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RESUMO

A Butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) € uma esterase sérica produzida
principalmente no figado e amplamente distribuida pelo organismo. Sua funcao
fisiolégica e substrato natural ainda sdo desconhecidos porém ha estudos que
sugerem que possui papel no metabolismo lipidico e associacdo com IMC, razdo
cintura-estatura, circunferéncia de cintura, peso e obesidade. No plasma, a BChE
pode ser encontrada na forma de monémeros (G1), monémero ligado a albumina
(G1-A), dimeros (G2), trimeros (G3) e tetrameros (G4). Pode ser encontrada
associada a um produto desconhecido do locus CHEZ2, formando dois fendtipos,
CHE2 C5+ e CHE2 C5-, caracterizados, respectivamente, pela presenca e auséncia
da banda Cs. Codificada pelo gene BCHE (30926.1-g26.2) que possui mais de 65
variantes descritas, das quais -116A e a A539T (1615A, K) sdo duas das variantes
mais frequentes e que estdo em desequilibrio de ligacao, preferencialmente na
conformacao cis. Este trabalho avaliou o efeito de variantes da BChE em parametros
bioquimicos e antropométricos de mulheres obesas participantes de uma
intervencao dietética de restricdo (2500 kJ/dia, por 8 semanas). Participaram dessa
intervencdo 147 mulheres obesas, de idade 220, IMC = 29,9, pré-menopausa, nao
gravidas, ndo lactantes. Foram coletados dados antropométricos e sangue, para
parametros bioquimicos (colesterol total, triglicerideos, LDL e HDL), antes e depois
da intervencdo. Foi realizada a afericdo da atividade da BChE, fenotipagem do locus
CHEZ2, analise das formas moleculares da BChE e genotipagem para as variantes -
116A e K. Apos a intervencéo foi verificada a diminuigéo significativa das médias do
IMC, circunferéncia de cintura e abdominal. As frequéncias fenotipicas do locus
CHE2 e as alélicas dos sitios -116 e 1615 ndo diferiram de outras amostragens em
Curitiba. A atividade enzimética antes da intervencdo se mostrou maior do que de
mulheres ndo obesas e depois da intervencdo essa atividade se igualou a de
mulheres ndo obesas. A banda G4 foi a Unica que sofreu alteracbes em sua
atividade relativa, sendo que o fen6tipo CHE2 C5+ atuou como efeito protetor da
atividade, pois mulheres CHE2 C5+ nédo sofreram diminuicdo na média da atividade
plasmatica ou da banda G4. Apés as genotipagens serem feitas, foi possivel
observar que mulheres usuais/usuais e com a presenca da -116A/K diminuiram
todos os parametros antropométricos, ao contrario daquelas portadoras da mutacéo
K. Desse modo, quando a variante K esta sozinha as mulheres tiveram uma

dificuldade maior em emagrecer sendo que os dados antropométricos diminuiram



menos do que dos outros dois genotipos, provavelmente devido a desestabilizagéo
do tetrdmero que estaria atingindo outras vias metabdlicas, diminuindo portanto a
resposta a intervencéo.Analise da atividade de portadoras da variante -116A antes e
apos a intervencao sugere que ha inicialmente uma diminuicdo da atividade a um
nivel minimo para manter as funcg@es fisiolégicas da BChE, pois quando estava
presente ndo foi possivel observar uma diminuicdo da atividade e as homozigotas
usuais para os dois sitios (-116 e K) igualaram seus dados aos das portadoras -
116A.

Palavras chave: Obesidade, Butirilcolinesterase, Intervencdo Dietética, variante Kk,
variante -116, locus CHEZ2, formas moleculares BChE.



ABSTRACT

Butyrylcholinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) is a serum esterase produced in the liver
and widely distributed in the organism, despite the fact that its physiological function
and natural substrate is still unknown, there are studies which suggest that BChE has
a role in lipid metabolism and its associated with BMI, waist-height ratio, waist
circumference, weight and obesity. In plasma, BChE can be found in the form of
monomers (G1), monomers associated with albumin (G1-A), dimers (G2), trimers
(G3) and tetramers (G4). Can be associated with an unknown protein from locus
CHEZ2, resulting in two phenotypes, CHE2 C5+ and CHE2 C5-, characterized by the
presence and the absence of Cs band. Codified by BCHE gene (3g26.1-g26.2),
which has more than 65 variants described, where -116A and A539T (1615A, K) are
the two most frequent variants and are in linkage disequilibrium, preferentially in cis.
This study evaluated the effects of BChE variants and biochemical and
anthropometrical parameters in obese women participants of an energetic restriction
diet intervention (2,500 kJ/day, for 8 weeks). Participated in this intervention 147
obese women, age = 20, with BMI = 29.9, pre menopause, non-pregnant, non-
lactating. Anthropometrical and blood sample, for biochemical parameters (total
cholesterol, triglycerides, LDL and HDL) were collected before and after intervention.
BChE activity measurement, locus CHE2 phenotyping, molecular forms analysis and
genotyping for the -116A and K variants were made. After intervention it was verified
a significant decrease in means of BMI, abdominal and waist circumference. Locus
CHE2 phenotypic frequencies and -116 and 1615 sites frequencies did not differ from
another sampling in Curitiba. Enzymatic activity before and after intervention showed
higher than non obese women and after intervention this activity equaled to the non
obese women. G4 band was the only which suffered a decrease in its relative
activity, being that the CHE2 C5+ phenotype showed a protective effect for activity,
because CHE2 C5+ women did not suffered a decrease in mean plasmatic BChE
activity or in the activity of G4 band. After genotyping, it was possible to observe that
usual/usual and -116A/K women decreased all anthropometrical parameters, unlike
as the K carriers. This way, when variant K is the only present, women presented a
higher difficulty to lose weight, and anthropometrical parameters decreased less than
the other genotypes, probably due to the destabilization of the tetramer, which would
affect another metabolic network, decreasing the response to the dietetic

intervention. BChE activity analysis in -116A variant before and after intervention
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suggest that when this variant is present, it sets BChE activity to its minimum values
to keep with its physiological functions, because after intervention it was not possible
to see a decrease in BChE activity and usual/usual women decreased their activity

equating its data to -116A carriers.

Key words: Obesity, Butyrylcholinesterase, Dietetic intervention, variant -116A,

variant K, locus CHE2, BChE molecular forms.



1. INTRODUCAO

Obesidade pode ser definida como um acumulo de tecido adiposo que pode
causar problemas de saude como doencas cardiovasculares, diabetes do tipo 2,
hipertensdo, derrames, osteoartrite, apnéia durante o sono e alguns tipos de
canceres. Ela é medida pelo indice de Massa Corporal (IMC), havendo evidéncias
do aumento progressivo de comorbidades com o aumento do IMC (WHO, 2011; NIH,
1998).

A obesidade tem uma origem complexa que compde fatores genéticos,
comportamentais e ambientais. Fazem parte do seu desenvolvimento o padréo de
dieta e a frequéncia de atividade fisica, pois um maior consumo calérico em relacao
ao gasto, aliado a predisposicao genética levam a um aumento do IMC (WHO, 2011,
IBGE, 2010; BRAY et al, 2004; NIH, 1998). A genética da obesidade € um campo
que estd sendo amplamente estudado e ja foram identificados varios genes
relacionados a obesidade e aumento do IMC, metabolismo lipidico, adipogénese,
apetite e gasto energético (DERAM et al, 2009; NAKAMURA et al., 2000; LEE et al.,
2006; MAMMES et al., 1998; VAZQUEZ et al., 2007; CHEN et al., 2007).

A maior disponibilidade e consumo de alimentos ricos em agucares e
gorduras e a diminui¢édo das préticas de atividade fisica tem auxiliado no aumento da
prevaléncia da obesidade na sociedade. As estratégias de prevencdo incluem a
reeducacdo alimentar visando um aumento de ingestao de frutas, vegetais, peixes e
limitando comidas com gorduras, acucares e equilibrio entre ingestdo e gasto com a
inclusdo da pratica de atividade fisica (KUMANYIKA, JEFFERY et al., 2002).
Segundo pesquisas do IBGE, a obesidade vem mostrando um aumento em sua
prevaléncia no Brasil, onde nos 34 anos de pesquisa 0 excesso de peso e a
obesidade aumentaram como mostra a Figura 1 (IBGE, 2010). O mesmo padrdo se
observa no cenario internacional (NIH, 1998; OGDEN et al, 2007; IBGE, 2010).
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Figura 1: Estudo do IBGE da evolucdo da obesidade na populacéo brasileira

com mais de 20 anos nos ultimos 34 anos.

Um dos genes que mostrou correlacdo com a obesidade e metabolismo
lipidico € o gene BCHE que esta localizado no braco longo do cromossomo 3
(3926.1; 3026.2), possui 64.559pb distribuidos em 4 éxons e codifica a
butirilcolinesterase (BChE), uma esterase sérica com 574 residuos de aminoacidos.
Apesar da funcao fisiologica da BChE ndo ser bem definida, ha trabalhos que
sugerem associacao com o metabolismo lipidico, obesidade, IMC e peso (KUTTY et
al, 1977; CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al, 1991; ALCANTARA et al, 2001, 2003;
SOUZA et al 2005a; FURTADO-ALLE et al, 2008).

Rubinstein et al.(1978) foram os primeiros a descrever a variante K (A539T)
do gene BCHE, que é definida como uma mutacdo de ponto no éxon 4 que causa
uma substituicdo, na posicdo 539 do peptideo, de uma alanina (GCA) para uma
treonina (ACA). Altamirano et al. (2000) demonstraram que a homozigose da
variante K néo interfere na atividade enzimética ou na formacéo de tetrameros da
BChE. Furtado-Alle et al. (2008) demonstraram que ha alteracdo na atividade da
BChE quando a variante K esta associada com a mutacdo -116A (Furtado-Alle et al,
2008). A mutagdo -116 se encontra no éxon 1 e é caracterizada por uma
substituicdo do cédon TGC para TAC, apresentando relagdo com uma atividade
enzimatica diminuida em individuos com e sem obesidade (BARTELS, VAN DER
SPEK et al, 1990; FURTADO-ALLE et al, 2008).

A BChE também pode estar associada a produtos do locus CHE2 formando

uma banda eletroforética extra (Cs) que condiciona dois fenétipos possiveis CHE2
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C5+ e CHE2 C5- que sao identificadas, respectivamente, pela presenca ou auséncia
da banda Cs (Harris et al, 1962; Chautard-Freire-Maia et al, 1991). Ha estudos que
evidenciam que o metabolismo anormal de lipidios, diabetes, aumento dos
parametros bioquimicos lipidicos, excesso de acidos graxos e a obesidade estdo
relacionados com o aumento da atividade da BChE (CHAUTARD-FREIRE-MAIA et
al, 1991; KUTTY, 1980; KALMAN et al, 2004). Harris (1980) constatou que
individuos fendtipo CHE2 C5+ possuiam atividade da BChE 30% maior que o
fenotipo negativo e Chautard-Freire-Maia et al (1991) indicaram uma relagdo entre o
fendtipo CHE2 C5- e a obesidade. Posteriormente foi verificada relagdo positiva
entre CHE2 C5+ banda fraca, atividade da enzima e peso; no fenétipo com banda
forte ndo foi encontrada essa relacdo, sendo que os individuos de banda forte
possuiam peso e IMC mais baixos (CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al, 1991,
ALCANTARA et al, 2001).

Com base nos estudos que mostram associacdo entre BChE e obesidade, o
objetivo do presente estudo é investigar o efeito de intervencédo dietética para
reducdo de peso em mulheres obesas, levando em conta variacbes da
butirilcolinesterase, tais como: atividade enzimatica; formas moleculares; locus
CHE2 e variantes —G116A e A539T (variante K) do gene BCHE.



2. JUSTIFICATIVA

Diversos estudos (HARRIS et al, 1962; KUTTY et al, 1977; CHAUTARD-
FREIRE-MAIA et al, 1991; ALCANTARA et al, 2001; KUMANYIKA, JEFFERY et al.,
2002; ALCANTARA et al, 2001, 2003; SOUZA et al 2005a; FURTADO-ALLE et al,
2008) evidenciam que o produto do gene BCHE e do locus CHE2 atuam nos
mecanismos fisiopatologicos da obesidade, sintese de lipideos e valores de IMC.

O presente estudo pretende investigar o papel da BChE na resposta a uma
intervencdo dietética em mulheres obesas. Nesta investigacdo serdo avaliados
polimorfismos do gene BCHE, fenotipagem do locus CHEZ2, atividade enzimética e
formas moleculares da BChE em mulheres obesas submetidas a uma intervencéo
dietética. Considerando que as varidveis a serem analisadas ja foram
correlacionadas a fatores associados a obesidade em diversos estudos, esses
dados serdo analisados conjuntamente com dados de varidveis antropométricas,
clinicas e bioquimicas, visando identificar respostas diferentes frente a intervencéo
dietética.

Desse modo, a hipétese a ser testada no presente estudo considera que
essas variacbes da BChE exercem um efeito na resposta a intervencao dietética
para reducdo de peso em mulheres obesas, a ser avaliado por meio da analise de

variaveis antropomeétricas, clinicas e bioquimicas relacionadas a obesidade.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito de intervencéo dietética para reducédo de peso em
mulheres obesas, em relacdo a variacdes da butirilcolinesterase, tais
como: atividade enzimatica; formas moleculares; locus CHE2 e
variantes —G116A, A539T (variante K).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Genotipar os polimorfismos —G116A e A539T (variante K) do gene
BCHE em mulheres obesas adultas submetidas a intervencéo dietética
para reducéo de peso.

Medir a atividade da BChE antes e ap0s a intervencgéao dietética.

Avaliar as formas moleculares da BChE antes e ap0s a intervencéao
dietética.

Comparar o efeito da intervencdo dietética para a reducdo de peso
sobre variaveis antropométricas (peso, estatura, IMC, circunferéncia
abdominal, razdo cintura estatura), clinicas (pressédo arterial) e
bioguimicas (colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL,
triglicerideos, glicemia de jejum) em relacdo as variacdes da BChE.
Investigar o papel do locus CHE2 na resposta a intervencéo nutricional
em adultas obesas.

Calcular as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos

estudados e compara-las com dados da literatura.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 COLINESTERASES

As colinesterases sdo enzimas que hidrolisam ésteres de colina sendo
representada pela acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). A AChE
também pode ser chamada de colinesterase verdadeira, pois realiza a reacdo de
hidrolise da acetilcolina nas sinapses, e ha estudos que indicam que ela possui
funcdes extra-colinérgicas (BALASUBRAMANIAN, 1984; GREENFIELD, 1984 e
GRIFMAN et al., 1998).

A BChE, também chamada de pseudocolinesterase, é produzida pelas células
hepaticas, pode ser encontrada no muasculo liso, plasma, pancreas, adipdcitos, pele,
coracdo e massa branca cerebral (WESCOE et al., 1947). Sua sintese em adip6citos
humanos foi sugerida em 1998 (POPOVIC et al., 1998). Tem capacidade de
hidrolisar desde acetilcolina até heptanoilcolina e possui uma maior eficacia para
butirilcolina. Sua funcdo e substratos naturais ainda permanecem desconhecidos,
porém existem estudos que associam a BChE a protecdo a acetilcolinesterase e ao
metabolismo de lipidios (KUTTY, 1980; WHITTAKER, 1980; WHITTAKER, 1986 e
CWIERTNIA et al., 2010).

Em sua composi¢do, AChE e a BChE tem similaridade de 53% sendo a
regido do sitio ativo bem conservada (SCHUMACHER et al., 1986; LOCKRIDGE et
al.,, 1987a) e as semelhangcas com outras esterases, lipases, tiroglobulinas e
proteinas de adesdao celular sugerem que AChE e BChE podem apresentar funcées
biol6gicas variadas (BALASUBRAMANIAN e BHANUMATHY, 1993; WEITNAUER et
al., 1998).

4.2 BUTIRILCOLINESTERASE (BChE)

A BChE pode se apresentar em diversas formas moleculares, classificadas
pelo padrdo eletroforético em C,;, C,, Csz, C4 (HARRIS et al., 1962). C; é um
mondmero, C, é o mondmero ligado a albumina, C3 € o dimero e C4 € um tetramero
formado por dimeros de dimeros e a forma mais abundante no plasma. Os
mondmeros dos dimeros séo ligados entre si por ligacao dissulfeto entre os residuos
Cys571 e as interagBes entre dimeros, para formacdo do tetrAmero, € feita através
de interagBes ndo covalentes, e mais recentemente foi descoberto um peptideo rico

em prolinas que esta associado ao tetrdmero, possivelmente a sua estabilizagéo,
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esquematizado na figura 2. (LOCKRIDGE et al., 1979; 1987b; LOCKRIDGE e LA
DU, 1982; MASSON, 1989; LI et al., 2008; PAN et al., 2009; BENYAMIN et al.,
2011).

Figura 2: Desenho esquematico obtido por Simulagcdo Dindmica Molecular do
tetrametro da BChE. (a) Vista de cima onde A, B, C e D correspondem a mondmeros
idénticos, e em azul no centro o peptideo rico em prolina. (b) e (c) esquema com
vista lateral do tetramero, e em azul no centro o peptideo rico em prolina (PAN et al.,
2009).

Masson (1989) sugeriu outra nomenclatura para a classificacdo segundo o
padrdo eletroforético, onde as diferentes formas séo agrupadas em G1, G1-ALB, G2,
G3 e G4. G1 corresponde a C1 (forma monomérica), G1-ALB corresponde a C2
(monémero ligado a albumina), G2 corresponde a forma C3 (dimero), G4 a C4
(tetramero) e a denominacdo G3 se da ao padrdo intermediario entre C3 e C4
correspondente ao trimero (MASSON, 1989).



O mondmero da BChE possui 574 aminoacidos e nove cadeias laterais de
oligossacarideos ligados em 9 asparaginas, seu peso molecular € de 85.534 Da e
ndo ha diferenca nas moléculas que formam os tetrameros (LOCKRIDGE et al.,
1987b). Ele possui um sitio anidnico periférico de ativacdo de substratos e duas
regibes de ligacdo de substrato: (1) Asp70 e Tyr332 localizadas no sitio anidénico
periférico e (2) Trp82 no sitio ativo, e sdo conectados pela alga 6mega (Q), formada
pelos aminoé&cidos 65 a 92 e o sitio ativo € a Ser198 (MASSON et al., 2001).

O gene BCHE se encontra no brago longo do cromossomo 3 (30g26.1-g26.2),
possui 64.558 kb e 4 éxons (2.445 pb), como mostra o esquema da figura 3. Como a
enzima final possui 574 residuos aminoacidos, isto indica que apenas 1.722 pb
estdo sendo traduzidos em proteina, os outros 722 pb néo traduzidos fazem parte do
éxon 1 e inicio do éxon 2 e ao final do éxon 4. O éxon 1, apesar de ndo ser
traduzido, possui dois possiveis sitios de inicio de tradugéo nos cédons -69 e -47, o
éxon 2 possui 83% de toda a enzima incluindo sitio ativo, regido N-Terminal e um
terceiro possivel sitio de inicio de traducdo no cédon -28, o éxon 3 tem 167
nucleotideos e o éxon 4, com 604 pb, traduz a extreminade C-Terminal da proteina e
a regidao 3’'UTR (NCBI, acessado em 21/09/2011).

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4
149 pb 1525 pb 167 pb 604 pb

4+l ]

Figura 3: Desenho esquematico do gene BCHE com a distribuicdo dos éxons

e introns. A regido hachurada corresponde a sequéncia traduzida em proteina.

A BChE é considerada uma enzima polimorfica e sua variacao foi identificada
em pacientes que apresentavam apnéia e paralisia muscular quando submetidos a
doses fisiologicas do relaxante muscular succinilcolina (KALOW e GENEST, 1957)

Neste estudo serdo genotipados os polimorfismos: -116 (G—>A) e 1.615
(GCA>ACA).

A mutagdo 1615A (GCA->ACA; SNP rs1803274), também conhecida como
variante K (A539T), se encontra no éxon 4 e originalmente foi associada a uma
diminuicdo no numero de moléculas circulantes em 33% (RUBINSTEIN et al., 1978).

E caracterizada por uma mutacdo de ponto de guanina para adenina no nucleotideo
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1615 (G—>A), levando uma substituicdo de Ala 539 por Thr (BARTELS et al., 1992).
Altamirano et al., (2000) demonstraram que essa mutacdo nao apresenta nenhum
efeito na atividade ou estrutura da enzima, e quando comparada a enzima selvagem
nao ha diferenca de afinidade com substrato, taxa de catalise, secrecao da célula ou
na formacao de tetrameros.O alelo A539T é um dos alelos mais frequentes entre as
variantes ndo usuais da BChE com frequéncia de 12,8% em populacdo norte-
americana (BARTELS et al., 1992), 19,6% em populacdo escocesa (GAFFNEY e
CAMPBELL, 1994), aproximadamente 17% em populagdes japonesas (SHIBUTA et
al., 1994; 1IZUMI et al., 1994) , 18% em populacdo dinamarquesa (JENSEN et al.,
1996) e 18,4% e 17,1%, em Euro-Brasileiros e Afro-Brasileiros, respectivamente
(SOUZA et al., 1998).

O sitio da mutacdo -116A (SNP rs1126680) se encontra no éxon 1, tem
frequéncia de cerca de 8% em populacdo norte-americana (BARTELS et al., 1990),
em euro-brasileiros (FURTADO-ALLE et al.,, 2008) e em indios Guarani do Mato
Grosso do Sul (NUNES et al., 2008). Esta associada a uma diminuicdo da atividade
da BChE em pessoas obesas, ndao obesas ( FURTADO-ALLE et al., 2008) e em
indios Guarani do Mato Grosso do Sul (NUNES et al., 2008).

As duas variantes do gene BCHE descritas acima estdo em desequilibrio de
ligacdo, sendo encontrados preferencialmente na conformacéo cis (BARTELS et al.,
1990).

4.3 LOCUS CHE2

Em eletroforese bidimensional em gel de &gar, além das bandas C; a C4 foi
observado uma quinta banda denominada Cs, que foi encontrada em apenas 4,6%
da amostra e o locus responsavel pelo aparecimento dessa banda foi chamado de
CHE2 (HARRIS et al., 1962). Os alelos CHE2*C5+ e CHE2*C5- sdo responsaveis,
respectivamente, pela presenca e auséncia da banda Cs (HARRIS et al.,, 1962;
1963). Em Curitiba o fen6tipo CHE2 C5+ foi encontrado com frequéncia de 10,3%
(CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al.,, 1991). Sugimori (1986) demonstrou que o
fendtipo CHE2 C5+ é menos sensivel a succinilcolina e Harris (1980) relatou que
individuos CHE2 C5+ apresentam uma atividade enzimatica da BChE cerca de 30%
maior do que os individuos CHE2 C5- (SUGIMORI, 1986; HARRIS et al., 1980).

Ha estudos que correlacionam a estabilizacdo do tetrdmero com uma cadeia
rica em prolina da lamelipodina (LI et al., 2008; PAN et al., 2009; BENYAMIN et al.,
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2011), e por essa proteina compartilhar a mesma regido cromossdémica (2933), h4 a
hipétese que o fendtipo CHE2 C5+ € conferido por variantes no gene da

lamelipodina.

4.4 BChE E OBESIDADE

O organismo humano armazena energia através do tecido adiposo. Os
lipideos s&@o substancias hidrofébicas, necessitando estar associados a
carregadores com maior afinidade pela agua formando um complexo lipoproteico.
Existem cinco tipos de lipoproteinas classificadas conforme sua densidade:
quilomicrons; lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL); lipoproteinas de
densidade baixa (LDL); lipoproteinas de densidade alta (HDL) e de densidade muito
alta (VHDL). Sua densidade muda conforme a quantidade de proteina e lipideos,
onde em uma maior propor¢do de proteina a densidade € maior.

Jé foi relatado traco de atividade de BChE no LDL (LAWRENCE e MELNICK,
1961); Kutty e Acharya (1972) relataram uma desestabilizacdo do LDL através do
uso de inibidores de BChE e foi proposto que o LDL seria composto de pré-LDL
ligado com a BChE (KUTTY e ACHARYA, 1972; KUTTY et al., 1973). Kutty et al.
(1977) observaram em um precipitado de LDL que a atividade da BChE é
diretamente proporcional & quantidade de LDL e confirmaram a participacdo das
BChE na sintese de lipoproteinas, em um estudo com camundongos tratados com
inibidor de BChE que apresentavam diminuicdo de LDL e aumento de HDL (KUTTY
et al., 1977).

Outros estudos observaram um aumento significativo da atividade enziméatica
da BChE em pacientes com hiperlipidemia, indicando uma rela¢cdo da BChE com a
sintese lipoproteica (KALMAN et al., 2004). Em trabalho com adiposidade superficial,
foi encontrada uma relacdo positiva entre a gordura subcutédnea e a atividade da
BChE (HUTCHINSON et al., 1951). Chu et al. (1978) relataram atividade aumentada
no precipitado de LDL em individuos hiperlipémicos, e observaram um aumento de
atividade da BChE conforme o aumento de LDL, colesterol e triglicerideos no soro e
no precipitado de LDL, resultando na hipotese de que parte da BChE fica no soro e
parte associada ao LDL (CHU et al., 1978).

Ha trabalhos que indicam relacdo da BChE e locus CHE2 com sindrome
metabdlica (ALCANTARA et al.,, 2005) e diabetes (KUTTY et al.,, 1981). Dentro

destas predisposi¢cdes a variante K em heterozigose com o alelo usual causa um
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aumento consideravel nos valores médios de gordura subcutanea e IMC. Como ha
associacdo da BChE na proliferacdo e diferenciacdo celular, h4 hipoteses que
relacionam as variantes no locus BCHE ao IMC assim como fendétipos da BChE que
alteram a proliferacao celular o que diretamente esta relacionado ao IMC (SOUZA et
al., 2005a).

Segundo Randell et al. (2005) a sindrome metabdlica esta associada a altos
niveis de atividade da BChE, onde ha um aumento na resisténcia insulinica e
aumento da predisposicdo para doencas coronarianas, pelo aumento da
concentracdo de triglicerideos, sintese de LDL, circunferéncia abdominal,
hiperlipemia e diminuicdo de HDL. Ha ainda a hipotese de alteracdo conformacional
da BChE por hiperlipidemia, o que levaria ao aumento da atividade (RANDELL et al.,
2005; KALMAN et al., 2004).

Os efeitos de hiperlipidemia e sindrome metabdlica relacionados a BChE
podem ser classificados de duas maneiras: de maneira direta, envolvendo
expressdo, sequéncia de aminoacidos e atividade da BChE e/ou indiretamente,
guando sua atividade esta associada a acdo de outros alelos levando a
predisposicdo a doengas coronarianas, dislipidemia, figado gorduroso e resisténcia
insulinica. Benyamin et al. (2011) identificaram loci que estdo associados a atividade
da BChE, sendo que trés deles se encontram préximos ao BCHE, um em cada um
dos seguintes loci: ABI2-RAPH1; RNPEP; UGT1A, e uma regido intergénica no
cromossomo 8. Estas situacbes sao reforcadas pelas interacbes ambientais
incluindo a dieta e pratica de atividade fisica (BENYAMIN et al., 2011; KUMANYIKA,
JEFFERY et al., 2002).

Segundo Chautard-Freire-Maia et al. (1991) e Alcantara et al. (2005) existe
uma relacdo entre os fenétipos do locus CHE2 e a obesidade, onde os fenétipos
CHE2 C5- apresentavam forte associacdo com sindrome metabdlica, enquanto em
individuos CHE2 C5+ de banda forte apresentavam um valor significativamente mais
baixo para as médias de peso. Individuos que possuiam o fenétipo CHE2 C5+
apresentavam uma atividade até 25% maior do que individuos com o fenétipo CHE2
C5-, independentemente da presenca de sindrome metabdlica, indicando que a
atividade aumentada da BChE, sozinha, ndo indica um fator de risco para a
sindrome metabdlica (CHAUTARD-FREIRE-MAIA et. al, 1991; ALCANTARA et al.,
2005).
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4.5 OBESIDADE

A obesidade pode ser classificada como uma doenca poligénica, pois ja foi
descrito que ha genes envolvidos no ganho e producéo de lipideos e multifatorial,
pois 0 meio também atua em seu desenvolvimento, dependendo dos habitos
alimentares e regularidade de préatica de atividade fisica. Pode ser caracterizada por
um desequilibrio energético no organismo, aumentando a estocagem de gordura
(FROGUEL et al., 2000). A obesidade pode causar problemas de saude como
doencas cardiovasculares, diabetes do tipo 2, hipertensdo, derrames, osteoartrite,
apnéia durante o sono e alguns tipos de canceres. Ela é medida pelo indice de
Massa Corporal (IMC) e se apresenta em varias classificacdes (Tabela 1), havendo
evidéncias do aumento progressivo de comorbidades com o aumento do IMC (WHO,
2011; NIH, 1998).

Tabela 1. Classificagcao de adulto conforme o IMC (WHO 2011).

Classificacao IMC Risco de comorbidades
Normal 18,50 - 24,99
Pré obeso 25,00-29,99 Aumentado(Baixo)
Obeso classe | 30,00-34,99 Moderado
Obeso classe Il 35,00-39,99 Grave
Obeso classe Il 240,00 Muito Grave

Além do componente genético, ha fatores ambientais que modulam a
gravidade e grau da obesidade. Entre esses fatores, os que mais se destacam sdo
estiio de vida e dieta, sendo a base da obesidade a ingestdo de alimentos
hipercaloricos e a falta de atividade fisica. As populacées urbanas vém sofrendo
com a prevaléncia da obesidade por causa da disponibilidade cada vez maior de
alimentos ricos em gorduras, carboidratos e acucares, associada a falta de habito da
pratica de atividades fisicas. Isso leva a uma diminuicdo do gasto energético que é
entdo armazenado no organismo na forma de adipdcitos, caracterizando a
obesidade (WHO, TECHNICAL REPORT SERIES, 2003; KUMANYIKA, JEFFERY et
al., 2002).

Segundo pesquisas do IBGE, a prevaléncia da obesidade vem mostrando um

aumento no Brasil, em 34 anos de pesquisa no género masculino o excesso de peso
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aumentou de 18,5% para 50,1% e a obesidade de 2,8% para 12,4%; no género
feminino o excesso de peso aumentou de 28,7% para 48,0% e a obesidade de 8%
para 16,9% (IBGE, 2010). O mesmo padrdo é observado no cenario internacional
(NIH, 1998; OGDEN et al., 2007; IBGE, 2010).

J&4 foram identificados mais de 600 genes, marcadores e regides
cromossOmicas relacionadas a obesidade e aumento do IMC, metabolismo lipidico,
adipogénese, apetite e gasto energético. Sendo que recentemente ja foram descritas
69 mutacdes distribuidas por 10 genes diretamente relacionados a obesidade
(DERAM et al., 2009; PERUSSE et al., 2005; NAKAMURA et al., 2000; LEE et al.,
2006; MAMMES et al., 1998; VAZQUEZ et al., 2007; CHEN et al., 2007).

O locus ob (obese) codifica um fator de saciedade e o locus db (diabetes)
codifica um cofator necessario para a resposta a este fator (ZHANG et al., 1994;
TARTAGLIA et al., 1995). Seu homologo em camundongos, quando esta mutado
resulta em hiperfagia, obesidade morbida precoce, decréscimo do gasto energético
e hiperinsulinemia. O gene ob tem como produto a leptina que quando € injetada em
animais, com disturbios relacionados ao peso, leva a uma diminuicdo de ingestéo
alimentar, do peso e gordura corporal e correcdo dos distarbios metabdlicos
associados (HALAAS et al., 1995; PELLEYMOUNTER et al., 1995).

Em 9 anos de estudos relacionados a obesidade ja foram identificados 5
genes relacionados a obesidade: leptina (LEP, 7932.2), receptor de leptina (LEP-R,
1p31.3), pro-opiomelanocortina (POMC, 2p24.1), receptor de melanocortina 4
(MC4R, 18g21.32), e convertase 1 (PCSK1, 5q15), todos fazendo parte da mesma
via de ingestdo de alimentos (FROGUEL e BUTIN, 2001). Porém, além desses,
Snyder et al. (2004) prop0s a adicdo do receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma (PPARG, 3p25.2) e sub-unidade regulatéria 3 da proteina fosfatase 1
(PPP1R3A, 7q 31.2) (SNYDER et al., 2004).

A obesidade é uma doenca cuja prevaléncia vem aumentando cada vez mais
no mundo e como esta associada a varias comorbidades e mortalidade seu estudo
aprofundado é imprescindivel. Desse modo, o presente estudo investigou o efeito de
intervencao dietética para reducdo de peso em mulheres obesas, levando em conta
variacbes da butirilcolinesterase, tais como: atividade enzimatica; formas
moleculares; locus CHE2 e variantes —G116A e A539T (variante K) do gene BCHE.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo teve um delineamento do tipo ensaio clinico randomizado duplo-
cego, com duracao de 8 semanas de intervenc¢ao de restri¢cdo calorica.

Para o desenvolvimento do estudo a intervencdo sera realizada com
orientacdo dietética individualizada com restricAo calorica de 600kcal/dia
(PETERSEN et al., 2006; SEAGLE et al., 2009), nas semanas 2, 4 e 6 foi elaborada
dieta individualizada com uma lista de alimentos equivalentes, visando evitar a
monotonia alimentar. Ainda, foi realizada orientacdo dietética em grupo, nas
semanas 3, 5 e 7. Estas orientacbes foram na forma de palestras com temas
relacionados a nutricio e ao emagrecimento. As dietas e as palestras foram
elaboradas e apresentadas pela nutricionista professora e pesquisadora
responsavel. As orientacdes dietéticas individualizadas e em grupo foram realizadas
por graduandos do Curso de Nutricdo da PUCPR.

Foram realizadas as observacdes das variaveis antropométricas, bioquimicas,
clinicas, dietéticas e de atividade fisica. Para a identificacdo do gene (variavel
independente) foram realizada a genotipagem de 2 polimorfismos do gene da BCHE.

5.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram considerados os seguintes critérios de inclusdo: idade = 20 anos,
género feminino, portadora de obesidade classe | ou Il, no periodo anterior ao
climatério, ndo gestante, ndo lactante, com nivel intermediario de alfabetizacéo

(capacidade de ler e escrever um texto breve) e aceitar participar da pesquisa.

5.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram considerados os seguintes critérios de exclusado: ser fumante, estar em
tratamento dietoterapico ou medicamentoso para reducédo de peso, ser portadora de
diabetes tipo |, de hipotireoidismo e / ou doenca renal crénica ou de doenga cronica

nao controlada.

5.1.3 PARTICIPANTES
Participaram do estudo 147 mulheres adultas e obesas, residentes em

Curitiba e regidao metropolitana. Para a sele¢éo, foi feita divulgacdo na midia local
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sobre uma palestra explicativa e sobre a participacdo na pesquisa. Os individuos
interessados foram reunidos na Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR)
em data e local reservados para esta atividade. Os individuos interessados, que
apresentaram os critérios de inclusédo, que ndo apresentaram critérios de excluséo e
que atenderam os critérios éticos, participaram da pesquisa. Os individuos que nao
participaram da pesquisa, foram convidados a fazer acompanhamento nutricional

gratuito na Clinica de Nutricdo da PUCPR.

5.1.4 CRITERIOS ETICOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Pontificia Universidade Catdlica do Parand (0005306/11). Os
individuos que se apresentaram aptos a participar da pesquisa, conforme o0s
critérios, foram esclarecidos sobre o termo de consentimento livre e esclarecido

(TCLE). Participaram da pesquisa os individuos que leram e assinaram o TCLE.

5.1.5 PARAMETROS ANTROPOMETRICOS E DIETETICOS

As coletas de dados antropométricos e dietéticos foram realizadas na pré-
intervencdo. Os dados antropométricos e dietéticos foram coletados por graduandos
do Curso de Nutricdo da PUCPR. Estas coletas de dados aconteceram em salas de
aula reservadas para estas atividades nas instalacées da PUCPR.

Durante a coleta de dados na pré-intervenc¢éo, cada participante recebeu uma
identificacdo numérica, a qual foi utilizada para as coletas posteriores e para a
tabulacao de dados. A lista com 0s nomes e a respectiva identificacdo numérica, as
fichas com os registros permanecerdo em local seguro, uma vez que todos os dados
sdo sigilosos, e assim a confidencialidade da identidade das participantes e dos
dados foi preservada.

Para avaliacdo dos parametros antropométricos foram coletados dados de
peso, estatura e circunferéncia da cintura e abdémen. Os dados de peso e estatura
foram utilizados para calcular o indice de Massa Corporal (IMC) (IMC = peso (kg)/
estatura®) para avaliar a adiposidade corporal, sendo que os individuos que
apresentarem IMC = 30 a 34,99 kg/m? foram classificados como obeso classe | e o0s
individuos com IMC = 35 a 39,99 kg/m2 foram classificados como obeso classe |l

(WHO 1998). Em relacdo a circunferéncia da cintura das mulheres, os valores <80
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cm serdo considerados como baixo, e os valores entre 80 e 88 cm foram
considerados como alto, e os maiores que 88 cm, como muito alto (NICE 2006).

A dieta de restricdo energética teve uma duracdo de 8 semanas, 0os habitos
alimentares antes da intervencdo foram documentados durante uma entrevista,
durante a qual as participantes foram orientadas a fazer a dieta. Foi feita uma
adequacao da ingestdo de macronutrientes de acordo com as recomendacdes
atuais (BOARD et al., 2002/2005; MACRONUTRIENTS et al., 2005). A orientacdo
nutricional ocorreu de forma que pudesse ser introduzido um déficit de 2.500 kJ/dia e
os modelos dietéticos foram desenvolvidos de protocolos adaptados de NUGENOB
(PETERSEN et al.,, 2006) e seguindo recomendacbes da American Dietetic
Association (SEAGLE et al., 2009). A quantidade de cada macronutriente
recomendada para classificacdo de dieta normoenergética foi de: gorduras entre
20% e 35%, de carboidratos entre 45% e 65% e de proteinas entre 10% e 35%
(MACRONUTRIENTS et al., 2005).

5.1.6 PARAMETROS CLINICOS E BIOQUIMICOS

A coleta de sangue para os dados bioquimicos ocorreu na pré-intervencao e
na 8% semana. As coletas de sangue foram realizadas por graduandos do Curso de
Enfermagem da PUCPR, em laboratério especifico e reservado para esta atividade
na PUCPR.

Em relacdo aos parametros bioquimicos foi coletado sangue para realizar
lipidograma (colesterol total, colesterol-LDL, colesterol-HDL e triglicerideos), glicemia
de jejum, atividade da BChE e fenotipagem do locus CHE2. Os pacientes foram
orientados a comparecerem em jejum de 8 a 12h para coleta de sangue (Sposito
2007). Apds a coleta as amostras de sangue foram encaminhadas para o laboratoério
clinica Diagnésticos do Brasil (DB), onde as afericbes foram realizadas por métodos
automatizados. Apos as andlises clinicas, para a interpretacdo dos resultados, foram

utilizados os valores de referéncia do préprio laboratorio.

5.1.7 MEDIDA DE ATIVIDADE DA BChE
Para a determinacdo da atividade da BChE foi utilizada a técnica de DIETZ et
al. (1972), modificada por EVANS e WROE (1978), cujo principio € a hidrolise da

propioniltiocolina pela butirilcolinesterase, produzindo acido propiénico e tiocolina, a
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qual reage com o DTNB (acido 5,5-bisditio-2-nitrobenzoico), gerando 5-tio-2-
nitrobenzoato de coloragdo amarela. A dosagem do produto formado foi realizada
em espectrofotdbmetro ajustado em 410 nm e com todos os reagentes mantidos em
banho-maria a 25°C.

O tampéo fosfato 0,1 M utilizado na reacdo (pH 7,6) foi preparado pela
mistura de duas solugdes “a” e “b” até a obtencdo do pH adequado. A solucéo “a”
contém 4,73 g de Na,HPO, anidro (PM = 141,96) em 1000 mL de agua destilada. A
solugao “b” contém 13,61 g de KH,PO, anidro (PM = 136,09) em 1000 mL de agua
destilada. O DTNB (0,423 mM) foi dissolvido em tampéao fosfato na proporcdo de
1679 por 1000 mL. O substrato (propioniltiocolina 100 mM) é preparado com 303 mg
de iodeto de propioniltiocolina (PM = 303,2) em 10 mL de agua destilada.

Os tubos contendo 2,2 mL de tampdo-DTNB, e 0,25 mL de soro (1/100 em
agua destilada) foram mantidos por trinta minutos no banho-maria a 25°C antes da
leitura em espectrofotbmetro. Apds os trinta minutos foi adicionado 0,05 mL de
substrato e iniciada a leitura. A primeira leitura, chamada A0, foi efetuada
imediatamente apds a colocacdo dos reagentes na cubeta termostatizada do
espectrofotometro. As leituras Al, A2 e A3 foram efetuadas com um, dois e trés
minutos a partir da leitura AO. Apdés as quatro leituras foi calculado o A/minuto
(variacdo de absorbancia por minuto). Para a obtencéo da atividade (KU/L), A/minuto

€ multiplicado pelo fator 73,53 e por 1.000.

5.1.8 ELETROFORESE EM GEL DE AGAR - FENOTIPAGEM DO LOCUS
CHE2

Esta técnica foi desenvolvida por ROBINSON et al. (1957) para fenotipagem de
variantes da hemoglobina e posteriormente, foi modificada por VAN ROS E VERVOORT
(1973) para aplicacdo dessa técnica a BChE. E foi utilizado as adaptagfes presentes
em Souza et. al. (2003).

O gel de agar foi preparado com uma solucédo de Bacto agar (Difco) a 1,4%
p/v em tampao citrato de sédio, pH 6,38 (solucdo estoque de tampéo citrato de sodio
50 mM, pH 6,7; pH ajustado com &cido citrico 1,56 M). Esta solucao foi aquecida por
cerca de sete minutos ou até que o agar seja totalmente dissolvido, sendo
importante ndo deixar a solucdo ferver. Apés o aguecimento a solugdo foi vertida
sobre uma placa de vidro de 230 x 160 mm. O gel deve resfriar completamente e
entdo foi colocado na geladeira e mantido em repouso por pelo menos 12 horas a
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fim de diminuir o efeito da eletroendosmose. ApGs esse periodo de repouso as
amostras de plasma foram aplicadas no gel através da extremidade de uma lamina
de metal (5 x 5 x 0,1 mm) onde foi colocado 1,5 uL de plasma ou soro. A placa
contendo as amostras foi entdo submetida a eletroforese com tamp&o citrato pH 6,7
nas cubas, por trés horas e meia (a 4°C; 75V e 35 mA). Apds a corrida eletroforética
despejou-se sobre a placa o cromoégeno-substrato que deve ser preparado
imediatamente antes do uso. A solugdo cromogeno-substrato foi preparada
utilizando-se Fast Red TR Salt (SIGMA F-2768) a 0,1% p/v em tampéao fosfato de
sédio pH 7,1 (670 mL de Na2HPO4, 0,2 M e 330 mL de NaH2PO4, 0,2 M) e solucdo
de a-naftilacetato 30 mM (2,5% v/v). A placa com o cromogeno-substrato foi
incubada por 40 minutos a 37°C. Apos a revelacdo das bandas a placa foi lavada
com agua para retirar o excesso de corante. O gel foi entdo colocado entre uma
folha de papel cartdo e uma folha de papel filtro, prensado entre duas placas de

vidro e levado a estufa a 37°C até completa secagem.

5.1.9 EXTRACAO DE DNA

A técnica utilizada foi descrita por Lahiri et. al. (1991) adaptada e consiste na
separacao, a partir do sangue periférico, do creme de leucécitos de onde foi extraido
DNA. Foram coletados 5 mL de sangue em EDTA e o creme de leucdcitos,
acrescido de suspensdo de hemacias, foi estocado a -10°C. Desse material
descongelado foi retirado o creme de leucdcitos, que foi ressuspendido em 10 mL de
TKM1 (Tris-HCI 0,01 M pH 7,6; KCI 0,01 M; MgCI2 0,01 M; EDTA 0,002M) e 125 pL
de IGEPAL CA-630. Apés centrifugar a 2500 rpm por 15-20 minutos, desprezou-se 0
sobrenadante e completou-se novamente para 10 mL com TKM1. Repetiu-se a
centrifugacédo e a ressuspensao em TKM1 até que o precipitado ficou bem claro.
Ressuspendeu-se delicadamente o precipitado, foi adicionado 800 pL de TKM2
(Tris-HCI 0,01 M pH7,6; KCI 0,01 M; MgCI2 0,01 M; EDTA 0,002 M; NaCl 0,4 M) e
agitou-se bem. Foi adicionado 50 puL de SDS 10% e realizada a homogeneizacao.
Incubou-se em banho-maria a 55°C durante a noite. Retirou-se do banho-maria e foi
adicionado 300 uL de NaCl saturado (6 M) e misturou-se bem. Essa solucéao foi
centrifugada a 1200 rpm por 10-20 minutos e o sobrenadante foi transferido para um
tubo de ensaio onde foi adicionado dois volumes de etanol 100%, gelado, tampou-se

o tubo com parafilme e foi intvertido (delicadamente) até precipitar o DNA. Pescou-
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se o DNA utilizando micropipeta com ponteira de ponta cortada e colocou-se em
microtubo de 1,5 mL. O DNA foi lavado com etanol 70%. E a a secagem foi realizada
com o tubo semi-aberto em estufa a 37°C. Ressuspendeu-se o DNA em 200 uL de
tampéo TE (Tris HCI pH8,0 0,01 M e EDTA pH 8,0 0,001 M) e foi deixado em banho-
maria a 55°C por uma hora. Apés trés dias na geladeira, foi verificado a densidade
Otica e o DNA foi congelado (LAHIRI et al., 1991).

5.1.10 GENOTIPAGENS

5.1.10.1 GENOTIPAGEM POR PCR-SSCA

A técnica de PCR-SSCA (polymerase chain reaction - single strand
conformational analysis) consiste na amplificacdo da sequéncia de DNA que se
pretende analisar e posterior desnaturacdo do produto amplificado que €, entéo,
submetido a eletroforese para a analise de conformagdo de DNA em fita simples.
Essa técnica permite a deteccao de alteraces no DNA ainda desconhecidas e que
podem ser geradas por apenas uma mutacdo de ponto, sendo detectadas pela
modificacdo do comportamento eletroforético do DNA em fita simples.

Foi analisado por PCR-SSCA o polimorfismo 1615A (GCA->ACA; SNP
rs1803274), também conhecida como variante K (A539T). Os ciclos de PCR foram
programados do seguinte modo: 1) 80°C /min.; 2) 94°C /min.; 3) 48°C /min.; 4) 72°C
/min.; 5) repetir por 35 vezes do passo 2 ao 4; 6) 72°C /10 min. Apés a amplificacéo,
5 pL do produto foram misturados a 6 pL de corante SSCA (4,75 mL de formamida,
0,0125 g de xilenocianol, 0,0125 g de azul de bromofenol, 125 yuL de EDTA - 0,4 M -,
16,7 yL de NaOH 3 M e 108,3 pL de agua bidestilada) e depois mantidos a 94°C por
5 minutos.

O produto desnaturado foi submetido a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida (29:1) a 8%, 200v por 4 horas e a revelacdo do gel (BUDOWLE et al.,
1991) é realizada em etapas, durante as quais o gel deve ser mantido em agitacao.
Apods a eletroforese, o gel deve ser colocado em um recipiente ndo metalico e
imerso em solugcédo aquosa de acido nitrico (1 %) durante trés minutos. Apos duas
lavagens com agua destilada, o gel € imerso em solucdo aquosa de nitrato de prata
(0,2%) e aquecido por 20 segundos no micro-ondas. Depois de duas novas lavagens
com &gua destilada, o gel é imerso em 60 mL de solucdo reveladora (170 mL de

solucdo aquosa de carbonato de sédio 2,96 % e 92 pL de formaldeido) até que o
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liquido escureca. Depois da retirada do liquido escurecido, deve ser acrescentado o
restante da solucdo reveladora e o gel mantido imerso até que as bandas de DNA
aparecam no gel. Apés o aparecimento das bandas o gel foi digitalizado para a

analise.

5.1.10.2 GENOTIPAGEM POR Tagman

Utilizando a técnica de PCR em tempo real, o polimorfismo -116A (rs1126680)
do gene da BCHE foi identificado por meio da técnica de genotipagem Tagman, que
utiliza na mesma reacao dois primers flanqueadores da regido com o SNP e duas
sondas especificas para os dois SNPs com marcacao fluorescente diferente para
cada uma delas. Onde os homozigotos de um SNP apresentaram apenas a
elevacdo de uma das fluorescéncias os heterozigotos apresentaram elevacao das
duas fluorescéncias.

A técnica de genotipagem por Tagman ja foi padronizada para o polimorfismo
-G116A (rs1126680) do gene BCHE. Foi utilizado o equipamento Mastercycler ep
Realplex da Eppendorf e o kit TagMan SNP da Applied Biosystems. Na amplificacao
do DNA, o uso do equipamento para este protocolo de genotipagem foi realizado em
3 etapas: na primeira etapa ocorre a pré-leitura, na qual é lida a fluorescéncia basal
da placa antes do processo de amplificacdo; seguida da amplificagcéo, realizada para
todos os segmentos dentro dos seguintes padrées de PCR: 1° passo de 2 minutos a
50°C; 2° passo de 10 minutos a 95°C; 3° passo repetido 45 vezes de 15 segundos a
95°C intercalados por 60 segundos a 60°C. A terceira etapa, a pés-leitura, consiste
na andlise dos dados gerados antes, durante e apés a amplificacdo, resultando no

genatipo de cada individuo analisado e seu registro em um grafico representativo.

5.1.11 ANALISE DE FORMAS MOLECULARES DA ENZIMA

Foi realizada uma eletroforese (8 horas; 100V e 11 mA; 4°C) de 7 pl de
plasma misturado com 9,8 ul de azul de bromofenol em gel de poliacrilamida
(170X170X0,8 mm; 29:1 solucdo estoque) de 5% ( 1 cm de gel de empilhamento) e
7% (13 cm de gel de separacao) preparados com TBE 1X. A revelacédo das bandas
foi a 37°C apods a incubacéo de 30 em solucédo de 0,2% de Fast Red TR em 200 mM
de tampéo fosfato de sédio (pH 7,1) contendo 3,4% de acetato de alfanaftil 30 mM
dissolvido em acetona, com o volume completado com agua destilada (1:1) e as

intensidades relativas das bandas foram ajustadas e medidas pelo programa
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KODAK 1D(BOBERG et al., 2010).

5.2. ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta e
comparadas por meio do teste do qui-quadrado, com o auxilio do programa BioEstat
versao 5.0 (Ayres, 2007).

Apoés a intervencdo, as diferencas nas interacbes gene-parametros foram
testadas por meio de andlise estatistica. Foi utilizada analise de variancia pelo teste t
de Student para amostras dependentes e independentes. Sera utilizado o Excel para
tabulagéo dos dados.

As médias = DP, variancias, correlacdes entre as variaveis antropométricas e
bioguimicas e a atividade da BChE e frequéncias dos fenétipos do locus CHE2
serdo realizadas nos programas Bioestat 5.0 (Ayres, 2007) e Statistica para
Windows (Statsoft, Inc. 1996).

Andlises de Regressao Logistica Mdultipla serdo realizadas para estimar o
efeito de cada polimorfismo analisado, no IMC pés-intervencdo. Sera utilizado o
programa SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc.). O valor da probabilidade para os

testes comparativos considerados significativos considerou p<0.05 (5%).
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EFFECTS OF ENERGETIC RESTRICTION DIET ON BUTYRYLCHOLINESTERASE
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1: Polymorphism and linkage laboratory, Department of Genetics, Federal University
of Parana

2: Department of Nutrition, Pontifical Catholic University of Parana (PUC-PR).

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of an energetic restriction diet
intervention of 8 week on butyrylcholinesterase (BChE) in 111 obese women from
Southern Brazil, pre menopause, age = 20, with BMI = 29.9, non-pregnant and non-
lactating participated in an energetic restriction diet of 2500kJ/day. Anthropometrical
and biochemical parameters were analyzed before and after this intervention. The
samples were phenotyped for CHEZ2 locus, parameters were compared between
them, and BChE molecular forms (G1A, G1, G2 and G4) relative intensity (RI) and
relative activity (RA) were measured and compared before and after intervention.
Results showed that the dietetic intervention decreased BMI, WC, AC, BChE
absolute activity and RA of G4 band. The CHE2 C5+ phenotype presented a different
biochemical pattern when compared with CHE2 C5- phenotype. The energetic
restriction diet decreased BMI, WC, AC and BChE activity, concomitantly the RA of
fraction G4 suffered a decrease, which is the molecular form with the larger
contribution to the activity on plasma. CHE2 C5+ phenotype showed a protective
effect in absolute BChE activity and in the RA of G4 form, maintaining higher BChE
activity regardless the metabolic changes. BChE has shown along the years a
strong relation with obesity, BMI, WC and it has been related to lipid metabolism and
these conclusions help to elucidate some of the biochemical interaction among
BChE, diet and obesity.
INTRODUCTION

Human butyrylcholinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) is an esterase encoded by
BCHE gene (3926.1-g26.2)%, synthesized in the liver and distributed to several parts
of the organism®. Despite the fact that BChE main function and its natural

substratum remain unknown, it has been related to lipid metabolism and has been
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associated to BMI, waist-hip ratio, waist circumference, weight, cholesterol and
triglyceride levels®®. Plasmatic BChE is mainly found in five different molecular
structures: G1 (monomers), G1-A (monomers linked to albumin), G2 (dimers), G3
(trimers) and G4 (tetramers)®.

Chemically, G2 is formed by disulfide bond between two G1®? and G4 is
formed by two G2 bonded by non covalent interactions™), the organization and
stabilization of G4 is mediated by lamellipodin proline rich peptides associated with
other elements 24,

The Cs band was found only in 10.3% in Curitiba®® and determines two
phenotypes CHE2 C5+ and CHE2 C5- characterized by the presence and the

absence of the extra Cs band, respectively™®

. Although the protein associated with
G4 to form Cs band is not known yet, its gene has been mapped to chromosome
2033-35(CHE2 locus). CHE2 C5+ individuals have BChE activity approximately 30%
higher than individuals CHE2 C5-*> 1. Despite the fact that the higher enzyme
activity is related with weight, obesity and BMI, CHE2 C5+ individuals presented a
lower BMI and weight when compared with CHE2 C5-, suggesting that the presence
of Cs complex has a protective effect against obesity* 8.

Considering the evidences connecting BChE with obesity, this work aimed to
investigate the effects of an energetic restriction diet on BChE in obese women from
Southern Brazil.

METHODS
Sample

This study was previously approved by the ethical committee from Pontifical
Catholic University of Parana (PUC-PR), under registration 0005306/11. Participated
in the study 111 pre menopause women from Southern Brazil, age = 20, with BMI =
29.9, non-pregnant, non-lactating, and the subjects whom read, accepted and signed
the term of informed consent (IC). The subjects were excluded when they were
already participating in a diet, using weight control medicaments, confirmed
diagnosis of diabetes type |, non controlled hypertension, hypothyroidism, renal
chronic disease and have done stomach reduction surgery.

Energetic Restriction Diet

The diet comprised 8 week of energetic restriction and the eating habits before

the intervention were documented in an interview, during which participants were

oriented to follow the diet. It was made an adequacy of the intake of macronutrients
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before the intervention to the current recommendations™®. The nutritional orientation
was made in order to provide a deficit of 2,500 kJ/day and the diet models were
developed from the adapted protocol of diet intervention of Nugenob®® and with the
recommendations of American Dietetic Association®. The nutritional percentage
from each macronutrient was recommended as follows: the energy from fat was in
the range of 20% to 35%, from carbohydrates in the range of 45% to 65% and from
proteins in the range of 10% to 35% %2,

Plasma analysis

Blood samples were collected after the agreement of participation and
orientation of 8 to 12 hours of fasting, in two moments: before and after the dietetic
intervention. Biochemical parameters, total cholesterol (TC), HDL, LDL and TAG,
were obtained by standard automated methods.

Plasma BChE activity was measured using the protocol of Dietz et al.
(1972)®® modified by Evans and Wroe (1978)?%. Locus CHE2 phenotypes were
identified by acid agar gel electrophoresis (pH: 6.40)?.

The detection of BChE bands in plasma was made according to Boberg et al.
(2010)?®. Relative Intensity (RI) of each band was measured by KODAK 1D Image
Analysis Software, and the relative activity (RA) of each band was the result of
multiplication of total BChE plasma activity by the Rl of each band. Samples without
any detectable BChE band were excluded from the analysis.

Statistics

Statistica for Windows (StatSoft, Inc., 5.5 version; http://www.statsoft.com)
was used to calculate means +SE, variances, t-test, F-test and stepwise multiple
regression analysis. The adopted level of significance was of 5%.

RESULTS AND DISCUSSION

After 8 weeks of energetic restriction diet and orientation of feeding habits,
women came back for the second measurements, when it was possible to compare
whether the diet worked or not. Despite the fact that statistically their weight did not
suffered a decrease, waist circumference (WC), abdominal circumference (AC) and
BMI suffered a significantly decrease, as shown in Table 1. These results show that
anthropometrically this 8 week diet was efficient, but not enough to decrease the BMI
to the normal range.

Although the mean BMI remained above its normal range after the 8 week

intervention, mean plasma BChE activity suffered a significant decrease (before: 5.1
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SD 1.53 KU/L and after 4.88 SD 1.04 KU/L; t= 2.44; p=0.01), becoming similar to the
mean activity of non obese women from Southern Brazil (after: 4.88 SD 1.04 KU/L
and non obese: 4.95 SD 1.96 KU/L; t=1.38; p=0.17). These results suggest that there
is a significant influence of the diet intake over plasma BChE activity, supporting the
role of BChE in the lipid metabolism and obesity™® & 2729,

There are studies suggesting that the role of BChE on lipid metabolism could
be the hydrolysis of choline esters, which are results of the non-esterified fatty acid
metabolism and liver lipogenesis. Considering that in obesity the increased
lipogenesis from carbohydrates leads to hyperlipidemia and to increased BChE

activity®’29

, it could also explain why the energetic restriction diet, due to the
decreased availability of carbohydrates in the organism, decreased BChE activity.

HDL was the only fraction which showed a significant decrease, what can be
explained by the lack of physical exercise (PE) during the dietetic intervention, which
may cause an excessive formation of ammonia that leads to fatigue and therefore to
decreased PE habits®?.The values of the other biochemical variables (triglycerides,
total cholesterol and LDL) show no significant changes, as seen in table 1,
suggesting that these parameters would need a longer or a stronger intervention to
decrease its values, differently from Silva et al. (2012)®Y who demonstrated a
significant reduction of biochemical parameters after a 12 week (PE) intervention in
obese adolescents, showing that PE would have a more effective effect on these
parameters. Considering that both interventions decreased BChE activity, it is
possible that an association of PE and diet could be ideal®?.

The phenotype frequencies of CHE2 C5- and CHE2 C5+ were, respectively,
90.84% SD 2.53 and 9.16% SD 2.52, which are in accordance of the frequency of
CHE2 C5+ in population sample from Southern Brazil (10.26% SD 0.60; p=0.89) .
Previously, the phenotype CHE2 C5+ was associated with an increased BChE
activity but with a lower weight)™ and BMI®®),

The comparison of mean BChE activity between CHE2 C5+ and CHE2 C5-
phenotypes before the intervention did not show any difference, suggesting that
obesity probably makes BChE behave equally between the phenotypes. After the
intervention only CHE2 C5- phenotype suffered a significant decrease, and CHE2
C5+, besides not showing a decrease, presented approximately 23% higher activity
than CHE2C5-, as seen in table 2. These results are in accordance with other works

which showed an increased BChE activity in CHE2 C5+ phenotype®® '® and also
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suggest that the intervention do not affect the complex G4 associated with CHE2
protein, highlighting the importance of understanding the biochemical interactions of
CHEZ2 C5+ phenotype and BChE activity.

RA did not show a significant decrease after intervention or difference
between CHEZ2 phenotypes for G2, G1-Alb and G1 bands, as seen in table 3,
meaning that the dietetic intervention was not effective on these bands. These results
are different from the decreased RA of all BChE bands observed by Silva et al.
(2012)®Y, probably due to the higher effect and duration of PE intervention. In the
present study, only the RA of G4 band showed reduction after the intervention,
probably because the G4 band is the most abundant and therefore responsible by
most of plasma BChE activity. Before the intervention there was no difference
between the RA of G4 of CHE2 C5+ and CHE2 C5- individuals. After the intervention
CHE2 C5+ individuals maintained its RA of G4 while CHE2C5- decreased it. The
analysis of total BChE activity also showed that CHE2 C5- phenotype was the only
affected by the dietetic intervention, reinforcing that there is different biochemical
interaction in CHE2 C5+ phenotype regarding the effects of an energetic restriction
diet intervention.

Stepwise multiple regression analysis was performed to verify the relation
between BChE molecular forms before and after dietetic intervention with
biochemical and anthropometrical parameters. Before intervention G2 showed a
relation with total cholesterol (TC) and waist-stature ratio (WSR) (B(p) = 0.26(0.02)
and 0.51 (0.04), respectively) and after intervention G2 showed relation with
abdominal-stature ratio (ASR) with B(p) = 0.35(0.001). G1A showed a relation with
WSR B(p) = 0.58(0.001) before intervention, and after it was possible to verify a
relation with TC B(p) = 0.28(0.01). And G1 showed a relation with WSR B(p) =
0.56(0.003) before the intervention.

These relations between molecular forms of BChE and TC and
anthropometrical parameters are probably due to its relation with lipid metabolism,
BMI, WC as related before and in other studies®%3%),

After the 8 week diet it was possible to observe a decrease in the BMI, WC
and AC and it was possible to suggest a relation between dietetic intervention and
decreasing of plasma BChE activity, which was concomitant with a reduction in RA of
G4, which provides the larger portion of BChE active form. Locus CHE2 holds a

strong biochemical relation with increased BChE activity maintaining it elevated even
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after the intervention. This data helped to increase the knowledge about the role of
BChE in obesity and suggested that a diet intervention changes directly the enzyme
activity. Other studies are still required to the full understanding of the interaction
between the Locus CHEZ2 products and BChE, concerning the response to metabolic
changes.
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TABLES

Table 1. Values of one-sided t(p)for Anthropometrical and Biochemical parameters means

before and after dietetic intervention

Parameters Before After t(p)

Weight (KQ) 90.76 SD 14.62 88.93 SD 15.19 1.054 (0.29)
Waist Circunference (cm) 95.70SD 9.88  91.36 SD 13.24 3.45 (0.0008)
Abdominal Circunference (cm) 109.44 SD 11.55 102.05SD 10.84 5.72 (<0.0001)
BMI (Kg/m?) 35.14SD5.32 33.81SD6.04 4.04 (<0.0001)
TC! (mg/dL) 192.94 SD 37.98 192.72 SD 38.09 1.0(0.32)

HDL (mg/dL) 52.29 SD 12.78 47.68 SD 10.99 8.49 (<0.0001)
LDL (mg/dL) 112.63 SD 30.79 119.34 SD 33.67 1.73(0.09)
TAG (mg/dL) 140.25 SD 62.48 143.3 SD 74.5 0.77 (0.44)

1. Total Cholesterol.

Table 2. Values of one-sided t(p) comparing BChE activity (KU/L) between
CHEZ2 C5+ and C5- phenotypes and before and after the dietetic intervention.

Phenotype Before After t(p)
CHE2 C5- 5.03SD1.56 4.78SD1.0 2.12 (0.037)
CHE2 C5+ 5.74SD2.14 5.89SD1.24 0.41 (0.69)
t (p) 1.33(0.13) 3.24 (0.002)
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Table 3. Values of one-sided t(p) of BChE bands relative activity (KU/L)
comparing before and after dietetic intervention and between CHE2 C5+ and
C5- phenotypes.

CHE2 C5- CHE2 C5+ t(p)

G4 (before) 3.36SD1.25 3.91SD1.86  1.19 (0.24)
G4 (after) 3.07SD0.81 3.89SD1.0 2.83 (0.006)
t (p) 2.37 (0.02) 0.03 (0.97)

G2 (before) 0.55SD0.35 0.56SD0.32  0.08 (0.93)
G2 (after) 0.58SD0.32 0.72SD0.42  1.24 (0.22)
t (p) 0.89 (0.37) 1.28 (0.24)

G1A (before)  0.72SD0.38 0.79SD0.39  0.53 (0.6)
G1A (after) 0.71SD0.44 0.73SD0.35  0.10 (0.92)
t (p) 0.28 (0.78) 0.96 (0.37)

G1 (before) 0.46SD0.34 0.36SD0.29  0.82 (0.41)
G1 (after) 0.44SD0.32 0.44SD0.27  0.008 (0.99)
t (p) 0.64 (0.52) 0.92 (0.38)

31
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of butyrylcholinesterase (BChE)
variants A539T (K variant; 1615A; rs1803274) and -116A (rs1126680) in a caloric
restriction diet intervention (DI) of 8 week (2500kJ/day) in 136 obese women from
Southern Brazil. Anthropometrical and biochemical parameters were analyzed before
and after this intervention. DNA was extracted by salting-out technique and
genotyping of both SNPs were performed using TagMan SNP Assay (Applied
Biosystems). Allele frequencies: 1615G and 1615A presented, respectively,
0.85+0.008 and 0.15+0.008; and -116G and -116A presented 0.92+0.004 and
0.08+0.004, respectively. Genotypes were grouped as -116G/G and 1615G/G (group
0, n=96), -116G/G and K variant (group 1, n=22) and carriers of variants for both
sites (group 2, n=18). BChE activity showed a significant decrease in group 0
(Before: 5.2+1.58 and After:4.99+1.06; t(p)1.97(0.03). In group 2 the activity was
maintained after the intervention, probably because -116A sets BChE to a minimum
level necessary to the maintenance of its physiological role. Before and after
intervention, group 1 showed increased anthropometrical values when compared to
groups 0 and 2, probably because the presence of K destabilizes BChE tetramer,
decreasing the effects of DI. Before DI group 2 showed decreased values when
compared to group 0. Before DI in group 0 and 2 genotypes equaled parameters. DI
was effective in usual subjects for both sites and K variant presence decreases the
response to DI, suggesting that a stronger intervention associated with physical
exercises would be necessary to affect K variant carriers.
INTRODUCTION

Butyrylcholinesterase (BChE; E.1.1.8) is a serum esterase produced by the

liver and widely distributed in the organism, being found in plasma, smooth muscle,
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pancreas, adipocytes, skin, white brain matter and heart [1]. Despite the fact that
BChE physiologic functions are unknown, it has been associated with lipid
metabolism, cholesterol and triglycerides levels, body mass index (BMI), waist
circumference (WC), waist-hip ratio, weight and obesity [2-7].

BChE is coded by BCHE gene which is located in the long arm of
chromosome 3 (30926.1-g26.2) [8-10]. One of the most common variant of BCHE
gene (18.4% in Southern Brazil) is A539T (K, 1615A, rs1803274) [2], which was
originally associated with a decreased BChE activity. However, Altamirano et al.
(2000) [11] observed that the variant K does not differ from the usual enzyme
regarding substrate specificity and catalysis rate, cellular secretion or, tetramer
formation. Furtado-Alle e. al. (2008) [7] observed that the decreasing of BChE activity
only occurred in the presence of -116A variant (8% in Southern Brazil) [7, 12]. These
variants are in linkage disequilibrium, preferentially found in cis conformation [7, 12]
and had previously been associated to BChE activity, weight and BMI variance [5, 6,
7, 13].

Considering the role of BChE in lipid metabolism and obesity, including the
association of variants K and -116A of BCHE gene, and knowing that BChE activity
decreased in a physical exercise (PE) intervention [14], this works aimed to evaluate
the effects of -116 and K variants in obese women whom patrticipated in a 8 week
caloric restriction diet.

MATERIALS AND METHODS
Sample

This study was previously approved by the ethical committee from Pontifical
Catholic University of Parana (PUC-PR), under registration 0005306/11. Participated
in this study 136 pre menopause women, age = 20 from Southern Brazil with BMI =
29.9, non-pregnant, non-lactating, and the subjects whom read, accepted and signed
the term of informed consent (IC). The subjects were excluded when they were
already participating in a diet, using weight control medicaments, confirmed
diagnosis of diabetes I, non controlled hypertension, hypothyroidism, renal chronic
disease, have done stomach reduction surgery, been a vegetarian and not having
availability to attend the meetings.

Caloric Restriction Diet
The diet comprised 8 week of caloric restriction and the eating habits before

the intervention were documented in an interview, during which participants were
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nutritionally oriented to follow a restriction of 2.500kJ/day. Diet models were
developed from the adapted protocol of diet intervention of Nugenob [15] and with
the recommendations of American Dietetic Association [16]. An adequacy of the
intake of macronutrients before the intervention was made according to the current
recommendations [17].

DNA analysis and plasma analysis

Blood samples were collected after the agreement of participation and
orientation of 8 to 12 hours of fasting, in two moments: before and after the dietetic
intervention (DI). Biochemical parameters were measured by automated techniques
and plasma BChE activity was measured using the protocol of Dietz et al. (1972) [18]
modified by Evans and Wroe (1978) [19].

DNA extraction was performed using a salting out protocol [20] and
genotyping of -116A and 1615A variants (rs1126680 and rs1803274, respectively)
were performed using TagMan SNP Assay (Applied Biosystems). Reactions were
made in Mastercycler Realplex 2 with the steps: (1) 50 °C/2 minutes; (2) 95 °C/10
minutes; (3) 95 °C/15 seconds and 62 °C/1 minute repeated 50 times.

Statistics

Statistica for Windows (StatSoft, Inc., 5.5 version; http://www.statsoft.com)
was used to calculate means + SE, variances, t-test, F-test. y*-tests were performed
using Clump [21] and a 5% level of significance was adopted.

RESULTS AND DISCUSSION

Genotype frequencies of -116 G/G genotype were of 84.51%, -116 G/A
genotype of 14.79% and -116A/A genotype of 0.7%. The 1615 variant showed
frequencies of 71.43% for G/G genotype, 27.14% for G/A genotype and 1.43% for
A/A genotype. Genotypes were in Hardy-Weinberg equilibrium for both sites
analyzed (x?>=0.06, p>0.99 for -116 site and x*=0.58, p>0.7 for 1615 site). Allele
frequencies were found as follows: -116G = 0.92 + 0.004 and -116A= 0.08 + 0.004;
1615G = 0.85 £ 0.008 and 1615A = 0.15 = 0.008. These frequencies did not differ
from Furtado-Alle et al. (2008) [7] study with obese men (x*=0.25, p>0.7 for -116A
and x*=1.81, p>0.1 for 1615A) [7]. The genotypes were grouped for better
understanding of the results, as follows: women usual/usual with -116G/G and
1615G/G (group 0, n=96); women usual/K with -116G/G and 1615A/G,A/A (group 1,
n=22) and variant for both sites with -116A/G, A/A and 1615A/G, A/A (group 2,
n=18).
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BChE activity showed no significant difference when individuals in the group 1
were compared to the group O, before or after the intervention (before 4.59 * 1.15;
after 4.52 £+ 0.8; t(p)= 0.56(0.29)). This data is in accordance with other works who do
not relate a biochemical association with a decreased activity when only variant K is
present [7, 11, 22]. As summarized in table 1, regarding group 2, it was possible to
see that before the intervention BChE activity was lower than in usual individuals, in
accordance with other works that obtained a decreased activity in -116A carriers [7,
23]; but after the diet only group 0 suffered a decrease in BChE activity equalizing it
with group 2 which did not presented a decrease in BChE activity, probably because
the presence of -116A variant already sets BChE activity to its minimum value which
may be necessary to keep with its physiological role.

When it was considered only the usual group 0, all anthropometrical
parameters, suffered a significant decrease in response to the dietetic intervention,
as seen in table 2. In the biochemical panel, total cholesterol (TC) and HDL suffered
a decrease. HDL decrease could be associated to the increased production of
ammonia due to the caloric restriction diet, leading to a fatigue and decreased
physical exercises which would result in a reduction of HDL values [24].

The role of BChE in lipid metabolism and the association of high BChE activity
with high levels of total cholesterol has been documented before [25, 26, 27],
therefore with this diet intervention concomitant decreased enzyme activity and TC
was expected. But for triglycerides (TG) and LDL parameters apparently this
intervention was not enough to act significantly on them. All anthropometrical
parameters suffered a decrease.

The analysis considering group 1 showed that the presence of K allele alone
decreased abdominal circumference (AC), BMI (where none of the subjects
decreased the BMI below 30 kg/m?) and the abdominal-height ratio (AHR), as seen in
table 2. This suggests that the presence of K variant decrease the effectiveness of a
caloric restriction diet intervention. It was observed that for variants in group 2 TC,
weight, WC, AC, BMI, waist-height ratio (WHR) and AHR suffered a decrease,
different from that observed when K variant alone was present. Therefore, it is
possible that these effects are probably due to the presence of -116A variant which
was already associated with a decreased BChE activity [7]. These data also shows

that K variant has a positive association with variables related to obesity, but when it
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is found along with -116A the association is the opposite, suggesting that the -116A
effect on lowering BChE activity overcomes the K variant effects.

When comparisons of variables before intervention among the genotypes
where performed it was possible to observe that group 1 showed higher means of
BMI and abdominal-height ratio (AHR) when compared to 0. This pattern remains,
and it is stronger, when its compared 1 with 2, in which when only K is present
weight, AC, BMI, WHR and AHR presented significant higher means, as seen in
table 3.

Souza et al. (2005a) [22] found a higher frequency of K variant in the extreme
higher BMI in men and Furtado-Alle et al. (2008) [7] found a higher BMI in obese
men with the presence of K variant which is in accordance with the higher BMI in the
presence of K variant found in the present study. Regarding the comparison between
2 and 0, the variant -116A showed a protective effect against obesity, once weight
and WC presented a significantly decreased value, which was expected once the
presence of -116A variant was associated with a decreased BChE activity [7, 22].

After the intervention when comparing 0 with 1, the BMI is still higher when K
variant is present. Comparisons between 1 and 2 showed that the presence of -116A
still leads to decreased parameters after the intervention, such as weight, BMI and
WHR. But when comparing O with 2, after intervention, the parameters are
statistically equal, probably due to the significant decrease in BChE activity in the
usual group, which is not observed in the variant -116A carrier group. Data from
present study corroborate the association of BChE activity with obesity and
anthropometrical parameters, documented before [7, 22, 28-32].

Altamirano et al. (2000) [11] also published that the variant K did not differ in
tetramerization when compared to the usual, in the other hand, Podoly et al. (2009)
[33] in a more recent study suggested that the 1615 site is in the tetramerization
domain and the estabilization of the tetramer is deacreased when variant K is
present. This could explain that in the presence of variant K the tetramer loses its
stability and with a hydrolic activity imapired it decreased its afinity to substrates and
it could affect a metabolic network, leading to a lower response to the dietetic
intervention [33].

CONCLUSIONS

Our results suggests that DI was effective considering usual subjects and K

variant presence decreases the response to DI. A stronger intervention associated
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with PE coul be necessary to affect K variant carriers. The presence of -116A
suggests that this SNP sets BChE activity to its minimal value to keep with its
physiological role.
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TABLES

Table 1. Values of t(p) for butyrylcholinesterase (BChE)
activity, of obese women in Curitiba, comparing before
and after dietetic intervention and grouping the
genotypes of -116 and usuals

BChE Activity (KU/L)
Genotypes Before After t(p)
Grupol  4.59+1.15 4.52+0.80 0.56(0.58)ns
Group0  5.2+1.58 4.99+1.06 1.97(0.03)*
Group 2  4.28+0.91 4.2+0.84 0.62(0.55)ns
t(p) 3.82(0.0004)** 3.35(0.001)**

ns: non significant
*: significant in 95% of probability.
**: significant in 99% of probability.
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Table 2. Values of t(p) for comparing anthropometrical and biochemical parameters, of obese women in Curitiba, before and after dietetic intervention inside the genotypes of variants for -116 and

1615
Group 0 (n=96) Group 1 (n=22) Group 2 (n=18)

Parameters Before After t(p) Before After t(p) Before After t(p)

TC mg/dL 193.43+38.65 188.77+36.83 2.27(0.02)* 184.91+28.54 179.71+28.84 1.16(0.26)ns 198.56+46.42  189.62+38.16 2.14(0.049)*
HDL mg/dL 52.15+12.4 47.67+£11.06 7.69(2.05E-11)** 49.57+£11.74 46.57+12.01 2.57(0.02)* 57.5£14.31 49.62+10.57 3.32(0.005)**
TG mg/dL 138.79+61.12 143.79+79.63 0.95(0.34)ns 141.38+38.69 139.43+56.55 0.28(0.77)ns 132.62+43.41 131.87+60.39 0.08(0.93)ns
LDL mg/dL 113.5+31.11  112.34+29.25 0.62(0.54)ns 107.06+27.28 105.26+30.09 0.46(0.65)ns 114.54+35.11 113.62+28.39 0.20(0.84)ns
Weight kg 91.65+15.22 89.02+15.21 9.97(5.33E-16)** 94.51+16.07 92.5+16.07 1.90(0.07)ns 84.28+10.04 82.28+£10.20 2.64(0.005)**
WC cm 96.48+9.94 91.15+13.68 5.67(1.92E-7)** 97.02+10.87 94.97+14.67 1.54(0.14)ns 91.36%9.37 86.96+10.88 | 5.46(4.27E-5)**
AC cm 109.46+11.35 102.09+10.68 | 12.91(9.71E-22)** 113.98+13.63 104.14+11.82 7.85(1.11E-7)** 105.97+10.53 98.66+9.84 | 6.99(2.17E-6)**
BMI kg/m2 35.0815.26 34.0245.26 9.89(7.31E-16)** 38.1815.57 37.0845.75 2.35(0.039)* 32.92+4.14 32.11+4.32 3.42(0.003)**
WHR 0.59+0.09 0.55+0.10 5.59(2.69E-7)** 0.61+0.07 0.60+0.09 1.58(0.13)ns 0.57+0.06 0.54+0.07 | 5.62(3.04E-5)**
AHR 0.67+0.10 0.62+0.09 12.42(8.17E-21)** 0.72+0.09 0.66+0.07 7.71(1.47E-7)** 0.66+0.07 0.62+0.07 | 7.13(1.69E-6)**

ns: non significant
*: significant in 95% of probability.

** significant in

99%

of  probability.

ADICIONAR O N DOS GRUPOS
Abreviations: TC: total cholesterol, TG: tryglicerides, WC: waist circumference, AC: abdominal circumference, BMI: body mass index, WHR: waist-height ratio, AHR: abdome-height ratio
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Table 3. Values of t(p) for comparing anthropometrical and biochemical parameters, of obese women in Curitiba, before and after dietetic intervention and BCHE gene usuals and variants for -116

and 1615.
Before intervention

Genotypes Genotypes Genotypes
Parameter 0 1 t (p) 0 2 t (p) 1 2 t(p)
TC mg/dL 193.43+38.65 184.9+28.54 0.95 (0.34)ns 193.43+38.65 198.56+ 0.47 (0.64)ns 184.9+28.54 198.56+ 1.1 (0.28)ns
HDL mg/dL 52.15+12.41 49.57+11.74 0.86 (0.39)ns 52.15+12.41 57.5+14.31 1.55(0.12)ns 49.57+£11.74 57.5£14.31 1.85 (0.073)ns
TG mg/dL 138.79+61.12 141.38+38.69 0.18 (0.85)ns 138.79+61.12 132.62+43.41 | 0.39 (0.7)ns 141.38+38.69 132.62+43.41 0.65 (0.52)ns
LDL mg/dL 113.54+31.11 107.1+27.28 0.87 (0.38)ns 113.5+31.11 114.54+35.11 | 0.12 (0.91)ns 107.14£27.28 114.54+35.11 0.73 (0.47)ns
Weight kg 91.82+15.1 94.5+£16.07 0.74 (0.46)ns 91.82+15.1 84.28+10.04 2.02 (0.045)* 94.5+16.07 84.28+10.04 2.35 (0.024)*
WCcm 96.649.82 97.02+10.87 0.18 (0.86)ns 96.6+9.82 91.36+9.37 2.08 (0.039)* 97.02+10.87 91.36+9.37 1.74 (0.096)ns
AC cm 109.43+11.23 113.98+13.63 1.63 (0.11)ns 109.43+£11.23 105.97+10.53 |1.21 (0.23)ns 113.98+13.63 105.97+10.53 2.04 (0.048)ns
BMI kg/m?2 35.1145.2 38.19+5.57 2.45 (0.016)* 35.1145.2 32.92+4.14 1.68 (0.048)* 38.19+5.57 32.92+4.14 3.33 (0.0019)**
WHR 0.59+0.088 0.61+0.068 1.2 (0.23)ns 0.59+0.088 0.57+0.065 0.89 (0.38)ns 0.61+0.068 0.57+0.065 2.06 (0.046)*
AHR 0.67+0.1 0.72+0.086 2.27 (0.025)* 0.67+0.1 0.66+0.07 0.29 (0.76)ns 0.72+0.086 0.66+0.07 2.39 (0.022)*
After intervention

Genotypes Genotypes Genotypes
Parameter 0 1 t(p) 0 2 t(p) 1 2 t(p)
TC mg/dL 188.62+36.65 179.7+28.84 1.04 (0.3)ns 188.62+36.65 190.23+37.03 | 0.17 (0.87)ns 179.7+28.84 190.23+37.03 0.98 (0.33)ns
HDL mg/dL 47.58+11.02 46.57+12.01 0.37 (0.71)ns 47.58+11.02 49.41+10.27 0.63 (0.53)ns 46.57+12.01 49.41+10.27 0.77 (0.44)ns
TG mg/dL 143.14+79.43 139.43+56.55 0.2 (0.84)ns 143.14+79.43 130.76+£58.65 | 0.61 (0.54)ns 139.43+56.55 130.76+58.65 0.46 (0.65)ns
LDL mg/dL 112.414+29.09 105.26+30.09 1.006 (0.32)ns 112.41+29.09 114.67+27.82 |0.29 (0.77)ns 105.26+30.09 114.67+27.82 0.99 (0.33)ns
Weight kg 89.67+15.7 92.5+£16.07 0.76 (0.45)ns 89.67+15.7 82.28+10.2 1.91 (0.058)ns | 92.5+17.07 82.28+10.2 2.34 (0.025)*
WCcm 91.98+13.99 94.97+14.67 0.89 (0.37)ns 91.98+13.99 86.95+10.87 1.44 (0.15)ns 94.97+14.67 86.95+10.87 1.92 (0.06)ns
ACcm 102.7+11.01 104.14+11.82 0.54 (0.59)ns 102.7£11.01 98.66+9.84 1.45 (0.15)ns 104.14+11.82 98.66+9.84 1.57 (0.12)ns
BMI kg/m?2 34.02+5.26 37.1+5.75 2.39 (0.02)* 34.02+5.26 32.11+4.32 1.44 (0.15)ns 37.1+5.75 32.11+4.32 3.03 (0.004)**
WHR 0.56+0.1 0.6+0.09 1.85 (0.067)ns 0.56+0.1 0.54+0.074 0.52 (0.6)ns 0.6+0.09 0.54+0.074 2.19 (0.03)*
AHR 0.62+0.09 0.66+0.07 1.66 (0.099)ns 0.62+0.09 0.62+0.068 0.33 (0.74)ns 0.66+0.07 0.62+0.068 1.92 (0.06)ns

0: Usuals for -116 and 1615

1: Usuals for -116 and Variants for 1615
2: Variants for -116 and Variants for 1615

ns: non significant

*: significant in 95% of probability. **: significant in 99% of probability.
Abreviations: TC: total cholesterol, TG: tryglicerides, WC: waist circumference, AC: abdominal circumference, BMI: body mass index, WHR: waist-height ratio, AHR: abdome-height ratio



8. DISCUSSAO GERAL

Este estudo buscou identificar os efeitos de uma intervencéo dietética de 8
semanas em mulheres obesas, considerando variaveis da butirilcolinesterase
(BChE) e associacbes com o locus CHE2 e foi possivel estabelecer efeitos
diversificados relativos aos genotipos e fendtipos diferentes.

Apés as 8 semanas de intervencdo as mulheres diminuiram o IMC,
circunferéncia de cintura e abdémen, e o Unico parametro bioquimico que sofreu
uma diminuicéo foi o HDL, provavelmente devido a maior fadiga causada pela dieta
e producdo de amdnia levando a uma falta de exercicios fisicos (FRANCO et al.,
2009)

A atividade geral da BChE das mulheres obesas foi significativamente mais
alta do que amostras ndo obesas de Curitiba, mantendo a relacdo reportada em
trabalhos anteriores (SOUZA et al.,, 2005a; FURTADO-ALLE et al. 2008), porém
apos a intervencdo dietética a atividade sofreu uma diminuicdo tornando-a
estatisticamente igual ao de mulheres ndo obesas de Curitiba, reforcando o papel da
BChE no metabolismo lipidico e obesidade ja descrito (CHAUTARD-FREIRE-MAIA
et al, 1991; ALCANTARA et al, 2001, 2003; SOUZA et al 2005a; FURTADO-ALLE et
al, 2008). Trabalhos anteriores (CLITHEROW et al., 1963; CHU et al., 1978; KUTTY
et al.,, 1981; CHAVES et al., 2012) propuseram que o papel da BChE no
metabolismo lipidico se deve pela hidrélise de ésteres de colina, que sao produtos
de acidos graxos livres e lipogénese hepética. Levando em conta essa interacao,
uma maior disponibilidade desses &cidos graxos livres levaria aos efeitos de
hiperlipidemia e uma atividade da BChE aumentada. Considerando isso, quando foi
introduzida a intervendo dietética, provavelmente houve uma diminuicdo na
disponibilidade desses acidos graxos livres o que pode ter levado a diminuicdo da
atividade observada ap6és a intervencéo.

As frequéncias fenotipicas de CHE2 C5+ né&o diferenciaram de outras
frequéncias observadas em Curitiba por Chautard-Freire-Maia et al. (1991). Antes da
intervencado a atividade dos fenétipos CHE2 C5- e CHE2 C5+ néo foram diferentes,
porém apos a intervencdo as mulheres CHE2 C5- diminuiram significativamente a
atividade se mostrando menor que as CHE2 C5+, enquanto as mulheres CHE2 C5+
ndo apresentaram nenhuma diminuicdo. Estes resultados sugerem que o fendtipo
CHE2 C5+ possui um efeito de aumento da atividade enzimatica independente da

obesidade ou do metabolismo de lipidios alterado. Antes da intervencdo, a
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semelhanca na atividade, entre os dois fendétipos, provavelmente era atribuida ao
aumento em CHE2C5- causado pela obesidade, sugerindo um comportamento
semelhante da atividade em obesidade no fendétipo CHE2 C5- com a atividade de
CHE2 C5+.

Quando as analises das formas moleculares da BChE foram realizadas, foi
possivel visualizar que as intensidades relativas (IR), se mantiveram proporcionais
antes e depois da intervencdo, concordando com os trabalhos de Boberg et al.
(2010) e Silva et al. (2012). Com relacdo a atividade relativa (AR) a banda G4 foi a
Unica afetada pela intervencédo, pois embora antes ndo houvesse diferenca entre o0s
dois fendtipos, apds a intervencdo CHE2 C5- sofre um decréscimo, se tornando
estatisticamente menor do que CHE2 C5+ que nao sofre diminuicdo. Esses dados
reforcam os dados da atividade plasmatica do efeito que CHE2 C5+ possui em
manter a atividade alta.

Silva et al. (2012), diferentemente, observou uma diminuicdo em todas as
bandas e parametros bioquimicos, o que pode ser devido ao tempo e ao tipo de
intervencgéo, pois no trabalho de Silva et al. foi utilizado um programa de exercicios
fisicos, o que ndo permitiu que o metabolismo diminuisse. Considerando esses
dados, € provavel que uma associacdo entre praticas de atividade fisica e
acompanhamento dietético surtiriam um efeito maior do que essas intervencdes
isoladamente.

As frequéncias genotipicas e alélicas para as variantes -116 e K ndo foram
diferentes das encontradas em outras amostragens de Curitiba (FURTADO-ALLE et
al., 2008). Devido ao desequilibrio de ligacdo entre a -116 e a K foi possivel agrupar
3 gendtipos para as comparacdes: usuais para os sitios -116 G/G e 1615 G/G (0),
usuais para -116 G/G e variantes para 1615 G/A e A/A (1) e variante para os dois
sitios -116 G/A e A/A e 1615 G/A e A/A (2).

Considerando a atividade divida nesses grupos foi possivel observar que o
grupo O diminuiu sua atividade, o grupo 1 ndo sofreu essa diminuicdo e possuiu
valores iguais aos usuais, 0 que corrobora com outros trabalhos que atestaram que
apenas a presenca da K ndo diminui a atividade (FURTADO-ALLE et al., 2008;
ALTAMIRANO et al., 2000; SOUZA et al., 2005b). Antes da intervengao o grupo 2
apresentou uma atividade menor do que o grupo 0, corroborando com Furtado-Alle
et al. (2008) que mostra que a presenca da -116A é que faz o efeito de diminui¢cado

da atividade da BChE. E apés a intervencdo, 0 grupo 2, ndo apresentou uma
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diminuicao significativa, e a diminuicdo do grupo O se igualou ao do grupo 2, o que
sugere que a diminuicdo da atividade devido a presenca da -116A deixa a BChE
numa atividade minima para manter suas funcdes fisioldgicas normais e por iSso hao
ocorre diminuicdo com a dieta.

Considerando parametros bioquimicos houve uma diminuicdo na média de
colesterol total, apenas para os grupos 0 e 2. E nos parametros antropométricos 0s
grupos 0 e 2 diminuiram significativamente todos os parametros enquanto o grupo 1
diminuiu apenas a circunferéncia abdominal e a razdo abdémen-estatura (RAE).
Essas andlises sugerem que a presenca da variante K dificulta a perda de peso.

Quando comparados 0s parametros entre 0S grupos, antes da intervencgao
observou-se que a presenca apenas da variante K o IMC e a RAE eram maiores do
gue dos usuais e quando comparados com a presenca da -116A o peso, IMC, razdo
REA e a raz&o cintura-estatura (RCE) foram maiores com a presenca da K. Quando
foi comparado os usuais e variantes com -116A foi possivel notar que a presenca da
-1162 estava associada com a diminuicdo do peso, circunferéncia da cintura e IMC,
sugerindo que as mulheres com a variante -116A eram mais magras do que as
usuais e portadoras apenas da K.

ApGs a intervencao a presenca da variante K comparada com as usuais ainda
possui um IMC mais alto e na presenca da -116A a K apresentou peso, IMC e RCE
maiores. E as usuais igualaram todos os parametros analisados com a -116A.
Altamirano et al. (2000) sugeriu que a variante K nao influenciava na tetramerizagéo
em relacdo ao gendtipo usual, por outro lado, Podoly et al. (2009), em um estudo
mais recente, sugeriu que o sitio 1615 se localiza no dominio de tetramerizacédo e a
estabilizacdo do tetramero esta diminuida quando a variante K esta presente. Isto
poderia explicar porque com a presenca da variante K o tetramero perde sua
estabilidade e com uma atividade hidrolitica debilitada, sua afinidade com substrato
estaria diminuida afetando uma rede metabdlica, levando a uma menor resposta a
intervencéo dietética (ALTAMIRANO et al., 2000; PODOLY et al., 2009)
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9. CONCLUSOES GERAIS

e A dieta de restricdo de 2500 kJ/dia, durante 8 semanas, foi eficaz para
diminuicdo de alguns parametros antropométricos, mas 0s parametros
bioquimicos, no geral ndo sofreram alteracgdes.

e A atividade da BChE diminuiu significativamente, quando considerado
o fendtipo CHE2 C5-, ap0s a intervencgdo o fenotipo CHE2 C5+ néo
diminuiu a atividade e se manteve 23% maior do que em individuos
CHE2 C5-.

e A intervencdo dietética surtiu efeito apenas no tetramero de mulheres
CHE2 C5-. Onde antes da intervencao a atividade relativa do tetramero
era semelhante entre os dois fendtipos, porém apenas as CHE2 C5-
apresentaram uma diminuigdo significativa.

e As frequéncias fenotipicas do locus CHE2 e as frequencias alélicas das
variantes K e -116A nédo diferiam de outras amostragens em Curitiba.
Foi possivel estabelecer uma relacdo de dificuldade em emagrecer as
portadoras apenas da variante K, que em presenca da -116
apresentaram parametros menores.

e Sugere-se que a -116 diminui a atividade da BChE em seu minimo
para se manter as funcdes fisiolégicas, uma vez que nao foi possivel
observar diminuicdo apds a intervencgao.

e E é proposta uma acdo protetora da obesidade quando a K esta
presente sozinha, uma vez que as portadoras apenas da K
apresentaram parametros maiores do que portadoras da -116 e usuais
nos dois tempos, e foi 0 grupo que apresentou a menor diminuicdo de

parametros antropomeétricos.
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11. MATERIAL COMPLEMENTAR

Figura 1: Digitalizacdo de uma eletroforese em gel de Agar 1% (pH: 6,50; 4
horas; 125V; 40mA), onde as amostras 1, 3, 4, 5, e 8 apresentam fenétipo CHE2 C5-

e as amostras 2, 6 e 7 o fenétipo CHE2 C5+.

Figura 2: Digitalizagdo de uma eletroforese em gel de poliacrilamida (Gel

empilhador: 5% e Gel separador: 8%; 200v; 40mA e 8 horas), onde de cima para
baixo se encontram na ordem as formas moleculares: G4, G3 (ndo analisada), G2,
G1-Alb e G1.
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Figura 3: Imagem do programa KODAK 1D mostrando o ajuste nos picos

mais altos de cada banda para que a analise da intensidade relativa seja feita.
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Figura 4: Imagem do grafico com as fluorescéncias das genotipagens pela
técnica Tagman SNP genotyping Assays geradas pelo programa REAPLEX da
EPPENDORF onde os pontos no conjunto vermelho indicam as amostras
homozigotas para o alelo G, os pontos do conjunto azul mostram as amostras

homozigotas para o alelo A e no conjunto verde as amostras heterozigotas G/A.
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Figura 5: Digitalizacdo de eletroforese ssca em gel de poliacrilamida 8%
(200v 4 horas), onde a primeira amostra representa o genotipo homozigoto para a
mutacdo K, a segunda e a terceira amostras representam heterozigoto e a quarta
demonstra o homozigoto selvagem.
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