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PREFACIO

O principal objetivo deste trabalho foi estimar a frequên­

cia do alelo CHEi*F da col inesterase do soro, numa amostra da 

população de Curitiba, uma vez que existe somente um estudo que 

determina a freqüência deste alelo em dados brasileiros (Simpson 

e Kalow, 1965).

Existe grande interesse nesta estimativa, uma vez que este 

alelo aparece com freqüência mais alta em amostras de pacientes 

apnéicos do que na. população em geral (Thompson e Whittaker,

1966 i Whittaker e Vickers, í 9 7 <ò; Das, 1975). Além disto, vários

trabalhos relatam que o alelo CHEi #F c on fere uma. ma i or 

susceptibilidade à. hi pert em ia maligna, síndrome causada, por ex­

cesso de cálcio no sarcoplasma (Whittaker e cols. , í977i Ell is e

cols», í978i Whittaker e Britten 198ija.) . Também foram publicados 

trabalhos que mostram uma maior incidência do alelo CHEÍ*F em 

pacientes com doenças mentais (Whittaker e Berra, Í977) e entre 

aqueles submetidos à terapia com lítio (Whittaker e Spencer, 

.1977), quando comparados com os respectivos controles»

Visando a estimativa cla freqüência do alelo CHE.i*F, 

modificamos métodos já descritos, criando, desta maneira, u.m 

novo método, que nos permitiu a identificação do fenótipo CHEi 

ÜF.

Após o início deste trabalho surgiu, ainda, o interesse em 

estimar, nesta mesma população, a freqüência do fenótipo CHEi AK



entre os indivíduos que são identificados como CHEÍ UA pelas 

técnicas clássicas. Evans e Wardell (1984) e Whittaker e Britten 

(1985) encontraram freqüências de CHEi Al< entre os considerados 

como CHEi UA, de 11,5% e 13,0%, respectivamente, em populações 

bi" i t ân i cas . A freqüência do a 1 e 1 o C H E Í ainda não tinha sido 

estimada em amostras brasileiras. Admitimos que os indivíduos 

CHEÍ Al< apresentem maior susceptibilidade ao suxametônio que os 

CHEI UA, uma ve;z que o alelo CHEÍ#f( condiciona uma redução de 

33,0% no número de moléculas, que são semelhantes às usuais 

(Rubinstein e cols., 1978).
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I - INTRODUÇSO

Colinesterase do soro, ou do plasma, é sinônimo de pseudo- 

colinesterase, col i nesfc er ase não espec i' f i ca , but i r i 1 col i nest era- 

se ou colinesterase tipo S (do soro), nomes estes usados para 

c! i ferenc i á-1 a da acet i 1 col i nest erase ou col inesterase ver­

dadeira, encontrada nos eritrócitos. De acordo com a Comissão de 

Enzimas, seu nome sistemático é acilcolina - acilhidrolase e 

possui o número cód i go EC 3.1.1.8.

Os principais locais de distribuição desta enzima são a 

mucosa intestinal, fígado, plasma e substância branca do sistema 

nervoso central (Evans e cols., 1986).

Sua. síntese é feita pelas células do fígado (Wescoe e 

cols., 1947) e o decréscimo de seus níveis no plasma, do mesmo

modo que o decréscimo da. albumina, tem sido usado para. o 

diagnóstico de doenças crônicas deste órgão.

A colinestera.se do soro exibe polimorfismo genético e os 

primeiros a descrevê-lo foram Bourne e cols. (1952) e Evans e 

cols. (1952).

As variações herdáveis desta enzima foram verificadas, 

inicialmente, devido ao uso da. droga. suxametônio 

(succini1 dicolina) como relaxante muscular em eletrochoques, 

endoscopias e cirurgias. 0 suxametônio age sobre os músculos 

voluntários e assim produz o relaxamento. Seu efeito é 

normalmente moderado e se desfaz após alguns minutos, pela. ação



da colinesterase do soro, retornando ao normal o tono muscular, 

incluindo aquele da respiração. Contudo, certos indivíduos 

permanecem relaxados e sem respiração espontânea, por períodos 

prolongados (até algumas horas). Isto foi demonstrado por Bourne 

e cols. (1952) e Evans e cols. (1952) como devido à deficiência 

da atividade normal da colinesterase do soro e Forbat e cols. 

(1953) relataram ser esta condição familiar.

Kalow e Genest (1957) mostraram que a apnéia prolongada, 

seguida ao uso do suxametônio, poderia ser devida a uma colines- 

terase anormal do soro e herdada, a qual seria mais resistente à 

inibição por dibucaína que a enzima normal.

Mais tarde, novas i soz i mas da colinestera.se do soro foram 

encontradas e serão mencionadas posteriormente.

1 .1 ~ CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS DA COLINESTERASE DO SORO 

í.l.í - Aspectos gerais

0 termo colinesterase foi dado por Stedman e cols. (1932, 

aPud Evans, 1986) às enzimas que hidrolisam ésteres de colina. Ü 

sangue: humano contém dois tipos de col i nest er ase: acetilco-

linestera.se dos eritrócitos e col i nest era.se do soro.

Em 1940, um trabalho com material humano estabeleceu que 

est as enz i mas eram d i ferent e s , possu i ndo propr i edades b i oqu í m i- 

cas caracter íst icas (Alies e Hawes, 1940). Enquanto a dos eri­

trócitos era. específica, para a acet i 1 col i na. e era inibida com 

altas concentrações de substrato, a do plasma hidrolisava outros 

ésteres alifáticos de colina mais rapidamente do que a acetil- 

colina e não era afetada pelo aumento da concentração deste

4



substrato. A colinesterase do soro hidrolisa também ésteres que 

não contém colina tais como o ácido aceti1 salicí1 ico (Harris, 

í 975)

1.1.2 - Estrutura molecular

A colinesterase do soro foi caracterizada por Surgenor e 

E 11 i s ( í 954, a.pud Gibi et t , 1969) c orno uma a 1 f a~2 ~g 1 ob u 1 i n a e

Svensmark (1961, apud Giblett, 1969) mostrou que ela é uma gli~ 

c op r ote í na c ontendo vár i os r es í d uos d e ác ido s i á 1 i c o .

Harris e cols. (1962), utilizando eletroforese bidimen­

cionai, encontraram quatro componentes com diferentes atividades 

colinesterásicas, que foram denominados C*, Ck, C3 e Ca , em or­

dem decrescente de mobilidade. Eles observaram ainda que, no 

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

foi denominado Cas. Este apresentava uma mobilidade menor que Ca , 

tanto na eletroforese feita em papel de filtro como em gel de 

amido. Posteriormente, com o estudo de famílias, verificou-se 

que o componente Cs era determinado geneticamente (Harris e 

cols., í9ó3&).

Harris e Robson (1963) chamaram C* de componente principal 

e Ci, C- e C3 de componentes menores. Os autores Fracionaram 

estes quatro componentes em coluna de Sephadex G--2O0, e pelo 

fato de observarem uma ordem de eluição inversa à obtida na 

eletroforese, concluíram que estes componentes diferiam quanto 

ao peso molecular.

La Motta e cols. (1965) demonstraram a interconvertibi1 i~ 

dade dos componentes C 4 a C* da colinesterase do soro e sugeri­

ram que estas múltiplas formas são polímeros de tamanhos va™



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

cluíram, ainda, que estas formas poderiam ser classificadas como

isozimas com base em suas especificidades de substratos, suas

susceptibilidades aos inibidores e, mais especificamente, suas

propriedades de interconvertibi1 idade. Por despolarização, C* 

poderia se transformar em C», Ca e Ci, assim como estes, iso­

ladamente e em condições favoráveis de polimerização, poderiam 

se transformar em C*.

As estimativas de peso molecular para C4 e C* estão em 

torno de 85.000 e 350.000 respectivamente (Das e Liddell, 1970; 

Boutin e Brodeur, Í97Í; Muensch e cols., Í976; Lockridge e

co1s ., í979; Lockridge e La Du, 1982).

La Hotta e cols. (1970) relataram que os pesos moleculares 

das isozimas C 4 , Ca, Cg, C* e C» eram, respectivamente, 82.000, 

110.000, 170.000, 200.000 e 260.000. Estes dados apoiaram a

hipótese de que as formas múltiplas da colinesterase do soro 

er am ag reg ad os mo1ec u 1 ar e s .

Poster iormente, Masson (1979) demonstrou com centrifugação 

em gradiente de sacarose e eletroforese de gel de polia- 

crilamida que C* é a forma monomérica da enzima com peso

molecular de 84.800 ± 5.800, e que C4 C»-e C* correspondem ao

monônero, dimero e tetrâmero da enzima, sendo parcialmente 

interconversív e is. 0 componente C= é composto de Ca associado a

uma sub-unidade menor inativa, a qual é responsável pela suas 

propriedades elétricas específicas (mobilidade e ponto 

isoelétrico). Este fragmento inativo corresponde a uma gíicopro- 

teína de peso molecular de cerca de 20.000.

A estrutura tetramérica da colinestera.se do soro também já 

havia sido sugerida por Scott e Powers (1972) e por Muensch e 

cols. (1976). Lockridge e cols. (1979) elaboraram um modelo es-
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quemático para a colinesterase do soro. 0 tetrâmero se arranja 

como dois dímeros, cada um ligado por pontes de dissulfeto, 

sendo que os dímeros unem-se por ligações não covalentes. Após a 

redução e alquilação das ligações dissulfeto intercadeias, estes 

autores mostraram que a enzima continha um tetrâmero ativo, não 

sendo necessárias estas ligações para sua atividade. São impor­

tantes, entretanto, para sua estabilidade, como foi mostrado

pela medida da taxa de inativação pelo calor. A 55°C, a enzima 

nativa apresentou uma meia vida de 54 minutos e a. enzima, com as 

pontes de dissulfeto reduzidas, de apenas íó minutos.

Muensch e col s. (1976) demonstraram que a. ativida.de de C* 

é semelhante a. de C*. Lockridge e La Du (Í978) relataram a pre­

sença. de 4 centros ativos no tetrâmero C*, enquanto Muensch e 

cols. (1976) e Goedde e Agarwa.l (1978) encontraram 2 por 

tetrâmero. Possíveis explicações para esta discordância são:

í. 24% da molécula são representados por carboidratos e 

ácido siálico que podem desempenhar papel importante no bloqueio 

do centro ativo;

2 . moléculas inativas que não são separáveis dos polímeros 

at i vos p od em i n t er f er i r n o exp er i nien t o ;

3 . cada sub-unidade pode ter - um centro ativo, mas à 

associação para construir o tetrâmero pode ocasionar um bloqueio 

parcial desses centros;

0 centro ativo da colinesterase do soro, como da 

acetilcolinestera.se, possui 2 sítios; um carregado negativamente 

(sítio aniônico), com função de orientar o substrato carregado 

positivamente, e o outro, o esterásico, que hidrolisa o 

substrato, ligando-se covalentemente ao grupo carbonila do 

mesmo, onde ocorrerá, a clivagem (Wilson, 1954).

7



0 sítio ativo determinado por La Du e Lockridge (1986) 

apresentou 29 aminoácidos na seguinte sequência: Ser - Vai - Thr

Leu - Phe - Gly •- Glu ~ Ser” - Ala - Gly1*- Ala - Ala - Ser -

Vai •••• Ser -• Leu - l-lis - Leu. - Leu- Ser®* - Pr o - Gly - Ser - His

Ser - Leu. - Phe - Thr ~ Arg®®, muito semelhante ao da 

acetiIcolinesterase, sugerindo uma origem comum entre elas.

0 resíduo de serina crítico do sítio ativo foi indicado 

por um asterisco.

0 seqúenciamento completo feito por Lockridge e cols. 

(1987) mostrou, que a. enzima contém 574 aminoácidos por sub - 

unidade e 9 cadeias de carboidratos ligadas a 9 resíduos de as- 

paragina. Esses autores localizaram as pontes dissulfeto dentro 

desta seqüências de aminoácidos. A colinesterase do soro humano 

possui 8 cistinas em cada subunidade de 574 aminoácidos. Seis 

dessas formam 3 pontes dissulfeto internas» uma quarta ponte 

dissulfeto envolve a Cys57í, a qual parece se ligar covalente- 

mente a Cys57í de uma sub-uni dade idêntica. A serina essencial 

para o sítio ativo estaria na posição 198.

1.2 - FISIOLOGIA DA COLINESTERASE DO SORO

A função da col inesterase do soro é ainda desconhecida, 

porém várias hipóteses têm sido levantadas:

a) hidrólise de ésteres de a c iIcolina e talvez mais 

especificamente da butiri1colina, os quais possuem ação 

nicotínica indesejável para o organismo e que são produtos do

catabolismo de ácidos graxos livres e lipogênese no fígado 

(Clitherow e cols., 1963);
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b) transmissão da condução nervosa lenta (Bergmann e

Wurzel, 1954 > ;

c) regulação, juntamente com colina acetilase, na

homeostasia da colina no plasma (Funnell e Oliver», 1965)/

d) hidrólise da substância P (Lockridge, 1982),

neuromodulador relacionado com a transmissão da dor, que também 

afeta a contração dos músculos lisos, e redução da pressão

sanguínea (Nicoll e cols., 1980);

e) manutenção do revestimento de mielina. A colinesterase 

do soro está presente nas células de Schwann de diversos nervos 

e se intercala com a bainha de mielina (Earl e Thompson, 1952, 

anud K ut ta, 1980);

t) metabolismo de lipídios. A colinesterase do soro 

circula em estado inativo no organismo, quando associada à beta- 

1 ipoproteína, com a qual forma complexos relativamente 

instáveis; seus níveis encontram-se aumentados em obesidade e 

hiper 1 ipoproteinemias (Lawrence e Melnick, 1961; Cucuianu e

cols., 1968 e 1975).

1.3 - LOCOS DA COLINESTERASE DO SORO E SEUS ALELOS

A atividade da colinesterase do soro depende tanto de fa­

tores genéticos como ambientais. Dois locos autossõmicos, Ch'£.í e

CHE2 não ligados, determinam os fenótipos desta enzima (Harris e 

cols., 19ó3â.,ia.). Foram propostos diferentes sistemas de nomen­

clatura para estes locos. Motulska (1964) os chamou de Ej, e E= ; 

Goedde e Baitsch <1964), de Chi e Cha e, em 1979, no 5o Con­

gresso Internacional de Mapeamento do Genoma Humano, foram esta­

belecidas as denominações CHEi e CHE2 (Shows e cols., 1979).
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No loco CHEi já Foram encontrados vários alelos que deter­

minam diferenças qualitativas e quantitativas da colinesterase 

do soro» Entre os alei os ma. i s estudados, temos: CHEi*U, CHEÍ*A, 

CHEíxF, CHEi#S, CHEíxR e CHE.Íxj. Indicações de outros alelos 

também foram propostas-' CHEixSU (Goedde e Agarwal , 1978);

CHEixNFLD (S i mp son e Elliott, Í98Í) e CHEi*H (Wh i 11 ak er, i 987).

0 loco CNE2 possui os alelos CHE2*Ct»+ e CHE2xCa- que 

determinam, respectivamente, a presença, e a ausência da banda

C©. 0 soro dos indivíduos CHE2 C®+, isto é, daqueles c:om a

isozima extra, possui, em média, um nível de atividade 25% maior 

do que aqueles que náo a contém (indivíduos CHE2 Co-)„ A 

variação da atividade, entretanto, é grande em ambos os 

fenótipos e as duas distribuições se sobrepõem em uma grande

0 X t C? n S 'é. O r.

Van Ros e Druet (1966) descreveram eletroforeses feitas 

com soros de negros africanos, sendo que em dois deles apareceu, 

um componente que foi denominado C*, o qual se diferenciava rie 

C® devido a sua migração mais lenta. Em dois outros negros

africanos, estes mesmos autores relataram os componentes Cp»a e

C^b com mobilidade, respectivamente, mais rápida e mais lenta

que CA . Neste mesmo ano, numa amostra de nordestinos brasi­

leiros, Ashton e Simpson (1966) encontraram um soro com duas 

isozimas extras: u.ma considerada como C* e outra que migrou

entre a origem e C*.

10
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i.3.1.1. Identificação

Os principais alei os do loco CHEÍ têm sido identificados 

graças aos drferentes comportamentos, das enzimas por eles 

determinadas, frente a uma variedade de inibidores.

0 primeiro inibidor utilizado foi a dibucaína, com o uso 

da qual Kalow e Staron (1957) conseguiram uma distribuição 

trimodal na população estudada, constituída de homozigotos para 

os alei os C H E i (usual) e CHEi*A (atípico) e, ainda, de 

het eroz i got os para anibos os a 1 e 1 os .

Outros inibidores foram testados por Kalow e Davi es (1958) 

e também mostraram sua eficiência na separação fenotípica, dando 

resultados comparáveis aos da dibucaína. Foram eles:

í. Brometo de t etramet i1amôn i o >

2. C 1 or et o d e c o 1 i n a ;

3. Brometo de decametõnio;

4. Cloreto de succini1colina;

5. H i d r oc 1 or et o d e mep er i d i n a ;

6. Hidrocloreto de c 1orpromazinai

7 . H i d r oc 1 or et o d e p r oc a í n a ;

8 . H i d-roe 1 oret o de tetracaína;

9. Hidroc1oret o de d i bucaína;

10. Win 5303 -• hidrocloreto de 2 - n--pent ox i , 4-amino- 

d i et i1-ami noeti1benzoato;

11. Win 4510 ~ hidrocloreto de 2-n-hexoxi, 4~amino-dieti1- 

am i noet i11 i obenzoato>

á2. Brometo de neostigminai

13. Salicilato de fisostigmina•

14. Ro2--0683 - d i met i lcarbamato do brometo de 2-hidroxi-5-

f en i 1 b en z i 11 r i met i 1 amôn i o ;
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í5. Tet raet i1p irofosfonato i

.1.6 . Oi isopropi1fruorofosfonato»

Os compostos de número 3 e 4 são relaxantes do músculo 

esquelético» o de número 5 é um analgésico sintético» o de 

número 6 é tranquilizante» nos números de 7 a 1í são indicados 

anestésicos locais» nos números 12 a 16 estão relacionados 

inibidores da colinestera.se bastante conhecidos.

Uma grande variedade de outros inibidores também tem sido 

usada.: NaCl e NaF (Harris e Whittaker, 1963), n-but i la 1 cool

(Whittaker, 1968a>. formaldei'do (Whittaker, 1.969), tiroxina 

(Whittaker, 1970» apud Whittaker, 1980), uréia (Hanel e V i b y- 

Mogensen , 3.971 e 1.977), succ i n i 1 d i col i na (King e Griffin, 1973),

NaBr (Dickson, 1978), brometo de pancurôn i o e análogos 

(Whittaker e Britten, 1980 e 1981&) , e propranolol (Whittaker e 

cols., 1981).

Estes inibidores têm sido usados com diversos substratos, 

contendo ou não o grupamento colina, como benzoi1colina, alfa- 

na-F t 11 acet at o e inúmeros ésteres de tiocolina, como propionil e 

but i r ilt i ocoli na.

1. .3.1.2 - Al elo atípico

Evans e cols. (1952) relataram relaxamento prolongado em 

dois pacientes que haviam recebido succiniIcolina, antes da te- 

rap i a. de e 1 e t r oc h o que .

Mais tarde, Kalow e Gunn (1957) verificaram que a coli- 

nesterase destes indivíduos não tinha capacidade de hidrolizar a. 

succ i n i Icol i na em concentrações f armacol »:>g i cas e qu.e mostrava
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uma resistência anormal ao inibidor dibucaína (Nupercaína) que é 

um anestésico local.

Neste mesmo ano, Kalow e Genest (1957) introduziram o 

termo ’número de dibucaína' (DN), definido como a porcentagem de 

inibição da colinesterase do soro frente a este inibidor. A fór­

mula que expressa o numero de dibucaína é a seguinte:

13

DN

AP

A A

x im ,

onde AP representa o decréscimo de absorbância na presença do 

inibidor e A A , na ausência deste. A enzima atípica é identifi­

cada, portanto, verificando-se a atividade enzimát ica, em re­

lação à benzoi1colina, na presença e ausência do inibidor dibu­

caína»

No mesmo ano, Kalow e Staron (1957) verificaram que a

biossíntese da colinestera.se era controlada pelos alei os CHF.1 

e CHEÍ *A. Indivíduos com DN próximo de B<ò são homozi gotos para 

CHEí*U, enquanto aqueles com DN em torno de 20 são homozigotos 

para CH£i#A* Foram encontrados, também, indivíduos com DN de 

aproximadamente 60, os quais são heterozigotos, portanto, pos­

suidores das duas enzimas (usual e atípica). Este último

fenót i po f o i denom i nado de i nt ermed i ár i o .

Kalow e Davi es (1958) estudaram o soro de indivíduos com 

fenótipos intermediários, utilizando Ro2-0683, o qual inibe a

enzima usual com maior intensidade do que a dibucaína. Os resul­

tados indicaram que as duas enzimas se encontram em proporçoes



equimoleculares. Foi sugerido, por estes autores bem como por

Muensch e cols. (1.978), que deveria haver alterações no sítio

an i ôn i c o d a enzi ma at í p i c a .

Lockridge e La Du (1.986), estudando as seqüências de 

aminoácidos dos sítios ativos das enzimas usual e atípica, não 

encontraram substituições de aminoácidos no sítio ativo e sim 

uma diferença no número de aminoácidos nestes sítios. Na usual 

•Foram encontrados 29 e na atípica 22 aminoácidos, estes iguais 

aos 22 primeiros da enzima usual. McGuire e cols. (Í989), 

entretanto, em estudos com DNA, mostraram que a diFerença entre

0 alei o atípico e o usual é devida a uma mutação de ponto rio

nucleotídeo 209. Há mudança da. trinca 70 de GAT para GGT, de

modo que a enzima atípica apresenta o aminoácido glicina no 

lugar de asparagina.

:í. .3.1.3 - Alelo resistente ao -Fluor et o - CHEi-xf

Harris e Whittaker (1961) tentaram identificar os 

•Fenótipos CHEi ü, CHEÍ UA e CHEi A, utilizando o fluor et o de 

sódio como inibidor. Mostraram que o número de Fluoret o (FN) 

poderia ser utilizado da mesma maneira que o número de dibucaína 

íDN), apenas substituindo o inibidor dibucaína pelo Fluor et. o de 

sódio, no método de Kalow e Genest (1957). Contudo, examinando 

um grande número de i nd i v íduos, encoritraram a 1 guns, anter i or - 

mente classificados como usuais e outros, classificados como

1 ntermed i ár i os (CHEi UA), que mostraram u.m DN pouco menor e um 

FN bastante menor do que o esperado para estes fenótipos. Esses 

autores propuseram, então, a existência de uma nova variante 

estrutural para a colinesterase do soro. Posteriormente, Harris
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e Whittaker (1962), pesquisando várias famílias, tiveram a 

confirmação de que o gene responsável por esta alteração era um 

terceiro aleio do loco CNEÍ, que foi denominado CHEí*F e cuja 

presença resulta numa variante enzimática conhecida como 

"resistente ao fluoreto". Evidências confirmando estes achados 

foram dadas por outros trabalhos, feitos por Liddell e cols. 

(1963), Goedde e cols. (1964), Thompson e Whittaker (1966), 

Simpson (1967) e Whittaker (1964, 1969).

Liddell e cols. (1963) encontraram uma família com dois 

indivíduos possivelmente homozigotos para o alelo resistente ao 

fluoreto. Esses casos apresentaram DN e FN próximos aos dos 

fenótipos CI-IEí AF, porém com uma inibição pelo RoS-0683 bem 

maior. Isso permitiu a distinção entre estes dois fenótipos.

A determinação do fenótipo CMEÍ UF se torna bastante difí­

cil, uma vez que a inibição pelo fluoreto de sódio é muito sen­

sível a pequenas variações de temperatura (Lee e Robinson, 1967; 

King e Dixon, 1970; King e Morgan, 1970).

Whittaker e cols. (1981) apresentaram uma nova técnica que 

utiliza o propranol como inibidor, conseguindo uma melhor sepa­

ração entre os fenótipos CHE1 UF e usual. 0 propranolol é um 

bloqueador beta-adrenérgico indicado, entre outros casos, na 

terapia de infarto do miocárdio, angina de peito, arritmias 

card íacas e hipertensão arterial. Foi observado por Per iss e 

Whittaker (dados não publicados; apud Whittaker e cols., 1981) 

que indivíduos medicados com propranolol mostravam-se mais 

sensíveis ao suxametônio, o que parecia estar correi acionado com 

d i m i n u i ç ão na at i v i d ad e da c o 1 i n est er ase do sor o . Além disto, o 

nível normal desta enzima era restabelecido após o término da 

terapia. Após esta evidência, resolveram verificar se o propra­

nolol poderia diferenciar as variantes da enzima, determinadas
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pela loco CHEÍ. 0 resultado foi positivo e possibilitou« inclu­

sive, uma boa identificação dos fenótipos CHE4 UF e CHEÍ AF.

i.3.1.4 - Al elos silenciosos: CHE.t*S, CHEíxfí e CHEÍ#T

Pesquisas para verificar o padrão de herança do alelo 

CHE.f*A apresentaram, em várias famílias, resultados inesperados 

(Kalow e Staron, 4957; Harris e cols., 4960; Liddell e cols.,

4962» Simpson e Kalow, 4964). Nestas famílias, indivíduos con­

siderados homozigotos atípicos pelo DN mostraram-se heterozigo- 

tos nos estudos familiares.

Para explicar estes achados, Kalow e Staron (4957) sugeri - 

r a m a p r e s e n ç a d e u m alelo deter m i n a n t e d e a u s ê n c ia de a t i v i d a d e 

enzimática. A comprovação desta hipótese se deu com a descoberta 

do primeiro homozigoto para este alelo, no qual não se detectou

atividade da colinesterase do soro. Tal achado foi relatado por 

Hart e Mitchell (4962) e Liddell e cols. (4962), em uma mulher 

grega que apresentou apnéia induzida pelo suxametónio, na 

ausência de qualquer doença que pudesse levar a uma diminuição

de atividade da colinestera.se do soro.

Goedde e cols. (4964) também relataram o caso de dois ir­

mãos onde os alelos CHEÍ#A e CHEi*S foram encontrados em

heterozi gose.

Hais tarde, foram descritos tanto novos casos, sem 

qualquer atividade desta enzima, como também com atividade 

baixíssima, em torno de 2,0 a 3,0% do normal.

Hodgkin e cols. (4965), ao examinarem soros de indivíduos

sem atividade enzimática, mostraram a ausência de bandas em 

eletroforese em gel de amido e falta de reação imunológica

16



•frente a anticorpos contra a col. i nestera.se humana. Resultados 

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

Goedde e cols. (1965) verificaram, entretanto, em soros de 

indivíduos com atividade muito baixa, padrões de inibição e mo­

bilidade eletroforética comparáveis aos da enzima normal. Goedde 

e Alt 1 and (1968) e Rubinstein e cols. (1970) encontraram resul­

tados semelhantes que sugeriram a heterogeneidade dos alelos s i ­

lenciosos. Indivíduos homozigotos para um dos alelos (CHEÍ&S) 

não apresentavam atividade colinesterásica, enquanto os 

homozigotos para o outro alelo (CHEÍ&T) poderiam apresentar uma 

ati v i dade b a i xa.

Scott e Ulright (1976) descreveram um terceiro tipo de 

alelo silencioso, em esquimós, denominado C H E i . Soros de 

homozigotos apresentaram, em eletroforese, uma banda C* mais 

rápida que a usual.

A natureza das mutações responsáveis pelos alelos silen­

ciosos ainda não está bem esclarecida.

1.3.1.5 - Alelo CHEÍ*J

Garra e cols. (1976), estudando uma família na qual segre­

gavam os alelos CNEÍ&A e C H E i F , observaram resultados imprevis ­

tos na atividade c!a enzima e no DN, que os levaram a postular a 

existência de u.m novo alelo: C H E i* J. Os dados obtidos foram con­

sistentes com a explicação de que este alelo cause uma redução 

de 6 6 ,0X, na quantidade da enzima, estruturalmente considerada 

igual à usual. Estes autores não conseguiram, entretanto, deter­

minar se esta redução era devida a uma diminuição na síntese ou 

a um aumento na degradação da enzima.
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Rufoinstein e cols. (1976), através de ensaios de imunodi- 

•Fusão e de i munoel et roforese, com soros de fenótipos considera­

dos como CHI::. 1 AJ, CHLí UJ e CHEi FJ, mostraram uma redução no 

número de moléculas de colinesterase ativas. Estes achados, por­

tanto, confirmaram a hipótese anterior de que o aleio CHE i*J 

condiciona uma enzima semelhante à usual, presente com menor 

número de moléculas.

Evans e cols. (1980) e Evans e Wardeíl (1984) também re­

lataram estudos sobre este alelo, confirmando sua. existência.

0 alelo CHE1'*J só conseguiu ser identificado quando acom­

panhado do alelo CHEi*A, pois os valores de inibição dos indiví­

duos CHEI UJ são semelhantes ao dos homozigotos usuais.

i.3.1.6 - Alelo CHEi*K

Este alelo foi encontrado em duas famílias com sensibili­

dade ao suxametônio, onde segregava o alelo CHEi*A (Rufo instein e 

cols., 1978). Resultados inesperados, apresentando uma inibição 

pela dibucaína abaixo da encontrada em hetero z igotos CHEI UA, 

levaram ao reconhecimento deste novo alelo. Dados enzimáticos e 

i m u n o 1 ó g i c o s c o n f i r m aram a h i p ó t e s e d e q u. e o a 1 e 1 o CHEi *fi c a u s a 

uma redução de 33,0% no número de moléculas da enzima, que 

apresenta estrutura semelhante a do tipo usual. Neste caso, 

também não foi determinado se a redução é causada por 

deficiência da síntese ou aumento da degradação da colinesterase 

do soro.

Evans e cols. (1980) relataram uma família na qual segre­

gavam os alei os CHEi* A , CH E í* J e CHEi*H , e mostraram que indiví ••••
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duos de Fertótipos CHIEi AJ, CHIEI AK e CHIEI Jl< podem ser conside­

rados vulneráveis à apnéia prolongada com o uso de suxametônio.

Evans e Wardell (1984) estimaram, entre indivíduos ante­

riormente considerados como CHEÍ UA uma Frequência de 11,5% de 

CHIEI A K » Estes autores interpretaram este valor como a própria 

•Frequência do alelo CHEíxR'. Estes dados indicaram que aproxi­

madamente 1,0% da população britânica seria homozigota para o 

alelo CHEl*K.

Whittaker e Britten (1985) examinando -Fenótipos considera­

dos como CI-ilEi UA, encontraram uma Frequência de 13,0% de CHIEI 

AK, obtendo, portanto, resultados concordantes com os ante-

riores.

0 alelo CHE ixE , como o CNEíxj , só havia sido identificado

em heterozigose com CHE.i xA „ Recentemente, um trabalho de

Whittaker e cols. (1987) demonstrou o fenótipo CHE1 KF em três

indivíduos de uma família onde segregavam os alei os CHEi*E,

CHEíxE e CHEí x a . Os três eram sensíveis ao suxametônio. Estes 

casos foran reconhecidos com o uso dos inibidores dibucaína, 

fluoreto de sódio e Ro2-0683.

1.3.1«7 - Alelo res i stente à succ i n i 1 co 1 i na - CHIE 1 #SU

Agarwal e cols. (1976) reexaminaram os soros de 21 indiví­

duos que, apesar de considerados de fenótipo usual, frente aos 

inibidores dibucaína e fluoreto de sódio, haviam apresentado ap­

néia prolongada com a administração de suxametónio. Estes au­

tores substituíram o substrato benzoi1colina pela succinilco- 

lina, utilizando a dibucaína como inibidor. Desta maneira, Foi 

sugerido que 15 destes indivíduos apresentavam uma nova variante
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d», enzima, sensível somente à. succ in i Icol ina. Da mesma maneira, 

Goedde e Agarwal (Í978), utilizando este novo método, 

reexaminaram 5í indivíduos, dos quais 35 Foram reclassificados 

como portadores da nova variante que não degrada este relaxante 

muscular. Estes autores confirmaram, também, a presença desta 

variante em estudos de segregação em famílias.

í . 3. í . 8 - A 1 e 1 o New f oun d 1 an d •••• CHEi *NFL D

Simpson e Elliott (Í98i) encontraram, numa família de 

Newfoudland, um novo e raro alelo do loco CHEi, o qual foi 

denominado ÜHEi*NFLD\. Este estava presente em indivíduos 

heteroz i gotos, CHEi*A/CHEi-*NELD e CHEí*U/CHEl#NELO, que foram 

reconhecidos porque apresentaram uma alta inibição pela dibu- 

caína (DN>, principalmente quando succini1 ditiocolina foi uti­

lizada como substrato. Uma alta porcentagem de inibição também 

f o i ob ser vad a f r eri t e ao sub st r ato b en zo i c o 1 i n a .

1.3.í.9 - Alelo CHEi*H

Whittaker e Britten (Í987), ao analisarem dois indivíduos 

sensíveis ao suxametônio, considerados como homozigotos CHEi A 

pelos valores de DN e FN, verificaram número de Ro2~0683 (RN) 

inesperado (acima dos valores normais). Sugeriram que estes ca­

sos fossem heterozigotos para novo alelo (.CHEi#H), sendo de 

genótipo CHEi*A/CHEí*H. Estudos de segregação em famílias 

apoiaram esta hipótese.
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1.3.2 ~ Alelos do loco CHE2

Embora com o uso de eletroforese bidimensional em papel de 

•Filtro e gel de amido, Harris e cols. (1962) tenham mostrado, 

pela primeira ves, a variante C® da co'1 i nest er ase do soro, os 

resultados mais satisfatórios só foram encontrados quando Harris 

e cols. (1963&) utilizaram eletroforese unidimensional em gel de 

amido e bidimensional em papel de filtro e gel de amido. Estes 

autores, ao analisarem a segregação em famílias, demonstraram a 

d et er m i n aç ao g en ét i c a d est a var i an t e c orno aut ossóm i c a d om i n ari te. 

Dados concordantes foram encontrados por vários autores, entre 

os quais' Simpson (1972), Singh e cols. (1974), Tortolero e 

fie d ! na (1977). Outros; estudos familiares, entretanto, mostraram 

indivíduos CHE2 CB+ filhos de cônjuges considerados como CHE2 

Ca~ (Harris e cols., 19631*; Ashton e Simpson, 1966; Robson e 

Harris, 1966; Altland e cols., 1969; Simpson, 1972; Singh e 

cols., 1974).

Entre as possíveis explicações para estes achados, são 

cita d a s : a ) n ã o c o n <: o r d â n c i a e n t r e p a t e r n i d a d e b i o 1 ó g i c a e 1 e -

gal ; b) penetrância incompleta do alelo CH£2*C'ryí ; c) fenótipo 

CHE2 C®+ dependente de herança mais complexa. Van Ros e Vervoart 

(1973) adaptaram o método de Robinson e cols. (1957) para 

determinar os fenótipos do loco CHE'2. Examinaram soros de 683 

indivíduos, para comparar a eficiência deste método com o de 

Ashton e Simpson (1966). Detectaram 45 indivíduos de fenótipo 

CHE2 C®+, com este último método e 52 com o de Robinson e cols. 

(1957), o que representa uma diferença de 15,0% de eficiência. 

Portanto, problemas técnicos podem também explicar os distúrbios 

de segregação verificados.



Harris e cols. (1963b.) examinaram o efeito dos ale los

CH£Í>*A e CHEi#U sobre as car ac t er í st i cas de inibição do compo­

nente Co. Estes autores verificaram, em indivíduos CHE2 C©+, que 

não só a banda C*, como também a C», foram mais inibidas em 

soros de usuais do que em soros de intermediários. Portanto, o 

alei o CHEÍ#A causa o mesmo efeito na característica de inibição 

dos componentes Co e C*, c:onc 1 u índo-se que o componente Co é 

condicionado, não só pelo loco CHE2, como também pelo CHEi .

Scott e Powers (1.974) purificaram parcialmente a enzima

dos soros usuais de indivíduos CI-IE2 C©+ e CHE2 Co" e

d et er m i n ar am và.r i os par ãmet r os c i n ét i c os , most r an d o que as d uas

enzimas diferem pouco. Estes mesmos autores realizaram

hibridação entre as Frações C* e Co, obtendo cinco bandas. A 

fração Co, quando comparada às frações híbridas, comportou-se 

como os híbridos (C*>oüo e (C*la(C©)a . 0 comportamento

eletroforético de C» sugeriu uma diferença da carga e não do 

t amanho da enz i m a .

Tortolero e Medi na (1978) propuseram que o produto do

alelo GN£2*Cm+ atua sobre os componente C*. Esta modificação

alteraria propriedadas eletroforét i cas da i soz i ma. sem alterar o 

peso molecular. Muensch e cols. (1.978) não encontraram 

diferenças nos peptídeos que contém o centro ativo das enzimas 

Ca e C© quando examinados por eletroforese.

í.3.3 - Alelo Cynthiana (CY)

Neitlich (1966) relatou o caso de quatro consanguíneos com 

uma variante da. col i nest er ase, a qual apresentou uma atividade 

cerca de duas a três vêzes maior que a usual, bem como uma banda
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extra, de migração mais lenta, na eletroforese em gel de amido. 

Os números de dibucaína e de fluoreto destas pessoas foram nor­

mais. Estudos feitos pelo mesmo autor sugeriram uma herança au~ 

tossômica dominante para esta característica, além de indicar 

que estas pessoas eram heterozigotas para este fenótipo. Não 

foi, entretanto, descartada a hipótese de herança dominante li­

gada ao sexo.

Yoshida e Motulsky (1969), após reestudarem esta variante, 

denominaram-na Cynthiana e verificaram que sua atividade especí­

fica é igual à da enzima usual, sendo que a sua maior atividade 

no soro é devida ao maior número de moléculas presentes. Seu 

padrão de polimerização também se mostrou alterado, formando 

polímeros com mais sub-unidades do que o normal, havendo o 

aparecimento de uma banda extra entre C* e C®, na eletroforese, 

o que pode i ndi car a 11er ações na est r ut ur a pr oté i ca.

Num outro estudo, Klein e cols. (1967; a.pud Brown e coís. 

Í98Í) apresentaram uma variante que pode ser idêntica à variante 

Cynthi ana.

Ainda não se sabe em qual dos locos, condicionadores da 

colinesterase do soro, se situa o alelo Cynthiana.

:í. .4 - FREQOiêNCIAS DE ALGUNS ALELOS DO LOCO CHEi DA 

C0LINESTERASE DO SORO.

Vários estudos foram feitos para verificar as frequências 

destes alei os em diferentes populações. Para uma revisão sobre o 

assunto, consultar Mourant e cols. (1976) e Guerreiro (Í983). 

Nesta tese, o objetivo Foi registrar apenas as Frequências popu­

lacionais do alelo CHEi*F. A Tabela í mostra estas freqüências
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T a bela 1 •••• D i s t r i b u i ç a o d a s -F r e q ij ê n c i a s F e n o t í p i c: 
1 o o CHEi , e m d i F e r e n t e s p o p a 1 a ç o e <•:;„

ocal Fen 6t:ipos do
1 oc o Ch'E'1

N A~ UÃ ÜF AF

ÜRÔPÃ
.*.. .

Alemanha D e i d e nt a1 280 7 4
Bulgári a 1.08 c*. 1
D i na mar c:a 1278 1 '3 r.í 3
l:"rança (P i r i neus) 2453 3 104 ,***,iv;.
França (Lyon-Beynort) 1594 52 25 8
Gréci a 429 5 38 5 9
Gréc i a 218 10 6 1
Ing1 at erra 780 23 3 2

*SIA
x ndia (B e nga 1 , B i h a r ) 139 1
:índ i a (Pan jab i ) 202 12 51 1
Turqu i a 725 .1 43 3 3

iFRICA
Gamb i a 103 1 1
Malaw i 191 14
Moçamb i que 326 41
Moçamb i que 153 4 1



s e gênicas do sistema cia col i nest erase do soro,

rr eqiiênc i as gên i cas Referênc i aS

CHEi#A CHEi#F CHEi#S

0, 0.1.25 
0, 00 93 
0, 01.33 
0,0224 
0 , 01.08 
0, 0501. 
0,0252 
0 , 01.60

0,007.1. Steegmiiller, 1975
0,0046 Steegmiiller, 1975
0,001.2 Hanel e cols., 1978
0,0004 0,0037 Vergnes e cols., 1980
0,01.04 Masson e cols., 1979
0,0163 Das e cols., 1975
0,0160 Neumann e Walter, 1.968

Whittaker, 1968.C

0,0000 0,0036 steegmiiller, 1975
0,0322 0,1.287 Singh e cols., 1971
0,0331. 0,0041. Sayek e cols., 1967

0,0049 
0,0000 
0,0000 
0,0131

0,0049 
0,0366 
0 , 061.0 
0,0033

Wh i 11 ak er , 196813. 
Whittaker c Lowe, 1976 
Whittaker e Reys, 1975 
Whittaker e Reys, 1975

cont .



Con ti nuação

Tabela 1 ~ Distribuição das freqüências fenot íp i cas e gênicas do sistema da colinesterase do soro, 
loco C H E i, em di fer ent e s p op u 1 açõe s „

Loc a 1

N

Mo>7 amb i que 
Rodés i a 
Zâmb i a

AMÉRICA DO NORTE 
U , S . A . (13r an c.os )
U.S., A. (Negros)

AMÉRICA DO SUL 
Brasil (Nordestinos)

INDxGENAS
OCEANIA 
Aust ráli a

F e n ó t i p o s <1 o F r e q u. ê n c i a g ê n i c a
1oc o CHEÍ

'Ã“ i"iÃ " "íJF ÃF " ”G3 CHEí *Ã "“CHEi *F~~CHCl*S

Referênc i a

1.62
1.227

34

836
1.68

21.38 .1.

1.224

1.0
85

.1.1.

60 20

57 1.3

0 ,0000 
0 ,0000 
0 ,0000

0,0309 
0,0346 
0,0441.

0,0066 
0 t 0000

0,01.47 0,0049

0,0233 0,0053

Whittaker e Lowe, 1.976 
Whittaker e Lowe, 1976 
Whittaker e Lowe, 1.976

Garry e cols., 1972 
Garry e cols., 1972

Simpson e Kalow, 1965

Propert e Brackenridge, 
1976

AMÉRICA D0 SUL 
Bras i1 (Xavant es)
Denezue 1 a ( Mot i 1 on ) 
Dene zu ela (W a r ra u )
D e nezuela (Ay ma r a )

285
70
1.31
90

0 ,0000 
0,0000 
o ,oooo 
0,0000

O ,0000 
0,0000 
o ,oooo 
0 , oooo

Tashian e cols., 1967 
Arends e cols., 1967 
Ar ends e cols., .1.967 
Ar ends e cols., .1.967



Tabela 4 - Distribição etária, sexual e étnica da amostra populacional.

Grupo étnico Faixa etária

Sexo 1.0-19 20-29 30-39 40-49 50-59 > 60 SR Total
.» ._ ______ .... .̂. .... —. _ ... mtm <m,, , , ,, ,

B M 64 72 24 10 10 3 2 185
F 27 16 13 5 5 0 0 66

MC M 60 67 20 10 2 0 2 161
F 35 35 9 5 1 0 3 88

MM M 44 67 32 16 6 2 7 174
F 22 16 15 5 1 0 1 60

ME M 38 64 37 17 9 6 5 176
F 16 29 10 3 1 0 8 67

N M 16 21 13 9 4 2 0 65
F 5 10 6 2 4 0 0 27

Tota i s M N° 222 291 126 62 31 13 16 761
% 67,9 73,3 70,4 75,6 72,1 100,0 57, 1 71,2

F N° 105 106 53 20 12 0 12 308
% 32,1 26,7 29,6 24,4 27,9 0,0 42,9 28,8

Total geral N° 327 397 179 82 43 13 28 1069
% 30,6 37,2 16,7 7,7 4,0 1,2 2,6

B :a branco,
F = Feminino

MC = mulato 
, SR ” sem

claro, MM s 
reg i stro.

* mulato méd i o , ME !a mulato escuro, N = negro, M - masculino,

w



que haviam sido considerados como CHEÍ IJ por estes mesmos au­

tores. Destes indivíduos, 16 (33,3%) eram do sexo feminino e 

32(66,7%) do masculino. Quanto à raça, 30 (62,5%) eram brancos, 

íí (22,9%) mulatos claros, 4 (8,3%) mulatos médios, 2 (4,2%)

mulatos escuros e í (2,1%) negro (Tabela 5).

2.1.4 ~ Amostra para confirmação de resultados

Nesta última etapa, foram examinados plasmas de 31 indiví­

duos sendo 10 CHEÍ U, 10 CHEí UA, 10 CHEí UF e 1 CI-iEl AK separa­

dos da amostra utilizada na segunda etapa deste trabalho, e mais 

28 indivíduos retirados dos 48 CHEí UA citados na terceira eta­

pa. Estas amostras foram retipadas tendo em vista que, no inicio 

do presente trabalho, não se possui a espectrofotômetro com 

leitura na faixa de ultravioleta com manutenção da temperatura 

em 25°C para permitir a utilização do método de Kalow e Genest 

(1957), método mais utilizado para a determinação dos fenótipos 

da colinesterase do soro. Assim, foi utilizado o método proposto 

pelo presente trabalho, o qual não possuía valores de referência, 

para comprovação dos resultados. Ao se concluir a terceira etapa 

do trabalho, foi instalado, em nosso laboratório, um espectro- 

fotômetro que permitiu a utilização do método de Kalow e Genest 

(1957), e ass i m r eso1veu-se ava1 i ar os r esu11 ad os ob t i d os p e1 o 

método proposto no presente trabalho.



Tabela 5 - Distribuição etaria, sexual e étnica da amostra de indivíduos CHEi UA.

Grupo étnico

Sexo 10-19 20-29

B M 4 9
F 2 7

MC M 4 3
F 3 0

MM M 2 0
F 0 0

ME M 0 2
F 0 0

N M 1 0
F 0 0

Tota i s M N° 11 14
"1 34,4 43,8

F N° 5 7
% 31,2 43,8

Total geral N° 16 21
% 33,3 43,8

B “ branco, MC ~ mulato c 1 aro, MM ™ mulato méd i o
F ~ Feminino

Fa i xa et ár i a

ÃÍ-Ã9 >~50 Total

5 i i 18
1 0 2 12

1 0  0 8
0 0 0 3

0 1 0  3
1 0 0 . 1

0 0 0 2
0 0 0 0

0 0 0 1
0 0 0 0

4 2 1 32
12.5 6,2 3,1

2 0 2 16
12.5 0,0 12,5

6 2 3 48
12.5 4,2 6,2

ME == mulato escuro, N ~ negro, M *» masculino,
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2.2 - MeTODOS LABORATORIAIS

O plasma utilizado neste trabalho tinha sido obtido ceiv- 

trifugando-se o sangue total heparinizado, no mesmo dia da

coleta, a 1000 rpm por aproximadamente 5 minutos. Após a 

separação, o plasma tinha sido retirado e colocado em pequenos 

tubos de i ,8 ml e estocado em congelador a - 20°C. Utilizou-se

material que esteve estocado por aproximadamente 9 anos»

2 .2.1 - Método de Kalew « Genent (19257) mod I f leado, » 37*C.

0 método de Kalow e Genest (1957) utiliza como substrato a 

benzoiIcolina e como inibidor a dibucaína. A temperatura de

reação é de 25°C. Posteriormente, este método foi modificado por

outros autores que acrescentaram a ele outros inibidores, como 

fluoreto de sódio (Harris e Whittaker, 1961) e Ro2-0683 (Liddell 

e cols., 1963). Mais tarde, Zsigmond e cols. (1980) propuseram 

outra modificação que consiste no aumento da concentração do 

fluoreto de sódio com concomitante aumento de temperatura para _ 

37°C, utilizando ainda, o Ro2~0683 e a dibucaína a. esta tempe- 

r at ur a.. Wh i 11 a.l< er e cols. (1981) t amb ém mod i f i o ar ain o mét od o 

original, utilizando o inibidor propranolol a 25°C. No presente 

trabalho, o propranolol foi utilizado juntamente com estes ou­

tros inibidores, a 37°C, visando à caracterização dos indivíduos 

Ci-IEí UF. Este último método, portanto, será citado como de Kalow 

e Genest (1957') modificado, a 37°C.

Este método foi utilizado na primeira etapa do trabalho e 

consiste na med ida do decrésc imo da absorbã.nc ia em 240 nm, a 

37° C , que é proporcional à hidrólise do substrato



(benzo i lcol ina), cuja concentração final utilizada é de 5x 10 ""“M, 

de acordo com Kalow e Genest (Í957).

Os inibidores utilizados e suas respectivas concentrações 

finais foram: dibucaína 10"SM (do método original), fluoreto de 

sódio 2,5 x Í0'"'*M (Zsigmond e cols., 1980), Ro2~0<S83 2,5 x i0"y’M 

(intermediária às utilizadas por Whittaker e Britten, 1987 e 

Liddell e cols., 1963) e o propranolol 8,45 x 10"AM (Whittaker e

cols., 198 í) .

0 plasma foi diluído de 1/100 em tampão fosfato M/15, pi-l

7,4 e o procedimento adotado para leitura Foi o de Kalow e 

Lindsay (1955) onde a mudança de absorbância foi verificada du~

r an t e um p er í od o d e 4 m i n ut os, sen d o a p r i me ira 1 e i t ur a. i n i c i a.d a 

40 segundos após o início da. reação, seguida de outras a cada 20 

segundos.

As soluções foram preparadas seguindo-se a discriminação 

a.b a. i xo :

a ) t ampão fosfat o H/15, pH 7,4 

NassHPO* anidro 75,840 g

K HaP 0* an i d r o í 8,i56 g

Agua. destilada qsp 10,0 1

0 pH foi conferido em pot enc i ômet r o e q uai. houve 

necessidade de ajustamento, este foi Feito com os sais acima.

b) substrato 2 x 10"*M (estoque)

clori d r at o de b enzo i1co1 i n a 487,0 mg

tampão fosfato 100,0 ml

Para uso Foi feita uma. diluição de 1/100
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c ) i n i bi dores

riJJbJU£JLÍIL& 4 x í0~aM (estoque)

cloridrato de dibucaína 152,0 mg

tampão fosfato 100,0 ml

Para. uso foi feita diluição de 1/100

ÜJUsrj£±jD. íi& S-iidia i0 ''aM (estoque)

fluoreio de sódio 42,0 mg

tampão fosfato 100,0 ml

Para uso Foi feitã. diluição de 1/100

Obs.: A solução estoque de fluoreto de sódio foi preparada

em quantidade suficiente para uma. semana, pois ela se mostrou 

instável após este período.

R02-0683 10~3M (estoque)

Ro2-0683 39,3 mg

tampão fosfato 100,0 ml

Para uso Foi feita diluição de 1/1000

erjDJBJLSJDjaljttl 3,38 x 10'“3ii (estoque)

clori drato de proprano1 o1 100,0 mg

t ampão fosfato 100,0 mi

Para uso Foi feita diluição de 1/100

0 procedimento inicial foi pré-incubar o substrato e os 

inibidores em banho-maria (37‘*C), por pelo menos 5 minutos. 

Posteriormente, foram numerados 6 tubos (í a 6 ) aos quais foram 

adicionadas as devidas soluçóes (tampão: T, substrato: S, dibu-



caína: D, Ro2~0683: R, fluoreto de sódio: F, propranolol : P>,

como especificado abaixo:

aoJixcííeA íjiüJl

40

I.ub P.S.

o

_;r_.
1,0

_S_ J3L.

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,

0,5

0,5

Adicionou-se ao tubo 1 (branco), í ml de plasma diluído 

para zerar o aparelho. Em seguida foi adicionado 1 ml de plasma 

diluído ao tubo 2 e acionado o cronômetro. A solução foi então 

levada ao espectrofotômetro Var i an Techtron, modelo 635, o qual 

possuía temperatura controlada a 37°C. Foi então iniciada a 

leitura, como jã. explicada anc er i orment e , e o mesmo procedimento 

foi feito com os tubos 3, 4, 5 e 6 . Os valores de absorbância

encontrados para cada tubo foram registrados e verificou-se,

posteriormente, o decréscimo médio a cada 20 segundos e

calculou-se a porcentagem de inibição (DN, Ri\>, FN e PN> para 

cada inibi dor .
A caracterização dos fenótipos é feita calculando-se a 

porcentagem de inibição, para o que se utiliza o decréscimo de

absorbância da reação, na presença e na ausência do inibidor:
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% de inibição = 400 x

decréscimo de absorbância na 

presença do inibidor

decréscimo de absorbância na 

ausência do inibidor

2.2.2 - Método proposto pelo presente trabalho

Este método também -Foi utilizado na primeira etapa do tra­

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

etapa, onde se detectaram os indivíduos CHEí UF da amostra de 

Cur i t i ba.

Foi feita uma adaptação de dois métodos. Um deles é o de 

Morrow e Motulsky (Í968). Este utiliza alfa-naftilacetato como 

substrato e Ro2~0ó83 como inibidor. A temperatura de incubação é 

de 37°C e a leitura em espectrofotômetro é feita a 555 nm.

0 outro método é o de Whittaker e cols. (Í98i> que utiliza 

benzoi1colina como substrato e propranolol como inibidor. A tem­

peratura utilizada é de 26°C e a leitura, em espectrofotômetro, 

é feita num comprimento de onda de 24# nm.

No presente trabalho, o método base foi o de Morrow e 

Motulsky (4968), acrescentando-se a ele o inibidor propranolol, 

usado no método de Whittaker e cols. (4984).

A caracterização dos fenótipos é feita calculando-se a 

porcentagem de inibição da reação enzimática na presença do 

inibidor, quando comparada com a reação na sua ausência.

0 plasma foi diluído de 4/400 em tampão fosfato 0,2 M, pH

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

romper a reação foi empregado lauril sulfato de sódio (Duponal).
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As soluções foram preparadas seguindo-se a indicação 

aba i « o :

a) tampão fosfato, pH 7,1

NaaHPO* 0,2 H 670,0 ml

NaHssPOji 0,2 H 330,0 ml

0 pH foi conferido com potenciômetro e, quando houve 

necessidade de ajustamento, este foi feito com acréscimo de uma 

das soluções acima, conforme o caso.

b> substrato <estoque)

al Fa-naft i lacetato 56,0 mg

acetona 5,0 ml

água destilada 5,0 ml

0 alfa-naftí1acetato foi dissolvido inicialmente na 

acetona e, em seguida, foi acrescentada a água. (Esta solução 

pode ser guardada em refrigerador por um mês). Para uso Foi 

feita a seguinte diluição-' í ml do estoque, 20 ml de tampão, 

cotnp 1 et ando -se até 100 ml com água destilada.

Qbs.: ü substrato foi levado ao banho-maria (37°C), por

meia hora, antes de ser utilizado.

c ) inibi dores

10 ” 3 ii (estoque)

Ro2--0683 39,3 mg

tampão fosfato 100,0 ml

Para uso foi -Feita diluição de 1/1000
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USO »

ÊJLQJSJLî iJdjaL 8,45 x Í0”‘*M (estoque)

cloridrato de propranolol 25,0 mg

tampão -Fosfato 100,0 ml

Para uso foi feita diluição de í/10

d) corante

sal de Fast Red TR 50,0 mg

Duponal (3% em água destilada) Í0,0 ml

água destilada 15,0 ml

Este foi sempre preparado cerca de 15 minutos antes do

Os tubos foram marcados da seguinte maneira-'

B í - branco contendo Ro2~0683 

B2 - branco contendo propranolol

0 b s « Ba s t a u m t u b o b r a n c o p ara c a d a b a t e r i a d e e x a m e s

A - sem inibidor (atividade)

- - R •••• com R02-0683

P - c o m p r o p r a n o 1 o 1

Posteriormente, foram adicionados aos tubos as devidas 

so1uç 3es, c orno espec i f i c ad o aba i x o :
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Tubos (ml)

._£_ _i3_i  _iü2

plasma (dtl.) 0,2 0,2 0,2

t amp âo 0 , 2  -  -  0 , 2  0 ,2

R02-0683 - 0,2 - 0,2

p ro p r a n o lo l .  - -  0 , 2  - 0 ,2

Os tubos Foram levados a. o banho-maria. a. 37°C e ? o i acres­

centado, a. cada. um deles, í,4 ml de substrato (já a 37'^C) . Estes 

permanecer a. m a e s t a t e m p e ratura por 6<ò minutos. Em segui d a , r e ­

tiraram-se os tubos cio banho-maria e acrescentaram-se 0,2 mi de 

c o r a n t e e 2 , 0 d e água d e s t i 1 a d a., a ca d a. t u b o *

A p s 15 m i n u t o s , f o r a m f e i t a s as 1 e i t u r a s , em e s p e c t r o - 

foiometro (fticronal, B 295) em 555 nm, calibrando-se o aparelho 

com água destilada. Os tubos brancos Foram lidos e como apresen­

taram o mesmo valor de absorbância, este valor foi descontado 

dos tubos A, R e P, que: foram lidos posteriormente. A porcen-

t agem d a i n i b i ç ao d a a t i v i d a d e en z. i má. t i c a f o i c a 1 c u 1 a d a d a 

s e g u i n t e + o r m a :

% de i n i b i ç ã o  -  AA -  AI x 100, onde:

A A

AA - a b s o r b â n c i a  na a u s ê n c i a  do i n i b i d o r  

AI -  a b s o r b â n c i a  na p r e s e n ç a  do i n i b i d o r



Obs.: Após a adição do corante, e antes da água, alguns

tubos A apresentaram coloração alaranjada, significando que os 

plasmas utilizados estavam com atividade muito alta» A estes 

tubos e seus respectivos tubos R e P, foram acrescentados, antes 

da leitura, 0,2 ml de corante e 3,8 ml de água destilada. 0 

mesmo procedimento foi seguido com um dos tubos brancos cujo 

valor de leitura deve ser descontados do valor dos outros tubos 

d i1uídos.

2.2.3 - Método de Kalow e Genei&t < 19137) modificado, a 2S“C

Este método, também referido como modificado em vista da 

introdução de novos inibidores ao método original., foi utilizado 

na quarta e t ap a d o t r ab a 1h o , quando já se p os su iam c on d i çoes 

adequadas para sua utilização. Foi usado para confirmação dos 

resultados obtidos na segunda e na terceira etapas do trabalho»

C) princípio do método, a maneira de caracterizar os 

fenótipos, a faixa de leitura utilizada, bem como o preparo das 

soluçóes de substrato, tampão, dibucaína e propranolol, foram os 

mesmos já. descritos em 2 .2 .2 . i. 0 f luar et o de sódio foi 

preparado para uma concentração final de 5 x Í0“!SM (i-larris e 

whittaker, Í963) e o Ro2-0683 para. Í0”AM (Whittaker e Britten, 

í987)»

0 plasma foi diluído de í/í00 em tampão fosfato M/í5, pH

7,4 e o procedimento adotado para leitura foi o de Harris e 

Whittaker (í963), onde a mudança de absorção foi verificada du­

rante um período de 3 minutos, sendo este iniciado í minuto após 

a adição da mistura de reação sobre a enzima. Ao se utilizar o 

R o2-0683, a 1 e i t u r a foi iniciada a p ó> s 2 min u t o s d e i n c u b a ç ã o

45
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inicial, pois Foi verificado, por experimentos anteriores, que a 

linearidade da reação era alcançada após este período.

Os inibidores fluoreto de sódio e Ro2~0683 foram

preparados da seguinte forma:

a) i<b~aK (estoque)

fluoreto de sódio 42,0 mg

tampão fosfato í00,0 ml

Para uso foi feita diluição de 1/50

b ) EjoiLiâáJBS i 0'a M (estoque)

R o 2 0683 39 , 3 m g

tampão fosfato 100,0 ml

Para uso foi feita diluição de 1/25(1'

0 procedimento inicial foi colocar o substrato e os 

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

dos 5 tubos (:í a 5) aos quais Foi adicionado 1 ml de soro 

d ! 1 u í d o .

í - t ubo sem inibi dor

2 - t ub o c om d i buca ína

3 - t ubo c:om fluoreto de sódio

4 .... tubo com R02-0683

5 - t ubo com propranolol

Ao tubo i juntou-se 0,5 ml de tampão e 0,5 ml de substrato 

foi verificado o decréscimo da absorbância na ausência do
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inibidor. Ao tubo 2 acrescentou-se 0,5 ml de dibucaína e 0,5 ml 

cie substrato e foi verificado o decréscimo da absorbância na 

presença deste inibidor. 0 mesmo procedimento Foi usado para os 

outros inibidores.

As leituras foram feitas em espectrofotômetro Micronal B 

382, o qual possui a banho-maria controlando sua temperatura, a. 

25':>0 .

2.3 - ANÓLISE ESTATÍSTICA

As frequências fenotípicas e gênicas do sistema da co~ 

linesterase do soro foram estimadas pelo método de contagem 

fenot íp i ca e gênicas, respect i vament e .

As porcentagens de inibição, bem como suas médias, desvios 

P a dr oes e a mp1 i t ud es de variação, e t ambém os coeficientes d e 

correlação, foram calculados através de programas (Statistical 

Package for Social Sciences - SPSS e MINITAB) no computador DEC- 

10 do Centro de Computação Eletrônica da Universidade Federal do 

P ar an á .

As comparações entre duas médias foram realizadas pelo 

teste "t* de Student.
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III - RESULTADOS

3. í - PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA

Nesta etapa, foram utilizados dois métodos com o intuito 

de identificar os indivíduos CHI:. 1 UI- As caracter íst icas de 

inibição cios três fenótipos, evidenciados por estes métodos, se 

encontram nas Tabelas 6 e 7. As médias e os desv i os padroes es­

timados, respectivamente, com o uso de dibucaíca, fluoreto de 

s ó d i o , p r o p r a n o i o 1 e R >::• 2 - <b683, são dados j u n t o c o m a a m p 1 i t u d e 

cle variação encontrada para cada fenótipo.

A análise dos dados da Tabela 6, quanto aos quatro 

inibidores, mostra que nenhum deles pode ser usado separadamente 

para discriminar o fenótipo CHEí UF. Entretanto, quando utiliza­

dos simultaneamente os inibidores propranolol e o Ro2~0683, há 

possibilidade de se fazer esta distinção. 0 que se observa na 

Tabela 6, é que a amplitude de variação dos indivíduos CHEí UF, 

quanto ao DN, se sobrepõe à. dos indivíduos CHEí U e à. dos CHEí 

UA. A amplitude de variação quanto ao FN dos indivíduos CHEí UF 

se sobrepõe apenas à. dos CHEí UA, porém a destes indivíduos se 

sobrepõe à dos CHEí U. Quando se consideram os valores de PN, a 

amplitude de variação dos CHEí UF se sobrepõe apenas à. dos CHEí 

UA e, no caso dos valores de RN, esta amplitude fica mais pró­

xima à dos CHEí U. Com o uso dos inibidores propranolol e Ro2-
I

0683, as amplitudes de variação dos indivíduos CHEí U e CHEí UA



Tabela 6 Porcentagens médias de i 
r e I- e r e n t e s à a m o s t r a u. t
e t i po de i n i b í dor „

Fenótipo N DN

x ± d1p„ A 0 ..

CHEí U 1.5 76, 5 ± 2 , 9 71,4-81,8

C H E 1 11A 14 64 , 5±4 ,4 59,6- 71. , 1.

CHEí ÜE 2 70,8 ± 0 ,2 70,7-71,0

•» Método com base em Kalow e Genest



nibição (± D.P.) e respectivas amplitudes de variação (A . V . ) , 
il i:-:ada para padronização da técnica, classificada por fenótipo

PN

± D..P.. A . V . ± D. P. A„V

8 7 , 2 ±2, 4 8 3, 9 - 91, 4 7 5, í ±3,2 7 í , 3 - 8 í ,

8i,6±2,8 7 7,9-85,9 6 0,2±2,9 53,3-65,3

78,0±0,9 77,4-78,6 63,4±0,8 62,8-64,0

< í 9 57 ) i» o d i f i c a d o , a 3 7 • C

RN

9 7 , í + 1 , í  94,;  

79,0+3,3 71,<

91, 3±0, 9 ?Ç>,i

-98,8 

-83,7 

-91,9

-í»
■o



além de não se sobreporem, ficam bastante separadas. Assim ficou, 

claro que quando num determinado exame se obtivesse um PN carac­

terístico de indivíduo CHEi UA e um RN mais próximo ao dos in­

divíduos CHE1 U, estaríamos frente a um indivíduo CHEi UF.

Apesar destes dados obtidos pelo método de Kalow e Genest 

(Í957) modificado, a 37‘aC, mostrarem-se favoráveis a esta iden­

tificação, não houve possibilidade de se continuar utilizando 

este método, uma vez que o único aparelho disponível (Variant 

Techtron 635) para uso, na faixa de leitura em ultravioleta, com 

banho-maria acoplado, apresentou uma série de problemas que im­

pediu a continuidade do seu uso. Por este motivo, foi criado o 

método descrito no item 2.2.2., que não necessita de espectro- 

f otômet r o com 1e i tur a na fa ixa de luz u 11r av i o 1eta e nem banho-

mar i a. acoplado. Este método também se mostrou eficaz na sepa­

ração do fenótipo CHEi UF, o qual se identifica, neste caso, 

porque apresentam PN com valor intermediário entre os dos indi­

víduos CHEi UA e CHEi U e RN igual aos dos indivíduos CHEi U 

(Tabela 7).

3.2 ~ AMOSTRA POPULACIONAL

As médias (± D.P.) e as amplitudes de variação, das por­

centagens de inibição dos fenótipos encontrados, estão na Tabela

8 .
As freqüências do fenótipo CHEi UF e do alelo CHEÍ&F, 

classificadas por grupo racial são mostradas na Tabela 9. As 

freqüências deste alelo foram de 0,60% +. 0,34% em brancos e

0,49% ± 0,i7% em negróides. Como não houve diferença entre estes

dois grupos (t~0,30, P > 70%), podemos estimar a freqüência

50



Tabela 7 Porcentagens médias de inibição <± D.P. ) e respectivas amplitudes de variação 
(A.,VJ, referentes à. amostra de padronização da técnica, classificada por fenótipo e 
ti po de i ni bi dor „

Fenót i po

CHEi U 

CHEI. I.JA 

CHEi UF 

»(■ Método F

N PN

.1.5 73,6 ± 1. ,9

1.4 48,7 ± 2,6

2 6 0, 4 ± 1. ,3

> r o p o s t o pelo presente t r a i:> a lho»

RN

'"a .’ 07  "Í5"±"d7 p 7 Ã707

70,0 •••• 76,9 94,8 ± 1., 2 9 0 , 1 - 9 6 , 7

45,6 - 51.,3 68,4 ± 2,3 64,0 - 70,6

59,4 - 61. ,4 92,4 ± 0,8 91,8 - 93,0



Tabela 8 ~ Porcentagens médias de inibição com respectivos desvios padrões e amplitudes de 
variação, obtidas para os fenótipos da amostra da populaçao de Curitiba •*.

x ± d p ” ã .O. x ± d7 p 7   Ã .v T

wFl~Ü~~~ IÍ3Í 72T? ± íTó” 6?~8~-77~9 Ü T Ã  ± í~,2~ ÍÍ74~?67Í

CHEi UA 22 48,3 ± 2,9 43,2-53,2 68,3 ± 2,9 62,4-7 í, 4

CI-IEÍ UF ii 62,8 ± 3,8 56,4-68, í 9i,7 ± í,í 89,4-93,2

CHEi Al< i 39,7 - - 58,8

* Método proposto pelo presente trabalho.

cnw



Tabela 9 - Frequências do fenótipo CI-IEi UF i

Grupo racial N

Brancos 25i

Mulatos claros 249

Mulatos médios 234

Mulatos escuros 243

Negros 92

Negróides 8.1.8

Total .1.069

Método proposto pelo presente trabalho.



t? cio alelo Ch'F.i*t- , de acordo- com o grupo racial *.

CHEi UF (X >

 íTiõ"..

0,80 

0,85 

i ,65 

0 , 00

0,98 

1 ,03

CHEi*F (~%± "D. P . ) 

0 , 60 +. 0, 34

0, 40 ± 0, 28

0,43 ± 0,30

0,82 ± 0, 4i

0 , 00

0,49 ± 0,17

0,51 ± 0,15

Cflco
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total para essa amostra de Curitiba como sendo cerca de 0,51% ± 

0,15%.

Foi feita uma análise de correlação entre a atividade da 

colinesterase do soro e as variáveis: sexo, idade e cor. Destas 

variáveis, somente se mostraram correi a c ionadas com atividade, 

as seguintes: sexo (P < 0,001) e cor (P < 0,01). A atividade é

maior no sexo masculino, e também aumenta à medida que aumenta o 

c omp onen t e c au.c asó ide.

3.3 - AMOSTRA DE INDIVÍDUOS DE FENoTIPO Ci-IEl UA

Esta amostra, constituída de 48 indivíduos, apresentou uma 

absorbância média de 0,38? ± 0,089. Quanto às porcentagens de

inibição, a média foi de 70,0% quando se usou o Ro2--0683 (62,0% 

a 75,0%) e de 50,0% quando o propranol foi utilizado (43,0% a 

54,0%).

3.4 - CÜKFI.RMACa O DOS RESULTADOS

Nesta etapa, que utilizou o método de Kalow e Genest 

(1957) modificado, a 25°C, foram analisados inicialmente 31 

indivíduos r et i r ad os d a p op u 1 aç ão de Curitiba, sen do 10 CI-IE1 U , 

í0 CHEí U A , 10 CHEí UF e í CHEi AK. As médias das porcentagens

de inibição quanto aos inibidores dibucaína, fluoreto de sódio, 

propranolol e Ro2~0683, bem como os desvios padrões e amplitudes 

de variação dos fenótipos se encontram na Tabela 10. Posterior­

mente, analisaram-se mais 28 indivíduos, pelo mesmo método, 

retirados daqueles 48 CHEí UA, que Foram, anteriormente,



Tabela 10 - Porcentagens médias de inibição <± D.P.) e respectivas amplitudes de variação (A.V.), 
classificadas por fenótipos e tipo de inibidor ».

Fenótipos N DN FN PN RN

x ± D.P. A.V, ± D.P, A.U, ± D.P- A.V. ± D.P. A.V,

CHEi U 10 79,2±2,6 76,3-84,2 6i,0±4,0 57,2-69,5 80,0+2,5 76,8-84,2 95,9±2,0 92,6-98,5

CHEI UA 10 59,5±3,3 52,8-65,0 48,3±5,i 42,2-55,5 Ó0,4±5,0 50,0-66,7 73,4±3,6 68,9-79,5

CHEi UF 10 71,0+3,4 66,1-76,1 49,3±7,5 41,6-60,8 68,5±2,0 65,6-71,7 92,i±3,í 88,9-98,2

CHEi Al< 1 46,4 48,5 48,5 54,5

•» Método com base em Kalow e Genest (1957) modificado, a 25®C.

oiM
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examinados para verificação dos fenótipos CMEí Al< „ As amplitudes 

de variação dos números de inibição obtidas para estes 28 

indivíduos foram as seguintes: DN ~ 52,4-69,3; FN - 40,4-58,1;

RN = 67,3-82,7 e PN - 50,0-66,7.
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IV - DISCUSSãO

4.1 - ANãLISE SOBRE A PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA

4.1.1 - Método de Kalow e Genest (Í957) modificado, a 37°C.

E s t e r e s 1.11t a. d o é d e i n t e r e s s e , pois n o p r e s e nte t rab a l h o 

foi a primeira vez que o propranolol foi introduzido no método 

de Kalow e Genest (1957) a. 37“C, mostrando-se um inibidor

eficiente n e s t a. t e m p e ratura,

As porcentagens de inibição obtidas no presente trabalho, 

por este método (Tabela 11), foram comparadas com as

porcentagens de inibição obtidas pelo mesmo método aplicado a 

25°C por Whittaker e cols. (1981), Evans e Wardell (1984) e

Whittaker (1984). Esta. ta.bela_ mostra amplitudes de variação dos 

DN, FN, RN e PN para alguns fenótipos da colinesterase do soro. 

Analisando-se os valores de DN e RN encontrados para. o fenótipo 

CHEí U pelos diferentes investigadores, observa-se que as am­

plitudes de variação obtidas no presente trabalho, o qual utili­

zou temperatura de 37°C, são comparáveis com as obtidas pelos

outros autores, que utilizaram 25°C. 0 mesmo ocorreu em relação 

aos fenótipos CHEi UA e CHEÍ UF» Assim corroboram-se resultados 

encontrados por outros autores (Lee e Robinson, 1967; King e



Tabela 1. 1. ■••• Comparação cjas amplitudes cie variaçao dos números de inibição, obtidos pelo presente
trabalho e por Zsigmond e cols. (1.980), com a utilizaçao do método de Kalow e Genest
(1.957), modificado e aplicado a 3 7w Ü , com aqueles obtidos por outros investigadores
q u e u t i 1 i z a r a m e s t e m e s m o m é t o d o , a p 1 i c a d o a 2 5 w C „

Fenót i pos N .. ..... ON " ..... FN ........." RN PN Invest i gadores

CI-IE1 ü".. ....:.... 70,6-83,4* ....::.... . ’*** ****
Zsigmond e cols. (1980)

236 .... 1 .... 79, 0-85,4* Whittaker e cols. (1981)
476 80 , 0-83 , 5 5?,0-63,5 93,5-97,5 Evans e Wardell (1984)
1.00 78,0-83,0 56,0-69,0 ... Wh i ttaker (1984)
1.5 74,3-81. ,8 83,9-91,4 94,7-98,8 71 ,3'-81, 7 Presente trabalho

68, 8 -81. , 4# Presente trabalho

CHEÍ. UA .... .... 56,3-77,7# Zsigmond e cols. (1.980)
223 .... ... 55, 9-70,1* Whittaker e cols. (1981)
1.69 58,0-68,0 45,5-53,0 66,5-80,0. Evans e Wardell (1984)
77 48,0-69,0 44,0—54,0 ... Whittaker (1984)
1.4 59, 6-71., 1. 77,9-85,9 71,9-83,7 53, 3'-65,3 Presente trabalho

54, 4-65,9» Presente trabalho

CHEí ÜF 59 .... ... 68, 3 -78,3# Whittaker e cols. (1981)
1.5 72,0-8.1,0 41,5-56,5 91,0-1.00,0 Evans e Wardell (1984)
86 70,0-83,0 46,0-54,0 Whittaker (1984)
02 70,7-71,0 77,4-78,6 90,6-91,9 62, 8-64,0 Presente trabalho

61., 7-65, 1 )'• Presente trabalho

Ampl itudes de var• i a ç a o c a 1 c: u 1adas com base na média ± 2 D . P ..

tffCO
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Dixon, Í970; Zsigmond e cols., 1980), os quais indicam que a

inibição por Ro2-0ó83 é pouco influenciada pela temperatura.

Comparando-se, ainda, os PN obtidos no presente trabalho 

com os obtidos por Whittaker e cols. (1981), nota-se o mesmo 

comportamento, indicando que a inibição pelo propranolol também 

não deve sofrer grande influência da temperatura.

Observando-se, porém, os FN contidos nesta tabela, 

verifica-se que há uma diferença grande entre as porcentagens de 

inibição obtidas no presente trabalho, com aquelas obtidas pelos 

outros três investigadores. Isto realmente era esperado uma ves 

qu.e em nosso t raba 1 ho ut i 1 i zamos uma conent r ação de 2, 5xí 0“*fí 

d e f 1 u oreto de s ó d i o c o m t e m p e r a fura de r e a ç ã o d e 3 7 ® C (2. s i g m o n d 

e cols., 1980), enquanto os outros investigadores utilizaram 

5,0xi0~aH deste inibidor, com temperatura de reação de 25°C 

(Harris e Whittaker, í 9 6 í) 0 que se observou, entretanto, foi

que os valores obtidos no presente trabalho para o FN (Tabela 

ií), foram maiores que os encontrados por Zsigmond e cols. 

(Í980). Como pode-se observar nesta tabela, nossos menores 

valores de FN são semelhantes aos valores mais altos encontrados 

por Zsigmond e cols. (1980). Uma possível justificativa para 

este resultado é a sensibilidade da inibição pelo fluoreto de 

sódio a mudanças de temperatura. A possibilidade de ter havido 

uma diferença de temperatura entre o banho termoestatizante 

(local onde foi medida a temperatura de 37‘3C > e a cubeta onde 

estava ocorrendo a reação, pode ser sugerida para explicar esta 

diferença com relação a Zsigmond e cols. (Í980), que adota 37°C„ 

Estes autores mostraram que uma mudança de temperatura de 37**C 

para 3í<:>C eleva as porcentagens de inibição. Portanto, se na 

cubeta onde estava ocorrendo a reação a temperatura fosse menor



60

que 37”C , obter íamos realmente valores maiores aos encontrados 

por aqueles pesquisadores.

Os valores de nossa determinações, assim como os obtidos 

por Zsigmond e cols. (Í980), não foram muito eficientes na 

identificação dos indivíduos CHEi U F , uma ves que os menores 

valores obtidos para os CHEi U imbricam com os maiores obtidos 

para os CHEi UA. Assim, em análises posteriores, optamos por não 

ma i s ut i1 i zar o i ni bi dor f1uoreto de sód i o ,

4.1.2 - Método proposto pelo presente trabalho.

Comparando-se as amplitudes de variação dos indivíduos 

CHE i U e CHE i U A , ob t i d as p ar a o IR N , n o mét od o p r op os t o p e I o 

presente trabalho, (Tabela 8) com aquelas obtidas por Horrow e 

Motulsky (.1968), de 82,0 a 96,0 e de 43,0 a 67,0, 

respectivamente, observa-se que os valores obtidos no método 

proposto pelo presente trabalho, para os indivíduos CHEi U, 

aproximam-se daqueles obtidos por Horrow e Motulsky (1968), 

porém os valores obtidos por estes autores para os indivíduos 

CHEi UA estão bem abaixo aos encontrados no presente trabalho, o 

que leva a pensar que a enzima codificada pelo alei o CHEí#A seja 

mais sensível às mudanças que foram realizadas no presente 

trabalho em relação ao método original. Horrow e Motulsky (i968) 

colocam o substrato em temperatura ambiente e depois levam os 

tubos ao banho-maria. No presente trabalho, o substrato já 

estava no banho-maria, portanto, a 37taC, antes de ser acrescido 

ao tubo para iniciar a reação. Este procedimento parece dar mais 

precisão ao método, fornecendo menores amplitudes de variação.
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A partir das porcentagens de inibição (RN e PN) 

encontradas pelo método de Kalow e Genest (Í957) modificado, a 

37“C e pelo método desenvolvido no presente trabalho, foram 

calculadas amplitudes de variação (x + 2 D.P.) utilizadas em 

dois gráficos (Figuras í e 2, respectivamente), os quais mostram 

boa discriminação dos fenótipos CHEí U, CHEí UA e CHEí UF» 

Também a partir das porcentagens de inibição (DN e PN) relatadas 

no trabalho de Whittaker e cols. (Í98Í), foram calculadas 

amplitudes de variação (x ± 2 D.P.), usadas no sráfico da Figura 

3, utilizado para comparação com nossos resultados. 0 que se 

observa pela comparação dos três gráficos é que todos estes 

métodos servem para discriminar o fenótipo CHEí UF.

4.2 - ANALISE DA AMOSTRA POPULACIONAL

As frequências do a leio CHEÍ&F foram de 0,60% ± 0,34 % em 

brancos e 0,49% ± 0,17 em negro ides, não diferindo entre estes

grupos raciais (t - 0,30; P > 70%). Este alelo, portanto, não se 

comporta como o CHEí#A que mostrou uma freqüência menor (0,84% 

±0,20%) e m ne g r 6 i des, quan do c omp ar ado ao s cauc asó ides (í ,5 % ± 

0,27%) na população de Curitiba (Chautard-Freire-Maia e cols., 

í 984b.) .

A freqüência total do alelo encontrada nesta amos­

tra foi de 0,5Í ± 0,í5%. Esta freqüência não difere da apresen­

tada por Simpson e Kalow (í965>, de 0,49% ±0,:íí% (t =0,11; P >

90%>,que estudaram uma população trihíbrida (branca, negra e ín­

dia) do nordeste do Brasil. Nesta população trihíbrida composta 

de 2í38 indivíduos, as estimativas dos componentes raciais indi­

caram 58,6% de genes de origem caucasóides, 80,:í% de genes de
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- Gráfico feito a partir dos valores médios í± 2 D.P.) 

de RN (ordenada) e PN (abscissa), obtidos da ti pagem 

de plasma de Í5 indivíduos CHEi U, 14 CHEí UA e 2 

CI-IEi UF, pelo método de Kalow e Genest (Í95?) 

mod i f i cado, a. 37 °C..
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RN.
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Figura 2. Gráfico Peito a. pa.rtir dos valores médios <± 2 D.P»)

de RN (ordenada) e PN (abscissa), obtidos da tipagem 

de plasmas de Í5 ind i víduos CHEí U, 14 CHEí UA e 2 

CHEí UF, peílo método proposto pelo presente trabalho.
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Figura 3

DN.
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60

- Grá-Fieo -Peito a. partir dos valores médios (± 2 D.P.) 

de DN (ordenada) e PN (abscissa), obtidos por 

Whittaker e c o l s . , (i93i), na análise de 236 indiví­

duos CHEí U, 223 CHEií UA e 59 CHEí UF.
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origem negra e 11,3% de genes de origem indígena (Krieger e 

cols., 1965). Tashian e cols. (1967), analisando índios Xavantes 

do Mato Grosso, não encontraram o alelo CHEi#Fm Arends e cols. 

(1967) examinaram três populações indígenas da América do Sul 

(Venezuela e Bolívia) onde também não encontraram este alelo, 

levando-os a sugerir sua possível ausência nos índios da América 

do Sul. Supondo-se, portanto, que o alelo CHEí.*F estivesse 

ausente no contingente indígena que participou da -Formação da 

amostra trihíbrida estudada por Simpson e Kalow (1965), a 

freqüência encontrada por estes autores* para a população 

nordestina poderia ser uma subestimativa para caucasóides e 

negr •:'< i des. Se nesta população a contribuição de genes de origem 

indígena foi de 11,3%, pode-se concluir que a freqüência do 

alelo C'HEí*F, entre caucasóides e negróides, estaria em torno de 

0,55% ± 0,12%. Esta freqüência também não difere da encontrada,

no presente trabalho (0,51% ± 0,15%; t ~ 0,20; P > 80,0%). Como, 

entretanto, a fração indígena é pequena (11,3%), deve-se 

considerar que apenas com base nestas comparações não se pode 

excluir a possibilidade da existência do alelo CHEÍ#F em indí­

genas que contribuí r am para a f or mação do nordestino br as i1e i r o . 

Seria i n t eressan te, em novos t rab a1hos, ver i f i c ar se o a1e 1 o 

CHEí*F ocorre em nossos indígenas, uma vez que existe apenas o 

trabalho de Tashian e cols. (1967) a este respeito.

A freqüência encontrada no presente trabalho também é b a s ­

tante próxima à encontrada por vários autores (Tabela 1) 0,41% 

( í ur qu i a-Say ei< e cols., 1976), 0, 49% (Gã.mb i a-Wh i 11 al< er , 1968fcl.) , 

0,66% (U .8.A .-Garry e cols., 1972), 0,46% (Bulgária-Steegmüller,

1975), 0,53% (Australia-Propert e Brackenridge, 1976).

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

para a amostra populacional, foi feito o gráfico da Figura 4,



onde se encontra a distribuição dos fenótipos CHEí U, CHEí UA, 

CHEí UE e CHEí Al< (amplitudes de variação, ver Tabela 8). Como 

já. era esperado, os indivíduos CHEí UF -Ficaram separados dos 

CHEí U e mais ainda dos CHEí UA. Nota-se, ainda, neste gráfico, 

que os indivíduos CHEí UF -Foram separados dos CHEÍ U graças ao 

propranolol (PN), pois as porcentagens de inibição obtidas com 

este inibidor é que se mostraram mais baixas para os primeiros. 

Assim fica demonstrada a eficiência deste inibidor na separação 

dos indivíduos CHEí UF .

0 método proposto pelo presente trabalho mostrou-se, por­

tanto, eficiente na separação dos indivíduos CHEí UF. Desta 

maneira, o seu uso facilita a identificação destes indivíduos, 

uma vez que é um método simples de ser usado e que permite a 

determinação de vários fenótipos num mesmo dia. Além disto, não 

há necessidade de aparelhagem especial, ou seja, não é preciso 

espectrofotômetro com faixa de leitura em ultravioleta e nem 

b anho-mar ia ac op1ad o . E 1 i m i na-se desta maneira, t ambém, o i nc on • 

veniente do método de Kalow e Genest (i957) que necessita 

incubação prévia do inibidor Ro2~#é83, o que torna a aplicação 

do método desses autores mais demorado para verificação de 

grande número de amostras.

Entre os indivíduos analisados na população de Curitiba, 

u IV! a p r e s e n t o u c o m p o r t a m e n t o d i -F e r e n te dos de m ais, m o s t r a n d o R N 

de 58,8 e PN de 39 ,7 > valores estes abaixo cios mínimos 

encontrados para os fenótipos Ci-IEí UA (62,4 e 43,2/ respectiva- 

ment e ) .

A princípio ficou a dúvida se este indivíduo seria CHEí AF 

ou CHEí Ai< uma vez que não dispúnhamos de soros padrão para com-
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paração. Na amostra estudada por Fontoura (1989, comunicação 

pessoal), que trabalhou com indivíduos intoxicados por 

organofosforados, uma moça apresentou valores de RN e PN muito 

próximos aos deste indivíduo (56,2 e 37,5, respectivamente). 

Examinando-se soros de seus pais, pode-se observar que nenhum 

deles era CHE1 U F , reforçando a hipótese de que estes fenótipos 

seriam CHEÍ Al<» Esta afirmação foi comprovada após a análise de 

confirmação dos resultados, com a utilização do método de Kalow 

e Genest (1957) modificado, 25°C, do qual se possuía valores de 

referênci a .

4.3 - ANÁLISE DE CORRELAÇÁO ENTRE AS VARIÁVEIS SEXO, IDADE, COR

E ATIVIDADE DA COLINESTERASE DO SORO

Na análise de correlação feita entre atividade da 

colinestera.se do soro e as variáveis sexo, idade e cor, a. 

atividade se mostrou correlacionada com sexo e cor. Em média, os 

homen s a.p r esen t ar am ma i or at i v i d ade , b em c orno os i nd i v í duos com 

menor componente negróide. Simpson e Kalow (1963), Propert e 

üraci<enr i dge (1976), Stueber-Odebrecht e cols. ( í985) t ambém 

encontraram maior atividade desta, enzima no sexo masculino. 

Entretanto outros autores, como Callawaa e cols. (1951), Vorhaus 

e Kark (1953), Wetstone e cols. (1965), Simpson (1966), 

Guerreiro e Chautard-Fre i re-Ma. i a (1984), Primo-Parmo e cols. 

(1986), não notaram nenhuma influência do sexo sobre a atividade 

da enzima.

Van Ros e Vervoort (1973) e Stueber-Odebrecht e cols. 

(1985) en c on t r ar am, t amb ém, ma. i or at i v i d ad e da c o 1 i n est er ase d o 

soro em negros do que em caucasóides, enquanto Guerreiro e
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Chautard-Freire-Maia (Í984) não observaram este resultado em 

dados do norte do Brasil.

4.4 - ANALISE DOS FENÓTIPOS CHEi U A , COM A FINALIDADE DE

EVIDENCIAR FENÓTIPOS CHEI Al<.

Como já citado anteriormente, Evans e Wardell (1984) 

encontraram í í , 5% ± 2,3% de indivíduos CHEi Al< entre os CHEi UA

e Whittaker e Britten (1985) encontraram uma Frequência de 13,3% 

± 2,5%, ob t end o , portan to, r esu11ad os p r óxi mos aos an teri or e s .

Com o intuito de se verificar a Frequência de CHEi AK 

e n tre os i n d i v í d u. o s C H E í U A , F o r a m a n a 1 i s a d o s 4 8 d e s t e s 

indivíduos e a partir das porcentagens de inibição obtidas (RN e 

P N ) F o i F e i t o o g r á f i c o d a l;r i g u r a 5.. N e s t e g r á F i c o F o r a m 

colocados, também, os valores de RN e PN do indivíduo que se 

d e s t a c o u. q u a n d o d o e x a m e d a a m o s t r a p o p u 1 a c i o n a 1 , p o r a p r e s e n t a r 

valores mais baixos que os dos indivíduos CHEi UA. Sua posição 

está i nc 1 u í<ja num c írculo, para dest aqu.e .

A princípio, observando-se o gráfico, pensou-se que os 

c i n c o r e s u 11 a d o s a p o n t a d o s p u d e s s e m ser d e i n d i v í d u. o s C H E í A K . 

Baseamo-nos, inicialmente, em afirmações de Evans e Wardell 

(Í984) e Whittaker e Britten (Í985), que dizem serem os valores 

para este fenótipo, muito próximos aos do fenótipo CHEi UA. Pen­

sou-se, ainda, que o resultado que se destaca dos demais e que 

está incluído num círculo Fosse de indivíduo CHEi AF. Posterior­

mente, com os resultados obtidos na etapa de confirmação de re­

sultados Ficou claro que o único indivíduo CHEi AK era aquele 

bem separado dos demais. Os outros cinco eram CHEi UA pos­

suidores de valores mais baixos de RN e PN. Assim, o método pro-
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posto no presente trabalho deve ser eficaz, também, na identifi­

cação do fenótipo CHEí AK . Os indivíduos CHEi AK se separam

melhor dos CHEí UA quando se utiliza Ro2~0683 como inibidor

(Whittaker e Britten, 1985). Assim, este indivíduo que se desta­

cou dos demais, ao ser analisado anteriormente por Chautard-

Freire-Maia e cols. (1984Jb.), que utilizaram o método de Morrow e 

Motulsky (1968), foi classificado, erroneamente, como CHEí AF, 

uma vez que não se tinha conhecimento do alelo CHEÍ*K até aquele 

momento. Outros autores que não utilizassem Ro2-0683 como 

inibidor, poderiam atribuir a este indivíduo o fenótipo CHEí UA, 

devido à pequena separação dos fenótipos CHEi UA e CHEí AK com 

outros inibidores. Assim, incluindo este indivíduo nos 48 CHEí 

UA analisados, teríamos 1 CHEí AK em 49 supostos CHEí UA, o que

nos forneceria uma Freqüência de 2,04% ± 2,02% de indivíduos

CHEí AK entre os supostos CHEí UA. Esta Frequência é 

significativamente diferente da encontrada por Evans e Wardell

(1984), de 11,5%; ± 2 , 3 %  (t - 2,01; P < 5,0%) e também da

encontrada por Whittaker e Britten (1985), de 13,3% ± 2,5% (t - 

2,25; P < 5,0%).

Existem três possíveis explicações para esta diferença- a 

P r i meira é que , em nossa p op u 1 aç ão, a f r e qü.ên c i a d o alelo CHEi *K 

realmente seja mais baixa do que na população residente na 

Inglaterra, analisada pelos dois autores citados acima. Isto, 

porém, parece pouco provável, uma vez que nossa população 

caucasóide não mostrou diferenças, quanto as freqüências dos 

alelos CHEi»A e CHEi#F, quando comparadas com outras populações 

européias. A outra possibilidade é que haja inadequação do 

método proposto no presente trabalho para a separação dos 

indivíduos CHEí AK. Esta hipótese parece pouco provável, uma vez 

que o método separou muito bem um dos indivíduos dessa população
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de Curitiba e também outros dois indivíduos de uma amostra de 

intoxicados, analisada por Fontoura (í.989, comunicação pessoal). 

Como se poderá verificar na análise de confirmação dos 

resultados, somente 1 dos 49 indivíduos, antes ti pados como CHFí 

UA, pode ser considerado CHEi Al<. A terceira possibilidade, que 

parece a mais provável, é que nas amostras analisadas por Evans 

e Wardell (1984) e por Whittaker e cols. (1985) tenha havido uma 

superestimativa na freqüência dos indivíduos CHEI AK, uma vez 

que a amostra de CHEi UA estudada por estes pesquisadores foi 

averiguada a partir de indivíduos, susceptíveis à apnéia 

prolongada, devida ao uso do suxametónio. Se ambos tivessem o 

mesmo risco de desenvolverem apnéia prolongada, após o uso do 

suxametônio, a proporção de fenótipos CHEi A K , dentro do grupo 

daqueles considerados como CHEi UA, deveria corresponder à fre­

qüência do aleío CH&i-xK da população. Entretanto, como o alelo 

CHEi *K condiciona cerca cie 33,0% a menos de moléculas da

colinestera.se do soro do que o alelo CME$.*U, é de se esperar que

o indivíduo de fenótipo CHEi AK apresente risco mais elevado do 

que o de fenótipo CHEi UA. Em vista disto, a estimativa da.

freqüência do alelo CHEi*K, a partir da. proporção do fenótipo

CHEi AK detectado entre apnéicos ou seus consanguíneos 

considerados como de fenc«tipo CHEi U A , irá se constituir numa. 

super est i mat i va da. freqüência com a qual este alelo ocorre na 

população.

4.5 -• ANALISE DA CONFIRHAÇãO DOS RESULTADOS

Inicialmente, foram analisados 3í indivíduos retirados da 

amostra populacional, sendo i0 CHEi U, i0 CHEi U A , Í0 CHEi UF, e
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1 CHEi AK. 0 objetivo desta análise Foi realmente comprovar se 

os indivíduos tipados como CHEI UF e CWEí Al< haviam sido tipados 

corretamente, uma vez que o método utilizado Foi criado no pre­

sente trabalho, não havendo dados de re-Ferência para compro­

vação. As amplitudes de variação, para os fenótipos CHEÍ U, CHEí 

UA e CHEÍ UF, obtidas quanto a DN, FN, RN e PN, utilizando-se o 

método com base em Kalow e Genest (1957) modificado, a 25°C, se 

encontram na Tabela 12, juntamente com os valores obtidos por 

Whittaker e cols. (1981), Evans e Warde11 (1984) e Whittaker

(1984). Observando-se esta tabela, nota-se que os valores 

obtidos no presente trabalho aproximam-se aos dos outros inves­

tigadores, comprovando, portanto, os resultados obtidos quanto 

aos fenótipos. 0 indivíduo que apresentou RN de 58,8 e PN de 

39,7, e Foi fenotipado como CHEi Al<, apresentou os seguintes 

resultados, quando foi utilizado o método base de Kalow e Genest 

(1957) modificado, a 25°C: DN - 46,4; FN = 48,5; RN = 54,5 e PN 

- 48,5. Comparando-se os resultados de DN, FN e RN, com aqueles

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

que o mesmo deve ser realmente CHEí Ai<, principalmente pelos 

valores de RN e FN. 0 DN obtido no presente trabalho (4ó,4)_é-um 

pouco mais baixo que os obtidos por Evans e Wardell (1984) paraI
os CHEí A K , porém, para os fenótipos CHEí U, CHEí UA e CHEí UF, 

os valores obtidos no presente trabalho sempre se iniciaram um 

pouco abaixo, é possivel que isto seja devido às diferentes 

condições de trabalho, de um laboratório para outro. 0 valor de 

PN obtido no presente trabalho (48,5) não pode ser comprovado, 

uma vez que ainda não houve nenhum trabalho a este respeito, ou 

seja, os indivíduos CHEí AK não Foram verificados com a 

ut i1 i zação deste inibi dor.



Tabela 1.2 - Comparação das amplitudes de variação dos números de inibição, obtidos pelo presente 
trabalho, com a utilização do método de Kalow e Genest (1957), modificado e aplicado a 
25®C, com aqueles obtidos por outros investigadores, na mesma temperatura.

Fenót ipos 

CI-IEl. U

CHEí IJA 

CHEí UF

* Ampli tudes

N DN N RN PN Invest i gadores

236
476
1.00
1.0

80, 0 -83, 5 
78,0-83,0 
76,3-84,2

57.0-63,5
56.0-69,0 
57,2-69,5

93, 5 -97, 5 

92,6-98,5

79,0-85,4*

76,8-84,2 
75,0-85,0*

Whittaker e cols. (1981) 
Evans e Ulardell (1984) 
Whittaker (1984)
Presente trabalho 
Presente trabalho

223
1.6977
1.0

58.0-68,0
48.0-69,0 
52,8-65,0

45,5-53,0 
44,0 54,0 

5

66,5-80,0 

68,9-79,5

55,9-70,i*

50,0-66,7 
50,4-70,4*

Whittaker e cols. (1981) 
Evans e Wardell (1984) 
Whittaker (1984)
Presente trabalho 
Presente trabalho

59
1.5
86
1.0

72.0-81,0
70.0-83,0 
66, 1.-76, 1.

41,5-56,5 
46,0-54,0 
41. , 6 - 6 0 , 8

91. ,0-1.00, < 

88,9-98,2

68,3-78,3*

65,6-71. ,7 
64,5-72,5*

Whittaker e cols. (1981) 
Evans e Wardell (1984)
Wh i ttaker (1984)
Presente trabalho 
Presente trabalho

de variação calculadas com base na média ± 2 D.P.



Tabela i.3 - Amplitude de variação dos números de inibição de alguns -Fenótipos do loco CHEi do tra 
balho de Evans e Wardell (1984) e números de inibição obtidos no presente trabalho.

Referências Fenótipos do loco CHEi N DN FN RN

Evans e Wardell (1984)*

AF 7 43,0-52,0 27,0-36,5 58,0-69,

AK 22 47,5 58,0 33,0-48,0 49,0-66,

AJ 3 40,0-46,5 35,5-39,0 40,0-48,

Presente trabalho •» AK 1 46,4 48,5 54,5

•» Método de Kalow e Genest (í.957) modificado, a 25°C„
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Posteriormente, Foram analisados os 28 indivíduos, retira­

dos daqueles 48 CHEí UA, que -Foram anteriormente examinados para 

verificação dos CHEí Al<. Estes indivíduos foram escolhidos, 

porque apresentaram valores de RN e PN menores que os outros 20 

e, portanto, tinham maior probabilidade de serem CHEí Al<. Como

já citado anteriormente, as amplitudes de variação dos números 

de inibição obtidas para estes indivíduos, com a utilização do

método base de Kalow e Genest (1957) modificado, a 25°C, foram

as seguintes: DN » 52,4-69,3; FN = 40,4-58,í; RN « 67,3-82,7 e

PN - 50,0-60,7« Comparando-se estes resultados com aqueles dos 

CHEÍ UA incluídos na Tabela Í2, verifica-se que todos devem ser 

CHEí UA. Ainda com o intuito de verificar se entre estes indiví­

duos não se destacariam alguns CHEí Ai<, foram feitos seis gráfi­

cos, nos quais se colocaram dois a dois os diferentes números de 

inibição: DN, FN, RN e PN. Estes se encontram nas Figuras

6, 7, 8, 9, .10 e íí. Observando-se estes gráficos, não se nota dis­

tinção aparente entre os 28 indivíduos CHEí UA incluídos no grá­

fico, reforçando a hipótese da ausência de fenótipos CHEí AK en­

tre eles. Apenas o indivíduo ressaltado por u.m círculo, o qual 

consideramos CHEí Al<, pode ser considerado como diferente dos 28 

d ema i s .

No gráfico da Figura 6 se encontra a distribuição de FN e 

DN. Os inibidores dibucaína e Fluoret o de sódio têm sido, por 

muito tempo, os utilizados pela maioria dos pesquisadores de 

variantes da colinesterase do soro. Como podemos observar neste 

gráfico, o indivíduo que consideramos CHEí AK não se destacou 

muito dos demais e por isto, seria antigamente ti pado como CHEí 

UA. Rubinstein e cols. (1978) foram os primeiros a observarem, 

utilizando estes inibidores, que certos indivíduos, por apre­

sentarem DN pouco mais baixos que os CHEí UA, se separavam dis~



77

64 +

* *

®
*

*

* * * 
*

* * *

* *
* *

40 .♦

42 48 54 60 6b' 72

Figura 6 -- Distribuição dos fenótipos CHEí UA e CHEi Al<, de 

acordo com os valores de FN (ordenada) e DN (abs­

cissa), obtidos pelo método de Kaiow e Genest (1957) 

modi-Picado, a 25°C.
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cretamente destes. Na Figura 7 observa-se a distribuição de PN e 

DN, onde o fenótipo CHEí AK se apresenta levemente separado dos 

demais sendo esta separação devida ao uso da dibucaína« A Figura 

8 mostra a distribuição do FN e RN, onde pode-se observar o 

•Fenótipo CHEÍ Al< separado dos demais graças ao uso do Ro2-0683. 

A Figura 9, que apresenta a distribuição de PN e FN, mostra que 

o Fluoreto de sódio e o propranolol não Formam uma boa combi­

nação de inibidores para discriminar os indivíduos CHEí AK. A 

Figura í 0, onde se encontra a distribuição de PN e RN, mostra 

uma boa separação do indivíduo CHEÍ AK, também, graças ao uso 

do Ro2~€>ó83. Assim, parece que podemos concluir qua a melhor 

combinação de inibidores para se distinguir os fenótipos CHEí 

AK, utilizando-se o método de Kalow e Genest (1957) modificado, 

a 25°C, é a dibucaína e o Ro2~Gó83. Isto pode ser verificado na 

Figura íi, onde aparece a distribuição de DN e RN, com perfeita 

separação do indivíduo CHEí A K .
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V - RESUMO E CONCLUSÕES

O objetivo inicial deste trabalho foi estimar a freqüência 

do alei o CHEt*F da col i nesterase do soro, numa amostra da 

população de Curitiba. Posteriormente, houve interesse em esti­

mar a freqüência do fenótipo CHEÍ AK entre os indivíduos consi­

derados como de fenótipo CHEí UA, uma vez que os primeiros, de­

pendendo do método utilizado, podem ser confundidos com os últi­

mos .

Para se alcançar esses objetivos, foi criado um método que 

i n t roduziu o i  ni bi d or p r opr ano1o 1, ut i1 izad o inicialmen t e por 

Whittaker e cols.(í98í), ao método de Morrow e Hotuísky (1968), 

que utilizava apenas o inibidor Ro2--0ó83, o qual isoladamente 

não conseguia detectar os indivíduos portadores do aí elo CH£'Í#F.

Por a m u t i 1 i z a d a s q u a t r o a m o s t r a s..» A p r i m eira (i e 1 as constava 

de 3í indivíduos de fenótipos CI-IEi U, CHEí UA e CHEí UF. Estes 

foram utilizados para se verificar a eficiência do método p r o ­

posto pelo presente trabalho. A segunda amostra, constituída de 

Í069 indivíduos da população de Curitiba (250 brancos, 249 mula­

tos claros, 234 mulatos médios, 243 mulatos escuros e 92 ne­

gros), foi utilizada com o objetiv>_ de se verificar a freqüência 

do alei o CH£i#F. A terceira amostra foi usada com o intuito de 

se identificar indivíduos de fenótipos CHEí AK entre os de fe­

nótipo CHEí UA e, finalmente, a quarta amostra foi utilizada 

para confirmação dos resultados obtidos com o método proposto



pelo presente trabalho. Para esta conf i rmação, foi empregado o 

método de Kalow e Genest (1957) modificado, a 25°C» para obten­

ção de valores de referência. A utilização deste método só foi 

possível no final do trabalho, quando o aparelho necessário para 

seu uso foi instalado em nosso laboratório.

Os resultados e as conclusões obtidos ao se analisarem es­

sas amostras foram os seguintes:

í) 0 método proposto pelo presente trabalho permite a

identificação do fenótipo CHEí UF.

2) As freqüências do alei o C'H£'.i*F encontradas na amostra

da população de Curitiba Foram 0,ó0% ± 0,34% em brancos e 0,49% 

± 0,í7% em negróides. Como estas freqfJênctas não diferiram sig­

nificativamente entre estes grupos raciais (t •= 0,30; P >

70,0%), a freqüência total foi estimada como 0,5:1% ± 0,í5%.

3) Foram estimadas as correlações entre a atividade da co- 

linesterase do soro e as variáveis sexo, idade e cor. Destas 

variáveis, somente se mostraram correlacionadas com atividade, o 

sexo (P < 0,00í> e a raça (P < 0,01). Em média, os homens apre­

sentaram maior atividade, bem como os indivíduos com menor com­

ponente negróide.

4) A freqüência de indivíduos de fenótipos CHEí Al< entre 

os de fenótipos considerados como CHEí UA foi de 2,04% ± 2,02%. 

Esta freqüência difere da encontrada por Evans e Wardell (1984) 

de 11,5% ± 2,31% (t » 2,01; P <  5,0%) e também da relatada por

Whittaker e Britten (1985) de 13,3% ± 2,52% (t =2,25; P <

5,0%). A justificativa que parece mais provável para estas 

diferenças é que as amostras analisadas por aqueles autores eram 

constituídas por indivíduos averiguados a partir de pessoas 

sensíveis ao suxametõnio. Se os riscos de apnéia prolongada, 

após uso de suxametõnio, fossem os mesmos para os indivíduos de
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fenótipo CHEÍ UA e CHEi AK , era de se esperar que a proporção de 

fenótipo CHEi AK, dentro do grupo daqueles considerados como 

CHEi UA, cor respondesse à. Frequência do alei o CHEí*K da

população. Entretanto, como o alelo CH£Í*K' condiciona cerca de

33,0% a menos de moléculas da colinestera.se do soro do que o

alelo CHEi#U, espera-se que o indivíduo de fenótipo CHEi AK

apresente risco mais elevado do que o de fenótipo CHEi UA. Em 

vista disto, a estimativa da frequência do alelo CHE.i#K', a 

partir da proporção do fenótipo CHEi AK detectado entre apnéicos 

ou seus consangüíneos, considerados como de fenótipo CHEi UA, 

irá se constituir numa superestimativa da freqüência com a qual 

este alelo ocorre na população.

5) Os exames feitos pelo método com base em Kalow e Genest 

(.1957) confirmaram os resultados obtidos com o método proposto 

no presente trabalho, quanto á. identificação dos fenótipos do 

loco CHE i, que encontramos na amostra de Curitiba.

6) A utilização conjunta dos inibidores Ro2-0ó83 e propra- 

nolol, no método proposto pelo presente trabalho foi de grande 

importância, sendo que o primeiro se mostrou mais eficiente na 

identificação do fenótipo CHEi AK e o último na identificação do 

fe nó tipo CH E í UE.

7) Pela primeira vez, o inibidor propranolol foi 

introduzido no método de Kalow e Genest <í957), modificado, na 

temperatura de 37°C. Mostrou-se também eficiente na 

discriminação do fenótipo CHEi UE, nesta temperatura.
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