com banda Cs de intensidade forte
e outra com banda Cs de intensidade fraca, foram submetidas tanto a solugdes de tripsina
de 333 pg/ml como de 1.000 pg/ml.

As amostras teste foram preparadas em tubos “eppendorfs” de capacidade para
0,5ml : a) 5 pl de plasma CHE2 C5+ (forte) em 5 pl de solugdo de tripsina (333 pg/ml)
e em solucdo de tripsina (1.000 pg/ml), respectivamente. Estas amostras foram tratadas
com tripsina, a 37°C, em tempos de incubagéo diferentes (10, 30, 60 minutos), b) 5 ul de
plasma CHE2 C5+ (fraco) em 5 pl de solugédo de tripsina (333 pg/ml) e em solugdo de
tripsina (1.000 pg/ml) em tubos diferentes. Seguiu-se o procedimento citado acima.

As amostras teste foram também tratadas, do mesmo modo acima citado, sem
serem submetidas a 37°C em tempos de incubagdo diferentes.

Como controle do experimento, foram preparados os seguintes tubos: a) 5 ul de
plasma CHE2 C5+ (forte) em tampao tris/HCl, pH 7,4 (item 4.2.1-i). b) 5 ul de CHE2
C5+ (fraco) em tampao tris/HC1, pH 7,4 (item 4.2.1-i).

ApOs este procedimento as amostras testes e controles foram aplicadas em gel de
agar 1,4%, pH 6,7 e em seguida submetidas a eletroforese (item 4.3.1-a).

Sempre que nos referirmos a amostra de fendtipo forte e fraco, o estamos
fazendo baseando-nos em classificagéo feita por densitometria, de acordo com Alcéantara

e cols. (1995).

4.3.3.5 - Amostras com fenétipo CHE2 CS- submetidas a solugiio de Tripsina em
tampio Tris/HCl, pH 7,4 (item 4.2.1-i)

Para o experimento com o fendtipo CHE2 C5- repetiram-se 0s mesmos
procedimentos (item 4.3.3.3), substituindo-se o plasma CHE2 C5+ por plasma CHE2
C5-. As amostras testes e controles foram aplicadas em gel de agar 1,4%, pH 5,3 (item

4.3.1.2).



4.3.4 - Experimentos com Cloreto de Sodio (NaCl)

4.3.4.1 - Amostras com fenotipo CHE2 C5+ submetidas a altas concentragdes de

Solucao de Cloreto de Sodio

As amostras CHE2 C5+, uma com banda Cs de intensidade forte e outra com

banda Cs de intensidade fraca, foram submetidas a solugdo salina da seguinte maneira:

a) Foram preparadas solugdes salinas cujas concentragdes eram de: 1, 1,5,2 e
3IM.

b) As amostras teste continham: 5 pl de plasma CHE2 C5+ (forte) em 10 pl de
solugdo salina (1 a 3 M) e 5 ul de plasma CHE2 C5+ (fraco) em 10 pl de solugédo salina
(1 a3M).

¢) As amostras controle foram as seguintes: 5 ul de plasma CHE2 C5+ (forte) em
10 pl de agua destilada e 5 pul de plasma CHE2 C5+ (fraco) em 10 pl de agua destilada.

d) As amostras, teste e controle, foram agitadas e, em seguida, incubadas a 37°C,
por 1 hora.

e) A seguir, as amostras teste e controle foram submetidas a eletroforese em gel

de agar 1,4%, pH 6,7 (item 4.3.1.1).

4.3.4.2 - Amostras com fenétipo CHE2 C5- submetidas a altas concentragdes de

Solugio de Cloreto de Sodio

Para o experimento com fendtipo CHE2 C5- repetiram-se os mesmos
procedimentos, substituindo-se o plasma CHE2 C5+ por plasma com fendtipo CHE2
C5-. As amostras teste e controle foram submetidas a eletroforese em gel de agar 1,4%,
pH 5,3 (item 4.3.1.2).



4.3.4.3 - Amostras com fenétipo CHE2 C5+ e com fenétipo CHE2 C5- submetidas

a Solucdo Saturada de Cloreto de Soédio

Cinco amostras com fenétipo CHE2 C5+ e trés amostras com fendtipo CHE2
C5- de individuos diferentes foram tratadas com solug@o salina saturada da seguinte
maneira:

a) Foi preparada uma solugdo salina saturada, cuja concentragdo era de
aproximadamente 4 M.

b) As amostras teste constavam de 5 ul de plasma CHE2 C5+ em 5 ul de
solugdo salina saturada e 5 pul de plasma CHE2 C5- em 5 pl de solugdo salina saturada.

¢) As amostras controle constavam de 5 ul de plasma CHE2 C5+ em 5 ul de
agua destilada e 5 pl de plasma CHE2 C5- em 5 pl de dgua destilada.

d) As amostras, teste e controle, foram agitadas durante um periodo de 15
minutos e, em seguida, submetidas a eletroforese em gel de agar 1,4%, pH 6,7 (item
4.3.1.1).

4.3.4.4 - Amostras com fenétipo CHE2 C5+ e com fenétipo CHE2 CS- submetidas

a alta concentracgio de sal (NaCl)

Duas amostras com fendtipo CHE2 C5+ e trés amostras com fen6tipo CHE2 C5-
de individuos diferentes foram tratadas com cloreto de s6dio, em uma concentragdo
superior a 4 M, da seguinte maneira:

a) As amostras teste continham: 46,8 mg de cloreto de sddio em 20 pl de plasma
CHE2 C5+ ou em 20 pl de plasma CHE2 C5-.

b) Os controles foram o plasma total das respectivas amostras CHE2 C5+ e
CHE2 C5- testes, sem diluiggo.

¢) Em seguida, as amostras teste e as respectivas amostras controle foram
agitadas e submetidas a temperatura de 0°C, por 7 dias.

d) A seguir, foram submetidas a eletroforese em gel de agar 1,4%, pH 6,7 e 5,3
(item 4.3.1.1 e 4.3.1.2).



4.3.5 - Experimento com Metanol

4.3.5.1 - Amostras com fenétipo CHE2 C5+ e com fenétipo CHE2 C5- submetidas
a Soluciio de Metanol (CH;OH)

Amostras de plasma CHE2 C5+ e CHE2 C5- foram tratadas com solu¢do de

metanol, da seguinte forma:
-a) Preparou-se uma solug@o de metanol (0,5 M).

b) As amostras teste foram 5 pl de plasma CHE2 C5+ em 5 pl de solugdo de
metanol (0,5 M) e 5 ul de plasma CHE2 C5- em 5 pl de solugdo de metanol (0,5 M).

¢) As amostras controle foram 5 pl de plasma CHE2 C5+ em 5 ul de agua
destilada e 5 pl de plasma CHE2 C5- em 5 pl de agua destilada.

d) As amostras teste e controle, apés 48 horas, foram agitadas e a seguir

submetidas a eletroforese em gel de agar 1,4%, pH 6,7 (item 4.3.1.1) e pH 5,3 (item
4.3.1.2).



5.0 - RESULTADOS

5.1 - Experimentos com Tripsina

Antes dos experimentos, foi testada a atividade da tripsina através do teste da
chapa de raios X. Uma vez que houve corrosdo na superficie desta chapa (item 4.3.2),

concluiu-se que a tripsina estava ativa.

5.1.1 - Amostras com fenétipo CHE2 C5- submetidas a Solu¢do de Tripsina em
Tampao Tris/écido' citrico, pH 8,1 e Soluciio Inibidora de Proteases (Fenil-metil-

sufonil-fluoreto) (item 4.3.3.1)

Foi utilizado o plasma de um individuo de fenétipo CHE2 C5-. Foram feitas 8
aplicagdes desse plasma em eletroforese (Figura 1), sendo 3 controles e 5 testes. Todos
os testes mostraram que o inibidor de tripsina também inibe a BChE na concentragio
utilizada (cerca de 2x10” M). Estes testes (Figura 1; 4-8) diferiram, respectivamente,
apenas no tempo de incubagdo (10, 20, 30, 40 e 60 minutos) da amostra com solugédo de
tripsina (1.000 pg/ml), sendo que o inibidor foi adicionado em todos ao término da
incubagdo. As amostras controles que ndo continham o inibidor (Figura 1; 1 e 3)
mostraram atividade normal da BChE, tanto a que continha solugéo de tripsina (Figura 1;
3) como a que ndo continha (Figura 1; 1). A amostra controle com o inibidor e sem
tripsina (Figura 1; 2) mostrou a a¢do do inibidor sobre a BChE.

Logo, neste experimento, as amostras que continham inibidor tiveram as bandas
da BChE inibidas.



FIGURA 1. Agcdao do inibidor de proteases (fenil-metil-sulfonil-fluoreto) sobre a
BChE. As amostras CHE2 C5- 1 e 3 ndo apresentam o inibidor, enquanto as

amostras CHE2 C5- 2,4, 5,6,7 e 8 o apresentam.
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5.1.2 - Amostras com fenétipo CHE2 C5+ ¢ CHE2 C5- submetidas a Solucao de
Tripsina em Tampao Tris/acido citrico, pH 8,1 (itens 4.3.3.2 e 4.3.3.3)

O plasma de um individuo com fendtipo CHE2 C5+ foi submetido a solugdes de
tripsina (333 e 1.000 pg/ml) em tampdo tris/acido citrico pH 8,1 e incubado a 37°C, em
tempos diferentes (10, 20, 30 e 60 minutos), seguindo-se posterior eletroforese em gel
de agar 1,4%, pH 6,7. Foi possivel verificar que a tripsina parece diminuir a intensidade
da banda Cs com o tempo maior de incubagdo (Figura 2). Em relagido ao conjunto C;-C,
nada parece ter ocorrido. Por outro lado, o efeito da tripsina foi maior sobre a banda Cs
quando submetida a tratamento com solugdo de tripsina na concentragdo de 1.000 pg/ml.
Neste caso, a banda Cs desapareceu (Figura 2; 3).

Em relagdo as amostras com fenétipo CHE2 CS5-, submetidas as mesmas
condi¢des acima (com pH 5,3), verificou-se que a banda C,s ndo sofreu qualquer
alteracdo (Figura 3). O mesmo resultado foi obtido no tratamento com as duas

concentragdes da solugdo de tripsina (333 e 1.000 pg/ml).

5.1.3 - Amostras com fenétipo CHE2 C5+ ¢ CHE2 C5-, com intensidade das
bandas (Cs e C,s) forte e fraca, submetidas a Solucio de Tripsina em Tampao
Tris/HC], pH 7,4 (item 4.3.3.4 ¢ 4.3.3.5)

As amostras com fendtipo CHE2 C5+ foram submetidas 8 solugdo de tripsina
em tampdo tris/HCL, pH 7,4, cujas concentragdes foram de 333 e 1.000 pg/ml, seguindo-
se eletroforese em gel de agar 1,4%, pH 6,7. Ndo houve uma diferenga acentuada no
desaparecimento da banda Cs tratada e incubada em tempos diferentes (10, 30 e 60
minutos), quando a solugdo de tripsina foi de 333 pg/ml. O efeito da tripsina sobre o
desaparecimento da banda Cs foi aprecidvel, quando a solugdo de tripsina foi usada na

concentragdo de ‘1 .000 pg/ml (Figura 4).
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FIGURA 2. Efeito da Tripsina sobre a banda Cs. As amostras controles ndo foram
incubadas: 1 e 2 ndo foram submetidas a tripsina e 4 foi submetida a solugdo de tripsina
(333 pg/ml). A amostra 3 contém solucdo de tripsina (1.000 pg/ml) e foi incubada por 60
minutos. As amostras 5 a 8 foram incubadas com solugdo de tripsina (333 pg/ml) por 10,

20, 30, e 60 minutos, respectivamente.
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FIGURA 3. Efeito da Tripsina sobre a banda Cys. As amostras controles ndo foram
incubadas: 1 e 2 ndo foram submetidas a tripsina e 4 foi submetida a solugdo de tripsina
(333 pg/ml). A amostra 3 contém solug@o de tripsina (1.000 ug/ml) e foi incubada por 60
minutos. As amostras 5 a 8 foram incubadas com solugdo de tripsina (333 pg/ml) por 10,

20, 30, e 60 minutos, respectivamente.
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FIGURA 4. Efeito da Tripsina sobre as bandas Cs fortes e fracas. A fila A
corresponde a CHE2 C5+ de banda Cs forte e a fila B corresponde a CHE2 C5+ de
banda Cs fraca. As amostras controles (sem tripsina) ndo foram incubadas previamente
(1 e 2). As amostras 3 e 4 ndo foram incubadas e contém, respectivamente, solugdo de
tripsina 1.000 e 333 pg/ml. As amostras 5, 7 e 9 contém solugdo de tripsina. (333 pg/ml) e
foram incubadas por 10, 30 e 60 minutos, respectivamente. A mesma incubacdo foi feita
respectivamente para as amostras 6, 8 e 10, que continham solugdo de tripsina

(1.000 pg/mi).



As amostras com fenétipo CHE2 C5-, submetidas as mesmas condi¢des acima
(com pH 5,3), apresentaram a banda C4s sem nenhuma alteragdo apds serem tratadas
com tripsina nas concentragdes de 333 e 1.000 pg/ml (Figura 5).

A intensidade das bandas (forte e fraca) ndo influenciou nos resultados

respectivos de Cs e Cys.

5.2 - Experimentos com Cloreto de Sédio

5.2.1 - Amostras com fenétipos CHE2 C5+ e¢ CHE2 C5- submetidas a altas
concentragoes de Soluciio de Cloreto de Sédio (itens 4.3.4.1 e 4.3.4.2)

Amostras com fenétipo CHE2 C5+, com banda Cs de intensidade forte e de
intensidade fraca, tratadas com altas concentragdes de solugdo salina (1 a 3 M) foram
submetidas a eletroforese em gel de agar 1,4%, pH 6,7. As amostras nio mostraram
dissociagdo do complexo Cs. As amostras submetidas a solugdo salina tiveram o mesmo
comportamento dos controles. O mesmo ocorreu em relagdo as amostras com fenotipo
CHE2 C5- (com banda Cys de intensidade forte e de intensidade fraca), submetidas as
mesmas condi¢des, salvo o pH do gel de é4gar, que foi 5,3. As amostras nio

apresentaram nenhuma alteragdo da banda Cys apds o tratamento com solugdo salina (1

a3 M).

5.2.2 - Amostras com fenétipo CHE2 C5+ e com fenétipo CHE2 CS- submetidas a
Solu¢io Saturada de Cloreto de Sodio (item 4.3.4.3)

Amostras de 5 individuos diferentes com fenétipo CHE2 C5+ e 3 com fenotipo
CHE2 C5- foram submetidas a solugdo salina saturada e, em seguida, a eletroforese em
gel de agar 1,4%, pH 6,7. Verificou-se que ndo houve alteragdo no comportamento de

Cs com o tratamento feito com solu¢do salina saturada.
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FIGURA 5. Efeito da Tripsina sobre as bandas C,s fortes e fracas. A fila A
corresponde a CHE2 C5- de banda C,;s forte ¢ a fila B corresponde a CHE2 C5- de -
banda C,s fraca. As amostras controles (sem tripsina) ndo foram incubadas previamente
(1 e 2). As amostras 3 e 4 ndo foram incubadas e contém, respectivamente, solugdo de
tripsina 1.000 e 333 ug/ml. As amostras 5, 7 e 9 contém solugdo de tripsina (333 pg/ml) e
foram incubadas por 10, 30 e 60 minutos, respectivamente. A mesma incubagdo foi feita
respectivamente para as amostras 6, 8 e 10, que continham solugdo de tripsina

(1.000 pg/mi).



5.2.3 - Amostras com fenotipo CHE2 C5+ e com fendtipo CHE2 C5- submetidas a
alta concentracio de Cloreto de Sédio (NaCl) (item 4.3.4.4)

Amostras de 2 individuos diferentes com fendtipo CHE2 C5+ e 3 com fenétipo
CHE2 C5- foram submetidas a alta concentragdo de sal e, ap6s 7 dias, a eletroforese em
gel de agar 1,4%, pH 6,7 e 5,3. Verificou-se que as amostras CHE2 C5+ teste
apresentaram a intensidade da banda Cs, mais fraca que a dos seus respectivos controles.

O mesmo ndo ocorreu em relagdo a banda Cys (dados ndo mostrados).

5.3 - Experimento com Metanol

5.3.1 - Amostras com fenétipo CHE2 C5+ e com fenétipo CHE2 CS- submetidas a
Solucio de Metanol (item 4.3.5.1)

Apds submeterem-se amostras com fenétipo CHE2 C5+ e CHE2 C5- a solugdo
de metanol e eletroforese em gel de agar 1,4% (pH 6,7 e 5,3), estas nio apresentaram
nenhuma alteragdio quanto a intensidade das bandas e mobilidade eletroforética (dados

ndo mostrados).



6.0 - DISCUSSAO

6.1 - Experimentos com Tripsina

6.1.1 - Solucgio Inibidora de Proteases (fenil- metil-sulfonil-fluoreto) - (item 5.1.1)

A fim de interromper a reagdo de protedlise da tripsina sobre a BChE, Masson
(comun. pessoal, 1996) adicionou um inibidor de tripsina, no caso a ovomucdide
(SIGMA-TIPO II-O). Com 0 mesmo proposito, utilizamos o inibidor de proteases fenil-
metil-sufonil-fluoreto, cuja concetragdo final foi de 2 x 10> M, cerca de 12 vezes menos
concentrado que o propranolol (inibidor diferencial das variantes da BChE) utilizado em
fenotipagem.

Apds submeter amostras com fendtipo CHE2 C5- a solugdo inibidora de
protease, todos os testes mostraram que ela inibiu a BChE. Uma vez que a amostra
controle com o inibidor e sem tripsina (Figura 1; 2) mostrou a ag¢do do inibidor sobre a
BChE, concluimos que este inibidor, na concentragdo utilizada inibe a BChE, ndo sendo
indicado para estes experimentos. Constatou-se, também, que € desnecessario o uso do
inibidor para a tripsina, desde que esta ndo continua a agir durante a corrida
eletroforética, como ficou mostrado no experimento (Figura 1; 3).

Harris e Wittaker (1961) descreveram uma variante da BChE resistente ao
fluoreto de sodio, denominada de variante F e pertencente ao loco BCHE. Atualmente
sabe-se que ha duas mutages (F1 e F2), determinadas por analise direta do DNA
(Nogueira e cols., 1992), cujas enzimas sdo resistentes ao fluoreto. Em vista disso,
sugerimos que o inibidor de proteases (fenil-metil-sufonil-fluoreto) possa ser de interesse

como inibidor diferencial da BChE. Desconhecemos que haja trabalhos a respeito.



6.1.2 - Efeito da Tripsina sobre a banda Cs

Masson (1991), apos tratar Cs (purificado a partir de plasma) com tripsina,
observou que a banda Cs foi convertida na forma C,. A fim de caracterizar o
comportamento da banda Cys em diferentes condi¢Ges e, a0 mesmo tempo, compara-lo
com o da banda Cs, resolvemos também verificar o efeito da tripsina sobre a banda Cs
ndo purificada, usando plasma.

Os resultados mostraram que a solug@o de tripsina (333 pg/ml), correspondente a
concentragdo de (200 pg/ml) usada por Masson (comun. pessoal, 1996) as vezes parece
levar & pouca diminui¢do da intensidade de Cs, com o aumento do tempo de incubagdo
(Figura 2). Por outro lado, com a solugdo de tripsina mais concentrada (1000 pg/ml) foi
possivel constatar o desaparecimento completo da banda Cs, nos tempos de maior
incubagdo (Figura 2). Masson (1991) afirmou que a banda Cs converteu-se na forma C,
por agdo da tripsina, uma vez que se tratava de Cs purificada. Em nosso experimento, em
virtude de usarmos plasma como fonte de Cs, ndo podemos afirmar que Cs tenha se
transformado em C,, quando tratada com a solugdo mais concentrada de tripsina
(1000 pg/ml), uma vez que ndo podemos isolar a possivel banda C, recém-formada do
conjunto de bandas C, a C, ja presente no plasma. Entretanto, baseando-nos nos
resultados de Masson (1991), sugerimos que Cs tenha se transformado em C,;. Podemos
afirmar que Cs do plasma sofreu o efeito da tripsina.

De inicio, utilizamos o tampdo tris/acido citrico pH 8,1, baseando-nos em
(Figueiredo, 1982), que o utilizou para fazer solu¢do de tripsina. Em seguida, repetimos
0 experimento com o tampdo tris/HCI pH 7,4, por termos entdo tomado conhecimento
de ter sido o tampdo utilizado por Masson (comun. pessoal, 1996). Em relagdo aos
tampdes utilizados (tris/acido citrico pH 8,1; tris/HC] pH 7,4) para preparar as solugdes
de tripsina (333 e 1000 pg/ml), ndo houve resultados diferentes. Em qualquer das duas
solugdes, a tripsina agiu sobre Cs.

A banda Cs tem demonstrado heterogeneidade interindividual em sua intensidade
(Harris e cols., 1963; Lourengo e cols., 1986; Chautard-Freire-Maia e cols., 1991),
podendo apresentar-se desde muito fraca até muito intensa. Por esta razio julgamos

interessante verificar o efeito da tripsina sobre esses dois grupos.



Entretanto, os resultados obtidos, com as amostras testadas, ndo apontaram nenhuma
diferenga entre o fendtipo CHE2 C5+ forte e fraco, apds o tratamento com solugdo de

tripsina (333 e 1000 pug/ml), no que se refere a banda Cs.

6.1.3 - Efeito da Tripsina sobre a banda Cys

Uma vez que foi verificado o efeito positivo da tripsina sobre Cs, em duas
condigdes diferentes, os mesmos procedimentos foram repetidos para verificar o efeito
desta protease sobre a banda Cys.

O resultado do efeito da tripsina sobre a banda Cys foi diferente daquele obtido
para a banda Cs. Ndo houve nenhuma alteragio da banda Cys apds o tratamento em
tempos diferentes de exposi¢do as solugdes de tripsina (333 e 1000 pg/ml). As solugdes
de tripsina preparadas em tampé@o tris/acido citrico (pH 8,1), e em solugdo tampao
tris/HCL (pH 7,4), ndo mostraram efeito diferente sobre a banda Cys.

Também a banda C,s tem demonstrado heterogeneidade interindividual em sua
intensidade (Alcantara e cols., 1995), podendo apresentar-se desde muito fraca até muito
intensa. Com base em sua intensidade podemos ter dois fendtipos: fendtipo CHE2 C5-
com banda C,s fraca, e fendtipo CHE2 C5- com banda C4s forte. Com o mesmo
propdsito, apresentado para Cs (item 6.1.2), amostras com fenétipo CHE2 C5- forte e
fraco, foram submetidas as solugdes de tripsina (333 e 1000 pg/ml). N&o se constatou
nenhuma diferenga entre os dois grupos, apds o tratamento com tripsina.

Masson (comun. pessoal, 1995), utilizando soro total, verificou uma banda
eletroforética da BChE associada & alfa-2-macroglobulina (BChE - a2ZMG). O mesmo
verificou que a tripsina age sobre a banda C, e sobre o complexo BChE - a2MG. Com o
aumento do tempo de exposi¢do, estas duas bandas vdo desaparecendo, a0 mesmo
tempo em que as bandas formadas s6 por BChE (monomero G, dimero G; e trimero Gs)
vao aumentando de intensidade. Infere-se que estas trés ultimas bandas vdo aumentando
as expensas de C,, BChE - a2 MG e C,, apds o tratamento com tripsina.

Em vista do exposto, podemos dizer que a banda C4s no € um conjugado de C,

com albumina (C;), assim como ndo € BChE associada a a2MG.



6.2 - Experimentos com Cloreto de Sédio

6.2.1 - Efeito do Cloreto de Sodio sobre a Banda Cs

Masson (1991), ao submeter Cs a altas concentragdes de solugdo salina (NaCl;
1,5 a 4 M), verificou que o complexo Cs se dissociava em C, e substincia “X”. Isto
indicou que esta associagio se faz através de ligacSes predominantemente nio
covalentes, isto €, ionicas. Com base neste fato, resolvemos verificar o comportamento”
da banda Cs apds o tratamento com solugdo salina em altas concentragdes, para nos
servir como um controle de comparagéo para os experimentos com Cys, nas mesmas
condi¢es,

Quando Cs foi submetida a altas concentragdes de solucdo salina (1 a 3 M), ndo
houve dissociacdo do complexo Cs. O mesmo resultado ocorreu em relagdo aos grupos
com fendtipo CHE2 C5+ forte e CHE2 C5+ fraco.

Tivemos duas duvidas que nos impossibilitaram de concluir em definitivo, neste
estagio dos experimentos. Havia uma duvida em relagdo a estarmos trabalhando com
individuos heterogéneos em relagdo ao complexo Cs, sendo que as unicas duas amostras
testadas pudessem estar tendo comportamento diferente do esperado. Assim sendo,
amostras de individuos diferentes foram submetidas a solugdo salina saturada
(aproximadamente 4 M). Com este experimento, esperavamos verificar a dissocia¢do do
complexo Cs, em alguns dos plasmas, fendmeno que também néo ocorreu.

A outra duvida seria com relagdo a banda observada e interpretada como Cs.
Nao seria a banda Cys, que nestas condigdes de tratamento, estaria com a mobilidade de
Cs, enquanto Cs ja teria desaparecido pelo efeito da solugdo salina? Em vista disso,
nestas condi¢des de pH (6,7), também foi feita a corrida eletroforética de amostras de 3
individuos CHE2 C5-. Demonstrou-se que a banda C4s ndo aparece, nestas condi¢des,
como esperado para as amostras sem tratamento com salina. Assim, podemos concluir
que a banda observada na posi¢cdo de Cs € ela propria. Quando as amostras foram
submetidas diretamente ao sal (NaCl), nos pareceu que a intensidade da banda Cs se
apresentou mais fraca em relagdo ao controle. Este resultado sugere que o complexo Cs
ésteja comegando a se desfazer. Masson (1991) ndo descreve os procedimentos adotados
no tratamento de Cs com altas concentragdes de solugdo salina (1,5 a 4M). Inferimos

que ele utilizou Cs apds isolamento a partir de soro ou plasma. No nosso caso,
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utilizamos o proprio plasma. E possivel que, em nossas condi¢des, Cs fique mais
protegido da agdo do sal. Talvez, a partir do isolado de Cs, pudéssemos verificar
dissociagdo clara do complexo Cs, quando este fosse submetido a altas concentragdes de
solucdo salina,

6.2.2 - Efeito do Cloreto de Sédio sobre a banda Cy;s

Os efeitos de sal (solugdo ou puro) sobre a banda Cy/s parecem ter sido iguais aos
apresentados sobre a banda Cs. Isto é, apenas os experimentos com o sal puro pareceram
ter tido um efeito muito leve sobre estas bandas. Como ndo obtivemos um efeito
claramente positivo sobre Cs, que seria nosso controle, nio podemos tirar uma conclusio
definitiva a respeito do efeito de solugdes saturadas de NaCl sobre a banda Cyys.

Portanto, sugerimos que somente a partir do tratamento do isolado de Cys com
altas concentragGes de solugdo salina, talvez possamos inferir o tipo de ligagdo
predominante entre a associagdo da BChE com a suposta substancia “Y” (Souza, 1995).

Podemos talvez inferir que Cs € bem mais estavel no plasma ou soro do que
quando isolado deste, frente a altas concentragdes de NaCl. No que se refere ao
comportamento de Cs frente a tripsina, o plasma ndo parece ter oferecido protegdo

suficiente para a manuteng@o do complexo.

SIBLIOTECA DEEIENEIAS 10U AGICAS | UFFR

6.3 - Experimento com Metanol

6.3.1 - Efeito do Metanol sobre as bandas Cs e Cy5

Ha relatos da unido fisica da BChE com lipoproteinas, como a LDL (Lawrence e
Melnick, 1961) e HDL (Ryhinen e cols., 1982). Ohkawa e cols. (1988) comentam que a
fosfolipase C/D desfaz o complexo Cs. Masson (1991) relata que Cs tem um carater
hidrofébico, ligando-se a derivados de acidos graxos de cadeia longa. Sabemos que o
metanol é capaz de separar proteinas de lipideos (Hanahan, 1992), e que provavelmente
ndo inibiria a BChE, na molaridade utilizada (0,5 M), com base em inferéncia feita a

partir de trabalho de Todrich e cols. (1950). Assim, resolvemos verificar se a solugdo de
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metanol teria efeitos sobre a mobilidade e resolugdo de Cs e Cyss.

Podemos concluir que, nas condi¢des em que realizamos os experimentos, nio
observamos qualquer mudanga no comportamento de Cys e Cs. Foi verificado, em nosso
laboratério, que Cys se destaca melhor quando o plasma € diluido de 1:1 em agua ou
solugdo salina (Souza e cols., 1993). Se este procedimento esta separando Cys de outra
substdncia, esta deve ser solivel em agua. No caso de lipideos, os unicos com esta

propriedade sdo os fosfolipideos.



7.0- CONCLUSOES

1) A solugdo inibidora de proteases (fenil-metil-sulfonil-fluoreto), utilizada no
experimento para inibir a tripsina, também inibiu a butirilcolinesterase. Entretanto,
demonstrou-se que este tratamento ndo € necessario, uma vez que a tripsina ndo

continua a agir sobre a BChE durante a corrida eletroforética.

2) Foi possivel verificar o desaparecimento da banda Cs sob o efeito da tripsina,
em diferentes condi¢des. Entretanto, como ndo podemos isolar a possivel banda C,
recém-formada do conjunto de bandas C,;-C4 presentes no plasma, sugerimos que Cs foi

convertida na forma C,, baseando-nos nos resultados obtidos por Masson (1991).

3) Quanto ao comportamento da banda Cys, apds o tratamento com tripsina nas
mesmas condi¢cdes aplicadas para a banda Cs, ndo houve nenhuma alteragdo. Este
resultado nos permite concluir que a banda C,/s ndo é a banda C, (conjugado de C; com
albumina), como também ndo é BChE associada & a-2-macroglobulina, uma vez que

estes dois complexos sofrem a agé@o da tripsina.

4) Nio se verificou a influéncia de altas concentragdes de cloreto de s6dio sobre
o complexo Cs e Cys do plasma total. Sugere-se que se utilize isolado de Cyss, caso se
queira inferir quais as ligagdes predominantes na associagdo de BChE com a substancia
66Y!9.

5) O tratamento com solugdo de metanol ndo mostrou nenhuma alteragdo no
comportamento das bandas Cs e Cys, nas condicdes do presente trabalho, no que se

refere a resolugdo e mobil}dade dessas bandas.
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