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RESUMO

Pessoas tratadas com as mais diversas drogas apresentam variabilidade de resposta e de
susceptibilidade aos medicamentos. Variagdes nessa resposta podem ser decorrentes de varios
fatores tais como doengas e fatores genéticos, os quais geralmente estdo associados com
polimorfismos que podem alterar a expressdo e/ou a atividade de enzimas relacionados com o
metabolismo destes farmacos. A exemplo disso, o gene BCHE (3q26.1-q26.2) apresenta
polimorfismos que alteram a atividade da enzima butirilcolinesterase (BChE), uma esterase
sérica, responsavel pela hidrolise de substancias contendo ésteres de colina, como certos
bloqueadores neuromusculares como a succinilcolina. Sua atividade enzimatica esta reduzida
na presenca de algumas variantes como a atipica (A, rs1799807), a K (rs1803274) e a -116A
(rs1126680). Estas alteragdes genéticas podem ser responsaveis por um quadro de relaxamento
muscular prolongado ap6s utilizagdo de succinilcolina, uma vez que a baixa atividade da enzima
dificulta a metaboliza¢do deste farmaco. O presente estudo visa analisar a presenca das trés
variantes citadas e a atividade enzimatica da BChE, em amostras de 20 pacientes provenientes
das regioes sul e sudeste do Brasil que passaram por episddios de apneia prolongada apos o uso
de succinilcolina durante uma cirurgia. O DNA foi extraido do sangue periférico através da
técnica de salting out e as variantes foram genotipada pela técnica de discriminagdo alélica
Tagman. A atividade enzimatica foi medida no plasma sanguineo segundo uma técnica
colorimétrica, baseada na hidrolise da propioniltiocolina. A frequéncia encontrada dos
genoétipos para a variante A foi de 45% UU (homozigotos usuais, que ndo apresentam a
variante) 15% UA (heterozigotos, apresentam um alelo usual e um alelo da variante) e 40% AA
(homozigotos para a variante). Para a variante K foi de 35% UU, 35% UK e 30% KK. Ja para
a variante -116A foi de 95% UU e 5% U-116A, ndo sendo encontrados individuos homozigotos
para esta variante. Alguns individuos nao apresentaram nenhuma das trés variantes. A atividade
da BChE encontra-se muito baixa, menor que 1U/mL, em todos os participantes. A presenca de
alguma variante associada a baixa atividade enzimatica pode explicar os episddios de
relaxamento muscular prolongado. Aqueles que nao possuem nenhuma das trés variantes
devem passar por outros estudos para verificar se a situagdo vivenciada ¢ causada por alguma
outra alteragdo genética ou algum outro fator ambiental que possa interferir na atividade da

enzima BChE.



ABSTRACT

People treated with the most diverse drugs present variability of response and susceptibility to
medications. Variations in this response may be due to several factors such as diseases and
genetic factors, which are usually associated with polymorphisms that may alter the expression
and / or the activity of enzymes related to the metabolism of these drugs. As an example, the
BCHE gene (3926.1-q26.2) has polymorphisms that alter the activity of the enzyme
butyrylcholinesterase (BChE), a serum esterase responsible for the hydrolysis of substances
containing choline esters, such as certain neuromuscular blockers such as succinylcholine. Its
enzymatic activity is reduced in the presence of some variants such as atypical (A, rs1799807),
K (rs1803274) and -116A (rs1126680). These genetic alterations may be responsible for a
prolonged muscle relaxation after the use of succinylcholine, since the low activity of the
enzyme makes it difficult to metabolize this drug. The present study aims to analyze the
presence of the three variants mentioned and the enzymatic activity of BChE in samples from
twenty patients from southern and southeastern Brazil who experienced prolonged apnea after
using succinylcholine during surgery. DNA was extracted from the peripheral blood by the
salting out technique and the variants were genotyped by the Tagman allelic discrimination
technique. The enzymatic activity was measured in the blood plasma according to a colorimetric
technique, based on the hydrolysis of propionylthiocholine. The frequency of genotypes for
variant A was 45% UU (usual homozygotes, which do not present the variant), 15% UA
(heterozygotes, which present one usual allele and one variant allele) and 40% AA
(homozygotes for the variant). For variant K it was 35% UU, 35% UK and 30% KK. Already
for the -116A variant was 95% UU and 5% U-116A, no homozygous individuals were found
for this variant. Some individuals did not present any of the three variants. BChE activity is
very low, less than 1U / mL, in all participants. The presence of some variant associated to low
enzyme activity may explain the episodes of prolonged muscle relaxation. Those who do not
have any of the three variants should undergo further studies to verify if the situation
experienced is caused by some other genetic change or some other environmental factor that

may interfere with the activity of the BChE enzyme.
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1. INTRODUCAO

A butirilcolinesterase humana (BChE) ¢ uma esterase sérica sintetizada pelo figado e
amplamente distribuida pelo organismo. E responsavel pela hidrolise de substancias contendo
¢ésteres de colina, como certos bloqueadores neuromusculares de acgdo curta, como a

succinilcolina (LOCKRIDGE, 2015).

E uma enzima polimoérfica codificada pelo gene BCHE (3q26.1-q26.2) (ARPAGAUS
et al., 1990) que apresenta cerca de 70 variantes descritas. A maioria dessas variantes tem um
efeito sobre a atividade da BChE (JOHNSON; MOORE, 2012). A mais conhecida pela
diminui¢do dessa atividade ¢ a variante atipica (A), rs1799807, a qual ¢ causada por uma
substitui¢ao de adenina por guanina no nucleotideo 209 no exon 2, o que leva a uma diminuigao
da afinidade da enzima por ésteres de colina. Pessoas que possuem a variante apresentam uma
atividade muito baixa da BChE, ndo sendo capazes de metabolizar corretamente € na mesma
velocidade substancias que contém ésteres de colina, o que pode causar efeitos indesejados,
como uma resposta prolongada de relaxamento muscular apds administragao endovenosa de

succinilcolina (MCGUIRE et al., 1989).

Outras variantes, como a K (rs1803274) e a-116A (rs1126680), também sao conhecidas
por ocasionar diminui¢cdo da atividade enzimatica da BChE. Individuos que possuem essas

variantes apresentam dificuldade de hidrolisar certas substancias e podem sofrer desses efeitos

também (BARTELS et al., 1990).

A succinilcolina ¢ um relaxante muscular utilizado para facilitar as intubagdes traqueais
em procedimentos cirurgicos. Devido a sua agdo de curta duragdo, ¢ frequentemente usado em
cirurgias em que o bloqueio neuromuscular intenso € necessario por um curto periodo de tempo.
A presenca de uma ou mais variantes do gene BCHE pode causar um bloqueio neuromuscular
que pode durar horas influenciando significativamente o trabalho na sala de operacao e na sala

de recuperacao (KALOW, 1962; JOHNSON; MOORE, 2012).

Considerando a relevancia de estudos envolvendo o efeito das variantes do gene BCHE
sobre a atividade da butirilcolinesterase, o presente estudo tem por finalidade a identificacao
das variantes do gene BCHE em individuos que vivenciaram episddios de apneia prolongada

apods o uso de succinilcolina.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

e Descrever algumas variantes do gene BCHE e o nivel de atividade enziméatica em pacientes

que apresentaram apneia prolongada apo6s a utilizagao de succinilcolina.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a atividade enzimatica da BChE no plasma dos individuos que apresentaram
apneia prolongada para verificar se hd diferenga entre os portadores das variantes do gene
BCHE;

e Obter os gendtipos dos pacientes para as variantes A, K e -116A de maneira a sugerir uma
explicagdo para a apneia prolongada apds o uso de succinilcolina;

e Descrever a relagdo entre as variantes do gene BCHE e a atividade enzimatica de cada

individuo.

1.2 JUSTIFICATIVA

Em operacdes em carater de emergéncia o paciente deve ser submetido a respiragdo
artificial. Para isso, é necessario que seja realizada uma intubagdo endotraqueal e para introduzir
o tubo, o paciente, ap0s estar anestesiado, precisa ter um relaxamento total das cordas vocais.
Isto ¢ obtido através da inje¢@o venosa de relaxantes musculares, denominados de bloqueadores
neuromusculares (BNM). Dentre estes, o mais utilizado € a succinilcolina, devido a sua agao

ultrarrapida (GOLDBERG, 1989; BARAKA, 2011).

Existem muitas variagdes nas respostas de cada individuo a um mesmo medicamento.
Quanto a succinilcolina, sdo descritas diferengas em relagdo ao tempo de efeito da droga. Em
pacientes que exibem um efeito muito prolongado da droga este fenomeno pode ser explicado
por doengas, principalmente no figado, ou pela variacao no gene que codifica a enzima BChE.
Neste ultimo caso, os individuos sdo considerados portadores de uma forma variante da enzima,
mais frequentemente das variantes K e A, as quais ocasionam uma diminui¢do da atividade

enzimatica (WHITTAKER, 1980; FURTADO-ALLE, 2008).



Nessas circunstancias, a identificacdo dos fatores moleculares associados a esse efeito
prolongado da succinilcolina ¢ de grande importincia, jA que pacientes com esse tipo de
resposta necessitam de um tratamento diferenciado, uma vez que se o monitoramento
neuromuscular ndo for aplicado na pratica clinica diéria, o risco de bloqueio neuromuscular
residual aumenta. Além disso, essa informagdo possibilita o tratamento individualizado
podendo reduzir o estresse fisico e emocional, caracteristico de qualquer procedimento
cirtrgico, do paciente, bem como dos familiares, comec¢ando pelos cuidados da equipe médica,
que por sua vez, pode optar pela utilizagdo de outro relaxante muscular para compor o bolus

anestésico do paciente, evitando resultados indesejados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FARMACOGENETICA

A farmacogenética pode ser considerada a ciéncia que examina as bases genéticas das
variabilidades individuais, observadas nas respostas terapéuticas a tratamentos farmacologicos
(SHI; BLEAVINS; LA IGLESIA, 2001). Em uma revisao sobre o tema, a farmacogenética foi
definida como o estudo do papel da hereditariedade na variagdo individual ao efeito de um

farmaco (WEINSHILBOUM; WANG, 2004).

Sabe-se que pacientes tratados com as mais diversas drogas apresentam variabilidade
de resposta e de susceptibilidade a toxicidade aos medicamentos. Variagdes nessa resposta
podem ser decorrentes de varios fatores tais como doencas, diferencas na farmacocinética e

farmacodinamica dos medicamentos, fatores ambientais e fatores genéticos (SHASTRY, 2006).

Esses fatores genéticos relacionados as respostas terapéuticas entre os individuos
geralmente estdao associados com polimorfismos genéticos, como por exemplo, as variagdes na
sequéncia de nucleotideos, em inglés: Single Nucleotide Polymorphisms — SNP, presentes em
genes que afetam a farmacocinética ou a farmacodindmica dos medicamentos. Tais
polimorfismos podem alterar a expressao e/ou a atividade de sitios de ligagdao de farmacos, por
afetarem a estabilidade do RNA mensageiro correspondente ou modificarem a estrutura
conformacional da proteina correspondente. Como consequéncia, essas alteracdes podem levar
a reducdo ou ao aumento da atividade da proteina codificada afetando a resposta ao
medicamento (GUTTMACHER; COLLINS; WEINSHILBOUM, 2003; THORISSON;
STEIN, 2003).

Pacientes ao tomarem uma dose padronizada de determinado medicamento podem
reagir de trés maneiras: nao responder, responder apenas parcialmente ou apresentar reagdes

adversas ao medicamento, como ilustrado na FIGURA 1.
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FIGURA 1. EXEMPLO ESQUEMATICO DAS POSSIVEIS ALTERACOES DE PERFIL METABOLICO DE
INDIVIDUOS COM DIFERENTES CARACTERISTICAS GENETICAS EM ENZIMAS
METABOLIZADORAS.
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FONTE: METZGER (2006)

Os metabolizadores lentos, em geral, sdo individuos com diminui¢do ou auséncia da
enzima metabolizadora, o que gera um efeito prolongado do medicamento. Os metabolizadores
intermediarios sdo os que apresentam metabolismo “normal”, comum a maioria da populagao.
Ja o fenotipo de metabolizadores rapidos pode ser decorrente de um aumento na producao da
enzima metabolizadora associado a um aumento da expressao do gene que codifica a enzima,

o que leva a diminui¢do ou auséncia do efeito do medicamento (METZGER, 2006).

A titulo de exemplo, o gene BCHE possui alguns polimorfismos, objetos deste estudo,
os quais alteram a atividade da enzima codificada, butirilcolinesterase, o que afeta a resposta
do individuo a certos medicamentos, principalmente bloqueadores neuromusculares, como a
succinilcolina. Esses individuos podem ser considerados metabolizadores lentos, uma vez que
apresentam uma diminui¢do da atividade ou da prépria enzima circulante, frente a ingestao de

uma dose padrao do relaxante muscular.

2.2 RELAXANTES MUSCULARES E A BCHE

A succinilcolina ¢ um relaxante muscular, amplamente utilizado para facilitar as
intubagdes traqueais em pacientes de emergéncia e em pacientes com alto risco de regurgitacao

gastroesofagica. E hidrolisada pela butirilcolinesterase para formar succinilmonocolina e
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depois, acido succinico e colina. Quando a succinilcolina ¢ injetada por via intravenosa cerca
de 90% da dose normal ¢ hidrolisada pela colinesterase dentro de 1 min e cerca de 10% da
droga ¢ excretada na forma inalterada. Assim, a dose real de succinilcolina que atinge a jun¢do

neuromuscular ¢ menor do que a dose injetada (KALOW, 1962).

Ela compete com a acetilcolina pelos receptores colinérgicos da placa motora terminal,
e se liga a esses receptores para produzir a despolarizacao. Entretanto, devido a sua alta
afinidade pelos receptores colinérgicos e sua resisténcia a acetilcolinesterase, ela produz uma
despolariza¢ao mais prolongada do que a acetilcolina. Isto faz com que o paciente experimente

paralisia muscular completa (KALOW, 1962; MCCGUIRE, 1989).

Individuos que apresentam alguma variante no gene BCHE possuem maior
sensibilidade aos relaxantes musculares. Em pessoas com niveis usuais da enzima BChE, estes
farmacos sdo rapidamente hidrolisados no plasma e a sua duragdo ¢ de acdo curta, menos de 10
min. A deficiéncia na enzima resulta em hidrolise mais lenta destes farmacos e,
consequentemente, um bloqueio neuromuscular prolongado, levando a apneia (JOHNSON;

MOORE, 2012).

A recuperacao do paciente sob efeito de succinilcolina ndo comeca até que a maior parte
da succinilcolina tenha sido hidrolisada ou eliminada do sangue e do fluido extracelular.
Durante o periodo de paralisia completa, uma quantidade significativa de succinilcolina esta
presente no sangue e no fluido extracelular (GATKE, 2001). Depois dela ter sido eliminada do
sangue e do fluido extracelular, a taxa de recuperacdo da apneia depende da concentracao de
succinilcolina remanescente nas terminagdes nervosas, isto ¢, do nimero de receptores

ocupados (OSTERGAARD et al., 1988).

Em anélises feitas in vitro onde a concentracao de succinilcolina pode ser aumentada
até niveis de saturagdo, observou-se que a BChE em individuos que apresentam a variante
atipica, hidrolisa a succinilcolina com a mesma velocidade maxima que a BChE em individuos
normais, sem variantes. Assim, a consequéncia da baixa afinidade da BChE em portadores da
variante A pela succinilcolina ¢ devido ao fato que nenhum dos farmacos administrados ¢
hidrolisado no sangue. Por conseguinte, as terminagdes nervosas recebem uma sobredosagem

de 50-100 vezes de succinilcolina (KALOW, 1962).

Em estudo realizado por Kalow e colaboradores (1957) ap6s uma dose de 100 mg de
succinilcolina o tempo de duracao da apneia de acordo com o gendtipo para a variante A ¢ de

3-6 min em pessoas homozigoéticas para BChE usual, 5-12 min em pessoas heterozigdticas e
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50-65 min em pessoas homozigoticas para BChE atipica. Assim, a succinilcolina pode ser dada
a pessoas que possuem a variante atipica, mas a dose deve ser reduzida para 1% da dose normal

para alcangar 5 min de apneia.

Pacientes homozigotos para a variante A sdo muito sensiveis também ao mivacurio. Em
um estudo realizado por Gatke et al. (2005) foi observado que depois da administracdao da dose
usual de 0.12-0.2 mg/kg de mivacurio, o tempo para recuperacao espontanea total da funcao
neuromuscular em pacientes homozigotos para variante A ¢ de 6 a 8h, enquanto que em

pacientes normais esse tempo ¢ de aproximadamente 30 min (GATKE et al., 2017).

O tratamento da apneia prolongada consiste em ventilacdo continua e sedagdo até que a

resposta adequada a estimulagdo nervosa periférica seja recuperada (DAVIS, 1997).

2.3 BUTIRILCOLINESTERASE

Existem dois tipos de colinesterases (esterases que hidrolisam ésteres de colina) nos
vertebrados. A acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7, segundo a Comissao de Enzimas), que
atua preferencialmente na hidrélise do neurotransmissor acetilcolina, produzindo acetato e
colina, e ¢ encontrada na membrana dos eritrocitos, no plasma, sistema nervoso central e
jun¢des neuromusculares (JOHNSON; MOORE, 2000; VIJAYARAGHAVAN et al., 2013). E
a butirilcolinesterase, também conhecida como pseudocolinesterase ou colinesterase nao-
especifica (BChE; EC 3.1.1.8), que tem como substrato preferencial a butirilcolina e que esta
envolvida em diversos processos como a hidrolise de substancias contendo ésteres de colina,
como certos bloqueadores neuromusculares de acdo curta, amplamente utilizados durante a
anestesia geral, como a succinilcolina, bem como pela metabolizagdo de drogas como a aspirina

e a cocaina (LOCKRIDGE, 1990; 2015).

Evidéncias sugerem que a butirilcolinesterase pode atuar como um co-regulador da
atividade da acetilcolina no sistema nervoso central, uma vez que a inibicdo dessa enzima
aumenta de maneira dose dependente os niveis desse neurotransmissor no cérebro
(GIACOBINI, 2000). Na auséncia da acetilcolinesterase, a BChE parece substitui-la na
manutengao da integridade estrutural e fisiologica do sistema colinérgico (MESULAM et al.,

2001).
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A butirilcolinesterase humana ¢ amplamente distribuida por todo o corpo, com niveis
mais altos detectados no plasma e no figado (DELACOUR et al., 2014; JOHNSON; MOORE,
2012). Sua forma mais comum consiste em um tetramero com quatro subunidades idénticas,
sendo cada mondémero formado por uma cadeia de 574 aminoacidos, nove cadeias laterais de
oligossacarideos ligados a nove asparaginas e um peso molecular de aproximadamente 85 kDa

(LOCKRIDGE et al., 1987).

E possivel identificar cinco formas moleculares principais da BChE existentes no
organismo humano: mondémero (Cl), dimero (C3), tetramero (C4), mondmero ligado a
albumina sérica (C2) e tetrAmero ligado a uma substancia desconhecida (C5) (LOCKRIDGE;
ECKERSON; LA DU, 1979).

Uma outra nomenclatura da BChE, baseada na estrutura molecular e ndo na mobilidade
eletroforética, pode ser utilizada. E fundamentada no nimero de subunidades moleculares e no
fato delas serem globulares. A forma C1 corresponde a forma globular monomérica,
denominada G1, o dimero C3 ¢ denominado G2 e o tetrimero C4 de G4, como demonstrado na
FIGURA 2. Um trimero de mobilidade intermediaria entre C3 e C4, formado a partir de C4
submetido a tripsina, ¢ designado de G3. O monomero ligado a albumina (C2) ¢ referido como

G1-ALB (MASSON, 1989).

FIGURA 2. FORMAS MOLECULARES DA BCHE E POSSIVEIS VARIACOES
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FONTE: DARVESH ef al. (2003).

LEGENDA: G1: forma globular solivel monomérica; G2: forma gobular soluvel dimérica; G4: forma globular
soluvel tetramérica. A forma G4-ancorada ¢ um tetramero ligado a membrana através da interacdo com PRIMA
(ancora rica em prolina). A12 ¢ uma forma assimétrica em que trés tetrameros estdo ligados & membrana por uma
tripla hélice de colageno Q.
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No plasma, a totalidade da BChE e cerca de 1 % da AChE consistem de subunidades
cataliticas globulares, sendo 95% da BChE encontrada na forma de tetrameros (BLONG;
BEDOWS; LOCKRIDGE, 1997) que sao estaveis na circulagdo com um tempo de meia-vida
de 7 a 12 dias (SUN, 2002). Os tetrameros, com peso molecular de aproximadamente 340 kDa,
sdo formados por dimeros, onde cada dimero ¢ constituido por monomeros ligados por uma
ponte dissulfeto, e os dimeros que se arranjam na formacdo do tetrdmetro sdo unidos por

ligacdes nao covalentes (LOCKRIDGE et al., 1987).

Quanto a estrutura, a BChE apresenta uma folha B central rodeada por a- hélices
(MILLARD; BROOMFIELD, 1992). O centro ativo da BChE ¢ constituido por 1 sitio
esterasico e 1 sitio anidnico, com tamanho de 20A. O sitio esterasico é formado pela triade
catalitica dos aminoacidos Ser198 (S), His438 (H) e Glu325 (E), responsaveis pela hidrélise
(SHAFFERMAN et al., 1992). O sitio anionico periférico (PAS) ¢ formado pelos aminoacidos
Asp70 (D) e Tyr332 (Y), o qual esta relacionado com a ligagao inicial de substratos carregados
positivamente (FIGURA 2). H4 também um sub-sitio anionico de ligagdo formado por W e um
sitio de acilagcdo, A, no qual o grupo acil dos ésteres de colina encaixa-se durante a catalise

(FIGURA 3) (LOCKGRIDGE et al., 1987; MASSON et al., 2001).

FIGURA 3. ESTRUTURA ESQUEMATICA DO CENTRO ATIVO DO MONOMERO DA
BUTIRILCOLINESTERASE

G 4

FONTE: DARVESH ET AL. (2003).

LEGENDA: O grupo acilo do substrato (acetilcolina mostrada aqui) se liga a alanina (A), enquanto o nitrogénio
quaternario interage com o sitio anidnico que consiste no aminodcido triptofano (W). Os substratos sdo guiados
pelo site ativo por interagdo com acido aspartico (D) e tirosina (Y). A: Ala328; D: Asp70; E: Glu325; H: His438;
S: Ser198, W: Trp82; Y: Tyr332.
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Além disso a BChE esta relacionada ao metabolismo lipidico e tem sido associada ao
IMC, a circunferéncia da cintura, peso, colesterol e triglicerideo leve (CHAVES et al., 2013).
Assim, alteracdes na atividade da BChE podem ser associadas a doengas como obesidade,
resisténcia a insulina, sindrome metabodlica, hiperlipidemia, doenga arterial coronariana,
hipertensao arterial e doenga de Alzheimer (LI; DUYSEN; LOCKRIDGE, 2008; LIMA et al.,
2013).

Diversos fatores e patologias podem influenciar a atividade da BChE, como destacado
no QUADRO 1. Além dessas relagdes, Whittaker (1980) mostrou em seu estudo que em adultos
a atividade da BChE ¢ mais elevada em homens do que em mulheres devido a uma aparente

modulagdo hormonal negativa desencadeada pelo estrogeno (WHITTAKER, 1980).

QUADRO 1. ALGUNS FATORES ASSOCIADOS A ALTERACOES NA ATIVIDADE DA BCHE

Aumento da atividade Reducao da atividade
Fenotipo CHE2 C5+ Variantes do gene BCHE

Obesidade Doengas hepaticas

Diabetes Mellitus Tipos I e I Infarto do miocardio

Psoriase Infecgdo aguda
Esquizofrenia M3 nutricio

Hipertensdo Pilula contraceptiva
Alcoolismo Organofosforados

FONTE: WHITTAKER (1980).

2.4 O GENE BCHE

O gene BCHE esta localizado no bracgo longo do cromossomo 3 (q26.1-g26.2). Consiste
em aproximadamente 64 kb abrangendo 4 exons, sendo o exon 1 nao traduzido na proteina
madura, assim como a parte inicial do exon 2 e a parte final do exon 4, e 3 introns

(ALLDERDICE et al., 1991) (FIGURA 4).

Oexon 1 (152 pb) além de formar a sequéncia 5’UTR ndo traduzida no RNAm apresenta
dois sitios potenciais de inicio de tradugdo nos cddons -69 e -47. O exon 2 (1.525 pb) apresenta

o primeiro nucleotideo que codifica para o peptideo maduro e contém 83% da sequéncia
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codificadora da proteina BChE, incluindo a extremidade N-terminal, o sitio ativo e um terceiro
possivel sitio de inicio de tradugdo no cddon -28. O exon 3 tem 167 nucleotideos e o exon 4
(603 pb) codifica a extremidade C-terminal da proteina e a regido 3’UTR nao traduzida que

contém dois sinais de poliadenilagdo (ARPAGAUS et al., 1990).

O intron 1-2 tem 6.276 nucleotideos, o intron 2-3 tem 43.205 nucleotideos € o intron 3-
4 possui 12.638 nucleotideos. A sequéncia codificadora possui 1.809 nucleotideos traduzidos
em 602 aminoacidos, sendo 84 nucleotideos codificantes para uma sequéncia peptidica
sinalizadora composta por 28 aminoacidos e 1.722 nucleotideos codificadores dos 574
aminoacidos correspondentes a cadeia polipeptidica da BChE (NCBI, acessado em

10/04/2017).

FIGURA 4. DESENHO ESQUEMATICO DO GENE BCHE

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
152 nt 1.525 nt 167 nt 603 nt
5’ 3
nt-116
nt1615

FONTE: Adaptado de PARNAS et al. (2011).

LEGENDA: O desenho mostra os quatro exons, o nimero de pares de bases que os compdem e os sitios -116 ¢
1615 de duas variantes analisadas no presente estudo.

NOTA: A regido sombreada em cinza corresponde a regido codificadora da proteina madura.

Nao ha formas conhecidas de splicing alternativo para a BChE humana. A forma
soluvel, globular tetramérica no plasma bem como as formas ligadas a membrana, no musculo
e no cérebro, sio codificadas pelo mesmo mRNA (DELACOUR et al., 2014; MASSOULIE,
2002).

2.4.1 VARIANTES DO GENE BCHE

A existéncia de variabilidade no gene BCHE foi pela primeira vez constatada na década
de 50, em pacientes que sofriam de apneia e paralisia muscular prolongada quando submetidos

a doses farmacoldgicas de succinilcolina (KALOW; GENEST, 1957).
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Cerca de 70 variantes do gene BCHE ja foram descritas (MIKAMI, 2005; SOUZA et
al., 2005) e estdo representadas na TABELA 1. Muitas destas estdo envolvidas no

desenvolvimento de patologias.

TABELA 1. LISTA DE VARIANTES JA DESCRITAS DO GENE BCHE, INCLUINDO LOCALIZACAO,
ALTERACAO NA SEQUENCIA E NOME DO POLIMORFISMO

NUCLEOTIDEO Ay TERACAO POLIMORFISMO  NUCLEOTIDEO ALTERACAO POLIMORFISMO

EXON 1 Cont. EXON 2
nt-116 G>A 116 nt 748 ACT>CCT  T250P
EXON 2 nt 765 GAG->GAC  E255D
nt 9-11 COAT 1adel nt 800 AAA->AGA  K267R
nt 16 ATT>TT  I6fs nt 811 GAA->TAA  E271X
nt 35 AAA>AGA  KI2R nt 880 GTG>ATG  V294M
nt 45 GGG>GGC  GI5G nt 920 CTT>CCT  L307P
nt 71 ACG->ATG  T24M nt 943 ACC->AACC  T315fs
nt 82 TTT>ATT  F2sI nt 943 ACC->TCC  T315S
nt 98 TAT>TGT  Y33C nt 988 TTA->ATA L3301
nt109 CCT->TCT  P378 nt 997 GGT>TGT  G333C
nt 208 GAT>CAT  D70H nt 1020-1021 GAT>GATA  D340insA
nt 209 GAT->GGT ~ D70G nt 1093 GGA->CGA  G365R
nt 223 G->C G75R nt 1156 CGT>TGT  R386C
nt 270 A>C E90D nt 1169 GGT->GTT G390V
nt 286 AAT >TAT  N96Y nt 1200 TGC>TGA  C400X
nt 297 T->G 199M nt 1253 TTC->TCC  F418S
nt 298 CCA->TCA  P100S nt 1270 CGA->TGA  R424X
nt318 AAT->AAAT  N106FS nt 1273 TCC->CCC  S425P
nt 344 GGT->GAT  G115D nt 1303 GGA->AGA  G435R
nt 351 GGT->GGAG  Gl17fs nt 1336 TTT->GTT  F446V
nt 355 CAA>TAA  QII9X nt 1351 GAA->TAA  E451X
nt 375 TTA->TTT  LI25F nt 1378 GAG->AAG  E460K
nt 383 TAT>TGT  Y128C nt 1393 AGA->TGA  R465X
nt 395 GCT>GCTA  Al34fs nt 1408 CGG>TGG ~ RATOW
nt 424 GTG>ATG  V142M nt 1410 CGT->CGG

nt 486 GCT>GCC  Al62A nt 1411 TGG->CGG ~ W47IR
nt 510 GAT->GAG ~ DIT0E EXON 3

nt 514 CAG>TAG  QI72X nt 1490 GAA->GTA  E497V
nt 551 GCC->GTC  A184V nt 1500 TAT->TAA  Y500X
nt 592 AGT->GGT  S198G nt 1543 CGT->TGT  R515C
nt 596 GCA>GTA  A199V nt 1553 CAA>CTA  Q5ISL
nt 601 GCA->ACA  A20IT EXON 4

nt 607 TCA->CCA  $203P nt 1615 GCA>ACA  AS39T
nt 728 ACG->ATG  T243M nt 1914 A->G Regido ndo

codificadora

FONTE: Adaptado de MIKAMI (2005).

A maioria das mutagdes envolvendo o gene BCHE tem um efeito sobre a atividade da

enzima BChE. Isso pode ocorrer por efeitos deletérios de mutagdes pontuais no funcionamento
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catalitico ou por mutagdes pontuais que afetam a expressdo proteica, o que pode resultar na

auséncia de BChE completamente (JOHNSON; MOORE, 2012).

As variantes responsaveis por reduzir a atividade a valores menores que 10% quando
comparada a média da atividade da enzima usual sdo denominadas silenciosas e algumas sao
caracterizadas como quantitativas, uma vez que altera¢cdes na produgdo, na estabilidade e na
meia-vida das moléculas resulta em uma redugao no numero de moléculas circulantes eficazes
(BARTELS et al., 1992). Um grande nimero de alelos correspondentes a essas variantes
silenciosas ja foi identificado, os quais podem ocasionar alteracdes na matriz de leitura,
substitui¢do de aminoacidos e formag¢do de cddons de terminagdo prematura. Em revisdo de
Whittaker (1986), a estimativa da frequéncia global dessas variantes, isto €, sem considerar a
heterogeneidade genética, estd em torno de 0,3%. Essas variantes, bem como as mutacoes ja

descritas na literatura, estdo indicadas na TABELA 1.

A variante atipica A (rs1799807) ¢ causada por uma substituicao de adenina por guanina
no nucleotideo 209 no exon 2 resultando numa substituicao de acido aspartico por glicina
(D70G) (MCGUIRE et al., 1989). Sabendo que o residuo Asp70 ¢ um local de ligacdo de
substrato no sitio anidnico periférico da BChE, sua substitui¢do leva a uma diminui¢do da
afinidade por ésteres de colina, resultando em uma reducdo de 30% da atividade da enzima
quando comparada com a enzima usual (MASSON et al., 2001), o que pode explicar a resposta

prolongada de relaxamento muscular apds administragdo endovenosa de succinilcolina.

A enzima variante K (rs1803274) localizada no exon 4 ¢ causada por uma substitui¢ao
de guanina por adenina no nt 1615 resultando em uma substituicdo de alanina por treonina
(A539T) (BARTELS et al., 1992). Possui uma concentra¢do plasmatica 33% menor em relagdo a
forma usual da BChE e Podoly ef al. (2009) sugerem que uma mudanga estrutural determinada pela
presenca da variante K na regido C-terminal da enzima, importante para a tetramerizacao, leva a
uma redugdo na sua atividade hidrolitica devido a uma instabilidade causada pela substitui¢ao de

AS539T (RUBINSTEIN, 1978).

As variantes A e K estdo em desequilibrio de ligagdo, o que indica uma associacao nao
aleatoria destes alelos nos diferentes sitios. A mutagao K foi encontrada em cerca de 90% dos
individuos que também continham a mutagdo A. A presenca conjunta dessas mutagdes nao
altera qualitativamente a enzima variante atipica, mas parece levar a uma redugao de um tergo

da velocidade méaxima (Vmax) da atividade desta enzima (BARTELS et al., 1992).
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O exon 1 do gene BCHE contém um sitio polimdrfico no nucleotideo -116 (rs1126680),
conhecido como variante -//64 (BARTELS; SPEK; DU, 1990). Apesar desta variante estar
situada em uma regido nao-codificadora da proteina, ela estd localizada em uma regido
transcrita, o que pode afetar a transcri¢ao ou até a traducao da proteina (FURTADO-ALLE et
al., 2008).

O estudo de Furtado-Alle ef al. (2008) identificou que a atividade reduzida da BChE,
antes atribuida a presenga da variante K, deve-se a presenca conjunta da K com a -116A, pois
a presenga apenas do alelo K ndo alterou significativamente a atividade da BChE. Os autores
sugerem que a presenca da variante -116A interfira na ligacdo de elementos reguladores no
processo de transcri¢cdo ou traducao do gene BCHE, pois essa variante encontra-se na regiao 5’

UTR do mRNA.

As frequéncias dos alelos mutados das variantes A (209), K (1615) e -116A em
populagdes da Africa, América, Leste Asiatico, Europa e Sul da Asia podem ser vistas na

FIGURA 5.

FIGURA 5. FREQUENCIAS DOS ALELOS DAS VARIANTES A, K E -116 ENTRE AS DIFERENTES

ETNIAS
AFR AMR EAS EUR SAS
[
» U:100% » U 99% » - 98%
» U: 100% * U: 100%
a > A0% 0 » A 1% . 2 0 . A 2% . o
EAS EUR SAS
Ko17% K 12% ‘ * K 13% ‘ * K 19% { * K 16%
U: 83% U: 88% ® | 87% » U:81% » | 84%
EAS EUR SAS
» -118A: 2% » -116A 5% ® -116A 1% ‘ » -116A: 8% \ » -116A° 4%
* U:98% » U 95% * 1 99% U 92% » U 96%

FONTE: Adaptado de HapMap, acessado em 08/10/2017.

LEGENDA: (AFR) Africa, (AMR) América, (EAS) Leste Asiatico, (EUR) Europa e (SAS) Sul da Asia. U: alelo
usual (ndo mutado), A: alelo mutado da variante A, K: alelo mutado da variante K, -116A: alelo mutado da variante
-116A.
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Uma frequéncia muito baixa do alelo atipico (A) ¢ observada em todo o mundo, mas em
especial nas populacdes asiatica e africana. Na Europa, encontra-se a maior frequéncia do alelo

A, sendo ainda mais frequente entre franceses e espanhois (WHITTAKER, 1986).

A populagdo brasileira é geneticamente muito diversa resultante da contribui¢ao de trés
grandes grupos: caucasoides, africanos e amerindios. Devido ao grande tamanho territorial do
Brasil e a diversidade da sua colonizagao, diferentes regidoes do pais apresentam predominancia

maior ou menor de cada um dos grupos étnicos descritos (MACIEL, 2007).

Os habitantes do sul e sudeste do pais possuem origem étnica como resultado do longo
periodo de colonizagdo e imigracao por parte de grupos europeus. Assim, sua composi¢cao

genética estd intimamente relacionada as variantes alélicas presentes nessa populagao.

As frequéncias dos alelos A, K e -116A foram estimadas em 1,8%, 18% e 8%,
respectivamente, para a populacdo euro-brasileira (SOUZA et al., 1998; MIKAMI, 2005,
FURTADO-ALLE et al., 2008). Esses valores se assemelham muito aqueles estimados para a
populacdo europeia, conforme a FIGURA 5.
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3. METODOLOGIA

Esse estudo provém de um convénio institucional entre o Departamento de Genética da
UFPR (Laboratorio de Polimorfismo e Liga¢do) e o Departamento de Cirurgia da Universidade
Federal de Santa Catarina, que abriga o Laboratorio de Pesquisa de Pseudocolinesterase atipica

(Labcol).

3.1 PARTICIPANTES

O trabalho contempla a andlise diagnostica de 20 individuos que foram submetidos a
algum procedimento cirrgico e apresentaram um quadro de apneia prolongada em resposta ao
relaxante muscular administrado. Esses individuos sdo de diferentes estados do Sul e Sudeste
do Brasil (PR, RJ, RS, SC, SP) e possuem idade entre 15 e 81 anos, sendo 11 mulheres e 9

homens.

3.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido pela técnica de salting out, de acordo com o método de Lahiri e

Nurnberger (1991), com algumas modificagdes.

Foram coletados 6 ml de sangue em EDTA, que foram armazenados na geladeira por
no maximo uma semana. Esse sangue foi transferido para um falcon de 15 ml, onde foram
adicionados 125 pl de IGEPAL CA-630 (detergente solubilizador de membrana). O volume foi
preenchido até completar 10 ml com TKM1 (tampao formado por Tris-HCL-pH 7,6 a 1M, KCL
a IM, MgCI2 a IM, EDTA-pH 7,6 a 0,1M e 4gua destilada). Misturou-se manualmente. O
material foi centrifugado por 20 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi desprezado.
Completou-se novamente o volume até 10 ml com TKM1 e ressuspendeu-se o precipitado com
pipeta Pasteur, até que se tornasse homogéneo. Em seguida, foi realizada outra centrifugacao.
Os ultimos dois passos foram repetidos até¢ que o precipitado estivesse limpo, isto €, com

coloragao clara.

Foram adicionados 800 pl de TKM2 (mesmo que TKM1 porém com adigdo de NaCl a

IM), o precipitado foi ressuspendido com uma pipeta € o volume, transferido para um
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microtubo de 1,5 ml. Em seguida, foram acrescentados 50 ul de SDS, dodecil sulfato de sédio,
10% (detergente idnico, cuja fun¢do é romper as membranas celulares) misturando a amostra
de forma a distribuir por todo o tubo. O material foi incubado em banho-maria a 55°C por um

intervalo de tempo entre 2 horas e 24h.

Os microtubos foram retirados do banho-maria. Foram adicionados 300 pl de solucao
saturada de NaCl 5SM misturando bem a amostra para que ocorresse a precipitacao das proteinas.
O material foi centrifugado a 1200 rpm por 20 minutos. O sobrenadante contém o DNA e o
precipitado, as proteinas. Transferiu-se 550 ul do sobrenadante para um tubo de 2 ml, onde
foram colocados 1100 pl (2 vezes o volume inicial) de etanol absoluto gelado, para que
ocorresse a renaturagdo do DNA. Em seguida, o tubo foi tampado e invertido cuidadosamente

de tampa para baixo, em movimentos repetidos, até o aparecimento da “nuvem’ de DNA.
9 9

A amostra foi centrifugada a 1200 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado
por inversao, prestando atengdo para o “pellet” de DNA nao se soltar. Na sequéncia, o DNA foi
lavado através da adi¢ao de 500 pl de etanol 70%. Essas trés etapas foram repetidas duas vezes.

Na ultima vez, retirou-se o sobrenadante delicadamente com pipeta, preservando o “pellet”.

O microtubo foi entdo colocado em estufa a 37°C para evaporagao do alcool restante.
Quando o tubo estava totalmente seco, sem nenhuma goticula de alcool, o DNA foi
ressuspendido com 200 pl de TE (conservante de DNA). Os microtubos foram deixados em

banho-maria a 55°C por 45 minutos, obtendo-se uma solu¢do mais viscosa.

3.3 QUANTIFICACAO E DILUICAO DO DNA

A concentracdo do DNA foi determinada através do equipamento-Nanodrop ®. De
acordo com essa concentragao, foi feita a dilui¢ao das amostras com agua Mili-Q para que fosse
atingida a concentracdo desejada de DNA, 20 ng/pl para realizag¢ao da discriminagao alélica por

Tagman.

3.4 DISCRIMINACAO ALELICA

A discriminagdo alélica foi realizada por Tagman SNP Genotyping Assay (Applied
Biosystems) para as variantes A, K e -116A. O aparelho utilizado foi o Applied Biosystems Viia
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7 Real-Time PCR System, sendo realizadas as seguintes etapas: 1) 50°C por 2 minutos, 2) 95°
por 10 minutos, 3) 50 ciclos de 1 minuto e 15 segundos cada, sendo 15 segundos a 95°C e 1

minuto a 62°C, 4) 60°C por 2 minutos.

Primeiramente, aumentou-se a temperatura para que houvesse desnaturacao do DNA.
Em seguida, a temperatura foi reduzida para que ocorresse anelamento dos primers em posi¢des
especificas (a temperatura ¢ definida de acordo com a sequéncia de nucleotideos dos primers).
Por fim, a temperatura foi novamente aumentada para que a DNA polimerase fizesse a
duplicagdo da cadeia a partir dos primers (extensdo). Esse ciclo foi repetido 50 vezes, gerando

uma amplificacdo especifica do DNA.

Na sequéncia de DNA ligou-se uma sonda, que apresenta em uma extremidade um
fluoréforo, e na outra extremidade um quencher (molécula que inibe a fluorescéncia do
fluoroforo enquanto ligado). Devido a atividade exonucleésica 5°—3’ da TagDNA polimerase,
a sonda foi clivada ocasionando a liberacdo do fluordéforo e o aumento da intensidade da
fluorescéncia, uma vez que se desligou do gquencher. Conforme os ciclos foram ocorrendo, a
fluorescéncia foi aumentando de acordo com a quantidade de DNA amplificado. Quando
somente uma das fluorescéncias estava presente, a amostra era considerada homozigota para
aquele alelo; se as duas fluorescéncias fossem encontradas, a amostra era considerada

heterozigota (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004; LIMA, 2013).

3.5 ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica da BChE no plasma sanguineo foi obtida segundo a metodologia
de Dietz et al. (1972), modificada por Evans e Wroe (1978). Essa metodologia se baseia na
hidrolise da propioniltiocolina pela BChE, produzindo acido propidnico e tiocolina, a qual reage
com DTNB (4cido 5,5’-bisditio-2-nitrobenzoéico), gerando 5-tio-2- nitrobenzoato, substancia
de coloragao amarela.

Para a mensuragdo da atividade foram diluidas todas as amostras. Foram utilizados
microtubos de 1 mL onde o plasma sanguineo foi misturado a agua destilada na propor¢ao de
1:100 (5 pL de plasma em 500 pL de 4gua). Foi utilizado um controle de atividade enzimatica
j& conhecida para avaliar a qualidade da placa. Na placa de leitura, adicionou-se 220 pL do

tampao fosfato com DTNB ¢ acrescentou-se 25 pL da amostra diluida. E imprescindivel que o
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substrato seja adicionado em cada amostra imediatamente antes de ser realizada a leitura, pois
possui reagdo rapida. Foram utilizados 5 pL de propioniltiocolina em cada pogo.
A leitura foi feita no espectrofotometro com leitor de microplaca, a temperatura de 25°C

e 410 nm de absorbancia.

3.6 ANALISE DE DADOS

Foi realizada uma andlise descritiva das informagdes obtidas de todos os pacientes. Para
parametros como idade, peso e altura foi realizada uma média aritmética. Dados como genotipo
e atividade enzimadtica, adquiridos no diagnoéstico molecular do presente estudo, foram
apresentados através da estimativa de frequéncia. Foi realizada uma andlise comparativa da
relagdo entre o gendtipo de cada individuo para cada variante e sua respectiva atividade
enzimatica. Foi preparado um laudo descritivo com o gendtipo para a variante A e a atividade

enzimatica de cada paciente, conforme modelo em APENDICE.
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4. RESULTADOS

Foi realizada uma analise descritiva dos dados de alguns participantes, devido a
dificuldade de obtencdo das informagdes, levando em consideragdo algumas variaveis. Na

TABELA 2 estdo representadas as varidveis com suas respectivas médias e erro padrao da
média.

TABELA 2 - N, MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA DE TODOS OS PARTICIPANTES PARA AS

VARIAVEIS ANALISADAS.
Variaveis N Média + Erro padrio da média
Idade 15 44 +1,29
Peso (Kg) 14 69,64 + 0,79
Altura (m) 14 1,64 + 0,01

NOTA: O nimero amostral (N) varia devido a falta de dados de alguns individuos.

Foram calculadas as frequéncias genotipicas das variantes A (rs1799807), K
(rs1803274) e -116A (rs1126680), isoladamente, na amostra total, conforme mostram os

graficos 1, 2 e 3. E a frequéncia do gendtipo homozigoto usual (U/U) para todas as variantes,
conforme o grafico 4.

GRAFICO 1. FREQUENCIA GENOTIPICA DA VARIANTE A ENTRE OS PARTICIPANTES

45% 40%

15%

EAA BUA @UU
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GRAFICO 2. FREQUENCIA GENOTIPICA DA VARIANTE -116A ENTRE OS PARTICIPANTES

5%

95%

@U-116A @UU

GRAFICO 3. FREQUENCIA GENOTIPICA DA VARIANTE K ENTRE OS PARTICIPANTES

30%
35%

35%

BEKK BUK @UU

GRAFICO 4. FREQUENCIA DO GENOTIPO U/U DENTRE OS PARTICIPANTES

30%

70%

@ Possui pelo menos um alelo de uma das trés
variantes

U/U para as trés variantes

Os GRAFICOS 1, 2 e 3 mostram que 55% dos participantes sdo portadores da variante
A, 65% sdo portadores da variante K e 5% s@o portadores da variante -116A. A partir do
GRAFICO 4 ¢ possivel inferir que dos 20 individuos participantes, 70% (14 individuos) é

portador de pelo menos uma das variantes e 30% (6 individuos) ndo apresentam nenhuma delas.

A analise do GRAFICO 3 e da TABELA 3 mostra que dos 65% dos individuos (13 de

20) que apresenta o alelo mutado K, seja em homozigoze ou heterozigose, 15,38% (2
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individuos) apresenta somente a variante K e uma atividade enzimética da BChE baixa,
sugerindo que a presenca da mutagdo pode ser a causa da apneia prolongada vivenciada;
76,92% (10 individuos) possui também a variante A e os 7,7% (1 individuo) restante apresenta

a variante -116A.

TABELA 3. LISTA DOS INDIVIDUOS PARTICIPANTES COM SEUS RESPECTIVOS GENOTIPOS PARA
AS VARIANTES A, K E -116A E ATIVIDADE ENZIMATICA DA BCHE

Gendtipo

Genotipo  Genotipo Atividade
Individuo paraa paraa vl:ll'::nie enzimatica da
variante A variante K 116A BChE
1 A/A K/K u/U 0,987
2 u/u u/u u/U 0,979
3 u/u u/u u/U 1,076
4 U/A U/K u/U 0,990
5 uU/U U/K U/-116A 1,018
6 uU/U u/u u/U 0,928
7 U/A u/u u/U 1,003
8 A/A U/K u/U -
9 A/A U/K u/U 1,029
10 u/u K/K u/U -
11 u/u U/K u/U 0,995
12 A/A U/K u/U 0,880
13 A/A K/K u/U 0,976
14 uU/U u/u u/U 0,942
15 U/A U/K u/U 0,908
16 A/A K/K u/U -
17 u/U u/u u/U -
18 A/A K/K u/U 0,984
19 A/A K/K u/U 0,911
20 u/u u/u u/U -

NOTA: A falta de informagao é devido a falhas na hora da coleta do sangue, resultando em plasma hemolisado,
0 que altera os resultados.
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Foi medida a atividade enzimatica da BChE no plasma sanguineo dos individuos que
ndo apresentaram amostra hemolisada. Os resultados obtidos estdo representados na TABELA
3. Segundo Ellman et al. (1961), o valor de referéncia para a colinesterase plasmatica ¢ 1,5 —
3,5 Ul/mL. Assim, ¢ possivel observar que todos os individuos apresentam baixa atividade da
BChE, como esperado, ja que todos os pacientes apresentaram episddio de apneia prolongada
apds o uso de succinilcolina. Foi realizada também uma compara¢do entre a atividade
enzimatica da BChE e os geno6tipos de cada individuo para cada variante, conforme mostra a

TABELA 3.
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5. DISCUSSAO

O estudo avaliou as variantes genéticas do gene BCHE que podem estar associadas a
episodios de apneia prolongada ap6s o uso de succinilcolina em uma amostra de pacientes que
passaram por esta situagao. Importantes resultados quanto a presenca de algumas variantes e a
sua relagao com a atividade enziméatica da BChE foram observados. O esperado era que a maior
parte dos individuos apresentasse pelo menos um alelo da variante A e possuisse atividade
enzimatica da BChE baixa, visto que esta mutagdo ¢ conhecida por diminuir a afinidade da
enzima por ésteres de colina. Isso prejudica a metabolizagao de farmacos que contenham ésteres
de colina, o que leva ao risco de apneia prolongada (MASSON et al., 2001). Entretanto, foi
observado que quase metade dos individuos ¢ homozigoto usual para a variante A. Assim, foi

necessario a busca por outras variantes que também tem influéncia sob a enzima.

Rubinstein et al. (1978) mostraram que pessoas que possuem a variante K apresentam
uma concentracao plasmatica da BChE 33% menor que individuos usuais para a variante, o que
poderia explicar o tempo mais prolongado necessario para metabolizar bloqueadores
neuromusculares, como a succinilcolina. Os resultados encontrados mostram que 13 dos 14
individuos que apresentam alguma variante sdo portadores da variante K. Além disso, 76,92%
dos individuos portadores da variante K também apresentam a variante A, o que estd em
conformidade com o estudo de Bartels (1992) que mostra que as duas variantes estdo em
desequilibrio de ligagdao. Além disso, esses individuos apresentam baixa atividade enzimatica

podendo explicar a situacao de apneia.

Os 7,7% (1 individuo) restante apresentam a variante -116A. Embora a regulagdo da
expressao do gene BCHE nao seja bem conhecida, Furtado-Alle et al. (2008) sugerem que a
variante -116A pode interferir na ligagao de elementos reguladores durante a transcrigdo ou
traducdo do gene BCHE, pois essa variante encontra-se na regido 5’ UTR do mRNA. Isso pode
alterar a expressdo da BChE, o que pode influenciar na metabolizacdo dos bloqueadores
neuromusculares. A presenca concomitante das duas variantes ja foi descrita como uma

associacao nao aleatéria em um estudo realizado por Bartels (1990).

Os individuos 2, 3, 6, 14, 17 e 20 indicados na TABELA 3, representam os 30%
mostrados no GRAFICO 4 que ndo apresentaram nenhum alelo das trés variantes citadas. Isso

nos leva a sugerir que eles podem apresentar alguma variante silenciosa presente no exon 2,
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regido codificante de 83% da proteina, que pode afetar a atividade da enzima e,

consequentemente, a metabolizagdo da succinilcolina.

A atividade enzimatica dos individuos foi mensurada com o objetivo de demonstrar,
com sucesso, que a atividade da BChE se apresenta muito baixa, menor ou igual a 1U/mL. E
possivel observar que todos os individuos, independente do genétipo para cada variante,
apresentaram esse resultado, o que sugere uma justificativa para o episddio de apneia

prolongada vivenciado.

Além das variantes do gene BCHE, que sao os principais fatores genéticos envolvidos
na diminui¢ao da atividade da enzima BChE, ha varios fatores ambientais e fisioldgicos
associados com altera¢des na sua atividade, como por exemplo, estrogenos, hepatite, doengas
renais, anemias, infecgdes (WHITTAKER, 1980), os quais ndo foram considerados. Assim, 0s
individuos que ndo apresentaram nenhuma variante podem ter sofrido influéncia de algum

destes fatores, resultando nos episddios de apneia prolongada.

Sabendo que a saude do Homem nao ¢ perfeita e carece de cuidados ao longo da vida e
que enfermidades e situagdes imprevistas podem acontecer, ninguém esté isento de em algum
momento da vida necessitar de um procedimento cirargico. Ademais, mutagdes genéticas no
gene BCHE acontecem aleatoriamente. Nao ha distin¢ao de género, idade, altura ou peso para
essas situagdes. Sendo assim, a TABELA 2 apenas descreve que ndo hé influéncia de variaveis
como peso, altura e idade para que ocorram os efeitos de relaxamento muscular prolongado

apo6s o uso de succinilcolina.

Considerando todos esses dados, o baixo custo e a facilidade da metodologia, é possivel
observar a importancia da realizacdo do teste de atividade enziméatica da BChE no pré-
operatorio, como uma maneira de evitar efeitos indesejados durante a cirurgia, bem como

qualquer estresse para o paciente e seus familiares, preservando-os de maiores preocupacdes.
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APENDICE

ANALISE GENETICA DA BUTIRILCOLINESTERASE (BChE)

Pacientes portadores de variantes genéticas da BChE sdo incapazes de hidrolisar e metabolizar
normalmente a succinilcolina, podendo sofrer apneia prolongada quando submetidos a doses

padrdes dessa droga.

A variabilidade genética da BChE ¢ determinada pelo loco BCHE que apresenta os alelos:
BCHE*U (usual), o qual determina a forma mais frequente da BChE, capaz de metabolizar a
droga e BCHE*A (atipico) que condiciona a enzima atipica, a qual apresenta afinidade reduzida

pela droga e pode ocasionar os efeitos prolongados.

O diagnéstico implica na determinacao da atividade da butirilcolinesterase, que se encontrara
diminuida se o paciente apresentar a forma atipica, e da identificagdo genética da variacao do

gene.

Paciente:

Atividade enzimatica da BChE:

Gendtipo:

O paciente ¢ homozigoto ou heterozigoto, ou seja, possui 2 alelos atipicos ou usuais, ou um
usual e um atipico, e apresenta atividade enzimatica da BChE reduzida, o que pode explicar os

efeitos observados apds utilizagao de succinilcolina.
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