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PREFACIO

D principal objetivo deste trabalho foi estimar a freqlén-
cia do alelo OHESFF da colinesterase do  soro, numa amostra da
populacgao de Curitiba, uma veR que existe somente um estudo que

determine a freqléncia deste alelo em dados bhrasileiros (Simpson

2 Kalow, 194450,

Existe arande infteresse nesta estimativa, uma ver que eate
alelo aparece com Ffreqiéncia mais alts em amostras de pacientes
apneicos do gue na populagian em geral (Thompson e Whittaker,

1946 Whittaker e Vickers, 1927¢; Das, 197%). Aleém disto, vario:

i

trabalhos relatam que 0o alelno LCHES¥F  contere uma maior
spuaceptibilidade & hipertemia maligna, sindrome causada por ex-
reean  de calcio no sarcoplasma (Whittaker € cols., 1977 Ellis e

78 Whittaker & Britten 1924iQ). Tambem foram publicados

.\
o
et
ifi
s

-
[N

trabalhos que mostram uama maior incidéncia do alelo DFEIFF en
pacientes  com dosngas mentarse (Whittaker e Berry, 1977) e entre
aqueles submetidos & terapia com litio (Whittaker e Spencer,
1977, quando comparados com 0os respectivos controles.

Visando a estimativa «da Fregléncia do alelo LHELFF,
modificamoe métodos ja descritos, criando, desta maneira, um
novo metodo, que nos permitiu a identificagao do fendtipo CHEL
LK.

Apds o inicio deste trabalho surgiu, ainda, o interesse en

o

est imar, nesta mesma populagin, a freqiféncia do Fendtipo CHEL AK
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entre os individuos que s80 identificados como CHESL UA pelas

teécnicas classicas. Evans e Wardell (1984) e Whittaker e Britten
(198%) encontraram freqiéncias de CHEL AK entre os considerados
como CHEL UA, de 14,9% e 413,0%, respectivamente, em populagres
britdnicas. A freqiéncia do alelo CHELI¥K ainda nSo tinha sido
est imada em amostras brasileiras. Admitimos que o0s individuos
CHE4  AK apresentem maior susceptibilidade a0 suxametinio que os
CHES Ua, uma vez que o alelo CHEI¥K condiciona uma redu¢gao de
33,¢% no mimero  de moléculas, que 30 semelhantes As usuais

(Rubinstein € cols., 1978).



I - INTRODUCAO

Colinesterase do soro, ou do plasma, € sindnimo de pseudo~-
colinesterase, colinesterase nao especifica, butirilcolinestera-
s o colinesterase tipo & (do soro), nomes estes usados pars
diferencia-la da acetilcolinesterase o colinesterase wver-
dadeira, encontrada nos eritracitos. De acordo com a Comiss3o de
Enzimas, sen nome  sistematico € acilcolina = acilhidrolase e

possi o ndmeEra codigo FC R.4.4.8.

-

Os princirais locais de distribui¢o desta enzima sho0 a
MULCOSA intestinal, figadn, plasmz2 ¢ substancia branca do sistems

nervoso central (Evans € cols., 1986).

-

Sua  sintese & fTeita pelas células do Figado (Wescoe o
cols., 1947) ¢ o decréscimo de seus niveis no plasma, do mesmo
modo  que o decrescimo  da albumina, tem sido usado para o
diagndstico de doengas cronicas deste organ.

i colinssterase do  soro exibe polimorfismo genetico & os
primeiros a descrevé-lo foram Bourne e cols. (1952) e Evans €
cols. (1992).

As varia¢goes herdaveis desta enzima Fforam verificadas,
inicialmente, devido AD R-Ya) da droga suxametonio
(succinildicolina) como relaxante muscular em eletrochogues,
endoscopias € Cirurgias. O suxametdnio age sobre 0% misculos
voluntarios e assim produs o relaxamento. Seu efeito €

normalmente moderado £ se desfaz apds alguns minutos, pela agao
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da colinesterase do soro, retornando ao normal o tono muscular,

incluindo aquele da respiragio. Contudo, certos individuos
permanecem relaxados ¢ sem respiragio espontines, por periodos
prolongados (ate algumas horas). Isto foi demonstrado por Bourne
e cols. (1952) e Evans € cols. (1952) como devido a deficiéneia
da atividade normal da colinesterase do soro e Forbat e cols.
(192893) relataram ser esta condigio familiar.

Kalow e Genest (1957) mostraram que a apnéia prolongada,
seguida 30 uso do suxametionio, poderia ser devida a uma colines—
terase anormal do soro € herdada, a qual seria mais resistente A
inibigan por dibucaina que a enzima normal.

Mais tarde, novas isoximas da colinesterase do soro foram

encontradas £ S$Eran mencionadas pPosteriormente.

1.4 - CARACTERISTICAS BIDQUIMICAS DA COLINESTERASE DO SORO

1.1.1 ~ Aspectos gerais

0 termo colinesterase foi dado por Stedman e cols. (1932,
apud  Evans, 1984) as enzimas que hidrolisam ésteres de colina. 0
sangue  humano contém dois fLipons de colinesterase: acetilco-
linesterase dos eritrdcitos e colinesterase do soro.

Em 19249, um trabalho com wmaterial humano estabeleceu que

satas  enzimas eram diferentes, possuindo propriedades bioguimi-

)

ras caracteristicas (Alles e Hawes, 1924¢). Enquanto a dos eri-
trdcitos ers especitica para a acebilcolina € era inibida com

altas concentragoes de substrato, a do plasma hidrolisava outros

i~

coteres alifaticos de colina mais rapidamente do que a acet jl-

rolina e nan era atetada pelo aumento da concentraglo deste
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substrato. @A colinesterase do soro hidrolisa também ésteres que

nao contem colina tais

1975)

como o acido acetilsalicilico (Harvis,

1.4.2 - Estrutura molecular

A colinesterase do

soro foi caracterizada por Surgenor e

El1lis (19954, apud Giblett, 1969 como uma alfa-2-globulinas =

Svensmark (1964, apud Giblett, 1949) mostrouw que ela € uma gli-

coproteina contendo varios residoos de acido sidlico.

Harris e cols. (1962), wutilizando eletroforese bidimen-

cional, encontraram guatro componentes com diferentes atvividades

colinesterasicas, gque Toram denominados C., Ca, Cax ¢ Ca, em or—

den decrescente de mobi

lidade., Eles  obssrvaram ainda que, no

soro de alguns individuns, aparecia um componente extra, o qual

fori denominado Cwg. Este apresentava uma nobilidade menor que (a4,

tanto na eletroforese feibta em papsel de Filtro como em gel de

amnido. Posteriormente, com o estudo de Familias, verificou-se

gue o componente Cs era
cole., 196337.

3

Harris e Robson (i

determinadeo geneticamente (Harris =&

?463) chamaram Cq de componente principal

= g, Czx e Cx de componentes wmenores. Os  autores fracionaram

estes  quatro componsEntes

em coluna de Sephadex G-~200, & pelo

fato de observarem uma ordem de eluiglo inversa & obtida na

eletroforess, concluiram
ao peso molecular.

l.La Motta & cols.
dade dos componentes Cy

ram gque estas miltiplas

que  estes componentes diferiam quanto

(19465) demonstraram a interconvertibili-
a Ca da colinesterase do soro € sugeri-

formas s3o polimercs de tamanhos wva-



é
riaveis, formados por agregados de uma sub-unidade comum. Con-

cluiram, ainda, que estas Formas poderiam ser classificadas como
isozimas com bhase em suas especificidades de substratos, suas
susceptibilidades aos inibidores e, mais especificamente, suas
propriedades de interconvertibilidade. Por despolarizagian, Ca
poderia se transformar em Cxn, Cz e C4, assim como estes, iso-
ladamente ¢ em condigdes favordveis de polimerizaglo, poderiam
se¢ transformar em Caq,.

As estimativas de peso molecular para Cs e Lo estio enm
torno de 8%.,00@¢ ¢ 35¢.00@ respectivamente (Das e Liddell, 197¢;
Boutin e Brodeur, 1971 Muensch e cols., i?76i  lockridge e
cols., 1979 lLockridge e La [, 19382).

La Motta e cols. (1970) relataram que ns pesos moleculares
das  isozimas Ca, Lz, Co, Ca € Cw eram, respectivamente, 82.000,
11¢.900@¢, 17¢.00¢, 208.000¢ ¢ 260.000¢. Estes dados apaoiaram =
hipotese de que as formas wmiltiplas da colinesterase do soro
eram agregados moleculares.

Posteriormente, Masson (1979) demonstrou com centrifuga¢gio
em gradiente de sacarose € cletroforese de gel de polia-
crilamida que gy € a Fforma monomérica da enzima com peso

molecular de $54.89¢ H.80¢, e que D, Ty e Ca correspondem ao

i+

MONGNEro, dimero e tetramero da  enzims, sendn parcialmente
interconversiveis. 0 componente Cx € composto de Cy associado a
umz sub-unidade menor inativa, 3 qual € responsavel pela suas
propriedades eletricas especificas (mobilidade e ponto
ienelétrico). Este fragmento inativo corresponds a uma glicopro-
teina de peso moiecular de cerca de 29.000.

A estrutura tetramérica da colinesterase do soro também jz
havia sido sugerida por Scokt e Powers (1i972) € por Muensch e

cols. (1974). Lockridge ¢ ocols. (1979) elaboraram um modelo es-
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quematico para a colinesterase do soro. 0 tetriamero se arranja

como dois dimeros, cada um ligado por pontes de dissulfeto,
sendo que 0s dimeros unem—-se por ligaghes n3o covalentes. Apds o
reducdo e alauilaglo das ligagies dissulfeto intercadeias, estes
autores mostraram que 2 enzima continha um tetramero ativo, nio
sendo  necessarias estas ligagoes para sua atividade. S30 impor-
tantes, entretanto, para sua estabilidade, comn Ffoi mostrado
pela medida da taxa de inativa¢ao pelo calor. & S5°C, a enzima
nativa apresentoun uma meia vida de 54 minutos ¢ a2 ensima com as
pontes de dissulfeto reduzidas, de apenas 16 minutos.

Mitensch € cole. (19748) demonstraram gue a atividade de Gy
¢ semelhante a de Ca. Lockridae & La Du (1978) relataram a pre-
senga  de 4 centros ativos no tetramero Ce, enquanto Muensch e
conls. (1F74) e Goedde & Agarwal (1978) encontraram 2 pof

mero. Possiveis explicaghes para esta discordancia szo:!

aix

et

1. 24% da molécula 8o representados por  carboidratoz o
acido sidlico que podem desempenhar papel importante no bloqueio
do centro ativo;

2. moléculas inativas que n3o s’0 separaveis dos polimeros
ativos podem interferivr no experimsEnto;

3. cada sub-unidade pode fer - um centro ativo, mas a
asenciagio para construir o tetramero pode ocasionar um blogueio
parcial desses centros;

0 centro ativo da colinesterase do soro, como da
acretilrcolinesterass, possui 2 sitios;: um carregado negativamente
{sitio anidnico), com Funcglo de orientar o substrato carregado
positivamente, € o outro, o esteradasico, guue  hidrolisa o

asubstrato, ligando-se covalentemente ao grupo carbonila do

mesmo, onde ocorrers a clivagem (Wilson, 1954).
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D sitio ativo determinado por La Du e Lockridge (1984)

apresentou 29 aminoacidos na seguinte seqiéncia: Ser - Val - Thr
= |lew = Phe - Gly - Glu - Ser®™- Ala - G14*®- Ala - Ala - Ser -
Val - Ser - Leu - His - Leu ~ Leu- Ser®® - pPro - Gly - Ser - His
- 8Ser - Leuw =~ Phe - Thr -~ Arg®®, muito semelhante ao da
acetilcolinesterase, sugerindo uma origem comum entre elas.

0 residuo de serina critico do sitio ativo foi indicado
pPor um asterisco.

0 seqaenciamento completo feito por Lockridge e cols.
(1987) mostrow que 2 @nzima contem 574 awminosacidos por  sub-
unidade e 9 cadeias de carboidratos ligadas a 9 rest{duos de as-
paragina. Essee autores lIocalizaram as pontes dissulfeto dentro
desta sequéncias de aminoacidos. A colinesterase do soro humano
PSS 8 cisetinas em cada subunidade de 574 aminoacidos. Seis
dessas  formam 3 pontes dissulfeto internas; uma  quarta ponte
diseulfeto envolve a CysS7i, a gqual parece se ligar covalente-
mente a CYys571  de uma  sub-unidade idéntica. A serina essencial

para o sitio ativo estaria na posi¢gan i98.

]
o
(63}
2

a2 — FISINLOGIA DA COLINESTERASE RO

A funglo da colinesterase do soro € ainda desconhecida,
porém varias hipoteses tém sido levantadas:

a) hidralise de ésteres de acilcolina e talvez mais
especificamente da butirilcolina, NS quBis POSSUEM agan
nicotinica indesejavel para o organismo € que sao produbos do
catabolismo de dcidos graxos livres e lipogénese no  figado

(Clitherow € cols., 1963)i
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bh) transmissio da condugdo nervoss lenta (Bergmann e

Wurzel, 1954)

C) regulagdo, Juntamente com colina acet ilase, na
homenstasia da colina no plasma (Funnell e Oliver., 1969);

d) hidralise da substancia P (lLockridge, 1982),
neuromodulador relacionado com a transmiss3o da dor, que também
afeta a contragao dos misculos lisos, e redugido da pressio
sangninea (Nicoll e cols., 19890);

&) manuten¢gao do revestimento de mielina. A colinesterase
do  soro esti  presente nas aéfulas de Schwann de diversos nervos
e & intercala com a bainha de mielina (Earl ¢ Thompson, 1952,

apud Kutty, 198¢);

+) metabolismo de lipidios. A colinesterase do  soro
circnla em estado inativo no organismn, quando aﬁﬁoﬂkada 3 beta-
lipoproteina, com =& qual forma compleros relat ivamente
instaveis; sEuE NIvVEDs encontram-ss aumentados  em obesidade i

hiperlipoproteinemias (Lawrence e Melnick, 1964 Cucuianu e

cnle., 19468 & 1975 .

1.3 - LOCOS DA COLINESHRASE DO SORD E SEUS ALELOS

A atividade da . colinssterase do soro depends tanto de fa-
tores ogenéticos como ambientais. Dois locos autossomicos, CRES e
OHES nAo ligados, determinam os fendtipos desta enzima (Harris ¢

cols., 1963a,h). Foram propostos diferentes sistemas de nomen-—

Ji

clatura  para estes locos. PMiotulsky (i964) os chamou de E, e Ezj

Goedde = Baitsch (1964), dez Chyg & Cha e, em 1979, no I° Con-
gresso  Internacional de Mapeamento do Genoma Humano, foram esta-

belecidas as denominagoes LREL e CRES (Shows e cols., 1979).
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No  loco CHES ja foram encontrados varios alelos que deter-—

minam diferencas qualitativas e quantitativas da colinesterase
do soro. Entre os alelos mais estudados, temos: OHEIXY, CHES¥S,
CHELXF, CHEEXS, CHEIXK e CREI¥/. Indicagioes de outros alelos
também foram propostas: CHEL#S (Goedde €  Agarwal, 1978);
CHEIXNFLL (Simpson e Elliott, 1981) e CHEIXH (Whittaker, 1987).

0 loco CHEZ possui o alelos COHESCes+ e CHES¥Dw~  que
determinam, respectivamente, a presenga €  a auséncia da banda
we 0 soro dos individuos CHEZ Cat+, isto €, daqueles com a
isozima extra, possui, em média, um nivel de atividade 25% maior
o gue aqueles que nao a contém C(individuos CHEZ2 Ce-). @
var i agan da  atividade, entretanto, ¢é grande em ambos os

fendt ipos e as  duas distribuicoies se sobrepiem em uma grande

-

extensan.

Van Roas & Druet (19461 descreveram eletroforeses feitas
com sorose de negros africanos, sendo gus em dois deles aparecen
un componente que foi denominado Ce, o0 gual se diferenciava ie
Cw devido a sua migragao mais lenta. Em dois outros negros
africanns, estes meemos autores relataram os componentes LCra e
Lyl com mobilidade, respectivamente, mais rapida € mais lenta
e Le. Neste mesmo ano, numa amostra  de  nordestinos brasi-
iziros, Ashton & Simpson (19464) encontraram um  sSOro com  duas
igozimas extras: uma considerada como Ca & outra auge migrou

entre 3 origem € (La-.

1.3.1 - Alelos do loco CHES
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1.3.4.4. Identificacio

Os principais alelos do loco CHES tém sido identificados
gragas aons diferentes comportamentos, das enzimas por eles
determinadas, frente a uma variedade de inibidores.

O primeiro inibidor utilizado foi a dibucaina, com o uso
da 9qual Kalow € Staron (192597) conseguiram wuma distribuigio
trimodal na populagdo estudada, constituida de homozigotos para
ns alelos LHES®Y (usual) e CHEI*S (atipico) e, ainda, de
heterozigotons para ambos os alelos,

Outros  inibidores foram testados por Kalow e Davies (1998)
@ Fambem mostraram sus eticiéncia na ssparagan fenotipica, dando
resultados comparaveis ans da dibucaina. Foram eles:

i. Brometo de tebtrametilaminio;

2. Cloreto de colinai

3. Brometo de decametdnio;

4. Cloreto de succinilcolina;

5. Hidrocloreto de meperidinai

4. Hidrocloreto de clorpromazinai

7. Hidrocloreto de procaina;

. Hidrocloreto de tetracaina;

§. Hidrocloreto de dibucaina;

i9. Win 5383 -~ hidrocloreto de 2-n-pentoxi, 4-amino-
dietil-aminoetilbenzoato;

1i. Win 4912 - hidrocloreto de 2-n—hexoxi, 4-amino-dietil-
aminoetiltiobenzoato;

ie. Brometo de neostigminai

13. Salicilato de fisostigmina;

1{4. Ro2-0483 - dimetilcarbamato do brometo de 2-hidroxi-5-

Fenilbenziltrimetilaminio;
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1. Tetracetilpirofosfonatoi

i6. Diisopropilfruorofosfonatoi

D¢  compostos de numerc 3 € 4 s3o relaxantes do misculo
esqueléticoi o de numero 5 € um analgésico sintéticoi o de
numere 4 €  tranglilizante; nos nmumeros de 7 a 11 s30 indicados
anestésicos locaisi nos numeros 12 a 16 estlo relacionados
inibidores da colinesterase bastante conhecidos.

Uma grande variedade de outros inibidores tambem tem sido

neada: Nalll

1]

NaF (Harrie = Whittaker, 41943), n-butilalcool
(Whittaker, 1968a). formaldeido (Whittaker, 1969), tiroxina
(Whittaker, 197¢; apud Whittaker, 198@¢), wurédia (Hansl e Viby-
Moagensen, 1971 e 1977), succinildicolina (King e Griffin, 1973),
Nalir (Dickson, 19760, hrometao de pancurinio e analogos
(Whittaker e Britten, 1982 e 1i981ia), & proprannlol (Whittaker e
cols., 1981).

EFstes inibidores tém sido usados com diversos substratos,

it

contendo ou nan o grupamento  colina, como benzoilcolina, alfa-
nattilacetrato & inudmeros esteres de tiocolina, como propionil &

butiriltiocolina.

1.3.1.2 - Alelo atipico

Evans e cols. (1952) relataram relaxamento prolongado em
dois pacientes que haviam recehido succinilcnlina, antes da te-
rapia de eletrochoque.

Mais tarde, Kalow e Gunn (i957) verificaram 9que a coli-
nesterase destes individuos nao tinha capacidade de hidrolizar =

succinilcolina em concentragres farmacolodgicas € que mostrava
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uma  resistencia anormal ao inibidor dibucaina (Nupercaina) que ¢

um anesteésico local.
Neste mesmo ano, Kalow € Genest (4257) introduziram o
termo  "numero de dibucaina” (DN), definido como a porcentagem de

inibigdo da colinesterase do soro frente a este inibidor. A for-

mila que expressa o numero de dibucaina é a seguninte:

apP
PN = {1 - o s X 109,
| A |

onde AP representa o decréscimo  de absorbancia na presenga do
inibirdor e Ad, na auséncia rdeste. A enzima atipica & identifi~
cada, portanto, verificando-se a atividade enzimatica, em re-
lagB®o & benczoilcolina, na presenga € auséncia do inibidor dibu-
caina.

No mesno ano, Kalow & Staron (1957) verificaram que 3

binssintese da colingesteras era controlada pelos alelos CHEI*{/

e OFEE*4. Individuos com DN pradximo de 89 sao homorigotos para

i}

SHEI®Y,  enquanto aqueles com DN em torno de 2@ sio homozigoto:

i

para LOHEFES. Foram encontrados, também, individuos com DN de
aproximadamente 6¢, os quais s30 heterozugotoﬁ, portanto, pos-
suidores das duas enzimas (usual e atipical). Este iltimo
fendtipo foi denominado de intermedisrio.

Kalow e Davies (4958) estudaram o soro de individuos com
fenntipone intermediarios, utilizandoe Re2-0483, o qual inibe =2
enzima wsual com maior intensidade do que a dibucaina. 0s resul-

tados indicaram que as duas enzimas se encontram em proporgises
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equimoleculares. Foi sugerido, por estes autores bem como por

Muensch € cols. (4978), que deveria haver altera¢oes no sitio
anidnico da enzima atipica.

lLockridge e La Du (41986), estudando as seqléncias de
aminodcidos dos sitins ativos das enzimas usual e atipica, nio
encontraram substituigdies de aminodacidos no sitio ativo e sim
uma  diferenga no numero de  aminoscidos nestes sitios. Na usual

® € na atipica 22 aminoacidos, estes iguais

g

foram encontrados
ans 22 primeiros da  enzima uwusual. Mcbuire & cols. (1989,
entretanto, em estudos com DNA, mostraram que a diferenga entre

¢ =alelo atipico & o uysual € devida 2 uma mutacio de ponto no

o]

nuciecot ideo  209. Ha  mudanga da frinca 70 de GAT para GOT, de
modo  que a3 enzima atipica  apresenta o aminoacido alicina no

Tugar de asparagina.

1.3.1.3 - Alelo resistente ao fluoreto - CHEI#F
Harvris ¢ Whittalker (12641 tentaram identificar 0s

fenot ipos CHEL U, CHEL UA e CHEYL &, utilizando o fluoreto de
shdio como inibidor. Mostraram que o numero  de Fluoreto (F)
poderia ser utilizado da mesma maneira que o numero de dibucaina

(DN, apenas siubstituindo o inibidor dibucaina pelo Fluoreto de

iji

sadio, no metodo de Kalow e Genest (1957). Contudo, examinando
um  grande numero de individuos, encontraram alguns, anter ior-
mente classificados como usuais € outros, classificados como
intermediarios (CHEL1 UAY, g mostraram um DN pouco menor £ um
FN bastante menor do que o esperado para estes fendtipos. Esses
antores propuseram, entic, =3 existéncia de uma nova  variante

satrutural para a colinesterase do soro. Posteriormente, Harris
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e Whittaker (1942), pesquisando varias familias, tiveram =
confirmaglo de que o0 gene responsavel por esta alteracio era um
terceiro alelo do leoco &HEE, que foi denominado OHES¥F e cuga
presenga resulta numa variante enzimatica conhecida como
"resistente 20 fluoreto’'. Evidéncias confirmando estes achados
foram dadas por outros trabalhos, feitos por Liddell € cols.

(1943), DGoedde ¢ cols. (19464), Thompson e Whittaker (19464),

Simpson (1947) e Whittaker (1964, 1969).

lLiddell e cols. (1963) encontraram wuma Familia com dois
individuos possivelmente homozigotos para o alelo resistente an
Fluoreto. Esses casos apresentaram DN e FN prdximos a0s  dos
fendt ipos CHE4 AF, porém com wuma inibigRo pelo Ro2-6483 bem
maior. Isso permitin a distingan entre estes dois fendtipos.

A determinagao do fenotipo CHEL UF se torna bastante difi~
cil, uma ves qui 3 inibigao pelo Fluoreto de sddio € muito sen-
sivel a peguenas variagoes de temperatura (Lee € Robinson, 1947
King = Dixon, 197¢; King & Morgan, 197@).

Whittaker e cols. (1981) apresentaram uma nova tecnica que
utiliza o propranol como inibidor, conseguindo uma melhor sepa-~
ragao entre os fenotipos CHEL UF ¢ wusual. 0 propranolol € um
blogueador beta-adrengrgico indicado, entre outreos casos, na
terapia de infarto do miocardice, angina dg peito, arritmias
cardiacas € hipertensin arterial. Foi ohservado por  Periss e
Whittaker (dados nao publicadosi apud Whittaker € cols., 1981)
que individiuos medicados com propranclol mostravam-se mais
SENSIVEIS a0 suxametonio, o que parecia estar correlacionado com
diminuigdao na atividade da colinesterass do soro. Além disto, o
nivel normal desta enzima era restabelecido apds o termino da
terapia. Apos esta evideéncia, resolveram verificar se o propra-

nolol poderia diferenciar as variantes da enzima, deferminadas
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relo loco CHES. 0O resultado foi positivo & possibilitou, inclu-—

sive, uma boa identificaglao dos fendtipos CHE{ UF e CHE{ AF.

1.3.1.4 - Alelos silenciosos:. CHES*S, CHESSR e CHESHT

Pesquisas para verificar o padrao de heran¢ga do alelo
CHESX3  apresentaram, em viarias familias, resultados inesperados
(Kalow e Staron, 19957 Harris e cols., 19260; Liddell e cols.,
1962 Simpson € Kalow, 1964). Neetas familias, individuns con-
siderados homozigotos atipicos pelo DN mostraram-se heterozigo-
tos nos sstudos Familiares.

Para explicar estes achados, Kalow & Staron (1957) sugeri-
ram 2 presenca de um alelo determinante de auséncia de atividade
enzimatica. A comprovagan desta hipoatese se deu com a descoberta
do primeiro homozigotno para este alelo, no qual nao se detectou
atividade da colinesterase do soro. Tal achado foi relatado por
Hart = Mitchell (19462) ¢ Liddell e cols. (1942), em uma mulher
arega que  apresenton  apnéia  induzida pelo suxametdnio, na
auséncia de qualquer dosnga que pudesse levar a uma dimingigio
de artividade da colinesterase do soro. - -

Goedde: & colse. (1964) tambem relataram o caso de dois ir-
maos onde os alelos CLHEI¥Aa e CHEEXS foram encontrados em
heternzigose.

Mais tarde, foram descritos tanto novos casos, Sem
qualguer atividade desta enzima, como também com atividade
baiissima, em torno de 2,¢ a 3,94 do normal.

Hodgikin & cols. (1965), a0 examinarem soros de individuos
sem atividade enzimatica, mostraram a auséncia de bandas en

cletroforese em gel de amido e +alta de reagdo imunoladgica
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frente a anticorpos contra a colinesterase humana. Resultados

semelhantes foram encontrados por Kattamis e cols. (1967).

Goedde e cols. (1969) verificaram, entretanto, em soros de
individuos com atividade muito baixa, padries de inibi¢cio € mo-
bilidade eletroforética comparaveis a0s da enzima normsl. Goedde
e Altland (192468) e Rubinstein e cols. (1970) encontraram resiul-—
tados semelhantes que sugeriram a heterogencidade dos alelos si-
lenciosos. Individuos homozigotos para um dos alelos (OHEExS}
naon apresentavam atividade colinesterasica, enquanto os
homozigotos para o outro alelo (CHEI*T) poderiam apresentar uma
atividade baixa,

Scott e Wright (1i974) descreveram wum fterceiro +Tipo de
alelo silencioso, em esqgrimis, denominade CHEIF8. Soros d
homozigotos apresentaram, em eletroforese, uma banda Ca mais
rapida que B usual.

A natureza das mutaghes responsaveis pelos alelos silen-

ciosos ainda nio esta bem esclarecida.

1.3.1.9 - Alelo CRELXS

Garry e cols. (19746), estudando uma familia na qual segre-
gavam os alelos OFEIxS ¢ CHEIFF, observaram resultados imprevis-
tos na atividade da enzima € no DN, gque os levaram a postular a
existéncia de um noveo alelo: £HCI+F /. 0s dados obtidos foram con-
sistentes com a expiicacio de que este alelo cause uma redu¢lo
de  &66,@%, na  quantidade da enzima, estruturalments considerada
igual a usual. Estes autores nao conseguiram, entretanto, deter-
minar se esta reduclio era devida a uma diminuwi¢dao na sintese ou

a um aumento na degradaciao da enzima.
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Rubinstein e cols. (1976), atraves de ensaios de imunodi-

fusio e de imunoeletroforese, com soros de fendt ipos considera-
dos como CHEL AJ, CHEL UJ e CHEL FJ, mostraram uma redu¢glio no
nimero de moléculas de colinesterase ativas. Estes achados, por-
tanto, confirmaram a hipdtese anterior de que o alelo OHESS/
condiciona uma enzima semelhante & wusual, presente com menor
mimereo de moléculas.

Evans e cols. (1980) e Evans ¢ Wardell (41984) também re-
lataram estudos sobre este alelo, confirmando sus existéEncia.

0 alelo LHEIXS sd conseaguiu ser identificado quando acom-~
panhado  do alelo CHEEFS, pois os valores die inibicio dos indivi-—

duos CHEL UJ sao semelhantes ao dos homozrigotos usuais.

i1.3.1.6 ~ Alelo OHELIXK

ftete alelo +oi encontrado em duas ?am(lias com sensibili-
dade a0 suxamsbinio, onde segregava o alelo OHEI¥S (Rubinstein =
cols., 1978). Resultados inesperados, apresentando uma inibigao
pela dibucaina abaixo da encontrada  em heterozigotos CHEL Ua,
levaram ao reconhecimento deste novo alelo. Dados enzimaticos e
imunologicns confirmaram a hipotese de que o alelo SHESXK causa
uma reducio de 33,9%X no numero de moléculas da enzima, que
apresenta estrutura semelhante a2 do tipo wususal. Neste caso,
fambem nao foi determinado se a redugan € causada por
deficiéncia da sintese on aumento da degradagio da colinesterase
o soro.

Evans e cols. (1989) relataram uma familia na qual segre-

gavam os alelos CHEIxG, CHEI¥/ ¢ CHEISK, e mostraram que indivi—
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duos de fendtipos CHEL AJ, CHEL AK e CHES JK podem ser conside-

rados vulneraveis & apneia prolongada com o uso de suxametinio.

Evans e Wardell (1984) estimaram, entre individuos ante~
riormente considerados como CHEL UA uma freqiéncia de 11,5% de
CHEL AK. Estes auntores interpretaram este valor como a prapria
fregiéncia do alelo CHEIXK ., Estes dados indicaram que aproxi-
madamente 1,07% da populacldo hritanica seria homozigota para o
alelo CHELXK.

Whittaker e Britten (198%5) examinando fendt ipos considera-
dos como CHEL UA, encontraram uma freqiéncia de 13,0% de CHE1
AK, obtendo, portanteo, resultados concordantes com os  ante-
FIOres.

0 alelo CHELXK, como o SHELX/, so havia sido identificado
= heternzigoss com CHEE®S . Recentemsnts, um  trabalho de
Whittaker e cols. (i987) demonstrou o fenobtipo CHEL KF em trés
individuos de uma Familia onde segregavam os alelos HEIRK,

OHESXF e CHEI¥E. 0s trés eram sensiveis ao suxametonio. Estes

"~

rases  Fforan reconhecidos  com o uso dos inibidores dibucaina,

fluoreto de sodio € Ro2-0683.

1.83.1.7 = Alelo resistente 2 succinilcolina —~ CHEL%51

Agarwal e cols. (19746) reexaminaram 0s soros de 21 indivi-
duos que, apesar de considerados de fendtipo usual, frente acs

inibidores dibucaina e +luoreto de sadio, haviam apresentado ap~

néia prolongads com =2 administracio de suxametonico. Estes aun-
tores substituiram o substrato benzoilcolina pela succinilco-
lina, wutilizando a dibucaina como inibidor. Desta maneira, foi

sugerido que 1% destes individuos apresentavam uma nova variante
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da enzima, sensivel somente 3 succinilcolina. Da mesma maneira,

Goedde € Agarwal (1978), utilizando este novo método,
reexaminaram S1i individuos, dos quais 3% foram reclassificados
como portadores da nova variante que nao degrada este relaxante
muscular. Estes autores confirmaram, tambeém, a presenga desta

variante em estudos de segregacio em familias.

1.3.4.8 - Alelo Newfoundland - CHESISNF(LO

Simpson € Elliott (4984) encontraram, numa Ffamilia de
Newfoudland, wum novo e raro alelo do loco OHED, o qual foi
denominadon LHESSNFLD . Este estava presente em individuos
heterozigontos, OCHESSS-CHEISNFLE ¢ CHESFUSOHEESNELE,  que Foram
reconhecidns porque apresentaram uma alta  inibigdo pela dibu-
caina (DN)Y, principalmente gquando succinilditiocolina  Ffoi nti-
lizada como substrato. Uma alta porcentagem de inibigao também

foi observada frente an substrato benzoicol ina.

1.3.1.9 - Alelo LHEIYH

Whittaker e Britten (1987), ao analisarem dois individuos
sensiveis an suxamnetinio, considerados come homozigotos CHEL A
pelos wvalores de DN e FN, verificaram numero de Ro2-0483 (RN}
inesperado  (acima dos  valores normais). Sugsriram que estes ca-
s0s Ffossem heterozigotos para novo alelo (DFEIXH), sendo de
genat ipo OHE SRR CHE R, Estudos de segregacdo em Ffamilias

apoiaram esta hipotese.



1.3.2 - Alelos do loco CHES

Embora com o uso de eletroforese bidimensional em papel de
Filtro e gel de amido, Harris € cols. (1962) tenham mostrado,
pela primeira ver, a variante Cw da colinesterase do soro, os
resultados mais satisfatdrios s foram encontrados gquando Harris
¢ cols. (1963a) utilizaram eletroforese unidimensional em gel de
amido e bidimensional em papel de filtro & gel de amido. Estes
autores, an analisarem a segregacao em familias, demonstraram a
determinacio genética desta variante como antossimics dominante.
Dados  concordantes foram encontrados por varions auktores, entre
ns oguais. Simpson (1972), Singh 2 cole. (i974), Tortolero =
Medina (i977). Qutros estudos familiares, entretanto, mostraram
individunse CHER Cet Ffilhos de conjuges considerados como CHERZ
Cw- (Harris ¢ cols., 1963Li Ashton e Simpson, 196éi Robson e
Harris, 19645 Altland e cols., 1949 Simpson, i972: Singh e
cols., 1974).

Fntre as possiveis explicagres para estes achados, s3ao0
citadas: 2a) nan concordancia entre paternidade biolégica 2 je-
gali b)) penetrincia incompleta do alelo CHES¥wH i c) fenotipo
CHIE?2 et dependente de heranga mais complexa. Van Ros e Vervoort
(49732)  adaptaram o metodo de Robinson e cols. (1957 pars
determinar os fenot ipos do loco CFES. Examinaram soros de 683
individuns, para comparar 2 eficiéncia deste método com o  de
Ashton e Simpson (1946). Detectaram 495 individuos de fendtipo
CHER Ce+, com este ditimo método e 52 com o de Robinson e cols.
(1957), o que representa uma diferenca de 1%,0% de eficiéncia.
Portanto, problemas técnicos podem também explicar os disturbios

de ssgregagihn verificados.
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Harris e cols. (1963h) examinaram o efeito dos 3lelos

CHEI®A e CHEI¥U sobre as caracteristicas de inibi¢io do compo-
nente Cw. Estes autores verificaram, em individuos CHE2 Cw+, que
nan sd a banda Ca, como também a Ce, foram mais inibidas em
s0ros de nsuais do que em soros de intermediarios. Portanto, o
alelo CHEL¥A causa o mesmo efeito na caracteristica de inibigRo

’

dos ~omponentes Co e Ca, concluindo-se que o componente Cw €

-~

condicionado, no so pelo loco SHES, como tamhém pelo CHES.

Scott e Powers (4974) purificaram parcialmente a enzima
dos SOrOs  USNATsS de individuos CHEZ Cw+ e CHE?2 Cwe~ e
determinaram varins parametros cinéticos, mostrandn que as duas
enzimas diterem pouco. Estes nesmos autores realizaram
hibridagio entre as fracies Ca e Cw, obtendo cinco bandas. A
fracao Cw,-quando comparada as frag¢oes hibridas, comportou-se
como os hibridos (Calaslley € (Cadz(Cyla. O comportamento
eletrofordétice de Cw sugerin uma diferenga da carga € nao do
tamanho da enzima.

Tortolero e Medina (1978) propuseram que o produto do
alelo OHEE¥0s+ atua sobre os componente Caq. Esta modificagio

alteraria propriedaidas eletroforéticas da isozima sew zlterar o

PEeEsSO molecular. Muensch e cols. (L9278} nao encontraram
diferencgas nos peptideons que contéem o centro ativo das enzimas

Ca & Cw gquando examinados por eletroforese.

i.3.3 - Alelo Cynthiana (CY)

Neitlich (i19646) relatou ¢ caso de quatro Consangilineos com
uma  variante da colinesterass, a qual apresentou uma atividade

cerca de duas a frés véres maior que a usual, bem como uma banda
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extra, de migragdo mais lenta, na eletroforese em gel de amido.

ODs numeros de dibucaina € de fluoreto destas pessoas foram nor-
mais. Lsetudos feitos pelo mesmo auntor sugeriram uma herangs an-
tossomica dominante para esta caracteristica, além de indicar
que  estas pessoas  eram heterozigotas para este fendtipo. Nio
foi, entretanto, descartada a hipotese de heranga dominante 1i-
gada a0 sex0.

Yoshida e Motulsky (1969), apuos reestudarem esta variante,
denominaram-na gﬂnthiana e verificaram que sua atividade especi-
fica € igual & da enzima usual, sendo que a sua maior atividade
no  soro & devida an maior numero  de moléculas  presentes. Sen
padrao de polimerizacidn também se mostron alterado, formando
polimeros  com mais  sub-unidades do  que o normal, havendo o
aparecimento de uma  banda extra entre Ca = Cw, na eletroforese,
0 que pode indicar alteragoes na estrutura protéica.

Num  outro estudeo, Klein e cols. (1947 zpud Brown & cols.
1984) apresentaram uma variante que pode ser idéntics 3 variante
Cunthiana.

“dinda nao se sabe em qual dos locos, condicionadores da

colinesterase do sora, se situa o aleloe Cynthiana.

1.4 - FREQUENCIAS DE ALGUNS ALELOS DD LOCO CFHEL DA

COLINESTERASE DG SORO.

Viarios estudos toram +eitos para veriticar as freqléncias
destes =alelos em diferentes populagies. Para uma revisio sobre o
assunto, consultar Mourant e cols. (1974) € Guerreiro (1983).
Neata tese, o objetivo foi registrar apenas as freqléncias popu-

lacionaise do alelo HEIXF. A& Tabela 1 mostra estas fregléncias



Tabela § ~ Distribuigfo das Ffregiéncias fenotipic:
loco SHES, em diterentes populaches.

Local Fendt ipos do
Toco OKEY

N aooua  UF ar us
CUROPA
Alemanha Ocidental 280
Bulgarisa ie8
Dinamarca 1278
Franca (Pirineus) 2453 3 104 & 18
Franca (Lyon-Beynort) 1594 S0 025 8
Grécia AR 5 38 ] 9
Grécia 258 i@ & i,
Inglaterra 780 23 3 @

N
P R el <

i a2

ASTA
india (Bengal, Bihar) 139 i
ndia (Panjabi) 202 i2 54

oy ey

Turauia 7% i 43 : 3

AFRICA
Gamb ia 103 i i
Malawi 1914 14
Mogamb i que 326 414,
Mocamb i que (RVIC] 4 i



g @ genicas do sistema da colinesterase do soro,

Fregiéncias génicas Referéncias

CHE S ¥ CRES R DHES »5

Q,0428 0,0071 Steegmiiller, 1975
0,0093 @,0046 Steegmiiller, 1979
Q,05133 @,0042 Hanel e cols., 1978
Q,0224 00,0004 Q,0037 Vergnes € cols., 1980
@,0i88 @,Q1ie4 Masson € cols., 1979
Q,0501 ©,0163 NDas e cols., 1975
Q,0252 0,016Q Neumann e Walter, 1968
Q,0160 @,0032 Whittaker, 1968¢

Q,0000 Q,0036 ~ Steegniiller, 1975
Q,0322 @,Li287 Singh e cols., 1974
?,2334 @,0041 Sayek e cols., 1967

Q,0049 Q,0049 Whittaker, 1968k

@,000% @,0366 Whittaker e lowe, 1976
Q,000Q 2,04610 Whittaker e Reys, 1975
¢,0131 o,0033 Whittaker e Reys, 1975

cont .

ve
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Tabela 4 -
1nca SHES,
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Rodésia
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AMER TCA
.5.A.
U.S.fa

DO NORTE
(Brancos)
(Negros)

DO SUL
(Nordest inos)

AMER TCA
Brasil

TNOXSEMS
OCEANTA
Australia

AMERTCA DO S,
Bragil (Xavantes)
Venezuela (Mot ilon)
Veneauela (Warean)
Venesuela (Aymar:n)

Distribuicio das

=z

Faned
Py =i
[FC IS I
PR
gt

N

B36
148

2138
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285
70
131
o0
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A

loco

SECS

UA~ UF AF 1S

i1

>
>
Re]
>

fenotipicas

& asnicas

Freaiénecia génica

E@EEQEMMEQEE}F“WE@EE;E

o, 0000
0,0000
?,0000

’

= O~ "Ji

5
24
141

’99®§
}-Qsi
bkghq

:

0,00466
¢, 000

?,2147 0,0049

0,005

02,0000
O, 0000
0,000
2, Q000

O,0000
&,0000
0,000
O, 0000
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come sam e oote bem sese oeme Sem sae Sebe sems seme beve tase tees Se seme Veme e awe Soww tme v

Whittaker e lLowe, 1976
Whittaker e lowe, 1976
Whittaker e l.owe, 1976

Garry e cols.,
Garry e cols., 1

Simpson e Kalow, 1965

Propert e Brackenridge,
19764

1967
1947
1967
1967

Tashian e cols.,
Arends ¢ cols.,
Arends e cola.,
Arende e cols.,

Y

~

i



Tabela 4 - Distribicio etaria, sexual e étnica da amostra populacional.
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= mulato claro, MM = mulato médio, ME = mulato escuro, N :
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B = branco, MC
F = feminino,

Sexo

M
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35 35 @ 5 i
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22 16 1% o i
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16 29 10 3 1
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o 10 6 ) 4
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67,9 73,3 70,4 75,6 72,1
io% 106 53 29 i2
32,14 26,7 29,6 24,4 27,9
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30,6 37,2 16,7 7.7 4,0
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que  haviam sido considerados como CHEL U por estes mesmos a1
tores. Destes individuos, 16 (33,34) eram do sexo feminino e
32(866,7%4) do masculino. Guanto 3 raca, 3¢ (62,5%) eram brancos,

i1 (22,94) mulatos claros, 4 (8,34) mulatos medios, 2 (4,2%)

mulatos escuros € 4 (2,17%4) neg?o (Tabela 9).

2.1.4 - Amostra para confirmac3ao de resultados

Nesta udltima etapa, foram examinados plasmas de 31 indivi-
duos  sendo 1@ CHELD U, 1¢ CHEL Ud4, 1¢ CHEL UF e 4 CHEL AK separa-
dos  da amostra utilizada na segunda etapa deste trabalho, = mais
28 individuns retirados dos 458 CHEL UA citados na terceira eta-
pa. Estas amostras foram retipadas tendo em vista que, no iniclio
do presente trabalho, nac <& possuia espectrofotdmetro com

leitura na taixa de ultravioleta com manutengio da temperarura

-~

em 25°C para permitir a wtilizagdo do método de Kalow e Genes
(1957), método mais utilizado para a determinagan dos fendtipos
da colinesterase do soro. Assim, foi wutilizado o método proposto
pelo  presente trabalho, o qual nan possnia valores de referéncia
para  comprovagan dos resultados. Ao se concluir a terceira etapa
do  trapnalho, foi instalado, em nosso laboratdrio, um especiro-
fotdmetro que permitiu  a utilizagao do meétodo de Kalow e Genest
(1957), € assim resolvew-se avaliar os resulitados obtidos peln

metodo proposto no presente trabalho.



Tabela 5 - Distribuicio etaria,

sexual ¢ étnica da amostra de individuos CHEL UA.
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B = branco,

F = feminino

Sexo
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M
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M
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Ne i1
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milato médio,

MiE = mulato escuro, N = negro, M = masculino,
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2.2 ~ METODOS LABORATORIAIS

0 plasma utilizado neste trabalho tinha sido obtido cen-
trifugando—-se o0 sangue total heparinizado, no mesme dia da
coleta, =a 1000 rpm por aproximadamente S minutos. Apos a
SEPAFAGI0, 0 plasma  tinha sido retirado € colocado em pequenos
tubos de 1,8 ml e estocado em congelador a ~ 209C. Utilizou-se

material que esteve estocado por aproximadamente ¢ anos.

2.2.4 -~ Método de Kalow e Genest (1957) moditicado, s 37°C.

0 metodo de Kalow e Genest (4997) utiliza como substra

-

A
penzoilcolina e como inibidor a dibucaina. A temperatura de
reacin € de 25°C. Posteriormente, este metodo foi modificado por
autroe  autores que  acrescentaram 3 2le outros inibidores, como
fluoretn de sadio (Harris € Whittaker, 1961) e RoZ-0483 (Liddell
e cols., 19463). Mais tarde, Zsigmond & cole. (1786) propuseram
outra modificagao dgue .consigte no  aumento da concentragao do
Flunretn de Sddino  com concomitante  aumento de temperatura par:
, utilizando ainda o Ro2-Q483 e a dibucaina a esta tempe-
Fatura. Whittaker & cole. (4981) também modificaram o meétodn
original, utilizando o inibidor propranolol a 25°C. No presente
trabalho, o propranolol +ei utilizado Jjuntaments com estes ou-
tros inibidores, a 37°C, visando a caracterizacao dos individuos
CHE4L UF. Este iiltimo método, portanto, sers citado como de Kalow
e Genest (1997) modificado, a 37°C.

X metodo foi utilizado na primeira etapa do trabalho e

n
8
m

coneiste na medida do decréecimo  da absorbancia em 24¢ nm, 2a

37e%0, e & proporcional a hidralise do aubstrato
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(henzoilcalinal), cuja concentracso final utilizadsa € de 5x1€7M,
dee acordo com Kalow ¢ Genest (419957).

Os inibidores utilizados e suas respectivas concentragoes
finais foram: dibucaina 1¢7%M (do método original), fluoreto de
sidio 2,5 x 127*M (Zsigmond € cols., 1980), Ro2-0468B3 2,5 x 10-7M
(intermediaria as utilizadas por Whittaker e Britten, {1987 e
Liddell e cols., 19463) € o propranolol 8,45 x 107%M (Whitfraker e
cols., 19817,

0 plasma foi diluido de 1/1090 em tampao fostato M/L5, pH
7,4 & o procedimento adotado para leitura foi o de Kalow e
Lindsay (195%) onde =2 mudanga de absorbancia foi verificada du-
rante  um periodo de 4 minutos, sendo 3 primeira leitura iniciads
40  segundos apas 0 Iinlcio da reagan, seguida de outras a cada 20
BEYUNGDS .

As  solugoes foram preparadas seguindo-se a discriminagio

abaixn:

a) tampio Ffosfato MALES, pH 7,4

NapHPDe anidro 75,849 g
KHaPllg anidro i8,1546 a
Agua destilada qsp 1@, @ i
0 pH Toi conferido em potencidometro e queol”  houve

necessidade de ajustamento, =ste Foi Ffeito com 08 $3i6 20 1Ma.

b) substrato & » 1@7%M (estoque)

cloridrato de benzoilcolina 437 ,¢ my
tampao fosfato i90,2 ml

Para nso foi feita uma diluicio de 1/10@
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c) inibidores

dibucainag 4 x 107®*M (estoque)

cloridrato de dibucaina i52,¢ mg
tampao tosfato 196,06 ml

Para uso foi feita diluigao de 1/10¢

Fluoreto de sddio 1972M (estoque)

Fluoreto de sddio 42,9 myg
tampao tosfato 129, ml

Para uso foi Ffeita diluigido de 1/710¢
Obs.: A snlugan estoague de Fluoreto de sddio foi preparada
em  quant idade suticiente para uma SEmMAN3, pPois €la se mostron

instavel apos este periodo.

Bo2-¢a83 1273 (estogque)

Ro2-0483 39,3 mg
rampao fostato 100,09 mi

Para uso foi feita diluigio de 1/1@00

procrannlol 3,38 » 1073 (estoque)

cloridrato de propranonlol 199,¢ ma
tampao fostato 199,090 mi

Para uso Foi feita diluigan de 1/1@9

0 procedimento inicial foi pré-incubar o substrato e os
inibidores em banho-maria (37¢C), por pelo menos 5 minutros.
Poster iormente, foram numerados & tubos (4 a 6) ans quais foram

adicionadas as devidas solughes (tampfo: T, substrato: &, dibu-
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caina: D, Ro2-0683: R, fluoreto de siddio: F, propranoleol: P),

como especificado abaixo:

Solucres (mll

18]

2,5 2,5 - -

S

5 @, - -

@, % @5

Adicionou-se  ao tubo 1 (branco), i ml e plasma diiuido
para  =erar o Aparelho. Em osegnida Foir o adicionado 4 oml de plasma
diluideo ao tubo 2 & acionado o cronoametrn. A solugao foi ention
levaida a0 espectrofotimetro Varian Techtron, modelo 635, o qual
possuia temperatura controlada =a 3790. Foi entao iniciada =&
leitura,  como Ja explicada anteriormente, & o mesnd procedimsnio
o feito com os tubos 3, 4, 5 e &. O valores de absorbancia
encontrados  para cada  tubo foram registrados & verificou-se,
posteriormente, n  decréscimo meédio a cada 20 segundos e
caloulou-se & porcentagem de inibigdo (DN, RN, N o2 PN) para
cada inibidor.

-

& caracterizagao dos fendtipos € JFeita calculando-se a

Y]

porcentagem de inibigao, para o que s2 utiliza o decrescimo de

absorbancia da reaglo, na Presenga © na auséncia do inibidor:
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B decréscimo de ahsorbincia na——
presenca do inibidor
%Z de inibi¢lo = i00 x { - 5 o 2o 5 b 4t S e 4 2t e e 23 £ 0 e o e o
decréscimo de absorbincia na
| auséncia do inibidor ]
2.2.2 - Método proposto pelo presente trabalho

Fste meétodo tambéem foi utilizado na primeira stapa do tra-

balho e, como se mostrou eficiente, foi wutilizado na segunda

etapa, onde se detectaram os individuos CHEL UF da amostra de
Curitiba.

Foi feita uma adaptacao de dois métodos. Um deles é o de
Morrow e Motulsky (1968). Este utiliza alfa-naftilacetato como

substrato e Ro2-0683 como inibidor. A temperatura de incubagcio é
die 237°C e a leitura em espectrofotinetro ¢ feita a 955 nm.

0 outro método é o de Whittaker e cols. (1984) que utiliza
benzoilcolina como substrato € propranolol como inibidor. A tem-
peratura utilizada ¢ de 26°C € a leitura, em espectrofotimetro,

Feita num comprimento de onda de 24¢ nm.

~
fite

No presente trabalho, o método base foi o de Morrow e
Motulsky (1968), acrescentando—-se a ele o inibidor propranolol,
usado no método de Whittaker € cols. (1981).

& caracterizaclo dos fendtipos ¢ feita calculando-se a
porcentagem de inibi¢io da reaglao enzimatica na presenga do
inibidor, gquando comparada com a reagio na sua auséncia.

0 plasma foi diluido de 1/100 em tampio fosfato @,2 M, pH

7,4. 0 corante utilizado foi o sal de Fast Red TR e para inter-—

romper a reacao foi empregado lauril sulfato de sdaddio (Duponal).
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As solugies foram preparadas  seguindo-se a indicagfo

abaixo:

a) tampao fostato, pH 7,1
NaoHPO, @,2 ™ 670,9 ml
NaHzP0qa @,2 i 330,¢ ml
0 pH foi conferido com potencidmetro e, quando  houve
necessidade  de ajustamento, este foi Teito com acrescimo de uma

das solugies acima, conforme o caso.

b’ substrato (estoque)
alfa-naftilacetato Bé&L,E¢ myg

ACetona : 5,0 ml

agus destilada 5,% wl

8] alfa-naitilacetato Foi dissolvido inicialmente na
Acetona 2, em seguida, foi acrescentada a  sgua. (Fsta solugio
pode  ser guardada em refrigerador por um més). Para uso  foi
Ffrita a2 eeguinte diluwigao: 1 mi do  estoque, 2¢ ml de ftampio,
QompletanﬁQM§€ ate 100 ml com agua destilada.

Obhs.: 0 cubstratno foi 1

i

vado a0 bDanho-mar 12 (37°0), por

meia hora, antes de ser utilizado.

c) inibidores

whe)
3

Rog-@ats 1972 (estoque)

Ro2-@b873

.
o
e

.

myg

Q)

Fampao fosfato 190,06 ni

Para ueo foi feita diluigho de 171000



Propranolnl 8,45 » 107*M (estoque)
cloridrato de propranolol 25,0 mg
tampiao fostato 100,909 ml

Para uso foi feita diluigio de 1/1@

d) corante

sal de Fast Red TR 59,9 mg

Duponal (37 em agus destilada) 1¢,¢ ml
agua dest ilada 15,9 ml
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Este  Foi sempre  preparado cerca de 1% minotos antes do

Ns tubos foram marcados da seguinte maneira:

i = branco contendo Ro2-@683%
e = branco contendo propranoliol

Obs. Basta um tubo branco para cads bateria de

A - sem inibidor (atividade)
- - i - om Ro2-@65373

# - com propranniol

FPosteriormente, foram adicionados aons ftubos as

solugmes, como especificado abaixn:

EXAMEE o

devidas
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Tubos (ml)
Solusnes A B P BA B2
plasma (di11.) 0,2 9,2 2,2 - -
tampao Q,2 - - o, ¢,2

Ro2-é683 - 9,

18]

®

")
i

(8]

propranonlol - - @, @,

e tubos Fforam levados ao banho—-maria a2 2379 e Foi acres-
centado, a cada um deles, 1,4 ml de substrato (ja a 37°C)., Estes

~

ta temperatura por A% minutos. Em seguida, ree

i

PEFMANECSrAam B el
riraram-se 0% tubos  do banho-maria € acrescentaram-se ¢,2 ml de
corante & 2,¢ de agua destilada, a cada tubo.

apas 1% minutos, foram feitas as leituras, em espectro-

[ booll Sooll boug

Fotdmetro (Micronal, B 295 em 555 nm, calibrando- o apareiho

com =Aagua destilada. Us tubos brancos Toram lidos e como apresen—
taram o mesmo  valor de  absorbiancia, este wvalor foi descontado
dns  tubos A, R & P, que +foram lidos posteriormente. 4 porcen-
tagem da inibigao da  atividade enzimatica  foi caloulada da
SEQUINTE FoOrmal

ne

“ ode inibigao = Ad - _AlL

PN
S
S
2
Jou
o
m

Ad

A - absorbancia na auséncia do inibidor

ATl ~ absorbancia na presenga do inibidor



Obs.: Apds & adigio do corante, & antes da dgus, alguns
tubos A apresentaram coloracao alaranjada, signifticando que os
plasmas utilizados estavam com atividade muito alta. A estes
tubos € seus respectivos tubos R e P, foram acrescentados, antes
da leitura, @,2 ml de corante € 3,8 ml de agua destilada, O
mesmo  procedimento foi seguido com um dos tubos brancos cujo
valor de leitura deve ser descontados do valor dos outros tubos

diluidos.

2.2.3 -~ Metodo de Kalow e Genest (41997) moditicado, a 25°C

Fate metodo, tambem referido como modificado em vista da
introdugio de novos inibidores an metodo original, foi utilizado
na  quarta =tapa  do trabalho, quando ja se possuiam  condigoes
adequadas para sua ubtilizagdo. Foi nsado para confirmacio dos
resultados obtidos na segunda & na terceira etapas do trabalho.

0 principio do metodn, a maneira de caracterizar os
Fenot ipos, =@ faixa de leiturs owtilizada, bem como o preparo das
solugnes de substrato, tampao, dibucaina € propranolol, foram os
meE Smos Ja  descritnos em Z.2.2.4. 0 flooreto de  sddio foi
preparado para uma concentragao Ffinal de 9 o+ 107%M  (Harris e

hittalker, 19463) & 0 Rog~@AR3 pars 197%M (Whittaker & Britten,

0 plasma foi diluido de 171920 em tampao fostfato M/415, pH
7,4 = 0o procedimento adotado  para leitwra foi o de Harris e
Whittaker (19463), onde 2 mudanga de absor¢ao foi veritficada du-
rante um periodo de 3 minutos, sendo este iniciado 1 minuto apds
a adigio da mistura de reaclo sobre a enzima. Ao se utilizar o

RoS-2685, = leitura foi iniciadsa  apds 2 minutos de incubagio
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inicial, pois foil verificado, por experimentos anteriores, que a
linear idade da reagfo era alcancada apds este periodo.
Os inibidores fluoreto de sddio e Ro2-¢683 foram

preparados da seguinte forma:

a) fluoreto de sddio 107%M (estoque)

Flunreto de sadio 42,¢ mg
rampao fosftato 10,9 wi

Para uso foi feita diluigio de 1/59

h) BoR-9A83 1073 (ectoque)

Rz —@h33 39,3 mg
rampao fosfato i9G,9 ml

Paras weo Foi feita diluigan de {/725%¢

O procedimento inicial toi colocar 0 substrato e os

inibidores em banho-maria  (25%C). Posteriormente, foram numera—

dns B tubos ( By oans guais foi adicionado 4 ml  de  soro

PEN
>

driuido,

i =~ tubo sem inibidor

2 - tubo com dibucaina

3 - tubo com fluoreto de sddio
4 - tubho com Ro2-@633

5o~ tubo com propranolol

an  tubo 1 junton-se ¢,5 wml de tampio ¢ ¢,5% ml de substrato

toi veriticado o decréscimo da absorbancia na auséncia do
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inibidor. Ao tubo 2 acrescentou~se @,% ml de dibucaina e ¢,%5 ml
e substrato e foi verificado o decréscimo da absorbincia na
presencgs  deste inibidor. 0 mesmo procedimento foi usado pars os
outros inibidores.

As Jeituras foram feitas em espectrofotdimetro Micronal B

382, o qual possuia banho-maria controlando sua temperaturs o

2990 .

2.3 -~ ANALISE ESTATISTICA

”

As freqigncias fenotipicas = génicae do cistema da  co-

linesterase do soro ftoram estimadas pelo método de contaaen

ii

fenotipica & génicas, respectivamente.

o
i,

As  porcentagens de inibicRo, bem como suas meédias, desvios

iy

padriese = amplitudes de variagan, = também oz coeficientes de
correlagiao, foram calculadons atraves de programas (Statistical
Package for Social Sciences ~ SPS55 e MINITAB) no compuitador O
i2 do Centro de Computagio Eletrdnica da Universidade Federal do
Paranz.

As  comparagoes entre duas médias  foram  realizadas pelo

teste “t° de Student.
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III - RESULTADOS

2.4 ~ PADRONIZACAD DA TECNICA

Nesta etapa, foram utilizados dois wmetodos com o intuito

di identificar os individuos CHEYL UF. Ase caracteristicas de

inibi¢ao dos trés fenotipos, evidenciados por estes métodos, se
encontram nas Tabelas & e 7. e médias & 08 desvios padross es-

rimados, respeckt ivamente, com o uso de dibucaica, fFluoreto de
adtia, propranoiol e Ro2-0483, sao dados junto com a amplitude
de variagan encontrada para cada fendtipo.

i analise dos dados da  Tabela &, quanto a0s  quatro
inibidores, mostra que nenhum deles pode ser usado separadamente
para discriminar o fendtipo CHEL UF. Entretanto, quando utiliza-
done simtitaneamente os inibidores propranoiol e o Ro2-2483, ha
possibilidade de se  Farer estas distingio. 0 que se observa na

Tabela &, € que a amplitude de variagao dos individuos CHEL UF,

-~

quanto ao DN, se sobrepoe a dos individuos CHEL b e a dos CHEL

Ja. @& amplitude de variacao quanto ao FN dos individuos CHEL UF

se  sobrepfe apenas 2 dos CHEL UA, porém a destes individuns se

«obrepne A dos CHEL U. Guando se consideram os valores de PN, a

amplitude de variacio dos CHEL UF se sobrepie apenas 3 dos CHEL

iJA e, no caso dos valores de RN, esta amplitude fica mais pra-

wima a dos CHEL1 U. Com o uso dos inibidores propranolol & Ro2-
/

@683, as amplitudes de variagfo dos individuos CHEL U e CHEL U#



Tabela & ~ Porcentagens médias de
referentes a  amostra
e tipo de inibidor x,

IR

Fendat ipo N N

= AL

CHES U 19

CHEL UAa 14 64,5%4,4  059,6-71,14

CHES WUF e 7e,8x0,2 7¢,7-741,0

® pMétodo com

hase




nibhigio (+ D.PLY & respectivas amplitudes de wvariagao (A.V.),

ilTizada para padronizacio da téonica, classificada por fendtipo

iwiwﬁ:BTWWWWWA:U:mw B e iwluatﬁt ........ FTI
83,9-94,4 THLAED,2 0 71,3-84,7 @7,ix1,4 94,7-98,8

8i,6x2,8 F7,0-85,9 H@, 22,9 83,3-65,3 79,0x3,3 74,9-83,7

78,040,% 7,478,646 63,430,858 62,8-64,0 ?4,3+0,9 %9@,6-91,9

(4957 moditicado, a 3790,

34



além de nio se sobreporem, ficam hastante separadas. Assim ficou
claro que quando num determinado exame se obtivesse um PN carac-—
teristice de individuo CHE4 UA e um RN mais pradsimo ao dos in-
dividuos CHEL U, estariamos frente a um individuo CHE{ UF.

Apesar destes dados obtidos pelo método de Kalow e Genest
(1957) modificado, a 379, mostrarem-se favoraveis a esta iden-
tificaglo, n3ao houve possibilidade de se continuar utilizando
este metodo, uma Vver que o unico aparelho disponivel (Variant
Techtron 6355 para uso, na faixa de leitura em ultravioleta, ocom
banho-mar ia acoplado, apresentouy uma serie de problemas que im-
pediny a3 continuidade do seu ws0. Por este motiveo, Foi criado o

~
b3

metodo descrito no TEem e o, que nao necessita de espectro-

"o

"

Ffotometro com leitura na Faixa de luz witravioleta & nem banhoF
maria  acoplado. Fste método também se mostrou eficaz na sepa-
Fagan do FTenotipo CHELD UF, o qual se identifica, neste caso,
porque apresentam PN com valor intermediario entre os dos indi-
viduos CHEL Us = CHEL IJ ¢ RN igual ans dos individuos CHEL U

(Tabela 7).

F.2 ~  ANMOSTRA POPULACTIONAL

As médias (£ D.P.) e as amplitudes de variagao, das por-
centagens de inibigio dos fendtipos encontrados, =st3o na Tabela
8.

As Frealdéncias do fenotipo CHEL UF e do alelo CHEIXF,
classificadas por grupo racial sXo mostradas na Tabela 9. As
freqliéncias deste alelo foram de ©,40% + @,34% em brancos e

0,A49% + ©,17% em negrdides. Como nao houve diferenga entre estes

ui

dnis grupos {r=0,30, P » 70%), podemos estimar a freqiéncia



Tabela 7 - inibigao (+ D.P

amosira

médias de
referentes &
inibidor i,

Porcentagens
(Ve
tipo de

de padronizacio

Y@

Fenat ipo N PN

CHES U 19 FA,6 % 1,9 e,

LHEL U 14

—

45, 6

CHES WUF = 1.3

® Metodo proposto pelo prese

nte frabalho.

ARV N

76,

~3

91,3

S, 4

Fespect tVas
da tecnica,

amplitudes de var iagao
classificada por Ffendtipo e

res sms e sems vem tess fire vees sess see Neve Sees Sere eves 4004 eoh Sres Ares Aes Sey Mot Shm Jeie TE A4 Gbew rret Sare Semn Shan mrm e

5 DaP.

N ke
L annre

4,8 x 1,2 0,1 —- 96,7

68,4 + 2,3 64,9 70,6

2,4 + 0,8 ?1,8

95}
.y
€3]

-
S



Tabela 8 -~ Porcentagens médias de inibicio com
var iagao, obtidas para os fenatipos

Fendt ipos M

. "‘J: ©mt vos soas s e amma dome 21y s 2me Stk 4 s Sme S 2t smes St ameb S

[ I L

1035 72,9 % 1,6

CHEL U
CHES UA 22 48,3 & 2,9

CHES UF i1 42,8 *

i+
[0 ]
ve}

CHEL AK 5 39,7

* Metodo proposto relo presente trabalho.

respectivos
da amastra da populagao de Curitiba »*.

ME:G:M

6%,8-77,9
43,2-53,2

56,4468, 14

desvios

padries

amplitudes de

pX
&

s

+ l:) " P

+ i '2

~J
Wi
~ i
i

(.()8,3 ..!.' 2:9

A.V.

88,4-96,8

62,4-71,4

89,4-93,2

cs



Tabela 9 ~ Freqidéncias do fTendtipo CHE4L UF

Grupo racial N

Brancos 251

Mulatos claros 249
Mulatos médios R34
Mulatos escuros 243
Negros 2

Negraides 810

Total 1069

* Método proposto pelo presente trabalho.



e do alelo LFEIxF, de

TCHESL UF (%) CHETHF (%4 D.P.)

1,20

acordo com o grupo racial *.

2,60 + 0,34

?,40 + @,28

&
>
W
1+

0,30

e
W
3
i+

@,41

v vere soum sone sese sems eats Smae Peat Peat THes sosn Yuss beb sBV

9,49 + 0,17

€a



total para essa amostra de Curitiba como sendo cerca de @,51% %

A

4]

0,14

Foi feita uma andalise de correlagio entre a atividade da
colinesterase do soro € 3% variaveis: sexo, idade € cor. Destas
variaveis, somente se mostraram correlacionadas com atividade,
as seguintes: sexo (P ( ¢,00i) & cor (P ¢ ©,91). A atividade ¢
maior no sexo masculino, e também aumenta & medida que aumenta o

componente caucasdide.

3.3 - AMOSTRA DE INDIVIDUOS DE FENOTIPO CHEL UaA

Feta amostra, constituida de 48 individuos, apresentou ums
absorbancia media de @,389 + @,089. Quanto &as porcentagens de
inibigdn, =a media Foi de 7¢,0%4 quando se nsou 0 Ro2-0683 (42,074
a J5,9%4) e de 56,0% quando o propranol foi utilizado (43,04 a

H4, Q%)

3.4 - CONFIRMAGCAD DOS RESULTADOS

Nesta etapa, que utilizouw o método de Kalow e Benest
(195%7) wmodificado, a &5°0, foram analisados inicialmente 31
individuons retirados da populagio de Curitiba, sendo 1@ CHEL U,
19 CHE1 uUa, 19 CHEL UF e 1 CHEif AK. As médias das porcentagens
de inibigho quanto aos inibidores dibucaina, fluoreto de sddio,
propranclol e Ro2-2483, bem como os desvios padroes e amplitudes
de wvariagio dos Ffenodtipos se encontram na Tabela 1@. Posterior-
mente, analisaram-se mais 28 individuos, pelo mesmo metodo,

refirados daqueics 48 CHELD Uk, qiLe foram, anteriormente,



Tabela 10 -~ Porcentagens médias de inibiglo (¢ D.PL)Y e respectivas amplitudes de variagl3o (A.V.),
classificadas por fendtipos e tipo de inibidor ».

4sts vere suse sous sese Sowe sase Sbes sees SHes waes S0ee Fere ems Sees Gest Sase S04 404 SEss S0s Bese SEss S04 S408 Sess Ges Sesh SO0S Sece Ssks Sees Fess ke Sse Sese Sees See Sreh Sees Sase dee Seds Sevs Seas Sess SEes Geee S0es SHN Sees Sess Sies Seus Feee Sese Sems bese TS FISS Sece B4s Geds Tees Ses Gwes Seee Tere Gse Seee Geee Sese Sdes Suas S0ee Sees Sees Sees Tems 4Ses e Sowe Seme Sesn FeEe Fese Seee Sese Ses Ss Sese Sems ves Sams bewe et ewm Sase

- Fendtipos N N FN ' PN RN

% & D.P. AVL X & D.P. AL % & D.P. AL, % & D.P. ALV

CHEL U i0 79,242,6 76,3-84,2 61,Q54,0 57,2-69,5 80,0+2,5 76,8-84,2 95,942,060 92,6-98,5

CHES UA 10 H9,5+3,3  H2,8-65,0 48,345,414  42,2-55,5 60,425,060 00,0-66,7 73,423,6 68,9-79,5

CHEL WF 10 74,043,4 66,4-76, 4 49,327 ,% 41,6-60,8 68,5+2,0 65,6~71,7 92,1+3,1 88,9-98,2

CHESL AK i 46,4 - - 48,5 -

i

48,5 - - 54,5 - -

et +0es soes Sres sous Howe Sese vese S0se Sebe Ses Srew Sess 0es Sise Sess Fers S0s0 $00 Sees Sere Fere Gese Gess Aese Sess Seem Sest S4ee Sase S04 Sie 4ets Gess Sese SSe Sase 4008 SHIE PEee S00e G0se 4060 Geae Cece Seee 4500 S4eS 0se 0se Sese F0se S04 00e $0se Sess Gele G0es beve Meee Seee Seet Sam sece SOce S0es $A0H sece eer S0ms Fee ees S0es Sede Sese Gese Gese Sees Seis S40e Sees Gete Sese S SUS Sece Sase Sees Sese Saae Seee Gess Sae Fete Ees Soes Seer

* Método com base em Kalow e Genest (195%7) modificado, a 252C.



examinados para verificacin dos fendtipos CHEL AK. As amplitudes
de variagan dos numeros de inibigio obtidas para estes 28
individuos foram as seguintes: PN = 52,4-69,3; FN = 40,4-53,1;

RN = 67,3-82,7 e PN = 50,0-66,7.
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IV - DISCUSS&O

4.1 ~ ANELISE SOBRE A PADRDNIZACAD DA TECNICA

4.1.1i =~ Método de Kalow ¢ Genest (1957) modificado, a 37¢C.

Fate resultado € de interesss, pais no presente trabalho
foi a primeira ves que o propranolol foi introduzido no método
die Kaiow & Genest (4957)  »a 3790, wmostrando-se um  inibidor
eficiente nesta temperatura.,

As porcentagens de inibigao obt idas no presente trabalho,
pPor este  metodo (Tabela 11, foram comparadas COom As
porcentagens de inibigan obtidas pelo mesmo método aplicado a
25990 por Whittaker & cols. (19841), Evans e Wardell (1984) e
Whittaker (1984). Fsta tabela mostra amplitudes de variagio dos
DN, FN, RN e PN para alguns fendtipos da colinesterase do soro.
Analisando-se os valores de DN & RN encontrados para o fendtipo
CHEYL U pelos diferentes investigadores, observa-se que as am-
plitudes de variagao obtidas no presente trabalho, o qual utili-
zou temperatura de 3790, sao comparaveis com as obtidas pelos
outros  antores, que  utilizaram 25°C. 0 mesmo ocorreu em relaglo
ane fendtipos CHEL Ud e CHEL UF. Assim corroboram—ss resultados

encontrados por outros autores (Lee e Robinson, 1?67 King &



Tabela 14

Fenot ipos

CHES U

CHE

PN

Ut

CHEL WF

a Amplitudes de variagio calouladas com base na média 2

Comparagio das amplitudes de variagio dos numeros de
Zaiamond @ cols.

trabalho & por

L9257,

modificado
gue utilizaram este mesmo método,

Y

80,e-83,5
78,083, @
74,3-81,8

U8, 063,00
48,069 ,0
99,671, 4

72,0-81,0
70,083,
70,771 ,@

e aplicado

-
B7,0-63,5
5h, 069, @
843,994, 4

B, 3-FT T
45,553, 0
44,54, 0
7T 9-85,9

44, 556,15
44,054, 0

77,478,646

(L9260,
370, COm
aplicado a

wiﬁm

¢
+
-
¢
EH
-~
.
E

P4,7-98,8

66, 5-80,0

fal.

PN

78,085, 4%

J1,3-81,7
68,884, 4

550,970, 4

93, 3-65,3
G54, 865, 9%

68,378, 3

&H2,808-64,0
b, 765, i

inibigao,
com a utilizacio do método de Kalow e Genest

aqgueles
e,

obt idos

obtidos pelo presente

por outros investigadores

eate 440e saee 400e 40ce suse bees sess suse sese Suon Sese SEee Sess St Seme Ses cese PESE Sast Seee wede Seew sees

Invest igadores
Zaigmond e cols. (498@)
Whittaker e cols. (19841)
Fvans e Wardell (4984)
Whittaker (1984)
Presente trabalho
Presente trabalho

Zsigmond € cols. (1980)
Whittaker € cols. (1981)
Evans ¢ Wardell (1984)
Whittaker (41984)
Presente trabalho
Presente trabalho

Whittaker e cols. (198B1)
Evans e Wardell (1984)
Whittaker (1984)
Presente trabalho
Presente trabalho
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Dixon, 1979 Zsigmond e cols., 198¢), os 9guais indicam que a
inibicao por Ro2-94683 € pouco influenciada pela temperatura.

Comparando-se, ainda, os PN obtidos no presente trabalho
com 0% obtidos por Whittaker e cols. (41981), nota-se 0O mesmo
comportamento, indicando que 2 inibig3o pelo propranolol tamhém
nao deve sofrer grande influéncia da temperatura.

Observando-se, porém, 0s FN  contidos nesta tabela,
verifica-se que ha uma diferenga grande entre as porcentagens de
inibigio obtidas no presente trabalho, com aquelas obtidas pelos
outros ftrés investigadores. Isto realnente era esperado uma ver
qie  em nosso  ftrabalho utilizamos  uama concentragin de 2,510 %
de  Fluoreto de sddio com temperatura de reagio de 3720 (Zsigmond
e cols., 19863, enquanto os  ouiros invest igadores b ilizaram
5,0x107%  deste inibidor, com temperatura de reagao de 2590
(Harrie € Whittaker, 19244). 0 que se observouw, entretanto, Foi
que 0s valores obtidos no presente trabalho para o FN (Tabela
iiy, foram maiores 9que 03 enconftrados  por Zsigmond e cols.
(i986¢). Como pode-se observar necsta ftabela, nossos menores
valores de N san semelhantes aos valores mais altos =ncontrados

por Zsigmond € cols. (1988). Umza possivel Justificativa para

D]

cete  reaultado & a sensibilidade da inibigao pelo Fluoreto de

’

sadio a mudangas de temperatura. A possibilidade de ter havido

i

- temperatuara entre o banho termoestatizants

i

uma  diferenga d
{local onde ftoi medida a temperatura de 37°0) e a cubeta onde

stava ocorrendn a reagio, pode ser sugerida para explicar esta

m
Hi]

ditferenga com relagao a Zeigmond € cols. (i98@), aue adota 3790,

Estes autoree mostraram que uma mudanga de temperatura de 37°0

H

para 31°C eleva as porcentagens de inibigao. Portanto, se na

cubeta onde estava ocorrendo 3 reacio a temperatura fosse menor
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que  37°C, obteriamos realmente valores maiores aos encontrados
por aqueles pesqirisadores.

0s wvalores de nossa determinagies, assim como os obtidos
por Zsigmond € cols. (198¢), nao foram muito eficientes na
ident ificacdao dos individuos CHEL UF, uma ve: que 0s menores
valores obtidos para os CHEL U imbricam com o maiores obtidos
para os CHE1 UA. Assim, em analises posterinres, optamos por nao

mais ntilizar o inibidor fluoreto de sdadio.

4.1.2 - Metodo proposto pelo presente trabalho.

Comparando-se as amplitudes de variagao dos individuos
CHEL U e CHEL Ua, obtidas para o RN, no metodo proposto pelo
presente  trabalho, (Tabela &) com aquelas obtidas por Forrow e
tiotulsky (194683), de B52,¢ = 96,¢ e de 43,0 A 57 ,¢,
respect ivamente, observa-se que os valores obtidos no wmetodo
proposto  pelo presents  trabalho, para oe  individuos CHEL1 U,
aproximan—se daqueles obtidos por Morrow e PMobtulsky (1968),
poreém os valores obtidos por estes autores para 0s individuos
CHEL  UdA estan bem abaixo aons encontradons no presente trabalho, o
que  leva a pensar qus 2 enzima codificada pelo alelo LI seja
mais sensivel as mudangas que Foram realizadas no presente
trabalhe em relagio ao meétode original. Morrow e Motulsiky (1948
colocam o substrato em temperatura ambiente e depois levam os
tubos 2o banho-maria. Mo presente trabalho, o substrato J=z
estava no banho-maria, portanto, a 37°C, antes de ser acrescido
ao tubo para iniciar a reagin. Este procedimento parece dar mais

precisio ao método, fornecendo menores amplitudes de variagiao.
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A partir das porcentagens de inibi¢3ao (RN e PN)
encontradas pelo metodo de Kalow € Genest (1957) modificado, a
37°C e pelo metodo desenvolvido no presente trabalho, foram
calculadas amplitudes de variacan (X + 2 D.P.) utilizadas em
dois graficos (Figuras 1 e 2, respectivamente), 08 quais mostram
hoa discriminacan dos fendtipos CHEL U, CHEL UA e CHEL UF.
Também a partir das porcentagens de inibi¢ao (DN € PN) relatadas
no trabalho de Whittaker e cols. (1931), foram calculadas
amplitudes de variagao (¥ #+ 2 D.P.), usadas no gratico da Figura
A, utilizado para Ccomparagian com  nnssns resultados. 0 que  se
obhserva pela comparagio dos trés graficos ¢ que todos estes

métodos sarvem para discriminar o fendtipo CHEL UF.

4.2 - ANALISE DA aMDSTRA POPULACIONAL

hs  Ffreqléncias do  alelo SHEIFS foram de ©,40% + @,34% em
brancos € 9,49% 4+ @,1i7 em negroides, nan diferindo entre estes

grupns raciais (t = ¢,3¢; P » 7¢%4). Eete alelo, portanto, nio se

comporta  como o OHEIFS que mostrouw uma freqiénciz menor (§,84%

+¢,20%Y  em negroides, quando comparado  acs cancasdides (1,5%% &
?,27%)y na populagao de Curitiba (Chautard-Freire-Maia e cols.,

N

198407 .

A Ffreagleéncia total do alelo CHEIXF encontrada nesta amos—
tra foi de ©,51 % @,15%. Esta fregléncia ndo difere da apresen-
tada por Simpson & Kalow (1946%5), de @,49%4 + @,114 (vt = @,11; P >
90%),que estudaram uma populagdo trihibrida (branca, negra e in-
dia) do nordeste do Brasil. Nesta populacao trihibrida composta

de 2138 individuos, as estimativas dos componentes raciais indi-

caram S58,4% die genes de origem cancasdides, 38,14 de  genes de
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origem negra e 11,3% de genes de origem indigena (Krieger €
cols., 196%5). Tashian € cols. (1967), analisando indios Xavantes
do Mato Grosso, nao encontraram o alelo CHES*F. Arends e cols.
(1967) vwaminaram trés  populagoes indigenas da América do Sul
(Venezuela € Bolivia) onde também nao encontraram este alelo,
levando-0s a sugerir sua possivel auséncia nos indios da América
do Sul. Supondo-se, portanto, que o alelo CHEIXF estivesse
ausente no contingente indigena que participou da formacio da
amostra trihibrida cetudada por  Sinpson e Kalow - (196%), a
freqiénca encontrada por estes autores para a  populagio
nordest ina poderia ser uma  subestimativa para caucasdides ©
negroides. Se nesta populagio & contribuigao de genes de origem
indigena  foi de 141,3%, pode-se  concluir que 2 freqiéncia do
aleln OHFEEAF, entre caucasdides € negroides, sstaria em torno de
.

o I,I

i0%. Esta frequéncia também nao difere da encontrada

S
]
+
<

"e

nn  presente trabalho (@,54%4 & @,457%: ©t = @,2¢; P ) 86,04). Comn,

B

entretanto, a  fragao indigena € pequena (ii,3%), deve-se
considerar que apenas com base nestas Comparagoes nao e pode
excluir =a possibilidade da existéncia do alelo CHELSF em indi-
genas que contribuiram para a formagio do nordestino brasileiro.

Seria interessante, em novos trabalhos, veriticar se& o aje

-]

n

o
SHEIRE ocorre em nossos indigenas, uma ve:r que existe APEenas o
rrabaliho de Tashian € cols. (19467) a este respeito.

A fregiéncia encontrads no presente trabalho também & bas-

tante praxima &8 encontrada por varios auvtores (Tabela 1) 9,44i%

(Turquia-Saysk & Cols., 1974), @,49% (Bambia-Whittaker, 1948h),

9,64% (U.5.A.-Garry e cols., 1972), @,44% (Bulgar ia-Steegmiller,
1975y, @,53% (Australia-~Propert e Brackenridge, 1974).

Com os valores de RN e PN obtidos no presente trabalho,

para A amostra populacional, foi Feito o graftico da Figura 4,
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onde se encontra a distribuicio dos fendtipos CHEL U, CHEL Ua,
CHEL UF e CHE1 AK (amplitudes de variagao, ver Tabela 8). Como
Jja era esperado, os individuons CHEf UF  ficaram separados dos
CHEL U e mais ainda dos CHEL UA. Nota-se, ainda, neste grafico,
que 0s individuos CHE4 UF  Fforam separados dos CHEL UJ gragas ao
propranolol (PN), pois as porcentagens de inibi¢ao obtidas com
este inibidor € que se mostraram mais baixas para 06 Primeiros.
Assim  Ffica demonstrada a eficiéncia deste inibidor na separag¢ifo
dos individuns CHEL P .

0 metodo proposto pelo presente trabalho mostrou-se, por-
tanto, eficiente na separacac dos individuos CHEL UF. Desta
maneira, o seu uso facilita a identificacao destes individuos,
uma vez que £ um metodo simples  de ser  usado £ que permite a
dererminagao  de varios fendtipos num mesmo dia. Além disto, nido
hs necessidade de  aparelhagem especial, 00 SS2J3, NA0 € precisno

cepectrofotimetro com Faixa de leitura em ultravioleta & nen

banho-maria acoplado. Elimina-se desta mansira, tambeém, o incon-
veniente do metodo de Kalow & Genest (1957) QuUE necessita

incubagan  previa do  inibidor Rog—-@483, o0 gue torna 2 aplicagio
do  metodo desses auntores mais demorado para verificagio de
grande numero de amostrac.

Entre os individuos analisados na populagao de Curitiba,
e apresentoun comportamento  diferente dos  demais, mostrando RN
de 58,8 e PN de 39,75 valores estes abaixo dos minimos
encontrados  para os  fendtipose CHEL UA (42,4 = 43,2 respect iva-
mente)l.

A principio ficou a duvida se este individuo seria CHEL aF

o CHEL aK uma vez que nio dispinhamos de soros padrio para com-
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paracio. Na amostra estudadsa por Fontoura (41989, comunica¢ian
pessoal), que trabélhou con individuos intoxicados poOr
organnfosforados, uma moga apresentouw valores de RN ¢ PN muito
proximos  aos deste  individuo (56,2 € 37,5, respectivamente).
Examinando—se  soros de  seus pais, pode-se observar  que nenhum
deles era CHEL UF, reforgando a hipotese de que estes fendtipos
seriam CHEf AK. Esta afirmacio foi comprovada apds a analise de
confirmaglo dos resultados, com a utilizacgao do método de Kalow
e DBepnest (49570 modificado, 25990, do qual se possuia valores de

referéncia.

4.3 - ANALISE DE CORRELACAD ENTRE AS VARIAVEIS SEXD, IDADE, COR

E ATIVIDADRE D& COLINESTERASE DO SORD

Na analise de correlagian feita entre atividade da
colinesterase do €0ro & 3¢ vVariaveis sexn, rdade e cor, a

atividade s mostrou correlacionada com sexn € cor. Em media, os
homene apresentaram maior atividade, bem como ne individuns com

menor  componente negroide. Simpson & Kalow (1943), Propert e

Brackenridge (i974), Stueber-Odebrecht e cnls. (4985 tamb

E" m
encontraram maior arividade desta enzima no sex masculino.

Entretanto outros autores, como Callaway € cols. (1931), Vorhaus

e Kark (1953), Wetstone e cols. (19659, Simpson  (i966),
Guerreiro 2 Chautard-Freire-Maia (1984), Primo-Parmo e cols.
(1984), nao notaram nenhuma influéncia do sexo sobre a atividade
da enzima.

Van Ros e Vervoort (i973) e Stueber-0debrecht e cols.
(4985) encontraram, tambeém, maior atividade da colinesterase do

SO0 em NeEYros do que £m caycasiides : enquanto Guerreirao €
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Chautard-Freire~Maia (1984) nao observaram este resultado em

dados do norte do Brasil.

4.4 - ANALISE DOS FENOTIPOS CHEL UA, COM A FINALIDADE DE

EVIDENCIAR FENGTIPOS CHiEL AK.

Como Jj& citado anteriormente, Evans e Wardell (1984)
encontraram 11,%% 2 2,3% de individuns CHEi AK entre os CHEL Ud
e Whittaker e Britten (198%) encontraram uma freqiéncia de 13,3%
4 #,5%, obtendn, portanto, resultados praximos ans anteriores.

om o intuito de se verificar a Jfreqléncia de CHEL AK
entre s individuns CHE 1 A, Foram analisados 48 destes
individuons e a partir das porcentagens de inibigao obtidas (RN &
PiNd Foi feite o grafico da Figura 9. idNeste grafico  Foram
colocados, também, os valores de RN e PN do individuo que se
destacon quando do exams da amostra populacional, por apresentar
valores mais baixos aue os dos individuos CHEL Ua. Sﬁa POSIiGROD
esta incluida num circulo, para destague.

A principio, observando-se o garafico, pensou-se que 0%
cinco resultados apontados pudessem ser  de individuns CHEL AK.
Baseamo-nos, inicialmente, em afirmagoers de Evanse € Wardell
(1984) e Whittaker e Britten (19835), gue dizem serem os valores
para este fendtipo, muito prdximos =aos do fenatipo CHEL UA. Pen-
son-se, ainda, que 0o resultado que 2 destaca dos demaic e gque
estad  incluido num circulo fosse de individuo CHEiL AF. Posterior—
mnente, com ns  resulitados obtidos na etapa de confirmagio de re-
%uléados ficou claro dque o dnico individuo CHEi1i AK era aquele
bem separado dos demsis. Os oubros cinco eram CHEL UA  poe-

suidores de valores mais baixos de RN &€ PN. Assim, o método pro-
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posto no presente trabalho deve ser eficaz, também, na identifi-
cagao do fenotipo CHEL AK. Os individuos CHEfL AK se separam
melhor dos CHEL UA gquando se ntilizs Ro2-0683 como inibidor
(Whittaker e Britten, 1989). Assim, este individuo que se desta-
couw dos demais, a0 ser analisado anteriormente por Chantard-
Freire-Maia e cols. (1984hL), que utilizaram o método de Morrow e
Motulsky (49468), Foi classificado, erroncamente, como CHIEL AF,
uma  ves que nao se tinha conhecimento do alelo CHESXK ate aquele
momento. B Dutroe autores que nao otilizassem Ro2-0483 como
inibidor, poderiam atribuir a este individuo o fenatipo CHEL Ua,
devido & pequena  separacidao dos  fenotipos CHEL UA e CHEL AK com
oukros inibidores. Assim, incluindo este  individuo nos 48 CHE4L
D analisados, teriamos 1 CHEL AK em 49 supostos CHEL UA, o que
noe forneceria uma freqléncia de 2,04% + 2,02% de individuos
CHE L AK  entre ns  supostos CHE1 UA. Esta  frealéncia &
significativamente diferente da encontradsa por Evans £ Wardell
(i984), de 4i,5%%4; 4 2,342 (£ = 2,0i; P < 5,0%) e tambeém da
encontrada por Whittaker e Britten (19855, de 43,3% + 2,9% (¢ =
2,25 P L 5,0%).

Existem trés possiveis explicagoes para esta diferenga: a
primeira € que, em nossa populagio, a2 freqiéncia do alelo (HEISE

realmente  seja mais baixs do  gue na  populagio resident

D]

na

-t

Inglaterra, analisada pelos dois antores citados acima. Isto,
POKEm, PAFrECE POUCcO PFOVAVEL, uma  vez  que nosss populiagdn
caucasdide nao mostrou diferengas, guanto as freqléncias dos
alelos OHEE*4 & COREFFE, quando comparadas com outras populagoes
europeéias. A ouktra possibilidade € que haja inadequagao do
meEtodo  proposto no presente trabalho para s separagao  dos
individuos COHEL AK. Esta hipotese parece pouco provavel, uma vex

que 0 metodo separou mrito bem um dos individuos dessa populagao
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de Curitiba e também outros dois individuos de uma amostra de
intoxicados, analisada por Fontoura (1989, comunicagiao pessoal).
Como se  podera verifticar nas analise de confirmagan dos
resultados, somente i dos 49 individuos, antes tipados como CHEY4
Ua, pode ser considerado CHEL AK. A terceira possibilidade, que
parece a mais provavel, € que nas amostras analisadas por Evans
e Wardell (19284) e por Whittaker & colse. (1985) tenha havido uma
superest imat iva na frequéncia dos individuos CHEL AK, uma vez
ql.L-:éw a amostira de CHEL UA estudadsa por estes pesquisadores foi
aver iguada a  partiv de individuns, susceptiveis & apnéia
prolongada, devids aoc uso do suxametonion. $2 ambos tivessem o
mesmo risco de  desenvolverem apneia prolongada, apods o uso do
suxametonio, & propor¢ao de fenatipos CHEL AK, dentro do grupo
daqueles considerados como CHEL Uk, deveria corresponder a fre-
quéncia  do alelo OHEISK da  populagio. Entretanto, como o aleln

CHEI&K condiciona cerca s 33,0% a menons de moleculas da

iy

colinesterase do soro do que o alelo CHEI#XY, € de se esperar que
0 individuo de fendtipo CHEiL AK apresente risco mais elevado do
que o de  Fendtipo CHEL Ua. Em vista disto, =a estimativa da
freqiéncia do alelo CREIXK, & partir da proporgao do fendtipo
CHE 1 A detectado entre  apnéicos Ol SEUE CONsSANgGL inens
consideradns  como ds Fenotipo CHEL  UaA, ira  se constituir numa
superest imativa da fregléncia com a qual este alelo ocorre na

populagio.

4.5 - ANALISE DA CONFIRMAGCAD DOS RESULTADOS

Inicialments, foram analisados 34 individuos retirados da

amostra populacional, sendo 1@ CHEL U, 1@ CHEL A, 19 CHEL UF, e
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i CHEL AK. 0 objetivo desta analise foi realmente comprovar se
os individuos tipados como CHEL1 UF e CHE4 AK haviam sido tipados
corretamente, uma vez que o0 método utilizado foi criado no pre~
sente trabalho, nao havendo dados de referéncia para compro-
vagan. As amplitudes de variagao, para os fendtipos CHEL U, CHES
Ua e CHE1 UF, obtidas quanto a DN, FN, RN e PN, utilizando-se o
meétodo com base em Kalow e Genest (4957) modificado, a 25°C, s
encontram na Tabela 412, juntamente com 0s wvalores obtidos por
Whittaker e cols. (1981), Evans e Wardell (1984) e UWhittaker
(19R4) . Obhservando-se  esta tabela, nota-ss  que o0 valores
abtidos no presente trabalho aproximam-se aos dos oukros inves-
tigadores, comprovando, portanto, o< resultados obtidos quanto
ansg  fendtipos. O individuo gue apresentou RN de 58,8 e PN de
3%,7, e foi fenotipado comnp CHEL AK, apresentou os  seguintes
resultados, quando toi utilizado o método base de Kalow e Genest

(19573 wodificado, a 253°C: DN = 44,4 FN = 48,5, RN = 54,5 ¢ PN

it

45,5, Comparando~-se 06 resultados de DN, FN ¢ RN, com aqueles

4

obtidos por Evans e Wardell (1984), Tabela 13, pode-se concluir

i

qiue o mesmo  deve ser realmente CHEL  AK, principalmente pelios
valores de RN e FN. O DN obtido no presente trabalho (44,4) € _um
Pouco o mais baixo  guE 08 phtidns por Evans & Wardell (1954) para
os LCHEL AK, poreém, para os Tendtipos CHEL LU, CHEL UaA e CTHEL UF,
os  wvalores obtidos no presente  trabalho sempre se iniciaram um
pouco abaixo. E possivel que isto seja devido as diferentes
condigies de trabalho, de um laboratdrio para outro. 0 valor de
PN obtido no presente trabalho (48,5) nao pode ser comprovado,
umz ver que  ainda nan houve nenhum trabalho a este respeito, ou

seja, ne individuos CHE1L AK nao Fforam verificados com a

utilizagao deste inibidor.
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Tabela 43 - Amplitude de variagfo dos numeros de inibig¢lo de alguns fendtipos do loco CHES do tra-
halho de Evans ¢ Wardell (1984) e numeros de inibicio obtidos no presente trabalho.

ﬁé?eréncias Fendf}pos do loco 6%@}- N DN_ N RN

tes S G Same Goee b 408 Sims sere Soee G0as Saes Game Siee Saae 0w Soes Aees Suee Seen Sive bewe St Sme eme ome Game Soes Soer ses vemt bees S 040 Seme Sase S00s Siee Soed bess sase sees Sues sme T ep——— oot cre trs sme some s sme oo sare sse seos sase sme bems 0se sme e suwe eme sone sers seme aome Sewe +are same oo

Fvans e Wardell (41984)x

AF 7 43,0-52,0 27,0-36,5 58,0-69,0
AK 22 47,548, @ 33,0-48,@ 49 ,0-66,5

AJ 40,0-46,5 35,5-39,0 40,0-48,5

[ 93]

Presente trabalho »* MK 1 46,4 438,95 54,5

eve St ome G0ne 0eoe see Seme Saes Bems Sme See SWS Soee Gime S0es Sewe Seee suss Srer fee Sees Sebe e R

#* Metodo de Kalow & Genest (4997) modificado, a 285°0.,

e
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Posteriormente, foram analisados os 28 individuos, retira-
dos daqueles 48 CHE4L UA, que foram anteriormente examinados para
verificagio dos CHEL AK. Estes individuns foram escolhidos,
porque apresentaram valores de RN € PN menores que os outros 20
e, portanto, tinham maior probabilidade de serem CHE1 AK. Comn
Ja citado anteriormente, as amplitudes de variagao dos numeros
de inibig30 obtidas paras estes individuos, com a utilizagio do
método base de Kalow e Genest (19237) modificado, a 25<C, foram
as  seguintes: DN = 52,4-69,3; FN = 4@,4-58,1; RN = &7,3-82,7 =
PN = $50,0-466,7. Comparando-se estes resulfados com aqueles dos
CHEL WUaA incluidos na Tabela 12, verifica-se que todos devem ser
CDHEYL  UA. dinda com o intuito de verificar se entre estes indivi-
duns  nao se destacariam alguns CHEL AK, foram feitos seis grafi-

0SS, nos quais s colocaram dois a dois o0s diferentes numeros de

L]

inibigac: DN, FN, RN & PiN. Estes s2 encontram nas Figuras

6,7,8,9,10 & 1i. Observando-se estes graficos, nao se nota dis~
tingin aparente entre os 28 individuos CHEL UA incluidos no gra-
tico, reforgando a hipdtese da auséncia de fendtipos CHEL &K en-
tre eles. Apenas o individun ressaltado por um circulo, o qual
consideramos CHEL AK, pode ser considerado como ditferente dos 28
dima i s,

No aratico da Figura é se encontra a distribuiciao de FN e
ON. = inibidores dibucaina & fluoreto de sodio tém sido, por
muito ftempo, os wutilizados pela maioria dos pesquisadores de
variantes da colinesterass do soro. Como podemos observar neste
grafico, o individuo que consideramos CHEL AK n&ao se destacou
miito dos demais e por isto, seria antigamente tipado como CHEL
UAa. Rubinstein € cols. (i978) foram os primeiros a observarem,
utilizando estes inibidores, que certos  individuns, por  apre-

sentarem DN pouco mais baixos que os CHEL UéA, se separavam dis-
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cretamente destes. Na Figura 7 observa-se a distribui¢io de PN g
DN, onde o  fendtipo CHEL AK se apresenta levemente separado dos
demais sendo esta separagldo devida ao uso da dibucaina. A Figura
8 mostra a distribuigio do FN e RN, onde pode-se observar o
fendtipo CHEY AK separado dos demais gragas 20 uso do Ro2-04683,
A Figura 9, que apresenta a distribuigao de PN e FN, mostra que
o fFfluoreto de sddino ¢ o propranolol n2o formam uma boa combi-
nagao de inibidores para discriminar os individuonos CHE1 AK. A
Figura 1@, onde <se encontra 2a distribuiqﬁo de PN e RN, mostra
uma  boa separacao do individuo CHEL aAK, também, gragas ao uso
do  Ro2-9AR3. Azcim, parece que podemos concluir  gqua 3 melhor

combinagio de inibidores para se distinguir os fenatipos CHEL

alk, utilizando-se o metodo de Kalow & Genest (1957) madificado,
2 2590, e a dibucaina € o Ro2-04683. Isto pode ser verificado na
Figura 1i, onde aparece a3 distribui¢cio de DN e RN, com perfeita

separagao do individuo CHEL aK.
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V - RESUMO E CONCLUSOES

0 objetivo inicial deste trabalho foi estimar a fregliéncia
do  alelo CHEISF da  colinesterase do  soro, numa  amostra da
popuiacgdo de Curitiba. Posteriormente, houve interesse em esti-
mar 2 freqiuéncia  do fendtipo CHEL 4K entre os individuos consi—
derados como de {fendtipo CHEL Ud, uma vers que os primeiros, de-
pendendo do método utilizado, podem ser confundidos com os wlti-
mos .

Para se alcangar esses objetivos, foi criado um método que
introduziy o inibidor propranoloel, utilizade inicialmente  por
Whittaker e cols.(i981), ao métado de Morrow e Motuisky (1968),
que utilizavae apenas o inibidor Ro2-04683, o gqual isoladamente
nao conseguia detectar os individuos portadores do aielo ODHEF&F,

tAava

i

Foram uwtilizadas quatro amostras. 4 primeira delas cons

de 31 individuos de fendtipos CHE4L U, CHE4 UA e CHEL UF. Estes

-,

Foram wutilizados para se verificar =a eficiéncia do método pro-
posto pelo presente trabaiho. & segunda amostra, constituida de
1¢4%9 individuons da populagin de Curitiba (25¢ brancos, 249 mula-
tos claros, 234 mulatos medios, 243 mulatos escuros 92 ne-
arosl, foi utilizads com o objetive fde se verificar a fregqléncia
do alelo SHEIXF. & {erceira amostra foi usada com o intuwito de
se identiticar individuos de fendtipos CHEi1i AK entre os de fe-
notipo CHEL Uf e, finalmente, =a quarta amostra foi utilizada

para confirmagio dos resultados obtidos com o método proposto



2

pelo presente trabalho. Para esta confirmaci3n, foi empregado o
mek odo de Kalow e Genest (1957) modificado, a 29°C, para obten-
c¢30 de valores de referéncia. A utilizagio deste método s foi
possivel no final do trabalho, quando o aparelho necessario para
sey wso foi instalado em nosso laboratadrio.

Os resultados € as conclusces obtidos ao se analisarem es-—
sas amostras foram o0s seguintes!:

1) 0 método proposto pelo presente trabalho permite a
ident ificagan do Ffendtipo CHEL UF.

2)  as freglencias do alelo CHEIFF encontradas na amostra
da  populagiao de Curitibs foram @,460% + @,34% em brancos € @,4%%
+  9,1i7% em negroides. Como estas freqléncias nao diferiram sig-
nificativamentes entre estes grupos raciaie (¢ = &,3
70,9%), a freqléncia fotal foi estimada como @,514 + &,15%.

3) Foram estimadas as correlaciss entre a atividade da co-
linesterase do s0ro € a% VAriaveis semo, idade & cor. Destas

variaveis, soments s mostraram correlacionadas com atividades, o

sexo (P { ©,001) € a raga (P < @,91). Em media, os homens apre-

B

sentaram maior atividades, bem como os individuos Ccom .menor com-
ponente negraide.

4) A freqléncia  de individuns  de Ffendtipeos CHEL AK entre
ns de fenatipos considerados como CHEL UA foi de 2,04% + 2,02%.
Feta Frealéncia difere da encontrads por Evans & Wardell (1984)
de 11,5% # 2,314 (vt = 2,84 P £ 5,0%) ¢ também da relatada por
Whittaker e Britten (1983) de 13,374 x £,5927% (¢ = 2,25%; P «
S,0%). A Justificativa que parece mais provavel para estas
diferengas & que as amostras analisadas por aqueles antores eram
constituidas por individuos averiguados a partir de pessoas

sensiveis a0 suxamstonio. Se ns  riscos de apnéia  prolongada,

apuos Hso de suxametonio, fossem 0s mesmos para os individuos de
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fendt ipo CHEL UA e CHEL AK, era de se ecsperar que a propor¢an de
tendt ipo CHEY AK, dentro do grupo daqueles considerados como
CHEL UA, correspondesse a3 fregléncia do alela CHESxK da
populacio. Entretanto, como o alelo CHEL¥K condiciona cerca de
33,0%Z a menos de moléculas da colinesterase do soro do que o
alelo CHEIXY, espera-se aue o individuo de fendtipo CHEL AK
apresente risco mais elevado do que o de fendtipo CHEL UA. Em
vista disto, a estimativa da freqiéncia do alelo CHEI¥K, a
partivr da proporgiao do fenatipo CHEL AK detectado entre apnéicos
0 SEeus consangnineos, considerados como de fenatipo CHEL Ud,
ira se constituwir numa superestimativa da freglEncia com 3 qual
cste alelo ocorre na populacan.

5) Qs exames feitos pelo metodo com base em Kalow & Genest
(19573 confirmaram oc  resultados obtidos com o meEtodo proposto
no presente trabalho, quanto a ident ificagao dos fendt ipos do
1oce OHET, que encontramos na amostra de Coritiba.

4) A utilizacgio conjunta dos inibidores Ro2-@4683 e propra-
nolol, no métndn proposto pelo presente trabalho foi de grande
importancia, sendo que o primeiro se mostron mais eficiente na

ident iTicagin do Fendtipo CHEL AK & o wltimo na identificacio do

Fenobipo CHELD UF.

7 Pela primeira ves, o] inibidor propranolol foi
introduzide no metodo  de Kalow & Genest (19%7), modificadn, n=2
remperatura de 37°0C. Mostrou-se tambem eficiente na

diecriminagiao do Ffendtipo CHEL UF, nesta temperatura.
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