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Foram estudadas técnicas para medida da atividade © 
f @not í pagem da enzima, considerando a adaptabi1i dad© da 
metologi a a laboratórios clínicos © d© pesquisa sem 
equipamentos sofistiçados. Mostrou-s© adequado para a medida 
d® atividade u® procedimento que utiliza propioniItiocoiina 
costo substrato, acoplado ao BTMB , sendo o ©nssio realizado a 
25°C. Para detecçio das variantes genéticas, o uso d© alfa- 
naftII acetato como substrato,foi otimizado associando os 
inibidores R02-0&83 © DL-propranoiol, em uma metodologia

e ímpios © rápida, ã m é l is@ conjunta dos perfis d© iniblçl© 
com R02-0&83 e DL-propranolol permitiu idontif icaçfSo bem 
discriminada dos fenótípos CHE1 U s CHE1 UF; CHE1 UA e CHE1 A . 
ás determinações da atividade ® fenotipagem nlo s© mostraram 
sensíve í s a presença d© EDTÃ, heparin®, bi i irrubin®, li pem i a 
e hemó1is@ moderada na amostra, â boa ©stabi 1 idade da enzima 
quando estocada a ~20oC permitiu utilizar u® pool d© soros 
como controle de qualidade para re p ro d u t  i h i l idade

xi i



1 IHTRODUÇ&Q

1 . 1  HISTÓRICO

O reconhecimento d© que o ©angu® contém uma subetSnci® 
capaz de deedobrar um ést@r d© colina ve® d© 1314. Dale, ob
servando que a eçü© d® acet i 1 col ina sobre o coraçUo do ^apo 
era muito rápid©, postulou que una ®nxim& esterâsica a decom
punha rapidamente ©ta collns © ácido ©cético Cl35).

De trabalhos pioneiros d© Lo©wi <123), no início doo 
ano® 80, caracterizaram a subatSncia liberada pela ©stímula- 
çSo do nervo vago em sapos, como um derivado d® col ina. Em 
1326 Loeui e Havrati1 observaram que © *vago-substância", ©n- 
teriormente caracterizada, ® a acetSIcolina ©ram indistinguí
veis @ ambss passíveis de destruiçlo por ©xtr®to© de coreçl® 
de sapo. 0 agente destrutivo era t©r®olábi! © po^^uía pro
priedades de enzima, ^©ndo considerado usa ©ei©res© CI23). 
Coube a Engelhart e Loewi, ©m IS30, demonstrarem conclusiva
mente que © acetilcolina ©r© o éster procurado e que usa en
zima, inibida pelo alcalóide ©serina, realisava sua hidrólis© 
(13).

Seguindo uma linha d® pesquisas co© esterases que 
atuam sobre ésteres d© col ina, Stedman et al Cl23), ©m 1932, 
descrevera© e purifiçaram pela primeira vez uma enzima do so
ro de cavalo que hidrolisav® a acetiIcolina, © chamara®-na de 
wcolína~e@ter®s©w, denominaçlo que per©late até hoje.

ã existência d© duas forsas? de "colina-esterase" foi 
demonstrada por Hallos @ Hawes ©m 1940, quando observara® que 
© enzima presente nos eriiróeitos era inibida em altas con
centrações de substrato, enquanto que © @kistente no soro au- 
pentava a atividade coa o incremento d© ©ubsirato (96).
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Kendel © Kudney ©m 1942, ©studando ae ©specifícidade© 
das col in©st©r®s©s, propusera® o noss© d® ps©udo-col ínesteras© 
àquelas qu© desdobrava® outros ésteres eléa dos colfnscos, ©
reservar@m o termo colinosterss© à enzima ©epecffica„ Hess© 
trabalho o& autor©® chasiam a enzima ©specific© d© col inest©- 
rase verdadeira, tersa© qu@ b® consagrou C96> .

0 estudo da col inesterssse séríca individualize“'®© da
quele das dosais esterase® apés a década d© 50, época que 
aarca a disponibilidade do reiaxante muscular succiniIcolína 
no mercado, © as primeira© observações qw© associam neduglo 
na atividade da enzima com a aç€o prolongada d@®sa droga <13, 
35).

à inihiçlo coi dibucaín®, uti1izada ®m 1S57 por Kalow
© Genest (85) p^ra identificar a variant© atípica da colines
terase, abriu um novo campo de pesquisa, onde Das(25), Sia- 
ron<123>, Liddel1<81>, Hnrri^<53) © Uhittaker(140), também m® 
destacam, descrevendo nova® variant©®.

Em 1988 Lockridg© et al. <84> descreveram a sequência 
completa de aminoácidos da enzim® sérica e três anos mais 
tarde, o grupo liderado por La Du caracteriza a variante atí
pica como uma mutação pontual no gene, uti1izando técnica® de 
DMA recombinante (93).

i . 2 càiãCTsaiiâçio m s  a a u m B m m m s
Bidrolase® que atuam sobre 1igaç5@s ésteres ©So chama

das esterases <53) .
Âs três principal© classe® d© esterases que catalisas 

a hidrdlis© de ésteres carboxí1icos, encontradas no sangue ©
extrato cie tecidos d© animai®, pode© ser caracterizadas con
forme suas preferências a substratos © @usc©ptibi1 idade a
ifilbidores, com© mostra © tabela I Cl20, 148).
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TâBELA I. GQnPkRkÇm ENTRE âS PRINCIPAIS ESTERASES SEGUNDO 
OILKINSON (148)

* + a *fr++1 r@atividade cr®BC©nt©.
** + a í inibiçSo crosc@ni@.

- : @®m reativldade.

Como regra, && ©st@ra@©s atua® ©obr© «ma ampla gama d® 
©ubstrat©®, o qu@ dificulta a classificaç*5o €131). A deeigna- 
çlo coí in@si©ras©, conforme Augustinsson €7), caracteriza @© 
©nzimas inibidas p@l© alcaléid© ©serina Cf isostigssina) na

mmfà. .concentração ú® 10 W?M.
0 ©engu© humano conté® dois tipo© d© cot inesterasesi 

aceti tcoi ina acet i 1 h í dro l as© EC 3.1. i .7 © ac H  colina scilhi- 
drotaae EC 3.1.1.8 . à aceti tcoi ina aceti ihIdr© 1 as® é t;* <fm 
conhecida como ac©tilcolin©st®rasef colinesb©rss© verdadeira, 
colinesterase ©ritrocitária, colina ®st*ras® I © ©ncontra-se 
ligada è membrana dos ©ritnócito© (59, 127). Forma© ©efâ©lhan
tes s%o encontradas na matéri a cinzenta do sistema nsrvo^o 
central, placa motora, terminações ©inápticas d© gipglios,
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líquido aura i ótico, pl acenia e membranas d© vários tec i dos 
<13, 141). Aponas uma fraçlo muito pequena oncontra-s© livre
no pl asisia C17) .

h açlo da acetiSco!inesterase no sangua n^o é conheci
da, mas sua participação no processo d© transmissão do impul
sos neuromuscu1 ares © na® sinapses nervosas tem sido ©xtonsa
rnento estudada (125).

Solúvel no plasma, a eciIcolina aciIhidro!@s© é usual
mente denominada colinesterase do ©oro, colinesterase do 
plasma, pseudocolinestersse, colinesterase nlo específica, 
co1inesterase tipo 11, buti r iI©o1á n@st@r ase, colinesterase 
tipo s ou simplesmente colinesterase C59, 127, 140). 0 fíga
do, ©ucos© intestinal, matérí© branca do sistema nervoso cen
tral , músculo lis© e adipócitos olo outro© sítios principais 
ond© s© encontram formas semelhantes dessa enzima <13, 72).

Apresentando mei a v ida entre B © 12 dias <47, 140),
supSe-se qu@ a colinesterase sérica ^eja d® origem hepática 
(138), sendo a principal estera&e circulante CS, 49).

Ho presente trabalho, usarem©© a notação ChS para a 
enzima eérica nlo específica © ãChE para a acetiIcolinestera- 
©e, descrevendo o termo col inesterase, indist intassente, mm 
duas enzimas.

1,3 à eOLIllSTEMSl S á ü O â
Ã col inesterase sérica humana CChE) é ue tetr^mero de 

subunidades id$ntica®, na sua principal forma circulante (35, 
90, Si, 112, 135).

0m morsdmeros apresenta® tr@s pontes de enKÔfre inter
nai e usa a cistina na posiçlo 571 capaz de formar uma ponte 
com outro monômero idêntico (83). ápós a reduçHo e ®!qui|@.çlo 
c$as pontes d® enxôfre intercadeias, a ensim© continua um te-
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tr&mero © coapleiemente ativa, concluindo-®© que @^ia© pio 
dispensável© pera a manutençSo d© estrutura ou atividade, © 
qu© a© suburs idades a© mantém unida© por lígeç5@® nio cova len
tes <85) .

Ursa protedl i s© suave com trip®in® libera u® pequeno 
peptídeo © dissocia o t@trÍ®.@ro ©i mon&meros, dfmeros ® trí- 
meroB, sem perda da atividad© d© cada fraçüo (8 6 ). Este seg
mento menor que 5.000 daltons, situado prdximo è superffcie 
da molécula, contribui para a ligaçlo hidrofdbica entre as 
subunidade® © contém a ponte dissu1 feto intercedeias <85).

0 tetrimero apresenta segundo Lockridge ©i a!,. <17,
85) a forma globular O4 , como 4 fmero d® dfmeros << >2 * 2  * •
©sta forma <fig. 1 ) representa 85% da atividade encontrada no 
plasma <6 ). Kasson (S0 >, anal isando parâmetros moleculares, 
prop&e que os dois dfmero® ocupam um espaço de posicionacento 
©xcêntrico, em sig-s@g, formando entre eles um Sngulo supe
rior a 30°, o que confere è protefna um® forma eiipsdide 
alongada.

FIG8R& 01. feitio esqtiâsático éa &áric&.

plsna Cl) @ @$pacl*l Cl) da celiMaierage tóries cenfcrt® 

LockHêgo @i ® Oh&tasüi e L&sfcrlêft (17), mpsctfvia&nU.
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Lockrtdg© mt al. (B4> sequenciaraa a ©nzima, eviden-•rr hhwdiw »wnr^-iiff I*

ciando @ presança de 574 aminoâcidos. 0©^ um® cwceçlo, iodos 
os d©naís 3 rosfduo© de asparagina na molécul© 0©istp©r@ii~si© 
glicosi lados, n^o a© examinando a possibilidade de 
Q-ligaç8es. Hsupt ©t el . C55> mostraram qu© 23,3% do peeo da 
enzima eram devido a carboidratos, na proporção d@ 3,3% d© 
galactose + manose; 8,4% @c@ii1hexos&minai 6% ácido acetil - 
neuramínico © 0,2% f«cose, ©©rido o número d© resíduos de açú
car por molécula, calculado como rospe.ctivaient©, 50, 35, 18
© 1,2 (84).

Os dados de Loekdrig© et al . C84> e de Haupt gt ai .
(55) sugerem que as cadeias gl icosídicas s®o do ttpo eornp 1 •- 
xo, terminando ©m ácido si élico, cuja remoção por si alidases 
nSo afeta as propriedades cinéticas d© enzima, apenas modifi
cando grandemente sua mobilidade eIeiroforéiica <30)•

0 p®so molecular, d© 342*136 daltons foi calculado coi 
foase no sequenc í amenio de i noáe i dos © no teor d® carboidra- 
tos (84). Sen® valor d aproxim.sdo, devido à inexatidão da es- 
ti mativa do conteúdo de açúcar. Valore© referente® ®o monôae- 
ro, de 30.000 (85) © 84.000 (80) obtidos através do uso d© 
eletroforese ea gel de ©cri 1 saída com SOS e 85.000, obtido 
par u 1ir&ceniri fugaçlo C100), spoi&m esta sfirmaçlo.

BrimiJoín et al .. C12) produziram anticorpos monoc 1 o- 
nals contra Ch£ e ÂChE humanas # nS© observara» reaçOes cru
zadas, o que sugere diferenças eignifieativas na s*qu§nelm do 
amtnoácidoa -e na conformaçio das proteínas (83)

1.1,1 VUITM ATIVO 1 IlOãliilO Si AÇX0
As estimativa© de 4 sítios aiívos por t©iris®r© pare

ce» estar ba» consol idadas <83, 85, 86, 30), no entanto, 2

sítios por moIécula Já for am descrIto® (100).
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C!asslcamente, às colinesteraees mUo atribuídas duas
reglSes importantes para a catálise, Um sítio d© posiciona
mento - eítio aniônico - responsável p@la finaçlo e o^pecifi
ei dade do substrato, o ©utro reativo denominado sítio esterá- 
iico, local da clivagem do ©ubetrato <16, 80, 147). O primei
ro seria constituído por um carbono eletroff1ico d© una cir- 
bonila © atrairia grupos carregados positivamente do substra
to, como © nitrogênio d® colina, por forçais do tipo Coulomb 
ou van der Wall® <80, 108), ã merina iSB é o componente ®®i& 
reativo do sítio esterásico, sondo indispensável è catális© 
(84). Um grupo imidazol ressaltaráe o carater nuç1©ofíIíco da 
hídroxil® seríníca próxima a ele, sondo fundamental para a 
reação <i08>, Este grupo, previsto por estudos d© inibição 
com DFP, C26) ainda não foi localizado (84).

A inibição da acet I icol inesUrase, paio ®k c o s s o  d© 
substrato C26, 109), contrasta co® a ativaçlo da ChE pelo in
cremento deste (15). h ChE não segue a cinética Hichael i ana 
<15) e parece mostrar vários sítios do 1igação 0'Brien
(102), basesndo-s© na inibição do derivados do azopiridinium, 
propSe a ©xisiência d© três sítios do ligaçfo? a» i ôn i co, hi- 
drofdbíco © osterésico. Cauei et al . <ÍS>, trabalhando ©s es
tudos cinéticos com ChE d® goro equino, ©presontau dois «c®- 
niamo® pelos qual® seria ©xp! icado © fendr?©n© do ativação po
io sxctigõ do substrato. O primeiro sedeio pre®*up8e a i iga- 
çlo <t@ uma molécula d© substrato adicional sobro o interme
diário aci1-enzima, sondo eon*idorado como pouco provévo1 por 
essas autores. 0 segundo, apoiado mm estudo® de inibição co© 
DATA, u© inibidor potente que não se H g ®  ao centro ativo da 
enzima, sugere a existência de um sítio de 1igação adicional 
para usta molécula dm substrato, distinto do centro atív o . ã 
ligação desta molécula de @ub®trato podería induzir mudança® 
conformacionais na enzima, aumentando sua capacidade caiai í-
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t ica.
Exceto a verina 198. outroa resíduo» iaportante» do 

sítio ativo ainda nlo fora» »apeados <84). Apesar dos dados 
da literatura consolidara» a hipdtese da existência do sítio 
esterésico, a ocorrência do sítio aniênico ainda peraanece 
»uito discutível (28).

Ferro e Hasson (41) »ostrara» u» necanisno »ínino para
a hidrólise de ésteres por colinesterases, siaplificando o 
proposto por Hehler e Cordes (89). que pode ser escrito coaot

onde E é a enziaa livre, ES o coaplexo enziaa-substra- 
to, EA o internediérío acil-enziaa. e Pi e P2 os produtos, 
respect1vaaente, álcool e ácido.

Este »ecanisBO de açlo enzi»ática caracteriza a coli- 
nesterase co»o u»a enzi»a da clasae ser1na que for»a cosposto 
covalente enzl»a-substrato do tipo acil-enzl»a (92, 124).

A existência de hoaologia entre os peptídeos que con- 
tê» a serina do sítio ativo das proteases do tipo tripsina e. 
das colinesterases poderia indicar ancestrais coauns. Ho en
tanto, a diversidade na localizaçlo de outros resíduos indis
pensáveis à catálise sugere que as siailaridades nos sítios 
catalíticos entre estes grupos de enzl»as provê» de evoluçlo 
convergente (124).

1.3.2 1S0ENZIHAS
Harrls et al. (52), analisando aaostra» d» soros huaa- 

noa por eletroforese bidiaensional e» ágar, evidenciara» qua
tro bandas co» atividade colinesteráaica, denoainando-ap de
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Cl a C4, cabendo a C4 a menor migração e a maior atividade. 
Ho aeemo trabalho, foi relatada outra banda, denominada C5, 
que eBtava presente em apenas alguns indivíduos e pareceu de
pender de determinação genética. Jull (63) utilizando eletro- 
forese em poliacri1amida, relatou a presença de 12 bandas no 
soro normal.

0 desenvolvimento dos estudos eletroforéticos levou 
LaKotta et al ■ <77, 78) a propor que a ChE é uma mistura de 
múltiplas formas moleculares, as quais em virtude de suas es- 
pecificídades pelo substrato, susceptibilidade a inibidores e 
interconvertlbi1 idade, poderiam ser classificadas coso isoen- 
zimas. As diferenças seriam fundamentalmente de tamanho da 
molécula, onde agregados de subunidade polipeptídica comum 
comporiam as fraç&es (79).

Scott e Power» (112) sugeriram que C4 fosse um tetrí- 
mero e Cl o monõmero, no que foram confirmados por Huensch et 
al . (100). Os dímeros e monOmeros encontrados no plasma pare
cem ser produtos de degradação do tetrãmero, uma vez que a 
hidrólise parcial deste com tripsina, fornece fragmentos de 
migração idêntica à das isoenzimas do soro nativo (86). Uma 
fração de migração mais rápida que o dímero mostrou ser uma 
associação do monômero è albumina, através de ligação por 
pontes de enxôfre (17).

1.4 VARIABILIDADE GENíTICA

A ChE é determinada por dois locos autossõmicos não 
ligados, CHE1 e CHE2. ambos polimórficos na maioria das popu- 
laçSes estudadas (52).

Soreq et al. (121), utilizando como sonda cDNA humano, 
evidenciaram dois sítios de hibridização, um no cromossomo 3 
S outro no cromossomo 16. 0 encontro do sítio no cromossomo
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iS é indicativo d© qu© o loco CHE2 também condicion® uma eu- 
bunidad® estrutural da enzima.

1 .4 . 1  vàriaçxo mo loco a m
A descoberta d© vari açlo da ChE ocorreu após 1951, 

quando os prímsirop cwi&ob do su^coptibi 1 idad® à succini Icol i
na forass observados, às variantos fora® ovidenciadas co© a 
ut 11 izaçXo de inibidores que m  discriminam. à tabela II mos
tra a atividade @ ©p p@rfi® d© inibiçH© d®© principal® va
riantes do loco i.

TABELA II. PRíHCI PAIS FEM6TIPDS 150 LOCQ CBE1

Oi vtlorta f®rm GOBpiladw êsw tratai tot é@ l&ans (35, 37, 38)» üillitl» (141, III) ©
aklriiars, C3K I® ftfcsitspas át laibiç& coa ditasafaa iM} MF^Bi i@ wêéiv CFlí
SHCf% « TO-OS® Cid) 10"*% ftrsa mliga&e ©sa tonasoilcollii«. 1 iH?iásÉt foi üssisái
sĉ fsrs» Ev«ur « Mrm C3§), @ns@i© para ©§ fcodlipo« 11, ti § SB Ct) qu» forss
çm feerai.lcolfaa (144).
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1.4.1.1 Alalo CHE1*U
Esse alalo condiciona a anzina usual, qua 4 a aaia 

fraquentaenta ancontrada aa todav av populaçOas já axaaina
das. Sua capacidada da aar inibida 4 naior do qua a daaons- 
trada palaa daaaia variantaa coi a quasa totalidada doa ini
bi doraa.

1.4.1.2 Alalo CHEIRA
Kalow a Ganaat (65) idantíficara« aata anzi«a, pala 

sua rasistóncia A inlblçAo co« o anastósico local dibucaína, 
denoainando-a da atípica. Estas autoras criara« o tsrao *nü- 
nero da dibucaína”, axpresso aa parcantaga« qua dascrava o 
grau da inibiçAo da anziaa, a« condiçOas padronizadas, possi
bilitando a difaranciaçAo dos fandtipos. Os hatarozigotos. da 
fanótlpo UA, sAo dano«inados da intaraadiários "I", faca a 
sau comportananto è dibucaína. McGuira at ai. (93), astudando 
DNA da indivíduos atípicos, idantlficaras u«a «utaçAo pontual 
qua «uda a asparagina 70 para gllclna. Os hoaozigotos AA sAo 
considerados sansívais è succinilcolina, pala lantidAo co« 
qua hidrolisa« a droga, lavando os portadoras A apnáia pro
longada.

1.4.1.3 Alalo CHE1*F
Harris a Uhlttakar (54), utilizando o fluorato da só

dio c o b o  inibidor, datactara« u«a varianta rasistanta ao 
fluorato. A protaína codificada por asta gana ta« propriada- 
das intaraad1árias antra as anziBSs atípica a usual, na habi
lidade de hidrollsar succinilcolina.

1.4.1.4 Alelo CHE1*J
Carry at al. (44) sugariraa qua assa alalo condicio- 

nassa u«a anziaa saaalhanta è usual, «as co» raduçAo da 66X
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da quantidada noraal da aoldculas. Cata variaçlo só foi aatu- 
dada aa ua nüaaro paquano da faaílias.

1.4.1.5 Alalo CHE1AK
Eata alalo, daaonatrado por Rubinatain £t al. (110)

condiciona, da aodo aanalhanta ao alalo J, uaa variaçlo quan
titativa, qua aostra uaa raduçlo da ordaa da 33X da aoléculaa 
da anziaa clrculanta. Aa variantaa J a K só podaa aar idanti- 
flcadaa quando aa hatarozigoaa coa outra varianta divaraa da 
uaual, uaa vaz qua aau coaportaaanto franta a inibidoraa é 
idtntlco ao da anziaa uaual.

1.4.1.6 Alalo CHE1*H
Uhittakar a Brittan (144) ralataraa outra varianta da 

carátar quantitativo. Eata alalo, quando aa hatarozigoaa coa 
o alalo A, aoatrou difaranciaçlo coa o inibidor R02-0683. 0a 
autoraa poatulaa qua o alalo paraca condicionar uaa raduçlo 
aaia acantuada na atividada anziaética do qua aa condiciona- 
daa palaa variantaa K a J.

1.4.1.7 Alaloa CHE1*SÜ a CHE1*HFLD
Eaaaa variantaa foraa daacritaa aa núaaro auito radu

zi do da indivíduos a nada aaia foi publicado aobra alaa. 0 
alalo CHE1*SU. sanaiva1 è aucciniIcolina, foi caractarlzado 
por Agarval at ai . (2), utilizando a própria auccinilcol ina 
coao aubatrato a dibucaína coao Inibidor, aa aaoatraa da ap- 
nóicos conaldaradoa antar1oraanta da fandtipo uaual.

Siapaon a Elliot (118) caractarizaraa o alalo 
CHE1*HFLD. coa basa aa dados da uaa faaflia da Navfoundland, 
qua apraaantou uaa anziaa coa raduzida afinidada franta k 
puccinilcolina a alta capacidada da inibiçlo pala dibucaína.
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1.4.1.8 Alelos Silenciosos
O primeiro caso, onda nlo se poda datactar atividade 

da ChE no soro, foi ra) alado por Liddal 1 al. (82), qua
evidenciaram a existência do alalo ailancloao CHEIAS. Coadda 
•1 ai. (48) aetudaram doia caaoa da deficiência da ChE, com
carca da 2 i 3X da atlvidada apanaa, caractarízando o alalo 
CHE1AR. Trabalhando com amoatraa da aaqulmda, Scott a Uright
(114) encontraram um novo alalo, designado CHE1*T. qua condi** 
cionava da 2 a 10X da atividade do normal a uma banda da mo- 
bllidada mala lenta que a da enzima usual.

1.4.2 VARIAÇXO DO LOCO CHE2
A detecçlo das variantes do loco CHE2 sa dá pala ele- 

troforese. Os fendtipos dassa loco podam ou nSo apresentar 
uma banda extra am alatroforasa, a isoanziaa C5, sendo carac
terizados, respectivamente, como C5+ ou C5-.

Considera-se o alalo CHE2AC5+ da caráter dominante 
sendo qua sua frequência varia am diferentes populaçOas, es
tando próxima da 5% na maioria das populaçSes estudadas (18). 
Seus portadoras apresentam, am média, 30X a mais da atividade 
(47).

Scott a Powers (113) isolaram as isoenzimas C4 a C5, 
identificando diferenças cinéticas entra alas a propuseram 
qua C5 fossa um tetrimero da (C4)3C5 ou (C4)2<C5)2> Torto1aro 
a Hedina (130), com base nas similaridades da eluiçVo am Sep- 
hadex a estudos da dasnaturaçVo, postularam qua C5 derivaria 
da C4 através da modificaçOes qua nlo alterariam o peso mole
cular.

Em recente trabalho, Ohkawa at al. (104) sugeriram qua 
a isoanzima seja um produto da fraçlo C4 conjugada com lipí
dio.
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Chautard-Freire-Mai• (18) mostrou corralaçlo entre o
peso individual a asta loco, raforçando as hipdtssss qua ad
mitem a influência da ChE no metabolismo llpídlco.

1.4.3 VARIANTES CON LOCO INDETERMINADO
1.4.3.1 Alalo CY

Uaa variante, coa resultados noraais quanto è inibiçlo 
por dibucafna, mostrando atividade duas a três vazas superior 
4 enzima usual, foi descrita por Naitlich (101). Posterior
mente evidenciou-se qua a atividade elevada ara devido a 
maior nümero da moléculas circulantes. A assa variante deu-se 
o nome de Cynthlana (150).

1.4.3.2 Alelo Johannesburg
Krause e^ al. (70) descreveram uma variante com alta 

atividade, com perfis de inibiçlo por dibucafna e fluoreto de 
sódio semelhantes aos da enzima usual e maior estabilidade 
térmica que esta. A amostra continha o mesmo nümero de molé
culas de ChE que o soro normal, sugerindo a presença de uaa 
enzima hlper-ativa que foi denominada de JOHANNESBURG.

1.5 PUNÇXO DA ChE NO PLASMA
A funçfo da ChE é desconhecida até o momento (13, 35,

140).
Kutty (72), em sua revislo sobre funçSes biológicas da 

ChE, relaciona algumas proposiçOes que ainda nlo foram subs
tanciadas com melhores evidências, comoi

a)- ChE relacionada com a estrutura da mlelina,
b)- ChE responsével pela homeostasia dos nfveis de co- 

1lna/acet1lcollna plasmáticos,
c)- ChE relacionada è asslmllaçVo dos alimentos.
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A prvMnça da ChE no fígado, onda ocorra o aatabollaao 
da ácidoa graxoa, augara una funçlo daata no aatabollaao 1i- 
pídlco (72). Cucuianu at al. (22) ralacionando a atividada da 
ChE com ov nivaia aéricoa da colaatarol a triglicarídaoa ob- 
aarvaram aumanto da atividada aa indlvíduoa obaaoa a hiparli- 
pèalcoa.

Sugarlu-aa, também, qua a ChE pudaaaa tar a aua aacra- 
çYo induzida por ua "turnovar" acalarado da lipídioa a lipo- 
protaínaa (23).

Kutty at al. (73, 78) augaraa qua a ChE aatarla ínti- 
aaaanta aaaociada coa a aatrutura daa bata-1ipoprotaína* a 
qua na tranaforaaçlo daa 1ipoprotaínas VLDL aa LDL, ua intar- 
aadlárlo pré-LDL+ChE aa fornaria. Eataa autoraa chagaa a dia- 
cutir o uao da drogaa ant1-colinaataráaicaa para o tratananto 
da hlpar-batal1poprotaInaa1 a a ataroac1aroaa.

Aa propoataa apraaantadaa, baa coao outraa daacritaa 
na litaratura, paracaa nlo aa coapatibi1izar coa a axíaténcia
da indivíduoa aaa atividada datactával da ChE, oa quaia nlo 
apraaantaa qualquar altaraçlo aatabóllca avldanclával (47).

1.6 ATIVIDADE DA ChE
1.6.1 ALTERAÇÕES FISIOLÓGICAS

Na gravidaz, uai quada rápida na atividada, da 30% aa 
aédia, ocorra no priaalro triaaatra quando oa valoraa aa aan- 
téa até o parto, coa a volta è noraalidada aoaanta apóa 6 aa- 
aanaa daata (39). Ao naaciaanto a naa aaaanaa qua iaadiata- 
aanta o aaguaa, oa nfvaia da anzlaa alo baixoa, até 50X doa 
nivala adultoa. Coa o craaciaanto, aataa valoraa aa alavaa 
aobrapujando aa 30 a 50% oa nívaia adultoa até oa 5 anoa, 
quando aa raduzaa gradualaanta para chagaraa na pubardada aoa 
valoraa adultoa (128). Oa hoaana apraaantaa, aa aédia, nívaia 
péricoa mala alavadoa qua aa aulharaa (13).
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1.6.2 ALTERAÇÕES PATOLóGICAS
A ChE d utilizada coao prova da funçlo hapática. Daada 

qua a anziaa adrica d aintatizada no fígado (136), patologiaa 
coao a hapatita crOnlca, cirroaa a doançaa aalignaa qua coa- 
proaataa a aíntaaa hapática alo acoapanhadaa da raduçlo aar- 
canta desaa ativldada (16).

Calculando a razlo antra a ati vi dada da ChE a a con- 
cantraçlo da HDL-colaatarol, Jain at al. (60) daaanvolvaraa
ua indica danominado fator da riaco coaplaaantar, qua aagundo 
asaaa autoraa poda pravar 45X doa caaoa da riaco da doança 
coronária obatrutiva.

Aa raviaOaa da Evana (35), Uhittakar (140) a Friadaan 
at ai. (114) ralataraa váriaa condiçOaa patoldgicaa qua afa- 
taa a colinaataraaa adrica. Entra aa qua raduzaa a atividada 
poda-aa anfatizart infarta do aiocárdio, doançaa do colágano, 
■á nutriçlo, anaaiaa crônicaa, hiparpiraxia, tubarculoaa, ín- 
facçOaa agudaa, quaiaaduraa, aixadaaa, uraaia a clncar. Au- 
aantaa a atividadai a obaaidada, hiparlipaaia, paoríaaa, 
hipartanalo aaaancial, tirotoxicoaa, nafroaa, aaaa, aatadoa 
da anaiadada, alcooliaao a aaquizofrania.

1.6.3 ALTERAÇÕES INDUZIDAS POR DROGAS
Váriaa drogaa raduzaa a atividada da ChE por influan- 

claraa aua aíntaaa ou inlblraa dirataaanta a anziaa no plaa
aa. Entra alaa aatlos glucocorticdidaa, aatrogdnloa aintdti* 
coa (contracaptivoa), acotiopato, ciclofoafaalda, haxafluora- 
niua, tatrahidro-aalnacrldina, naoatigaina, piridoatigaina, 
lítio, pancurOnio, fanalzina, clorproaazína a iníbidoraa da 
aonoaalnaoxidaaa (35, 115, 128, 140, 151).
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1.6.4 ChE E SUCCIHILCOLIKA
h contraçfío muscular ê iniçisda por impulso nervoso 

transmitido para a fibra museu1 ar através da 1iberaçUo d® 
aceti icoi ina das terminação® nervosa® nas Junçdes neurossuBcu- 
lares (35). h acoti'1 colina fiKa-s© mm receptores espec f f i cos 
na membrana, induzindo mudanças na permeabi1 idade iônic© * 
dea&nc&de&ndo o impulso. & àChE hidroi i®a rapidatáente o 
nourotran&míssor, para que outro impulso possa ser def Iagra
do. Composto® como a succini Icol ina 1 Iga-s© ao receptor da 
ia@mbrana causando © despo!arim@ç$o desta © consequente inter- 
nspÇíSo dos j mpu 1 sos nervoso®, até que a droga seja hidroi isa- 
da pela ChE, uma ves que a âCh£ atua de forma muito lenta so
bre ©la (125).

A @dmínimtraç^o Intravenosa d© 1 ag de suecinílcclina, 
comerci aImente denominada muxametâniOr induz a parai isi a a«»* 
cular por 2 a & minutos (140) . P poqueno tempo d# atuaçlo c*s~ 
rEcitriit #©i© composto csio rei amante muscular de curta du- 
rmelo, fací 111ando inbufeeçtto ondotraqu®*! # outro® procedi - 
mentos amplamente difundi doei na. -prética anestésica <S4>.

Em toda© a® circttnst&ci&s na® quais a atividade da ChE 
sobre a succifti Icol ina ©siív#r reduzida, © eçl® da droge e® 
prolongará, podendo l&vmr a uaa parai tseçlío do® müscolc* res
piratórios, com aprséia d# «graves con^#quênci m  mm «to pronta- 

m^írnttám <94>.

1.6.5 ChE # IHIBIÇHD TÓXICA
As col inestersses Pl© Inibida® por duas c l d ©  

substftnci&s Iargaaente empregada® como d#fensi vos cgrfcol&&i
carfoamaios © organofosforados CBO>.

Os carbes&atos a inibes» pelm form&çlo d# um intermediá
rio ctrbaioi l^niíis qu© é hidrol i&máo m uito !©ntas«?nt-e, -o® 
captraste com a aci I -enasi ma correspondente C124) . â f ipostig-
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mina (©aerina) © © neostigmina Cd® uso terapêutico) e So  dst#-
r@s csrbaioHicog © atuam como inibidor©© ©través d© formsçI© 
dssse intermediário. â retirada do inibidor processa a com
pleta recuperação da ©nzima (@0>. Devido a ©sta r©v®r©ibill- 
dado, ©nsaios da ChE na intoxicação por carbamato© ©§o úteis 
e©m#nt@ s© o& resultados falsos nogativos puderem sor #1 imi
ti ados . Est© fato ê atribuído è diluiçSo d® ©nzima» n©c©s#irii 
©a ciiiaee todo© ©s métodos, qu© dilui® ®iém da ©nzima o inibi
dor, produzindo *in vitro" ©feitos n$o detectáveis d© intoxi
cação, visíveis " In vivo* (Í4S).

A ®#rina do sítio ©sterêsico é © alvo d© 1igaçSo ©spe
cif lca dos ©rg anofos for ados (80, 108). â formação d® um com- 
pl €?5*íO fosfori !“fnslii muito ©siével é d© ampla uti! izaçlo co
mo marcador d@ sítio silvo d© s®rina-pr©toas© por @s»t«& com
postos (124). Es nas priiioira ©tapa* coapo&tos como © dilso- 
propi 1 f iuorofosfato reagem cos sorln®, tmmmnão di âsoprapi 1- 
mmim®, a qual lonta o ©spontanoamont© converto-s© ©m *©noi~ 
sopr op i 1 -enss i sa a, processo denominado ”©nv© Ihens S »©Frio* CS1) . 
Roagantos nuc I 11 o s , cobo éciúoB h i droxte $ cos © oxiaas» sjSo 
eap&zss d® r©ativar "in vivo" © "in vitro* l m i l l ®  Tcmfori- 
lada na forma d# úi isopropi l~®msima, ralo mais atuando na for
ma "©nvolheeida" quo s© torna permanent#mont® marcada # ini- 
bid© (do , IOS)*

Â r@l®çlo ®nire o grau d© íntoKlcaçlo no hosxas por or- 
g©nof osf or ©dos © o compor t as&ento d® atividado da ChE © ICbE 
no «angu© ©etlo closer 1 tos nm tab©la III CIOS)*



TABELA I I I .  1211BIÇKO DAS COL2HESTERASES POB OBCANOFOSFCBADOS

í?

1.6.S DIFICULDADE NA CARAOTEBIZAÇXO BE ãLTERàÇSES KA

ATI?IDADE

A d i© I r ib u i çBo da u tl vidsd© d® ChE ns popuI açUo nor&al

fcsptsni# rnmpl®» f  st© d i f i c u l t a  a csra o t« risa çS o  d# a i -

tor&çCte* s ig n i f i c a t iv a s ,  mU® g#J©m exacerbada*, cosi uma

dofiagan is o la d a  C20>„ P ortan to  para ®vali©çSo da a t iv id a d e  da 

GhE no içmgo do proc;#Egc> d  ínico# é n aceaaârio  qu© a© f&çmm 
vária® tí©t#rai ?isç®#s» E&t© »©n i t o r  assento d mficmm porque a®

va ria çõ e s , d en tro  dv *.*5> In d iv íd u o  © cltlio , têm iios-

tr tò o  p&qu©n&®, coa 8, ©s* mddia d© fiu tu s ç K o  ao lo?%o doe

feno.» <116, i3Q) .

ChM <20> prap0# nfvei®  d© © íg n if lo in c ia  pera d ^ itcv to  

cia qijpcli na a tiv id ad©  m%zi®éttc®9 com r e i è  í©pr^oifsSo da 

isatodoloaiâ c!@ dcssag©® © r# s p a !ia  a la p o r iâ B C la d® boa ®e«r4^ 

t ia  d©si&*

*.7 od lbta  -s m t x m m  m  m m r m

0 material ã© ©acolha para a d@t@r©inaç'S© da ChE d w ®  
sar ©oro Isento de hesad! i@© (128). Quando íi#o®sa?ánio, hepar i - 
na é o aniico&gulsinto? d# escolha <145), Pouco® eetvdoe con- 
iamp i am a@ i nterferBnc í a® d© outro® ani i coagu I antes «til iasa- 
tíom pa rotina, qu@r na detereinaçlo da atividade, quer na fe-
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notipagem de variantes.
Está h®m substanciadí a -estabilidade da enzlas., quando 

estocada a -2G°C por períodos c!@ até 14 m w ® &  CI32). Soro® 
mantidos @ 4°C ou a temperatura ambi©nt®, por semana®, fsm&m® 
com contaminação bacieríana grosseira, produzo® resultados 
consi©tences com aquelas obtidos de amostras recente® <29, 
58> . Em ant icoaguI antes citrato*“ác í do-doxtrofee <ÃCD) « ci tra- 
to-fosfato-dextros© <CPD>, d# uso bancos d@ sangue, © en
zima manteve 87% dm atividade apd© 21 dias sob refrigoraçIo 
<34) . Turner et al . (132) demonstrara® que spds 6 ciclo® de 
congelamonto/descongolaaento a atividade per®an©cia inaltera
da, contrariando a® observações de Johnvton © Huff <&2> que 
relatar a® a perda de 30% na sti vidsde um tèruco de$cong@-
1 amento. Fera estudos d# f ©noti pagem, a I idsd® r#latada
p a n  a ChS é muito grande, ©endo d# viri©# ano®, co® a enzisa 
saantída a ~20°C <13).

ressaltar qu® o© estudos, pobre m ©si abi 1 i s M ©  
tía enzima, for-a® r#al isssdo* ©m condiçõ@® prdxiisas â ideal, 
leuando-s© conta ©ster í 2 id&d© na coleis © manipu 1 sçlo, r i -
goroso controle da temperatura so longo do t©mpo, b=?$ como 
transporto da asostra #is. clima temperado» fatores cut ne® 
sempre estio presente* em nossa rotina # e® países tropical®.

i«s Eiim-os w m à  m r m i m m m  m  & m  smim,

k 1fteratura dispCío «I# tia grande de metodolo
gia® para eedír atividcd© da OMS ou p&rs identificar varism- 
tee assoeiando inibidores a #st@s método©« Io entanto, o ml~ 
mero d# técnicas aplicévoi© è roiin® # muito menor, rfeirin* 
g indo-se ainda mmi®, quando condiç&ee como reprodutibi1id^de 
© praiicabt I i d ade- elo i mpo st &e.

As primeiras •técnicas descritas tinhas cosao fundamento 
a quantificaçlo de ácido 1 iberado n® reaçlo ©nzissát ica, pf-r©"
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vés d© indicadore© d© pH, titulaçSo com H&QH, life@raçlo d© 
CQ2 • variaçSo de pH. Entr© estes, destaçou-se o método po- 
tenciométrico d© Kich©2 (97), no qual o pH é medido sntes © 
©pós a @çlo enzimáiics ©obro aceti lcol ina, o que pers?ii© ava
liar a unidade ApH/hora, ainda citada nos mmmmi& CIO8).

Maiores detalhes ©obre os ®éiods acima citados, bem 
coíbo testes rápidos para uso no ç»po, p&úmm ser obtidos na 
rev i ©§© de 0 i tter (149).

Entre os método® coe pouca cltaçVo na 1 i ter atura, por 
serem excessi vanenbe sofist ic&dos para propdsitos de rotina, 
podemos citar* substratos asresdoe radiostivalente C5&, 113), 
cronatograf t a ga©os?@ na dot@eçt£© de produtos da reação (10S), 
calor imetria (103) , istobi 1 isaçlo do substrato (50, 5&) e qui
® i olun in&ftc&nc% a (/£>.

0® substratos, cois aceitaçSo sais difundida, aque
les que possibi 1 itasi anál í ses espectrofoto&étr ics®, tanto na 
faixa de luz ultravioleta, como ví©ívol, notadamente bonzoi1- 
eolma, aifa-nafti1 acetato & numerosos ésteres tiocolínieos.

£.8.1 ÂLFA-KAF?ILàOETáTO
E@te substrato, que 4 desdobrado por várias esterases, 

foi estudado por Ba®ford © Harris CS). Bmb&rm um métoúo ciné
tico b^mmdQ na «b#erç3o tío alfa-naftol 1iberado durante a 
re&ç&o esa 321 n® tenha &id© descrito (152), a visual 5ssaç&o 
pela resçSo do alfa-nafto1 côa sai© úi&mõnio é msie 
gada. & identificsiçlo de variantes d® ChE c©és o uso é® inibi
dores, uti Hzando~0e aífa-naf til acetato assoe I ad© so ero»g#- 
nio wFa^t Hed" teu sido tísscrita (53, 88, 98, 126).

As principais inconveniências no uso d@i?i© substrato
bUoí

a)- baixa ©oiubi 1 idade ©a águ®, requerendo diss-o 1 nçMo 
0B aceton8 ou IIcool (152)?



22

b>- ixiespecif icidsd© par© ChS (48)j
c>- hidrólise em velocidades muito siailares tanto pa

ra a enzima usual como para © atípica (9).
O® três fator©® expostos ®si®a tornam a ©©dida da ati

vidade reprodutibi1 idade © especificidade» d© modo qu©
este substrato só é útil quando associado ao uso d© inibido
res (35), possihl i itando» entVo» i nvest i gaçóo® d© variabili
dade genética.

Morrow e ftoiulsky C99) aproveitara® algumas desvanta
gens do sifa-naf'ii1 acetato* coso a utilizaçl© d© concentra
ções n«So saturantes i®posta p@la baixa soJufei 1 idade e -seme
lhança entre os Kg das ©nzlsaa® usual e atípica para v©I-
ver um método rápido d© rasirossmen to dessa© vari antes. Utili
zando E02-0SS3 como inibidor» conseguira© discrimar pelo per- 
f i i de inibiç%o de forma clara ©s f ©nóbipo© ü» UA © A « Al
cântara et ai. C3> acrescentaram propranolol a esta ©etodolo- 
gia (147), © a p@!açl© dos perfis de inibição co® H02-0&S3 ®
propranolo1 per©itiu ©videnciar també© o fenótipo HF.

1.8.2 BEMZOILCQL1 KA
Kalov © Lindsay £&&) fora© os príme iros a ut i 1 is@r 

benzo i 1 ca U n a  como xjubstr ato par a n©d i r a at i v i d ade da ChS.
0 arôtodo tornou-se popular» por .fornecer @èmult aneaseftte a 
atividade © boa r^apopta no® estudo® d© inibição com. dibucaf- 
na <S5) & f luoreto de -©ódio -C54Í. Quase todas :a® var imt®m 
genéticas, reveladas através de inibi dores» fora® descobert as 
por este procedimento» que se manteve ao longo dos anos» se® 
alteraçõee do original.

A reaçlo» neste caso ©specífica par© ChE» é visualissa- 
da pelo decréecimo na absorbânci a a 240 n©*» onde a benzoi Sco-
1 lna abaorv© e os produto® colina ® ácido benzóico nlo £S8). 
&a principais críticas a essa metodologia @l©s
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a)- as proteínas séricas e alguns inibidores coiso a 
díbucaín© absorvem luz no coaprin^oio de onde da 
reaçlo, produzindo absorbSnci as iniciais ©levsdas. 
As medidas d© pequenas diferenças nestas condições 
silo menos precisas © m©i© susceptíveis de erro na 
mediç$o espectrofotomdtrica (141) . Este efeito 
potenciaiiza quando p ar a aiaostras d® baixa ai i v i- 
d ade, se impõe diluições menores que as preconiza
das, elevando a concentração proteica no seio d© 
reaçlo (&&)?

b>- o equipamento necessita ser sofisticado e de alta 
qual idade para fornecer um comprimento de onda
acurado. Anali©ando-se o espectro de absorçSo do
plasma diluído, ver i f i cou-s® que um erro de- 2 nu 
(de 240 para 238 ms) reduz a ©nergi© disponível no 
detector em 50% < I > t

c ) — outro© aspectos, como probloma© assoeiado® à ini
bição pelo f 1uoreto de sódio, necessidade d# medi- 
çlo cinética e ve 1ocídade Ienta de hidró1is® for&© 
revistos por Silk et ai. <1X7).

1.8.3 ÉSTERES TI0C0LÍKICDS
A preferénc» a pelos? ésteres ti oco! ínicoss, coso subs

tratos para a r@aç!o 4© Ch£, se deve i rápida veiocidade d® 
hidról i@e, assoei mda è liberação de ti oco I ina, com u© grupo
tiôl ativo que pode desenvo1ver ua® reaçlo colorimétrica ©e-
cundária ©uíto sensível (33, 35).

A tiocol Sna pode reagir com 2 , 2 ou 4,4 '-ditlopiridi- 
na formando 2- ou 4-tiopzridina que absorvem em 343 © 324 nn, 
respectivamente <133). Embora a desvantagem de mediçlo na luz 
Ultravioleta, o método te® a vantagem de n%o sofrer interf@- 
rên cia da crosogen i cidade da hesaog 1 ob ina © per® i te deter m i n ar
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ChE © âGhE sangu© total» empregando inibidores di f©p©n-
eialg coio o fíâSTRà i337w que ln ib® sei et» I v®i§©rit© & ChE (8).

0 acoplamento do tiol» 1iberado ao ácido 5,5'-diiio- 
b i s- < ~ 2-n i irobenzó i co) também conhecido coeso reagent© de 
Eilisan (32) ou DTH.B» forma o ácido 5-tio-2-nitrob®iwsóico d@ 
intensa coloração asareIa cuja absorbtncIa ê ®oúida ©a 410 
na.

Ellaan (33) descroveu um procedimento uti1isando ac©- 
tilt toco lin a  acopl©da ®o DTM3, método qu© foi modificado por 
Garry © Routh ( 4 6 )  » qu© interrompi©m a  r © açlo co® sulfato ú®  

quinidina. Go® o mesmo princípio» Das © Liddel1 (25) uti1iaa- 
ran a but ir i 11 iocol ina, substrato ©spec f f i co pera ChE, d© boa 
©stabi I id©d© ©m soluçH©» estudando ainda vários inibidor©© 
p a r a  f © n o t  í p a g e ® .

Em 1372 Dieiz ©t a!. (28), baseado© mm metodologiasti.TZxsairammã **7

anteríor es (25, 33, 46) , uti f ízarmm propioniItioco1ina coso
substrato © dibucaína © f 1 uor©to d© sódio como i n I b £ dor®-#» ©
propusera® u® método par® medida da ativSdado • d!ferencinçlo 
fenotípica. bpó® u© an o» oss© método tinha eido ®ufici©nt©- 
ment® ©stabei©eido pura ser ac©ito como Método Selecionado 
p© I o corpo ©d i tor i a 1 do Journ a 1 of th© ât&er i can krn&oc I at i on 
o f  C l i n i c a i  Chamiet» C2S).

â prop ion i 11 1 ocol S na fdbo é ©spocíf i ca para a ChE» pen
do também desdobrada p©!& âGhE.» ®mhor® ©» menor velocidade 
C4>. 0 método sofreu crítica© quanto ao ©eu grau d© reprodu-
tib.il ida&e <107>, má ©©paraçSo do® fenótipo.® (14) © pelo fato 
da inibiçfo com fluoret© nlo diferenciar a variant© atípica 
da usual CS5). Embora om autores tenhaa r®futado as críticas 
CÍ4, 35), Evans © $ro© (38) consideraram o método muito sen
sível © propusera® a roduçUo da temperatura para 25°C © a 
ut!IizaçM© d© meiad© do volume d© amostra proposto original
mente .
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Avaliando apenas © atividade, Evans © Wro® (3©> de
monstraram qu® a propioni!tiocolina identificava 90% dos in
divíduos qu® sofreram apnéi a prolongada, som falsos resulta
dos positivos» Os resultados com o uso d© butiri 1 © acetil-
tiocolina ©ram um pouco inferiores © a benzoiIcolina discri
minava apenas 50% desses indivíduos. 0 valor da atividad© 1i- 
mítrofe d® discríminaçlo foi caracterizado como a nédia do 
fenótipo usual menos 2,5 desvios padrSe®.

1.8.4 MONITORAMENTO ACOPLADO A ENZIMAS
Okab© @t al. C105> descreveram um procedimento com(3%US&9Q* *

benzoilco1ina, através do qual a colina liberada é observada 
p©la sua ©*fidaçls© cosa colina oxidas® acoplada ao sist©a@ p@- 
roxidase/4-aminofenazona/fenoI, conforme © equaçlos

h introánçUo d© inibidores è método!0 9 ia seitelhasii© 
foi descrita por âberneth^ et &I . Cl)e enquanto àrtism et al. 
<5) aumentara® a sen®ibi i idade do procedimento, acrescentando 
2-hidroxi-3,5~diclorobenzenosuIf©nato môúíco no lugar do fe
no! .

Toaita et al. (129) utiIisaram o acetato !iberado como 
indicador da reaçlSo, proce^sando-o, através ú@ uma sequêneia 
de reaç&es enzi&ática© qu® culminam coa a ©xldaçl© do IIãDH.
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1.8.5 8UCCINILCOLIHA COMO SUBSTRATO
A constatação que indivíduos de fenótipo usual expori- 

montaram apnéia prolongada seguida @o uso de euceinilcolina, 
sugere a presença d® vari antes d® ChE nlo detectadas pelos 
inibidores convencionais.

Uakí d et al . <134), utilizando ©uccinilcolina como
substrato, identifiçaram a colina 1iberada, pela oxidaçSo com 
colina oxidas© coío d©scrita anteriormente. SucciniIditioco- 
1 ina foi sintetizada © pod© vir a ser 12® passo promissor nes
ta investigação, pela faciiidad® d® r©açlo poder s©r acoplada 
ao DTMB <137).

Faye © Evans <40) nSò encontraram, em estudos compara
tivos, vantagens no uso de succinilcolina, quando comparado 
ao d® propioniltiocolina, identificação dos fenétipos d© 
ri sco.

1 . 9  ikibidores m  ühE m m  dipsbsnciaçso m  vmiamtbs m m -
TlCfáS

U® grande nú®@ro d© compostos qu© produz#® inibiçlo
diferencial entre o© fendiipo® tem eido descritos (140), sen
do os eeguintes os mais citado© na 1iteratures dibucaína
CS5>, fluoreto d@ sódio C54) & RQ2-0683 €81)

1.9.1 D1BUCAÍHA
A dibucaín® foi o primeiro 
inibidor diferencial descrit© e até hoje mantem-se

como dos maie usados. Sua ©fieiência be© estabelecida ® esta- 
bí i idade em solução contribuem par© isso. Ho entanto, os per
fis d© inibiçSo ntlo diferenciam os fendtipo© Uà e FF e indi
víduos heterozigotos, no® quais © ©nzis® atípica aparece ©o® 
as variantos J e K, sSo confundidos coís outros fesidtipos
(95) .
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1 . 9 . 2  FLU0RETO DE SÓDIO

A inibiçlo da ChE p@io f1uoroto d© ©ódio é do tipo in- 
coaapetitiva (21) © Garry ©t al . (45) ©ostram dif@r©nt@s por
fie d© inibi çlo quando TEÍS © fosfato ©lo ubbúod coao iam- 
pS©©. à inibiçlo diforonci al p©lo f iuoreio d© ©ódio é muito 
®@nsív©l è t©mp©ratura, necos©itand© rígido controlo desta 
(68, 69, 1 5 3 ) .  É reconhecidamente dificfl trabalhar com ©et©
inibidor, qu© no entanto é muito útil na identificaçlo d© f ©- 
nótípos, notadament© os qu© apr©s©ntasa a variant© F.

1.9.3 BG2-0S83
Esb® carbam&to, cuj© perfil d® inibição s® s®s©©©lha & 

dubucafna, te© b® saoetrâd© ©ui to útil, ©m particular na iden
tificação da© variante© J, & © K (144). A inibi çlo nlo é m e 
diata, como a da dibucafna» mas lenta o progressiva, sendo as 
fâ© 1 hores s©par@ç5es fenotípíces obtidas na concentrsçlo d© 
10““%  © coi 2 hora® d® pré-incubação (64). â ©oluçlo aquosa é 
mmtével a 4°C.

1.9.4 PlOPRâüGLOL
Eia nosso laboratório, t©n~8© obtido boa identificaç&o 

do alelo F, p© I a d i ser i m i n tíÇf o coa propr ano loi • Est© conhoc i - 
do b©ia~b 1 ©queador, coeerc i © ! i uado ces» © nom© de Inderal, é 
um inibidor instaniSneo, oornpet i t i vo © reversível Cl47). â 
ChE te© grand© ©epec i f i c i dad® p#ïo ib&bqvo D, no ©niant© é 
maie prático usar o race©ato que ni© soient® d ©ais barato © 
nais f se 11 ia@nt@ disponível que o i ®ôm®ro D, coso ia®bé® ©oe- 
tra diferenciaçlo da© var i antes comparável à obtida por ©si© 
(146)



28

1.9.5 OUT&QS IHIBIDORES
Também merecem destaque inibidor®® como a uréia (51), 

mais reativo com a variante atípica do que com a usual © o 
brometo d® pemcurônio © seus análogos (139, 142), os quais
®%o cons iderado® pronissoros, por Vhittaker. A diferenci@çHo 
das variantes genéticas requer laboratórios com metodologias 
h@m estabelecidas. Um programa de proficiência entre labora
tórios americanos © ingleses mostrou ae difieuldades na cIas- 
sificaçlo f©notípíca © a necessidade d© laboratórios d© refe
rência com intercâmbios para melhorar a acurácia da® deter®i- 
naçSes (38).

Ã falta de consenso na 1iteratura, até o momenta, so
bre os méritos de substratos @ Inibidor©®, resulta na escolha
d@ um ou outro d@ f©raa quase arbitrária.

1.10 OBJSTIVOS m TlâiâLHO
0 objetivo do presente trabalho é estabelecer um pro

cedimento pira a determinação da atividade © f©notipage® da 
colinestêrase sérica, d© forma acurada, reprodutível © adap
tável a laboratórios nlo sofisticados. Fara isso, propomoss

1>- Estudar as método1ogias adaptáveis ès condiçõ®& d® 
1aboratório® cl inícos.

2)- Adaptar as s&etod©1o g ia©, se pos©ível, à@ condiç$es 
desejadas, levando em conta aeurácim © reproduti- 
biIidade.

3)- Avaliar a ©siabi!idade da encima.
4)- Verificar a interferência de anticoagu!antes de 

uso comum © fatores com o 1ípesüa, b i 1irrubinemia e 
foemói ise na metodoIogí a eaeoIhida.

5)- Estabelecer valores de refer#ncia pars a metodo1o- 
gia escolhida.

6)- Propor © desenvo1ver um programa de contrdl® de 
qual idade para as medida® de atividade © f©notipa
gem .
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2 HATERI AI S E H^TODOS

2.1 AKDSTRAS
2.1.1 MOSTRAS PARA ENSAIOS DE FEMOT!PAGEM

As amostras utilizada© fora® soros © plasmas hoparini- 
zados obtidos do Laboratório d@ Polimorfismo © Ligação do De
partamento do Gendtica da Universidade F@d®ral do Paraná,, 
mantidos ©a fp@©z©r a -2Q°C. A caracterizaçlo dos f©nótipos 
CHE1 ü, CHE1 UA, CHE1 UF © 0HE1 A, foi realizada pela inibi- 
çMo com dibucafns (65), f luoroto d® sódio (54), E02-0&83 C81) 
® propranolol C146). à variante atípica foi cedida p©lo Prof. 
Joio F. Guerreiro da Universidade Federal do Pará.

2.1.2 AMOSTRAS PARA VALORES DE REFERÊNCIA DA ATIVIDADE.
As amostras utilizadas para obtenção d® valores de re

ferência da pedida da atividade (soro® © plasmas) fora® ob
tidas do Centro de Bematologi a © Kemoterapia do Paraná (HEHE- 
PAR), durante o ano de 1968 © mantidas estocadas a -2©°C. Pa
ra maiores informações consultar .Chautard-Freire-Maia Cí@).

2.2 PQOL 01 iOSOi
Uma mistura de eproxi®®d assente 100 soro© ©Kcedente© da 

rotina clínica, isento© d® icterícia, hessd! ise e 1ipemi® foi 
utilisada como font© d® enzima. Os soros fora® coletados du
rant© vários dias @ mantido© a -20°G. Apês descong®1amento, 
foram mi aturados por 1 hora ©a agitador magndtico a baiKa ve
locidade © filtrados @a papel d© filtro retentor. Sob cone-
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iante homogenizaçlo, alíquotas do filtrado d® aproximadamente 
1 ui foram envasadas e mantidas a -20°C. Esta amostra foi de
signada pool ® demonstrou comportamento d® fenótipo CHEi U, 
frente a todos 00 sistemas testados e uma atividade situada 
na nédia da encontrada na populaçSo. Cada alíquota d© pool 
foi descongelada uma dníca vez para uso após o preparo.

2.1 1SJM8E1TEE QUÍB1C0S
Duponal (Iaurí1 sulfato d© sódio). Fast Red TR (clore

to de 5-cloro-2-tolu@nodi©sonío>• alfa-nafti1 acetato, ácido 
5,5'tíítiobis-2-nitrohenzóico (DTNB), iod®to de butiri1tioco- 
1 ina, iodoto d© propioni11ioco1ina, cloreto d© benzoilcolína, 
sulfato d® quinidina, alfa-naftolf dibucafna e fluorei© de 
sódio fora® obtidos da Signa Chemical Company. R02-0&83 Cdí- 
metIIcarbaaato do brometo d® C2-hidroxi-5-f©nsI-benzi1) iri - 
meti i amOnio) foi doado pelo® Laboratório® Roche. Cloridrato 
de Propranolol foi doado pelo® Laboratório® âyerst e n$© ten
do demonstrado aiividad© ótica frente ao polarímetro CShi- 
»idt-Haenech) foi considerado mistura raeêmica (DL).

0® demais reagentes químico® uti1izado® fora® pró-aná- 
l !•* @ considerado® puro®.

S .€ BSPSCTSOFOTÔ11TSO

Toda® um dotor®inaç5o® fora® real i asada© o® ©©.pocirofo- 
tô&etro Micron ai <®odelo B-382) co® ISmpad® U.V. o cub@ia d® 
f l uko t t®r®ostfai i2sadaf co® 10 mm d® ®&p®m&urm. â t©r®o®iaii- 
zaç&o foi realizada por banho circu!ant© Liquiihor® Ft (Cli
nicam, Hannheim GMBH) ou Hoto Lab Equip©®@nfc íD®n®ark).
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2 . 5  ATIVIDADE E IIUBXÇXO BMZHMTXCA

2.5.1 MEDIDA DA ATIVIDADE
A atividade colinesterásica medida com todo® ©s subs

tratos # métodos empregados foi definida em Unidados Interna
cional s por litro CU/1), sendo 1 U/l equivalent© à hidrólise 
de íuKol d© substrato por minuto por litro do &oro na© condi-

ç5@a d© ensaio« Keste trabalho a atividade foi ©xpreeea p@lo 
múltiplo qul lo-un idades por litro CKU/1).

Para © cálcut© Cii> foram utilizados os coeficientes 
d® extinção E4io=Jl#36 ! .«H“’* .ma~* par© © DTNB (25) e 
E24o*0 , 6S 1 .®M~* .ib*^ para benzo i 1 colina 1141) • 0 alfa-naft©l 
liberado foi determinado através de curva de ealibração.

2.5.2 PEPCEMTàGEl DE 1MIB1ÇX0 C DM, PH, © ROM)

à percentagem d© inibição, também designada número d© 
dibucafna CDM), número de propranolol CPU) © número d© 
HO2-0Ô83 (EOH), conforme o inibidor empregado, foi definida 
CS5 © 95) coaot

sendo equivalent# è atividade ©u absorbância medi
das na reação ©nsssisátie&.
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2 .6 PEDCED1ttEMTOS COM ALFA-If AFT!LACETAT©
2.6.1 HáTODO DE M O M O Ü  E IIOTULSKY

O método d© Borrow © Kotulsky (99) foi ut i 1 issdo com 
B3 g©guíntes alterações nos volume® d® ensaios inibidores 0,2 
ml t substrato 2,0 mlt amostra 0,5 ml © cromógeno 0,2 ml, ®®n- 
tendo—@© @@ c©nc©ntr@çõ©s finais dos reagentes idUnticas às
descritas originalmont©.

2.6.2 ESPECTRO DE ABSGRÇ1G DO CfôDMéGEMO

0 pool, alfa-naftol 3,47xi0~^ff © o tubo control® fora® ©n- 
saiadoe nas condições propostas ®m 2.6.1. Leituras da absor- 
bâncis entro 400 e 700 nm foram feitas contra água, após 15 
minutos d© repouso.

2.6.3 CURVA BE CÂLI3RAÇ£Q DE ALFA-HAFTQL E FâST BED TR
Concentrações úm alfa-naftol d.® 0,7x10*"® a 2,ixÍ0~^H

foram ensai ada» nas condiçdes propostas no ftea 2.6,1 sondo 
qn® a cada conceniraçüo foi adicionado Fast Red TE dissolvido 
em duponal 4, 1&x10"”2k em concenirações variando do 5,5x10"*® a 
4,4xi0“% .  As «bsorb&nei©s ©m 540 nm, «onsidorando-s© cada 
concentraçlto do corante, fora® medidas contra égua ©, jp©#i©~
riorment®, descontadas 4o -um controle Ieonto do alf®-naftol.

2.6.4 ESTABILIDADE Dà CQLORAÇXO E DD CSOléGEMO

0 pool foi ®n®ai ©d© conformo ftra 2.6.S • Imedâ siamen
te após a adiçHo do cromégeno C Tempo 0) todos o® tubos da 
reação foram lidos, sendo as leituras repetidas e© vários 
tempos até 18 horas. E® u® segundo experimento, a tubos con-
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tendo alfa-naftol 3,47xI0~5M tamp$o fosfato 0,081 H pH
7,1, foi adicionado Fa®t B©d TE, preparado conforo© ft©m
2.6. i ©ta tempos d® 0 a 18 horas apds o preparo do cro&dg&no, 
sendo o tempo 0 definido como aqu©1© imediatamente ©pós a 
di&soluçtío do corante.

2.6.5 EFEITO DO TEMPO E DK COÜCEiTRâÇIO DE ENZIMA.
Di luições do pool, representando d@ 2, 5 © 10

ul d# moro n© rt®ç'fer foram ©nsai adav conform© item 2.6,1, 
variando-s® o tempo de reação ©ntr© 3 © 90 minutos, A hidró
lise ©spontlnea do substrato foi descontada par© todas as 
leituras, em cada teispo ©n@ai.ado.

2.8.6 CÜK7A BE COMCEMTSàÇlO BE SUBSTRATO
Concentrações d© © l f a-r* af t i 1 acet ato d© 4,66x10“^ a 

1,17x10"*% foram ©nssiedaa ne® eondiçS#s descritas no item
2.6.X. A ver 1 ante atípica e o pool fora® as fontes d© fnilss» 
com et i v idade® ®s uMoles? d® aI f a-naftol 1ib&rado.
min*“*.«!“1 d# soro. â © o Kg for®® determinado® através
da# retas d# re^ro^slo obtiá®.® éo gréfiç# dup 1 o~rec fpreco
(115) © confírmmáBB por programa computacional.

2.6.7 CURVA BE CaiCÈimâ.Ç10 BE INIBIDORES 
Concentraçde® de DL-pr oprano!oí C10*"% a 1,25x10“% )  ,

dibucaína CIO*6 a 2 f FícIO”3!» , 802-0663 <3,70x10-® s

2,22x10“% )  © R02-0&83 pré-incubado com noro por 2 horas a 
temperatura ©mbient© C7,4x10“® a 1,85x10“% )  foram ensaiadas 
conforme item 2.6.1. As deter® in©ç5@s foram real iradas ©o® 3

mailto:n@ai.ado
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soros diferentes para cada ua dos fenótipos U, UF, e UA e cos 
us soro de fenótipo A sxasinado es duplicata.

2.6.6 EFEITO DO TEMPO SOBRE OS PERFIS DE INIBIÇXO
Percentagens de inibiçlo cos R02-0663 e DL-propranolol 

de trds soros diferentes para cada fenótipo U, UF, UA e de us 
soro referente a fenótipo A, foras deasrsinadas conforse ites
2.6.1, cos tespo de incubaçVo variando de 5 a 60 slnutos.

2 .6.9 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE OS PERFIS DE INIB1ÇX0 
Percentagens de inibiçlo cos R02-0683 e DL-propranolol

de trVs soros diferentes para cada fenótipo U, UF, UA e de us 
soro referente a fenótipo A, foras detersinadas conforse ites
2.6.1, nas tesperaturas de 21, 30 e 37°C.

2.6.10 HíTODO DE M0RR0W E MOTULSKY MODIFICADO PARA FENOTIPA
GEM

Es tubos sarcados "atividade" e "controle" foras adi
cionados, respect1vasente, 0,2 e 0,7 sl de tasplo fosfato 
0,2M, pH 7,1 . Es tubo sarcado "inibidor" foi adicionado 0,2 
sl do inibidor dissolvido es tasplo fosfato 0,2H, pH 7,1. 
Todos os tubos receberas 2,0 sl de alfanafti1 acetato 3xlO”*H, 
preparado conforse Horrow e Hotulsky (99) e incubados a 37°C 
por 5 slnutos. Aos tubos "atividade" e "inibidor" adicionou- 
se 0,5 sl de soro ou plassa diluídos (1/100) es tasplo fosfa
to 0,2M pH 7,1, seguindo-se incubaçVo a 37°C por 25 sinutos. 
A reaçlo foi interrospida pela adiçlo de 0,2 sl de Fast Red 
TR 15,5x 10**3m dissolvido es duponal 4,16xl0~^M.
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A abaorb&ncia foi datarainada antra 10 a 60 ainutoa
apòa a adiçVo do croadgano, aando a* laituraa daacontadaa do 
tubo controla. Na raaçSo, aa concantraçOaa doa inlbidoraa fo
ram R02-0683 3,7xlO“^H, OL-propranolol 10“®H a dibucafna
10"4M.

2.6.11 DISTRIBUIÇÃO DAS PERCENTAGENS DE INIBIÇÃO
A diatribuiçXo daa parcantagana da inibiçlo da uaa

amostra contando 41 indlvíduoa CHE1 U, 8 CHE1 UF, 25 CHE1 UA, 
a 1 CHE1 A, anaaiada conforaa 2.6.10, foi obaarvada, plotan-
do-ae aa inibiçOaa obtidaa coa DL-propranolol varaua R02-0683
a DL-propranolol varaua dibucaína.

2.6.12 VERIFICAÇÃO DA INIBIÇÃO COH R02-0683 E DL-PROPRANOLOL 
EM MISTURAS DE SOROS U a A
Soroa provaniantaa da hoaozigotoa para aa variantaa 

atípica a uaual, foraa aiaturadoa da foraa qua a varianta 
atípica rapraaantaaaa, raapactivaaanta, 20X, 40X, 60X a 80X 
do voluaa total. Aa dlluiçCaa daa variantaa, aaaia obtidaa, 
baa coao aa aaoatraa aaa diluir foraa anaaiadaa conforaa ítaa 
2.6.10. Oa parfia da inibiçVo coa R02-0683 a DL-propranolol 
foraa plotadoa contra a parcantagaa da aaoatra atípica axia- 
tanta na aiatura.
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2.7 PftOGED1lEITöS QOH BEKZOILCQLI5A
2.7.1 MEDIDA. Dà ATIVIDADE E PERFIS DE IMIBIÇ10 COM BEHZOIL- 

COLIHA
â b deter©in@ç0@s cia atividade ® inibições cos dibucaí- 

na © fluoreto d© sódio fora® roaliradas segundo Hhíitakw 
Cl41), as inibiç5@p com BL-propranolol ©egundo Hhlttik@r ® 

Britten (146) e com KQ2-0&83 segundo fêhiiisker o B r ü t e n  
(144). O espectrofotómetro foi previ aiaente cal ibrado ©través 
de calibraç%o isosbémtica com dicromato de potássio (57). To
das as detorainações foram r^ai i&sda® @ 25°C»

2.7.2 DISTRIBUIÇÃO DAS IIIIBIÇSES
Â® dl®iril>iiiç^#s5 clsis percentagon* de inibiçMo foraa 

plotadas considerando-se 00 vaIore© do .SOM # PKi DM © PM # DH 
© FHf ca1cuIadoe conforme o item 2.7.1 .

e.e Pi§ii51n i f § §§i p f i m n . m t m m m u m h
2 .8 . í m m m  de d ie t z  e t

0 método foi iitílísscta como descrito por Diets! et n.K. 
CtS) com reduçlo proporcionei de SOIS -®n todo© os voIumes uti-
I isíitdos.

2 .8. 2  nmo m  m  e w m s b iibos m®ãte ic íô õ

às d©i#rminaçd@e, cosi b®©@ no método d# Evans e ôr©@ 

(38), for®® real iradas com mb mwQnint®& moáiflc®çÕ®mt a 2*2 
ml d@ tamplo-DTMB foram adicionado© 0 P05 ml de ©oluçlo squoea 
de 1odeto d® propioniItioco1ina 0* í I , seguindo-s© incubaçlo 
por 5 ®inutos a 25°C, à reaolfo foi iniciada com a adiçZq de
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0,25 ®! d@ moro dMufdo mm águaC i/i00> # © incremento na s>b-
sorb&ncla ©a 410 nm ©bserved© por, n© mínimo, 3 minutos. Ã 
atsvidcde foi calculada eosii ©^A/mln ©édio. 0® inibi dores 
quando uti 1 iz actos foram adicionados ©m vo 1 um® do 0,2 ml sendo 
o vo 1 um© final corrigido pel a adie lo do 2,0 ml de tampSo- 
BTíIB.

2.8.3 ESTABILIDADE DA PRQPIOHIL?10G0LINA
A hídróliB® espontãnms, áe soluções aquosas úe §oá&to 

d© propioniItiocolína foi observada, ®dícionando-ee 0,05 ml 
do substrato a 2,45 ml d© tamp8o«DTNB, seguindo-®© leitura sa 
410 na contr© um branco de tampSoHDTNB. Forais ensai ©da® £?oIu~ 
ç&es 0,02H, 0,iH © 0e SH com pB 4,0 ®Jisistado com HCl 0,03.11, 
mantidas «s 4°C, © um© solução 0,IH mantida a ^20o0P ®©frond< 
deaeong©* to b cada doterminaçlS©.

2.8.4 CURVA 0E COiCSMTSáÇlO BE EM211&
Biluiç&ee do pool proporcionando concentraçSos ú& 0,5 

a 25 ui d© sor© f??s r©aç§te> foram ens&ísdis© conformo item 
•2 .8 .2.

2.8.5 SENSIBILIDADE DE BETEOÇIO
Diluíç$es d© pool com moro inativado C2 h o r a  S0°C5, 

produzindo concentração® de 1 a 100& da atividade original 
foram ©nsaiadas conformo ftem 2.S.2 .
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2.8.6 EFEITO DO TEMPO SOBRE A HIDRÓLISE DO SUBSTRATO
O incremento da absorb&ncia em 410 nm foi observado 

para o pool ensaiado conforme item 2 .8 .2 . nas temperaturas de 
25, 30 e 37°C.

2.8.7 CURVA DE CONCENTRAÇÃO DE SUBSTRATO
ConcentraçOes de propioniltiocolina de 10”* a 10“ 2 M 

foram ensaiadas nas condlçOes descritas no item 2.8.2 . A va
riante atípica e o pool foram utilizados como fontes de enzi
ma, sendo a velocidade expressa em uMoles de grupos SH libe
rados, min” 1 .ml” 1 de moro. O Kfl e a VBaK foram calculados para 
concentraçOes de substrato de 10“ 2 a 10“2H através das retas 
de regressOo obtidas do gráfico duplo-recíproco (115) e con
firmadas por programa computacional.

2.8.8 VAR1AÇQES NAS CONCENTRAÇOES DE DTNB E FOSFATO
0 pool foi ensaiado conforme item 2 .8 . 2  variando-se as 

concentraçOes de DTNB presentes no taapVo de 0,5 a 20xl0”*M. 
0 pool e a variante atípica foram ensaiados conforme item
2 .8 . 2  em concentraçOes de fosfato variando de 1 a 20xl0 ~2H, 
obtidas através de misturas adequadas de Na2HP04 e KH2PO4 , 
ajustadas para pH 7,6.

2.8.11 CURVA DE CONCENTRAÇXO COM INB1DORES
ConcentraçOes de R02-0683 de 8,0xl0” 7 a l,6xlO~sHi di- 

bucaína de 2,16x10”^ a 1,08x10“ *1 DL-propranolol de 2,7x10“^ 
a 2,7xlO”*H e uréia de 0,8 a 4,0 H foram ensaiadas conforme o 
item 2.8.2 . Como fonte de enzima foram utilizados o pool, a 
variante A e uma mistura de trés soros de indivíduos de fenó- 
tlpo UA.
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2.9 CrCITO DE CICLOS DE CONOELAHENTO/DESCONOELAHENTO SOBRE A 
ChE

Alíquotas da pool fora» submetida» a processos cícli
cos de congelamento/descongelamento durante um período de 30 
dias. Em cada ciclo as amostras foram mantidas è temperatura 
ambiente por 10 a 30 minutos antes do ensaio. As determina- 
çCes da atividade e fenotipagem foram realizadas conforme 
ítem 2.8.2 e 2.6.10, respectivamente.

2.10 ESTABILIDADE E EST0CACEM DA ChE
Amostras do pool foram mantidas a -20, 4, 22 e 37°C e 

a atividade determinada conforme o ítem 2.8.2 durante 10 
dias. Nas mesmas condiçOes foram ensaiadas amostras do pool 
contendo 25 e 50X v/v de glicerol e mantidas a 37°C. A ativi
dade da amostra no início do experimento foi considerada 
100X.

2.11 EPSITO DE EDTA «OBRE A ChE
ConcentraçOes de etilenodiaminatetraacetato, sal dis- 

sódico, variando de 0,5 a 10 mg foram adicionadas a 1 ml de 
sangue total de indivíduo ChEl U, com a qual ficaram em con
tato por 4 horas. Os plasmas assim obtidos, bem como contro
las isentos de EDTA, foram ensaiados conforme itens 2.8.2 e
2.6.10 quanto A atividade e fenotipagem, respectivamente. 
Para atividade os controles isentos de EDTA foram considera
dos com atividade de 100%.



2,12 EFEITO Dl ElFIIfiâ SQBBE A ChE
Conceniraç$@® de heparina sddíca CLiçguemine, Boche) 

variando cie 10 m BQO UI Cl UI « 0,001 ®g> for©® adicionada® a 
I ml de sangu© total de «a indivíduo GHE1 0, ficando e© con
tato por 4 hora®. O plas&a obtido, be® co®o controlos isentas 
de heparlna foram on^aí ado® para atividad© © f@notipag^® con
forma ftens 2,8,2 © 2.6.10, reepectiv&»ent». Co® r^laçlo à 
atividade, os contro!es íp©nto® d© hoparin® fora® considera
dos 100%.

s.id ersiTO m  askrkíturmcA a ch s
Forsa* aoluhi 1 isadas 11 i»g d# bi 1 irrubina Clulab 

cd25;S0> ©& 1,0 ©1 d® Ia2003 0,1 K, acrescentando 6 ml cie tmro

inativado C2 horas & 60°C) # 1,0 ml cia ffCi 0,115. Este psmlrlo 
contendo 110 mg/di <1,88 saoi/1 > foi di iufdo com poe! de mo
do a produzi.r conceni raç€te$ de 1,03 a 38,7 ®g d© bi 1 irrubi- 
na/d 1 d© soro» Aa cH&oatr**, be® como controles propsraclog; na# 
ss-CiPiass condiçÇí®m wm® ie^ntoa de bi 1 irrubina, fora® ©n^oladop 
p&ra ísiívidad# © f^notipage® confere© o® ítene 2.8.2 ©
2.8.10, r ^ s p e c t í . Pjkmi stívid^d® ©& controles i.sente*® 
d# bi l irrubina t c p m  ceu«id*rftd&8 %0O%.

3 .1 4  EFS1T0 PA LlK*ünA A ChE

0®a mistura de soros ! ip&micee armazenada a ~20°£ foi 
inativad® por 2 horas a 80°C. Eaba amostra hoaogeneiasada 
apresentou 1.742,0 ©g/dl d@ br igl iee^ídeo© C?S> © 338,0

mg/dl d® colesterol (75). A amostra 1iptaica foi misturada 
co® o pool CS0,0 &g/dl de trigl icerídeos) d# mod© a produzir
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concentraçSes de triglicerídeos d* 90 a 1.577 ag/dl d« »oro. 
Estas amostras, bem como controles obtidos pela diluiçVo do 
pool com soro nVo lipêmlco inativado <2 horas a 60°C), foram 
ensaiados para atividade e fenotipagem conforme os itens
2.8.2 e 2.6.10, respectivamente. Para atividade os controles 
isentos de amostra llpémlca foram considerados 100X.

2.15 EFEITO DA HEMóLISE SOBRE A ChE
A um volume de papa de hemácias obtidas de um sangue 

heparlnado de indivíduo CHE1 U. após 5 lavagens em soluçVo 
salina, foi adicionado 1 volume de água (hemolisado) ou 1 
volume de soluçVo salina. As amostras assim obtidas apresen
taram concentraçVo de hemoglobina de 16,0 g/dl (método de 
clanometahemoglobina em analisador Toa Hedical Eletrônica) e 
volume globular de 49X (microhematócrito). Volumes do hemoli
sado foram adicionados ao pool, produzindo concentraçSes de 
0,08 a 1,45 g de hemoglobina/dl de soro e simulando a hemóli- 
se de 0,24 a 4,44X do volume globular. As amostras assim di
luídas, bem como controles obtidos pela diluiçVo do pool em 
soluçVo salina foram centrifugados por 30 minutos a 800 x g e 
a atividade e a fenotipagem do sobrenadante foram determina
das conforme os itens 2.8.2 e 2.6.10, respectivamente. Para 
atividade os controles isentos de hemoglobina foram conside
rados 100X.
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2.1* V&LOÜSS HE REFSR2MCM
ke aaso®tr@s descritas no fteia 2.1.2 foram ensei ©das 

para atividade conforme o fie» 2.8.2 .

2.17 0OITSIOLE 151 'QUALSD&DS
0 pool foi utilizado como controle pira nfveis normais

da enzima. Uma diluiçfEo 1/10 do pool com soro inativado (2
horas a &0°C2 foi uti 1 iss&da como controI© para rtfveS® baixos
de atividade. 0 pool misturado a uma amostra d© soro, concen
trado por d i á 1i s© contra -goma ardbi ca, foi ut i li sado coso 
con tra  1 e para n fv e l s e levados de çt i v id  ade. Todas as amostras 
fora» mantidas ai fquotas a -20°C. 0@ 1 isiiles de toier^bi- 
! Idade foram fixedo* ©ss dois desvios p-sdr^s sclsia © sbaixo 
c!a «sédia, obtida de 20 deter»inftçtfos d© cada ©oro controle» 
om die» d. i fígrentes.
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3 RESULTADOS

3.1 PROCEDIMENTOS COM ALFA-NAFTILACETATO
3.1.1 ESPECTRO DE ABSORÇXO DO CROMóGENO

O croadgeno na reaçMo apreeentou reaçSo aáxiaa ea 540
na (fig. 02). A curva eepectral da reaçlo foi eeaelhante è 
produzida ieoladaaente pelo alfa-naftol.

3.1.2 CURVA DE CALIBRAÇXO DE ALFA-NAFTOL E FAST RED TR
Em relaçlo ao croadgeno, a aaoetra noetrou reaçlo li

nearidade até 2 , 8 x 10“ 5 H  de alfa-naftol (tab.IV). A lineari
dade nVo foi alterada pelo acréeciao de corante de 5,5x10' 
a 4,4xlO~^M. ConcentraçBee de alfa-naftol euperioree a 
7xlO~^N neceeeitaraa concentraçBee de Faat Red TR iguaie ou 
euperioree a llxlO“*H para aanutençXo da coloraçVo púrpura 
ueual.

3.1.3 ESTABILIDADE DA C0L0RAÇX0 E DO CROMóGENO
A figura 03 eoetra que a atividade é aáxiaa apde 10 

ainutoe da adiçVo do croadgeno, decaindo de forea lenta apde 
1 hora . 0 croadgeno Faet Red TR perde 5X do poder croa ogé-
nico apde 2 horae de preparo, 20X e 55X apde 8 e 18 horae 
reepectlvaaente.
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3.1.4 EFEITO DO TEMPO E DA CONCENTRAÇXO DE ENZIMA
A cinética da tenpo com alfa-naftilacatato é aostra- 

da na figura 4. Obsarvou-aa ausência da llnaaridada da raaçlo 
em relaçlo ao tanpo quando ufan-ia 10 ul da soro na raaçlo. 
Curvas linaaras slo obtidas por 25 a 40 ainutos para 5 a 2 
ul, respectivamente. A hidrdlisa espontânea do substrato é 
linear com o tampo a negllgível até 30 minutos da lncubaçlo.

3.1.5 CURVA DE CONCENTRAÇXO DE SUBSTRATO
As ratas da regresslo do gráfico duplo-recíproco (fig. 

05) foram y ■ 0,228x ♦ 0,2778 a y » 0,1965x + 0,4344 para os 
fanòtlpos U a A, raspactivamanta. A análisa gráfica a compu
tacional dos dados permitiram calcular os valoras da Kh a 
Vmax <lu+ *• encontram na tabela V.

3.1.6 CURVAS DE CONCENTRAÇXO COM INIBIDORES
As concentraçOes da DL-propranolol (fig. 06) a 

R02-0683 (fig. 07) qua melhor sa adequaram 1 separaçlo dos 
fendtipos testados foram 10“®M a 3,7xlO”^H, raspactivamanta. 
Quando R02-0683 foi pré incubado (fig. 08) com soro, antas da 
raaçlo, nlo sa obtava separaçlo dos fendtipos U a UF. Dibu- 
caína (fig. 09) a 10“^M discriminou da forma mais eficiente 
os .fendtipos, no entanto quando esta foi associada ès inibi- 
çOes obtidas com DL-propranolol para otimizar a separaçlo, 
concentraçBes da dibucafna da 10~*M sa mostraram mais indica
das.

3.1.7 EFEITO DO TEMPO SOBRE OS PERFIS DE 1NIBIÇX0.
A discriminaçlo dos fendtipos com R02-0683 (fig. 10) 

foi máxima entra 25 a 40 ainutos da raaçlo, apds o qua dimi
nuiu a rasoluçlo entra os fendtipos U a UF.A inibiçlo com DL-
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propranolol Cfi9 , 1 1 ) foi pouco influenci ada p©lo tempo d©
incubaçlo após 10 minutos» sendo constant© ©ntr© 25 © 60 mi
nutos .

3.1.8 EFEITO Dà TEMPERATURA SOBRE OS PERFIS DE IN1B1ÇX0

ã inibiçlo co® RO2-0S83 Cf ig. 12) nostrou-s® eroscont® 
co® a ©lovaçlo da t@®p©ratura 4a modo ©@®©lhanto para todo® 
o® f ©ndtipos V, UF a UA, ^#nd© qua a© al~t@r«*ç8o© no© perfis 
de inibiçlo fora® muito p©qu©na© outro 30 o 37°C para todos 
©e fondtipos ©studados. Co® DL-pr©prano1o 1 Cfig. 13) as ini- 
biçCtos obtidas co® o® fondtipo© ostudados docr^scora® co® a 
aievaçl&o da tamparatura, s@ndo o fonótipo UF m®1hor discri®i- 
nado © 2í°C.

3.1.3 DISTRIBUIÇÃO DOS FEIôTIFOS

à aitiliu# çoBjunts dos p©r fI* de Inibiçlo co® RO2-0&83 
© DL-propranolol Cfig. 14> itestrsras nitiám sspiraçlo «ntr® 
o® t®nôtipos estudado©, s©nd© ©st a suporior à obtid® cos di- 
buc&ína m DL-proprano I o I Cf ig. 15). A ia édia © as ampi iiuda© 
d© variaçlo dos perfis d# Inibiçlo coe BQ2-0B83 © DL-propra
nolol , para os f enótipos ostud^do©, ©nconira®-©# na tabola 
VI*

3.1.10 XKIBIÇXO COE 102-0683 © ÜL-reaPRANGLOL EI MISTURAS DE
SOROS HQHG2I GOTOS PâEâ AS VARIAUTES ü E ã

As di Iuíç0es, obtidas entr© as vari antos U © A e® ho- 
©ozigose Cfig. 16)* fornecera® p#rf is d© inibição qus rsfle- 
tiraa a somatória das inibiç8os isoladas d© cada variantsf ú® 
acordo co© @ua proporção na ©istura.
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3.2 PEQCEDIKENTO COE BEtiZOILCOLIMh
3.2.3 0ISTRIBUIÇ1O DOS FEtfdTlFQS COM BEMZOILOOLINA

k aniline doe per.fi® d© inibiçl© cost RO2-0603 e DL- 
propranolol (fig. 17) © dibucafna © DL-propran©1o 1 (fig. I©) 
nSo indica ciara separaçl© das variant©® ©neatads®. Ocorre 
pequena resolução úo fenótipo UF ©nquanto que o f©nótipo UA 
mostra ©levada dispersão, ke inibições com éíbucaína © f 1 He
reto de sódio (fig. 19) nl© permitiram identifiear a variante 
UF, nas condições dm ensaio.

3.3 PBO0EDIKEHTOS 001 PItOP 1 CM ILTIO0OU 1&

3.3.1 ESTàBlLiDàDE Dh PROPIOHILTIOCOL1Nk EM SOLUÇIO

ã h:iúróliBB de 0,5% da prop!oní ItiocoI ína present© na 
reaç$o, produzindo uma absorbincia d© 0,136, foi fixada arbi
trar lamente coso li m i te aixiao para a hidrdlis® espontânea do
sub©trato. Esio valor representa uma perda desprezível de 
substrato © a absorbUneis produzida permite utilizar a fai&a 
ótima d© leitura da saio r ia do® equipamento®, sem ajustes que 
prejudiquem a lin#eridnd@ de resposta do espectrof©tdmeir©. 
Os substrato® preparado® em s©1uçio 0,iü, í«dependentemente 
do ajuste d© pH, mostraram~me adequado® par© u &q  por 30 dia® 
e moluçõ^B d® 0,021 por 5 dias, quando ambos foram mantidos 
a 4°C Cfig. 20). 0 congelamento a ~20°G manteve por 100 dia® 

a prop1on 111ioco1ina 0,11 dentro do 1Im ite esiabe2eeIdo, -
mo quando submetida a stéplou ciclos d© descongelamento.
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3.3.2 CURVA DE COHCENTRAÇAO DA ENZIHA
A atividade foi 1í n@ar até a prosença d© 6,5 ul d© so

ro na reaçlo, correspondendo a uma atividade d© cerca ú® 14 
KU/1 Cfig. 21). h presença d@ grupos tiòis livre® no ©oro nlo 
Interferem desde que ®©J@a utilizados voIuto© inferiores a 5 
ul de aioitra no ensaio. Acima deste

volume, deter®inbçõ®& acurada® itsa do um branco
d© ©oro.

3.3.3 SENSIBILIDADE DE DETECÇXO
Com relaçll© a amostra® d© pequena atividade, © siéiodo 

se noetrou sensível detectar atividades d© até 0,51 KU/1,
qu@ correspondem a u m /ÜÂ/min de 0,007 Cfig. 22). Atividades 
menores nio foram detectáveis ou reprodutíve i s .

3.3.4 ClMÍTICA DE TEKPO
â reaçl© foi linear com o tempo por ©>„ 8 e 9 minutos 

conforme ensaiada a 37, 30 ©u 25°C, respectivament® Cfig.
23). à hidréiis© do substrato foi desprezível a 25°0.

3.3.5 CURVA DE C0HCENTRAÇX0 DD SUBSTRATO
A figura 24 demonstra que m resç&o m%® -atingiu a velo

cidade máxima mesmo wm concentr©ç@#s de pubsirato 10 e 6 ve
zes os valores de I|f para as variante® t? e A» respeetivalen
te. As reta© de regressH© do gráfico dup1o-recíproco fora®a 
y « 0,01312» 0,1354 © y * 0,06329» + 0,3733 para o® fendii-
pos U © A, respectivamente. 0® valores ú® Kff e para os
fenétipos, ©btidos por irsáliss gr áf i c a e coaputaci©nal, ®n- 
contram-se na tabela V .
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3.3.6 VARJAÇKQ KA CQKCENTRAÇXO DE DTHB © FOSFATO 
Concentr&ç®@8 d© DTHB no a © lo d© reaçU© 6 v©z©s meno

res ou 3 vezes superior©® ès preconizadas para uso (0,423ü M ) ,
nlo mostrara® a 1teraçdes significativas n@ atividade d© ®oro 
CHE1 U Cfig. 25). Concentrasses d© tamplo fosfato na roaçlo 3 
v©z©s menor©© ou 7 superiores As uti 1 izadas (0»Q25K)
nlo alterara® mignificativãmente a atividade da® variant©® h 

© U .

3.3.7 CURVA DE CGHCEHTRAÇ3SQ DE 1H IBIDORES
0 s perfis d© inibi çf£o coi R02-0S83 Cfig. 26), dibucaf-

na Cfig. 27) t DL~propranolol Cfig. 28) © uréia Cfig. 29) mom-

trar&m boa capacidade discriminativa para o feeótipo ã © pe
quena resoluçSo ©ntr® os íWáétipos UA © U.

3.« EFEITO! DE CICLOS m  COHGELAIElTO/DESCOHOELAHOiTO SOBRE 
â ChS

A enzima perdeu 12% da atividade inicial após 40 ci
cio s de congéÎamento/descongelanentot mantendo inalterada a
pssposta ao® inibi clore® < f i g . 30) • Após 20 ciclo®, ©bservou-s© 
o crescimento m icrobiano intenso nas ©mostras © maior flutua- 
bi 1 Idade nas medidas da atividade.

3eS SfSiTQ BA TSHFSBATURA S O ilI  A 1ST0CSI« DA ONE

â enzima apresentou perda n© atividade superior a 10% 
após 1 dia a 37°C, 3 d i ü  a 22°C © 7 dias a 4°G Cfig. 315. 
Kio fora® detectadas ©1t@raç^es nas »ostras ©©tocadas a 
-20°C. As amostras gîicerolizadas © mantidas a 37°C perderam 
10% d© atividade inicial após 3 © 4 dia® conforme 25 ou 50%* 
p@®p@ctivam©nte, d© glicerol t#nha® sido adicionados.
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3.6 EFEITO DO EDTA SOBRE A ATIVIDADE E PERFIS DE ÍNIBIÇ&O DA 
ChE
Conc©ntraç8©s d® EDTA no ®@ngu© Cfig. 32) até 5 

©up©r iores às r©con©ndadas d® 2 mg/ml d® sanguo <24) nl© mos
traram di f@r@nças na atividade e fenotipagea superior©® a 5% 
do valor doe controles.

3.7 EF1IT0 DA MSPâRIHA SOBRE I AT 1V1DADE S PERFIS DE INIBI
ÇÃO DA ChE
CoricentraçSes d@ heparina no pangu® Cfig. 33) até 40 

vezes suporior©s às necessárias para antico^gul©çlo C20 UI/ml 
da sangue) C 24) nlo mostraram dif©r©nças na at ividad© o f©- 
not ipagam superíore® a 4% do valor dos controlos, nas condi- 
çSes d® ©ns&io.

S.S EFEITO DA 11LIR1UB1 NA SOBBE I AT IVI D A M  E PEMFIB QE II€I - 
BIÇ2C0 DA ChE

Conc©ntraç5@s d® bi1irrubina Cfig. 34) d© até 36,7 
mg/d 1 d© sor© nlo mostraram diferenças na ativided© © fenotí- 
psg®m superiores m 3% do valor dos control©©, nas condiç&es 
d© ensaio.

i 8@ EFEITO DA LIPEHIA SOBRE I AT1V 1DADE E PERFIS DE INIBIÇSO
DA ChE

Conc©ntr@ç5©s d© trigli c®r fdeos Cfig. 35) d© até 
1.577,0 mg/dl d© ©oro nlo mostraram dif©r@nças na et ividad© ©
fenoilpagem ©up©rior©s a 3% d© valor do® control©®, nas con- 
diç5©e d© ensaio.
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3.10 EFEITO BA BEffóLISE SOBRE A ATIVIDADE E PERFIS BE IHIBI- 
ÇXO BA ChE
A pres®nça d© 0,32 g/dl d© hemoglobina no ©oro Cfig. 

36), s iaul ando n@e condi çõos d© ensaio 1% d© lis© do volume 
globular, mostrou para a© medidas d© atividade © fenoi ipagam
uma variaçlo máxima d® 3% ®m relação aos controles isentos d© 
hemoglobina. Lises d© 2,4 © 4,4 % CO,©O © 1,45 g d© Hh/dl) 
mostraram varí ®ç5os superiores a 5 © 12%, respect í valente
quando comparadas aos controles.

3.11 VALORES DE lEFllÊlCUi PARA A âTíflBIDE BA ChE
0 valor d® atividad© médi a par© a populaglo estudada 

foi calculado ©a 5,22 KU/1 (com desvio padrtSo d© 1,22) . Eetos 
dados fora© obtidos pela ®édla aritmética dos valor©® obtidos 
na tabei a VII. As médias dos indivíduos G5- fora® pr@vian©nt© 
muitíplIcada® por 0,90 © a do© indivíduos 05+ por 0,10 para 
manter as condi ç3©s da populaçlo ©m ©studo, ond© ap©nas 10% 
slo indí viduos C5+ ClS).

3.12 C0MT10LE PS QUALIBABE
As figura©  37 © 38 mostram os g r á f ic o s  d© con tro l©  d© 

qual i dada, n©@ quais ®m ©©ostra© s© ú í str í h\k©m d© forma regu
la r  d en tro  dos 1 imito® d© d o is  desvio® padrões © s t ip u ladost 

acima © abaixo da média, configurando a reprodutihi 1 idad© cios 
ensaios.



TABELA IV. CURVA DE CALIBRAÇIO DE ALFA-NAFTOL E FAST RED TR

As deter® i n açdes fora® real izadas confors»© ítmm 2.6.3 d@ Ma
teriais © Métodos; Os síabolos (w) © ( -) indícaa reepeciivã
mente, alteração na co1oração do cromógeno de púrpura para 
alaranjado © leitura aci®a ds capacidade do eepectrofoidffie- 
tro. A determinação 2,290* foi obtida pei a diluiçlo do cromd-
g©no e® duponal 4,16x10 H © aultiplicaçUo do valor encontra
do pela dilulçSo.
Condi çdes d© ©nsaios o& tubos continha® tamplo fosfato 0,081M 
pH 7,1 sendo duponal 4,16xlO~^M utilizado na di^soluçU© do 
croffiégeno.

51
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TABELA V. PARÂMETROS OIHáTICOS.

( t )  dad o s  obtidos no presente trabalho.
Os valores d© Kif ® for«» óbtiáom  par® os f e p d t i p o ®

A © U wti  l ás; and© © I f a - n a f i á  lace ts s t©  @ p r o p i o p i  l i i o c o l  i n a  c o n 

forme os itcrns 2.6.6 ® 2 J J e respectivamente, d@ Material© ©
Método® .
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TáBELà V I . MáDIâS E AMPLITUDES DE VARIAÇÃO ( A .V . ) DâS PER- 
CEHTAGENS BE INIBIÇÃO CROM ® PN) CONFORME CLASSI - 
FICAÇXO POR FEKóTIPO .

Aa 4&t&Pïïdnações foram real is©das confora© ítmm 2.6.11 û b Ka
ter i ais © Métodos.

-Condições d® ensaioi alf®-neftí 1 acotato 2,3xi0~ *11? 5 «1 do so
ro? Incubaçlo por 25 a i nutos a 37°Ci tasaplo fosfato 0,08114 pH
7,1. Fast Bed TR 1,1x10“'%. R02-0683 3,7x10“%  ® d!-proprano
lol I0~5K.
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TABELA ¥11. VALORES MÉDIOS .DE REFERÊNCIA DA ATIVIDADE CON
FORME AVALIÂDA COM PBOPIO HILTIOCOLIHA

Os valor©e d© pet^rênci® da @tividad©, o desvío padrão CDP) & 
os vaior©s © íni mo C KIH) © mâximo (MèX) d© \ma popu!açlo sa
dia, fora® obtidos conforme* i W a  2.16 d© ffater i ais @ Métodos.
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<&> dados rjbtíúQ^ -no pregsente trabalho« conforme 
itons 2.6.10 © 2.8.2 d© Materiais e Métodos.

Os resul'bados representa® a s&éd i a » dosv i o padrão 
(D.P.) © coeficiente d@ varisçl© (C.V.%) d@ vinte deter®ina
ções 4© um pool d© soro©., r©ai isada© ®m dia® diferentes.

i

TâBELà VIII. AVâLLÃÇlO DÃ REPRODÜTIBI.L IDADE DE MEDIDAS DE 
ATIVIDADE E PERCENTAGENS DE INIBIÇXO.
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FIGURA 02 ESPECTRO DE ABSORÇXO DO PRODUTO COLORIDO COM FAST RED TR.

2 — f0“?»1?**0 ̂ n01^ 1̂ 0 . «ntra alfa-naftol a“•<* TR foi lido contra égua várioscospr1santos da onda. Foras analisados os crosoganos provaniantas da raaçlo anzisátlca (asostra), alfa-naftol 3,46xlO~*H a do tubo 
controla da hldrdlis# asponttnsa do substrato (controla).
CondiçOas da ansaio conforsa ltas 2.6.2 .
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FIGURà 03 ESTABIMD&DE Dâ GOLOR&ÇXO S 00 CEOléGEMO

absorh&Jic I sss do» tubo© relativos? & «t ivlctad# ©
a hiãról ©epoístlne-a do subo I r  c. to  ( c o n t r o le ), 
tor^m q  rvada® In e d i ®i©s?@rti€? e adiç&o do
ct~M* ‘'g^no itm?po 0) © a té  I©  hora® npcSs» 0
ccf *í9» io  F a s i  Umá TE f o i  a d ic io n a d o  a tubos  
eoro&endo ©! f  ® ~n if to  I 3 * 4 ? k i I  si#d I © tassonto apd© 
o p re paro  Cteisspo 0) @ a té  18 h o ras  denta.
Cond i çõ®& d© en& aio descrita s«  no ii@ni 2 ,8 .4  do Material© © Método®.
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PIGÜBâ 04 EFEITO DO TEMPO S DA COlCEMTlâÇlO DE EUZIMá 
UTILIZ&HDO &LFA-N&FT I LACETàTO Ü010 SVBSTMTO
0 » fe ito  do i#np© do Incabiiçlo pobr® a abividud»  
da ChE fo i obiporvad® na presença d© 10, 5 # 2 uL
do um pooi do ©oro® n@ re@çl© ® d® fridróli©»  
eeponiinea do -substrato confor®» ít»* 2.6*5 d© 
Maior i a i © © .Método©.
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Gráfico d@ Linotw©ver-Burk laoetrando o &f®ito ám 
concantraçMo do eufepirato a&o&ro & tiidróll©# cio 
a*fa~n@ftf I acetato p^los fenóiipo» 0 © â. às 
rotas de regre: obtidas fora® y * 0,228x +
0,2778 m y * 0,Il?C«5x + 0,4344 par® os fonòtipos ü 
o ft, resspect i 'c'nto. 0 inset sio&lra o gráfico d@ 
H I cba© l í e-Hmiitft pssra as -variantes cânfora® it#a
2.S.6 de Materials # Méiodoe. „
Cond.ições d® asos s 1 fa-nafi11 acetato 2„3xl0'“̂ Hs 
soro 5 uls íneubeçlo çx?r 25 ainutoa a 37°Cj t&spSo 
fosfato 0*081 ff pH 7,1 \

FIGURA 05. GRAFICO OÜPLO-lECfPSOÔO COH âLFA-HâFTILâOETATO»
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FICJÜSI 08. CURVA CE f i m i ç i o  COK , HaLOL UTILIZAKDO
&LFA-NAFT l LâOSTáTO DOiO S* ! F  ^
P®rc#tit^9#m 4® InibtçMo cios fondtipos U, UF, !fâ © 
à çom DL~propr8iio2 cl mm voncmntrsçQ^m variando d© 
IO"“6 a £ #25xl0~%lt. Oga ponto© roprosonta® a is#ãia © 
@s barras vertical© a ampiitud© d© var i açf o » 
©Kc*to para a visriBíti# ã q w  @etá rapreaantada 
pela  média d© d u m  deteratinaçGea da ©@@gia s i c s i n .  
Condições d© ©nstislos ®lfa-naftl Iac#taio 2,3x10a"*!! i 
amostra 5 ui i Incui^açSo por 25 minuto® a 3T°Ci 
Fsst Red TB 1 f ix i0 “,3,l! © ta iip lo  fo s fa to  O,0S£H pH
7,1
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figura o/, m m â  m  m w  Boa-ossa utimzakdq alpa-
IláFT I L&C&T&TO COHQ SUBSTRATO
Percentagem d# i n i & i çUo do® f andt i p©@ U, UF, UA © 
â com 102-0883 ©ss concentr ©çde® v a r iz e s  d# 
3e?xlOŵ  a 2,22xlO~&X« 0® ponto® ropr®eanta® a
Média © ae feárra® verticais a aapl iiude d# 
variaçlo»  ©xceio para m va rian te  I  qu@ ® s ii representada p@l© média de d«@s deter®inaç5e©
Condiç$©e de ensaios a!fa-nafti 1 acetato 2,3k I0"~’“1 í 
amostra 5 ui j incul^sçlo por 25 minuto® a 37°C> 
Fast E®d TE i , lxlO~*H o tamplo fosfato 0,0811 pH
7,1
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FfCHJHã 0 8 .  C u H V ã  CS I l f I B I Ç l O  0 0 1  1 0 2 - 0 6 8 3  m t ~  IH C T B 1 D 0  031!
5'0fi0 PQS 2 HORAS IJTiLIZâfPO âL fã-M áfT f Lál^Y í.£íí0
caao m u B t m v o

cl# ltn t» iç !o  do© fe srô tlp o *  U» W, llâ m
â % a ÈO2r~08@3 pr#~*í ncuhad© €©jp, o ©oro» 
c a i  t r& ç& m m  v - ® r i m d o  4®  7 t 4,n lQr ^ m i  , © 5 t t l O ~ ^ H .  
O s  p o n t o s  r e p r e s e n t a m  e  m é d l m  © a©  b s r r i i
vertical© © aüplliyd® d© varlaçlo, w c © t o  psr® a
v a r ia n te  & qu© e© iá  re p re se n tad a  p e la  méá̂ m de
cha&s d © t © r r a i n í s ç 8 ® »  d a  ®@sa® a m o s t r a  
C o íf id íç S © ®  d e  e n s a i o ?  a l f a - n e f & i  1 a c e t a t o  2 * 3 k 1 0 " “% !?  
a m o s t r a  5  u i  ? i n c u l & e ç l Q  p o r  2 5  m i n u t o  & % 3 7 ° G ;  
F a s t  l e d  T l  l , © t a u p l ©  f o s f a t o  0 , 0 8 1 1  pH
7 , 1
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PIOUS! 03. ÜÜKfã DE IKIBIvlO COB DïBUOà îMÂ  ilTILilMBö âUTA- 
HI FT I LâOf T&TO COHO S1IBSÎE&TÔ

P^resmtag©» d© Intfalçla dos•f©ndtfpoe U, OF.» t!Jk ^ 
à côbï dibu«smitm mm c©n«#nira$d^© v©rt@îîdc> d# IO“0 
a 2i?KiO*",sHe 0$ ponton r@pr©©©nt@j& @ média m mm 
hmrrass v e r t i c a i s  a a s p It i iK l#  4«? ¥ a r ! a ç lo » #xc^to  
para a variant® â qut ®©ié r©pr©@©nt@da p©i& média 
de du©© d©‘t§riif naçt»̂ f3 «ta .̂c:dtí& ©ic-oot ra 
Condições d© ©nsaio? sîfa-naftiIacetato 2»3k1®~%Í! 
«»o*trft 5 u i y i ncubaçSo  por 25 si inut©© a 3F°C* 
Fast l@d TE i t iKiCr^I ©* taaplo foæfat© 0,06IE pHF g X
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flGUHà 10. EFEITO BO TEHPÖ BE' IMGlIBâÇlO SOBSE â IIIBIÇIO COM 
R02-0&83 !IT ! LI £&Sf DO ilLFâ-lÂft 1 LâGETITO CCMO 
BBBSTE&TO
ã§K»grira© cios f#ndtipo® U, tJF» Uâ © h fora®
@a@aiacl«S5 conform© it,#® 2,8,8 ûm lai triais e
M t o d o s . Os pontos r©pr©s©ntasi © ®édi@ # a® barras 
v@rt I c 'Si s a **mp ï f * y ar i açl® « ©Kc©t o pær a a
•variant© & qv * a^à r©pr«ii#îi'i@à® p-ali Eiildli d© 
dus® %̂ c  a® s#s?saa anofttr•.
Conâtçô®& d© ©n g aios aIf®~n aft! 1&c#iaio 2,3k1O"*1 ? 
aaostra 5 «i» 3?°Ci Fast E®ä TR 1, 1x10"% 0 R006B3 
3,Fx30~'H.



65

n e e m  n .  ‘ í n i w  ).3 t s íp o  bs m c m & ç m  sobes & i m B i ç m  aos
; -_ .V  ' iK íjJL UfíbíSSKBO âlifà-SAFTILâCETãTO CÍ8Í0
\ *? 'tL T*'í i'Q

cise v a r ia n te s  U, ÜF, Hã © Ã for mm 
t rs1 r * "*r}riB c©nf©r®e íí#b 2 «S.8 á@ Baterisi® © 
KjucJ &. Qsp pcfitop representa® a aiéctia © a» barras 
verticais a ®plStuâ* 4© variaçVo« ©sscet© psra ® 
v a r ia n te  â que e s tá  rep re sen tada  p@I© isécllt 
áums á#i©r®imsç5#e
CondiçC@» ê@ ©nüaSos ©!fa - n & f t i  1 a ce ta to  2 , 3x 10““%?
mmmtrm 5 u l ? F®s?t E#d TE XgtK Í< r%  © DL-
pr ©pr &n o i o 1 10"“̂ .
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FïOURà 12« EFE ITO  M  TEKFSEIfllBl BOBBE & 11IB1Ç10 COB 
m i l - o m  3 IITlLLSliOO Al^A-K AFTI LMlETlTD COSO 
Strj&rsftfO
0 ®f&ito d® fcmpperatura mobr® a inibiçVo cost 
EÖ2-OS83 foi obsp#rvado pars ©g f^siétipoe U, W ,  
llâ ® ä. 0@ pont©$ r#pr@#çptait a méûi® 9 ®íp fearr-s® 
verticals a ©ispl itiM# d® variaçlo* -©xc#to per a a 
variant® â qu® *»td r®prQftvr*tad8 pela ii#dla d® 
duaa d®i©rmírsaç5®s * hm dg *. ãin®çÕ9B for su 
real iss ad as conform® item 2.8,9 d® Haioriai» ® 
Método® .

Condiçd®» d# enpaios alfa-nefti 1 ©c@tato 2,3x10*"%? 
©»sirs 5 ul ? 37°Gî Fast Hod TH l,lxiO~3H ®
E02-0S83 3,7xlQ“7H.
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FIGUH& 13. EFEITO Bâ T E IPS E âT ïlll SQæ t â 1 HI S1010 COI DL- 
PiOPEâlQLCIL UT IL 1 E.I1B0 ÂLfâ^ M FT ! LIC IT ITO  COKQ 
S3BSTSATQ
O ©feito d@ tessperstura ®ofer© a S i U M ç a ^  ce® PL- 
propranolol foi ofestrvtdo para o© f#ndtip©& H* 
0F, üâ © ã* Öb r<$pr©g«mt®® i  wéûî a @ as
b a r ra ®  v s r i i c t i ®  © a m p l i t u d e  cl# v@rliç^o>* m nm to  
para a var s ©nie â qu® #nié represent®ds pet a r.-.bila 
de duv> r deter& i ïwfÊes. &s i îiaçCtoï foras
real conforme Ü#i3 2*6.12 dm Material® e
Méiodoa. _
CondiçSes de ensaiot ©îf a-nafi i 1 acetato 2 *3xlO‘",,*H? 
amostra 5 ut * 37°C? Fast Bed TE 1, 1k 10~'% © DL- 
propranolol Î0~^



m

FIGURA 14. P im iM IIÇ E O  SáS FÍÍ10EKfÂ©EIS DE íflB fÇ SO  COÄ OL- 
FKôPRátíôtOL E RO2-CI0S3 V t ï h iW i ï ù Q  
H&FT 1 LICSÍilTO ÇOIO SUBSTRATO

D ip t r ib ^ iç lo  d&s. p@rwnt®9®ne à# In lb iç ffo  co® 0L-~ 
proprsBol^I IO"0!  # i; Ö2-0&83 3„?xi0~^H eu 75
ind iv íduo» , «siido 41 CHE1 U, S CKE1 UF, 25 CHE1 llâ
@ 1 CHE1 U&. I s  ú®\,®rmí xizçC’®m f o r »  rsm llsaéaü
conform# Item 2.6«l i  d@ IftooPto fs a Métodos*
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nmm  is. Bjrmrn?Hc*Ci b i s  P E E C E i m e E i s  m mmigm cm d l ~
or *». .v , ' H L  E © I BUSJI f a& UTIL I ZAH00 4.LFil~ 
» *-*?n Ov a j  COMO SUSSTR&TG
'Bimtr-ibnigZo da® porc0ni®9®n® 4# inihic$o coo DL- 
propranolol lO^ff e ctl biiessfsta iO^M mm 73 
i nd i^ i f iM ow ,  mmwAo 4i C ^ l ®t 8 OlIEI 0F* 25 CHEi II* 
® 1 CHE! UJk* lip fora» rm&limsidmm
conform® i 2,fe.ii o<? if&i©r I a 1 si © l#i©dos.
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FIGURA 16. EFEITO SOBRE OS PERFIS DE IHIBIÇXO DE AMOSTRAS 
DAS VARIANTES A e U MISTURADAS EM VARIASPR0P0RÇ6ES
As percentagens de inibiçlo cos R02-0683 (RON) E
DL-propranolol <PN) foras observadas es sisturas
de us soro hosoxigoto para a variante A cos us 
soro hosozigoto para a variante U, bes coso as
asostras ses diluir, conforse ítes 2.6.10 de Materiais e Mdtodos. Os pontos slo representados 
pela sédla de duas deternInaçOes.
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FIGURA 17. DISTRIBUIÇXO DAS PERCENTAGENS DE 1NBIÇXO COH DL- 
PROPRANOLOL a RO2-O603 UTILIZANDO BENZOILCOLINA CONO SUBSTRATO.
Distribuiçlo das parcantagans da iniblçVo coa DL- 
propranolol 8,45xlO-6H a RO2-0603 10-6M aa 75 indivíduo», «ando 41 CHE1 U, 6 CHE1 UF, 25 CHE1 UA 
• 1 CHE1 A. As datarainaçOas foraa raalizadas
conforaa itaa 2.7.1 da Natarlaia a Hétodos. 
CondlçOaa da ansaioi banzollcolina 5 x 1 0 " 5 H i 
aaoatra 10 ul» taapVo fosfato 0,067H pH 7,4» 
aadiçVo cinética a 25°C aa 240 na



72

FIGURA 18. DISTRIBUIÇÃO DAS PERCENTAGENS DE INBIÇXO COM DL-
PROPRANOLOL © DIBUCAÍNA UTILIZANDO BENZOILCOLINA 
COMO SUBSTRATO.
Distribuição das percentagens de inibição com DL-
propranolol 8,45xlO-6M e dibucafna 10-5M em 75
Indivíduos, sendo 41 CHE1 U, 8 CHE1 UF, 25 CHE1 UA 
e 1 CHE1 A. As determinações foram realizadas 
conforme item 2.7.1 de Materiais e Métodos. 
CondiçSes de ensaios benzoi1colina 5xlO“5M; 
amostra 10 ul ; tampão fosfato 0,067M pH 7,4i
medição cinética a 25°C em 240 nm.



f i g u r a  i s *  d i0 tb ib u iç x o  m s  m  i i i b i ç i o  •*:-!
s  a > ' > v j  i»:* s a e i o  nriLizmm

&& izoihooLíu& mm sw&smmQ*
B ts ir t tm iç S c *  éass p ^ con tae ^ n ©  et© ínlhiçW® com
dlbuc&ína 3Q~*51I a f iuoreto ú® wôálo 5k10*~SE <.-» 75
indivíduo®, gp®net© 41 OHEi U, 6 0HE1 UF, 25 C m  IM
© 1 OHEi A. A» d©t©r®inaç®@s foram roal íx®ám
conforma ib&m 2,7.1 d» Kaioriail» o Métodos. r 
CondiçÕb-b dm ©n&as©s b#ri2ioí Ic© 1 ina 5xiO^^M?
amostra 1 0 ul 5 tasplo fosfato 0*06711 pH 7,4?
modiçSo cinética a 2S°0 ©m 240 nm.
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i k ü í  i mm

FIGURA 2 0 , ESTASIL l D&DE B& PR 0P10! 1LT10C0L iM b WM SOLUÇIO
â &b»orfe$ncis d# vériag! sohiçfifes? d# o
propSofíl  ltiocoi in@ fo ram  otoorvact®» t. * ..s 
d o & c r i to  fio i t m  2*8« 8 4#  Ifa?.terl©ie © E#ic^ li*
valor arbitrário corro^pondonto a 0 a iw% do 
Sibiiorbinc i a foi ddf iniúo como llmitm m ê m m o  
permitido para a hidrdl ©spontte@a do
eubstrato.
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r m m h  2 1 . ovmà. m  m  m z i w k  m i u z m m
PHO? 101! L? 1QCQL! ilâ G010 SIJBSimVO

0 ©f © i to  dm ccmcontraçU© et® ©msiaa sobrm a 
valosfdad# ó& r ^ç&o foi ol?3©rva&® conforma ** 4
2,8.4 d© fZat«wrt®i@ © Hétodo®, lima f i t a  wi 
r@gr#gslo fo i mutre o® pontos <$u© ®@
lo s trê rs a  g n f  í car ¥fit# i i * 1 presença d®
9rupo® iid i©  livrar/ no moro fo i  ©fe©#rv d̂© Cbraneo 
d@ ®oro). Os ponto© r^proTOnia® ® nédia d© cltian 
det ©rai naç5®3 .
Cond í d© ®n®? aios pr.op ioni I t i oco l i s a  2x % 0~ ?
tamplo fo s fa to  0*0251 pH 7»&s aodiçSo c in é t ic a  a 
23°C. '
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FIGURA 22. VERIFICAÇXO DA SENSIBILIDADE DO MíTOPO UTILIZANDO 
PROPIONILTIOCOLINA COMO SUBSTRATO.
DiluiçOes do pool d« soros um soro inativado 
foram ensaiados conforme item 2.8.5 de Materiais e 
Métodos. Uma reta de regressMo foi traçada entre 
os pontos graficamente lineares. Os pontos 
representam a média de duas determinaçOes.
CondlçOes de ensaioi propíoni1tiocolina 2xlO-3M» 
amostra 2,5 ul» tampMo fosfato 0,025M pH 7,6» 
medlçMo cinética a 25°C.
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FIGURA 23. EFEITO 00 TEIfFO SOBRE â HIDRÓLISE DA'
PROP I OI! ILTIOCOLI Uh.
0 ©felto do tempo d© ineubaçlo sofer® a hicirdlis© 
da propi on 111 íoco1 i n a fo i obsorvado ut i 1 isand©°-s© 
un pool d@ soros coao font© d® ©nsima conform© 
lie© 2.8.8 d@ Materials © Métodos. hm velocidades 
d© reaçlo fore© observed©® a 25, 30 © 37©C, b@ra 
com© a hidrdlis© ©spontinoa do substrato
(control®) a 25©C.
Condições d@ ©nsaios propioniItiocolina 2k I0”^Mí
amostra 2,5 ul ? t®mpl§© fosfato 0,02511 pH 7,6? 
mediçlo cinética a 25°C.
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FIGURÀ 24. GSáFICO DUPLQ-BECfPRQCO COM PSOP1Oi ILTIOCQLINA.
Gráfico d# Linevever-Burk mostrando o ©feito da concentraçfSo da propioni Itiocol in® d© 10-3 a 10-21! 
sobro m velocidade d@ roiçlo» util isando como 
fonte d© ensima as variantes U © A conforra© itom
2.8*7 d© Hat©r 1 ©i © © Bétodo®. As retas d»
r©gr©eslo obtidas foram y® O sOi3l2x + 0,1354 © y® 
0,08329 + 0,3733 para ob f^móbípOB U © â,
respectivamente. 0 in^et ü o pí fs o gráfico de 
Hichaelis~M©nten .
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FIGURA 25. EFEITO íià VàRIÃÇKQ D&S C0H0EHTRHÇ6ES DE DTHB E 
FOSFATO SOBRE Ã âTIVIBÂBE UTILIZÃHDQ 
PRGPI OH í LTIOCOL111 â COSO SUBSTS&TO.
0 @f# ito d® concentraçde® d© DTHB variando 0,5 a 
2QxXQ~4K tsiapSo fosfato 0 S05Ü pH 7 ff6 sobr@ a atividade foi observado uti 1 issarsdo um pool d© ioro 
como fonte de enzima. 0 efeito de variação da 
concentraçUo d© tampMo fosfato pH 7, B variando de
1 a 20xX0“2M foi observado para fendi ipos A e U 
confora® item 2.8.8 d© Materials e Métodos.
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FiGURA 26. CUlfâ BE I1IIBIÇ10 OOH 102-0683 UTILIZAHDO 
PRQPIOHILTIOCOLIHA GOMO SUBSTRATO.
à p©rcentagen d© inibi çlo do® f«-nétipoe U, UÃ © A 
co® R02-0&63 ©34i0-7 a 1, 6x10-511 foi observada
conforme ite® 2.8.11 d@ Hateri@i© e Hétodos. Os 
pontos representam © média d® dua® deter®Inações. 
Condições de ensaios propioniItiocolina 2xi0~%j 
amostra 2,5 ui? tampão fosfato Ü,©2ÕH pH 7,8? 
medições cinéticae © 25°C .
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FIGURA 27. C m W à  DE ItflgiÇtO GOH DîBUCAfNA UTILIZAHDO 
PROP ! Off ILTIOOÜLI là 0010 SUBSTRATÛ.
A percentage© de inibiçlo dos f endtipo® V, UA © A 
coeb dibuc&fna 2,l&xlO-6 a 1 »03x10-41! foi observada 
conforme, item 2.8. il de Hat ©ri aie e Hdtodos. Qe 
ponios representaia a média de due© deter®inaçSeŝ . 
Gond i ç&®b de ©npaio* propioniltiocol ina 2xl0~^Mj 
»oetra 2#5 ul; tampHo fosfato 0»©25H pü 7,6j mediçOes cinétic^e a 25°G .
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F I G i m  28. CURVA DE IN1B1ÇXQ COH DL-PROPRAHOLQL UTILIZANDO
PROPI OH ILTIOCQLIKÂ CQ1IG SUBSTRATO.
à percentagem d© inibiçlo do© f ondtipos U, UÃ © A 
côa DL-proprano2ol 2* 7xlQ*~6 a 2,7xXQ-4M foi 
observad.s conforme item 2.8.11 ú® Materiais © 
Hétodos. Os pontos reprosontam a média á® du®s 
d©t©pssi naç5©s.
Condiç&os d® onsaioi propioniItiocolina 2xlO~^H» 
amostra 2,5 ul p tamplo fosfato 0,0251! pH 7,6» 
®©diç5©E cinéticas a 25°C .
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FIGURâ 23. CURVA DE INIBIÇXO COM URÊ1A UTILIZANDO 
PROPIOi ILTIOOOLINA COMO SOBSTlâTQ.
A percentagem d® inibição úow- fenótipos U, UA e A 
co® uréi a 0,0 a 4,01 foi observada conforme item 
2.S.li de Materi ai s © Métodos* Os pontos representam a média d© duas determinações.
Condíçõ@s d© ensaioi propioniltiocolina 2xlQ~3Ks 
aaostra 2 g5 uli tampão fosfato ©,©25M pM 7»6p 
med i çõ©s cinética© a 25°C .
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FIGURA 30. EFEITO DE CICLOS GQNGELAKEHTQ/DESCQHGELAMETHO
SOBHE A AT í VIDâDE E PERFIS BE IMIBIÇ10 DA ChE.
kl íquota® d© pool fora® su&s&otida® a ciclos d® 
congo l aa&nto/doscong® I &®anto, sondo ens a i eda© par a 
atividad® © fenotipsg®© cosi H02-0883 <R0K> © dl-propranoiol CPU) conforta® its® 2.9 d© Matariais o
Métodos. Os pontos roprosontantos da st i v i d ado
fora® realizado© o® duplicata ou triplicata.
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FIQUEI 31 * EFEITO DA TEHPERATURA SOBRE A ESTOCAGÊH DA ChE.
A atividade do pool estocado e® vári as 
temperatura® © também na presença d© g S i w r o l { foi 
medida conformo iie® 2.10 ú® Hateriais e Hétodos. 
h ai i viclsd© do pooS no início do experimento foi 
considerada 1.00%* Os pontos representa© a aédia d® 
■dus© d@i@r®imç0©se
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FIGURA 32. EFEITO DO EDTA SOBRE A ATIVIDADE E PERFIS DE
IHIBIÇIO DA ChE.
â ativídad® © o© perfis d© inifoiçlo com E02-0683 
<ROM) © DL-propr ano1oI (PM) for mm ob®®rv®do® na 
ausênci a © na pp&s&nça d© EDTA adicionado ©m 
várias G&ncentraç5©g ® um sangu© CBEl U confora©
item 2.11 d© Materiais © Métodos. Para a atividad© 
os controles isentos d© EDTâ fora© considerados 
100%.
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FIGURA 33. EFEITO DA HEPARINA SOBRE â ATIVIDADE E PE1FIS DE 
IHIBfÇlO DA ChE.
b atividade © ob perfis tí@ inibiçlo cosi R02-06B3 
(ROM) © DL-propranolol <PW> fo ram observados na
ausência © na presença de heparina adicionada es® 
várias concentrações a ura sangue CHE1 U conforoe
item 2.12 d© Meteri ais © Método®. Para a atividade 
o© controles isentos d© heparina for asa
considerados 100%.
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FIGURA 34. EFEITO DA BILIRRUBIKA SOBRE â âTIVIDADE E PERFIS 
BE 1ÜIBIÇ1Q Bh OhE.
A atividad® 9 perfis d® inibiçSo com R02*"0&83 
(ROM) 9 DL~propranolol (PM) fora© observados na 
ausência © n® presença d© bi1irrubina confori© 
Item 2. i’3 de Hater i a i © e Héiodos. Par® a atividade 
os controles isentos de biIirrubina foram 
considerados 100%.
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FIGUKA 35, EFEITO B& LIFEHIA SOBRE & ãTlVWâDE E PERFIS DE
immçm b à  cm.
b atividad® e q b  perfis d® inibiçlão com R02-0683 
(RQN) e BL-propranolol (PH) foras observados n®
@us©ncia © rs presença d© l i  pois ia eonfors© item 2»14 d@ Hatertais ® Métodos» Para a atividade os 
controles ieenios d® l ipemia foram considerados 
100%,



90

FIGURA 36. EFEITO DA HEBóLfSE SOBRE A ATIVIDADE E PERFIS DE
IlfBIÇtQ DA GhE.
Hemoglobina ee conc®n‘t r a ç a s  d© 0*08 a 1,45g/dl 
simulando hemólises d© 0*24 a 4,44% do volume 
globular foi adicionado ao pool, sendo ©st© 
©nsai ado para atividad© o fenot.i pagem conforme i bem 2.15 d© Hater sais © Métodos. Os valores 
obtidos par atividade foram expressos ©m termos d© 
p©rc@ntag®ra <&® r©lacl§o a controles i sontos ú® 
hemoglobina, ensaidos nas mesmas condições © 
considerado© com atividade d© 100%
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FIGURA 37. GRAFICO DE CONTROLE DE QUALIDADE PâSâ ATIVIDâDE E 
PERFIS DE INIBIÇÃO.
O pool foi utilizado coao controlo de queI idade 
para atividade a rsfv@l normal & para os perfis cio 
inibição com RQ2-0663 (ROK) © DL-propranolol CFK) 
conforme descrito no item 2.17 de físteriais © 
Métodos. às linhas cheias para os controles 
repreeent©® dois desvios padrdes da média, a qual 
está representada pela linha tracejada.
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FIGURA 38. GRAFICO DE CONTROLE DE QUALIDADE PARA ATIVIDADE 
3A1XA S ELEVADA.
Soros preparados para simular atividade sitas 0 
baixa® da col inesterase foram utilizados como 
contro I© d© qualidade confors© itera 2,17 do 
Materiais © Bétodos. As linhas cheias para os 
controles representam dois tí-^svios padr8#s da 
médi a, a qual está representada pela linha 
tracejada.
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4 m & c m & m

Uma variedad© d® ©©todo 1 ogi a© ©stlo d@scr itas para a 
determinação da atividade da colinesterase séri c a , bem como 
para a classificação fenot ípi ca, empregando inibidores dife- 
renci a i s .

A benzo i Icol ina (35, 143) tem sido utilizada peia
maioria dos autores como ref®r#nci a , eendo o substrato qu© 
melhor bb adapta às medidas de atividade © inibiçlo. Mo @n- 
tanto, a metodologia d© dosage® r«lo é aceosfv© 1 à maioria dos 
!aboratórios, requerendo equipamento sofiet 1 cada, © m  con
trol®' muito acurado na ©KecuçUo, para qu© os resultados sejam 
confiável e.

Os ésteres tiocolínicos, capazes d© promover uma rea-
çHg rápida cosa detecçlo ©uito sensível quando associ ados ao 
BTff B , 3% o uti I iz ados p© la © © i or i a dos 1 rabor atdr i o® c! íni cos.
h posaibi1 idade d© dosagem ©ra concentração© ©levadas d© subs
trato © ura grau d© discriminação dos f©ndtipos de risco pel© 
atividade elo os motivos d© sua proferência. Ho entanto, 
quando assoc i ados a inibi dores nlo 'produz®® discrirainaçdes 
acuradas cios fendi. I pos.

Decidimos portanto, estudar ® otimizar dois tipos d® 
proced isentos s ura para a fenotipagem ® outro para a atdv idade 
da GhE.

Para a f©notipagem, a ©ecolha recaiu no método d© Mor
row © Kotulsky (S3), d©vid© à separação nítid® úom fendtipos, 
simplicidade de execuçtio © reprodutibl 1 idade.

Os estudos que d©senvo1 vemos sobre o método d© Morrow
@ Motulsky (33) revelaram como pontos fundamentais a serem 
otimizadoss o tempo d© incubaçlo, concentraçlo do croaôgeno 
Past Red TR e a concentração do^ inibidores na reaçlo.
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Como nSo encontramos esses dados na literatura, obti
vemos o espectro d© absorção do cromógenô <fig. 0 2 ) produzi
do pelo alfa-naftol © Fast Red T R . A absorçlo máxima obtida 
foi em 540 nm , diferindo do comprimento de onda utilizado 
por outros autores <3, 93) que preconizam 555 nm, onde as ab- 
sorbüncias s^o cerca de 5% inferiores.

Um dos problemas observados com o método de Horrow e 
Motulsky (9 9 ) foi o desenvo 1v imento de coloração diferente da 
usual, quando soros d® atividade elevada era® ensaiados. Una 
curva d© concentração d© alfa-naftol (tab.IV) demonstrou que 
tal alteraçlo ©ra devida a uma concentração insuficiente de 
Fast Red TR em relaçHo ao al f a-naf tol presente no meio. Tal 
deficiência foi corrigida pelo incremento d© 30% na concen
tração do croióaeno Fast Red TR, em rei aç^o ao originalmente 
descrito C7,7xIO~^H>.Concentrações superiores de cromdgeno se 
Mostraram desnecessár i as pois n«So anplian a linearidade den
tro da faixa d© sonsibi1 idade do ©speclrofotdmetro. Esta mo
dificação propiciou maior prati cidade na metodologia, evitan
do constantes repetições e principalisente @1 iminando erros 
grosseiros nos resultados quando as alterações no padrlo da 
coloraçlo nlo ©ram detectadas pelo analista.

0 corante Fast R#d TB.,, em dtiponal, mostrou capacidade 
cromog&nica variável conforme o  tempo de preparo. Eaiaford © 
Harris (9) recomendam prepará-lo im e d íat©mente antes do uso, 
enquanto Horrow © H o t u!sky CBS) preconizam um® estabi 1 idade 
d© várias horas. Hossos dados <f ig. 3) demonstraram que & so- 
luçlo pode ser utilizada até 2 horas após o p r e p a r o , quando 
sua capacidade cromogênica decre s c e  apenas cerca de 5%. Con
firmamos ainda, as observações d® Horrow © H o t u 1sky (39) que 
caracterizam a © s i a b i1 idade para o complexo colorido dentro 
d® 1 0 a 60 minutos após a adiçlo do cromógeno è mistura d© 
incubaçlo. Est® é o tempo ideal dentro do qual se deve proce
der a leitura ©spectrofotométri c a . Durante o trabalho u t i 1i-



zamos um tubo contendo alfa-naftol 7x10""% em cada bateria 
ensaiada, como controle de qualidade do cromógeno. Est© pro
cedimento foi particu1 armente útil# demostrando ser o Fast 
Red TR um composto muito sensível à luz e à hidratação, dete
riorando-se facilmente. Outra característica desfavorável do 
método de Korrow e Motulsky 0 9 )  é o prolongado tempo de in
cubação de 60 minutos. Objetivando reduzi-lo, observamos o 
efeito do tempo d© incubação sobre a linearidade da reação em 
várias concentrações d© enzima (fig. 4). Decidimos utilizar 5 
ul de soro incubados por 25 minutos, composição que permitiu 
reduzir em 60% o tempo d© incubação, mantendo a absorbânci a 
similar (cerca d© 0,8) à encontrada no método original. A ob
tenção de absorbênci as desta magnitude para os tubos sem 
inibidor é necessária. Se os valores forem muito baixos, se 
produzirá erro na medição ©spectrofotoméiríca nos tubos onde 
a enzima apresentar inibição acentuada.

Os valores d© Kjf © Vjqbx ©stimados pará esta metodolo
gia (fig 5 © tab V) fora® ei® iJ ©re© aos observados por Ba®- 
ford © Harris CS). Embora ©nsaiados ©m d if©rentes condições, 
c o n firmam uma afinidade ura pouco superior par® o fenétipo à 
em relação a© f endtipo U, resultado não encontrado por Magna 
(88). Os valores de Kg são superiores à concentração de alfa- 
nafti 1 acetato de 2 ,3x 1 0 "*% presentes na mistura d© incubação. 
k elevação na concentração do substrato para nív©is saturan
tes , foi 1 iraibad© pe 1 a baIxa so!ubi1idade deste era so1uçlo 
aquosa. As concentrações do substrato ssai s elevadas , Já des
critas anteriormente, como 5,4x10""^ II. <9 ) © 2xl©~® K (6 8 ), 
não se mostrara® adequadas nas condições de ensaio, preJudi- 
cando a f©noiipagera. Decidimos, portanto, manter a concentra
ção d© substrato basicamente inalterada ©a relação à descrita 
originalmente.
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Estabelecidas as condições fundamentais de ensaio, es
tudamos as concentrações de inibidores, qu© produzissem a me
lhor separaçSo fenotípica.

Estudos anteriores <9, 8 8 , 99) demonstraram que a uti
lização de apenas um inibidor foi incapaz de separaçSo níti
da, s©m sobreposição do fenòtipo UF. Portanto, a escolha da
concentraçlo dos inibidores foi realizada de modo que a aná
lise conjunta de dois perfis de inibiçSo diferentes possibi
litasse a separação dos f©nótipos.

h estratégia, que mostrou melhor resultado, foi uti
lizar DL-proprano1o 1 a 10”® M Cfig. 6 ), onde as inibições dos 
f@nótipos UF @ UA est^o mais próximas, contrapondo-as com 
RG2-0683 3,7x!Q”^M (fig. 7) ou dibucaína 10“^H <fig. 9) onde
a inibição do fenótipo UF s© aproxima á do fenótípo U.

Vários autores<37, 81, 144) recomendam pré-incubar o
inibidor R02-0683 por 2 horas com o soro , de forma a obter 
melhores separações fenotípicas. Em nossas condições de en
saio a pré-incubaçlo Cf ig. 8 ) n!o se mostrou vantajosa, ao 
contrário resultou na perda da discriminação entre os fenóti- 
pos U e UF. Os carbamatos, grupo a que pertence o R02-0683, 
inibem a ChE d® forma lenta © reversível, sendo portanto o 
i®»ipQ de contato com o inibidor f ator importante pare o gr eu 
de inibição <80> . Isto poder i a Justificar um do.s fatores pe
los quais Horrow e Hotu 1 sky n^o identifIcaraa o fenótipo UF., 
enquanto nós o fizemos com a modificaçgo da metodo 1©qia. Os 
dados da disperslo dos fenótipos (tab VI) mostraram qu.e a 
utilizaçtío de apenas um inibidorr R02-0&83 ou DL-propranolol, 
permite sugerir a presença do fenótipo U F . Esta observação 
nos levou a estudar o efeito do tempo d© incubação sobre os 
perfis de mibiçfSo na^ condições previamente estabelecidas.

0 R02-0883 Cfig. 10) confirmou a perda d© discrimina
ção entr© os fenótipos U © UF com 80 minutos de incubação,
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justificando o porquê Morrow © Motulsky (99) © Alcântara (3), 
que utilizam este tempo d© reação, foram incapazes d© discer
nir estes fenótipos com apenas este inibidor. No entanto, a 
discriminação dos fenótipos foi estável ©ntr© 25 © 40 minutos 
d© incubação. Ao contrário, o DL-propranolol, também um ini
bidor competitivo, conforme Whittaker e Britten (146) mostrou 
um perfil d® inibiç«k> muito pouco influenciado pelo tempo 
(fíg. 1 1 ). As características dos inibidores R02-06S3 © dl-
propranoloi em não alterarem os perfis d© inibição de modo 
significativo, em tempos de incubaçlo próximos ao recomendado 
(25 minutos) evita a necessidade de um contrôle rígido do 
tempo, proporcionando uma útil f 1exibi 1 idade ao analista.

A temperatura da reaçlo e sua rígida manutençlo tem 
demonstrado para alguns inibidores da ChE, como o f 1uoreto de 
sódio , ser de fundamental iaporüncii para a obtenção de 
ínlbiç&es reprodutíveis e discriminatórias (67, 88,69). Em
nossas condiçóes de ©nsaio o E02-0683 Cfig. 12) ©ostrou-s© 
pouco influenciado pela temperatura na discriminação dos f@- 
nótipos e não alterou os perfis de inibiçlo de sodo signifi
cativo entre 30 © 37°C. Com BL-proprano 1 o ! a afinidade pelo 
inibidor decresceu com o aumento de temperatura, embora se® 
a 1teraç5@s signíficaiivas entre 30 ® 37°C. 0 f©nótipo HF com 
©st® inibidor mostrou maior discriminação em temperaturas d© 
2 I°C, d® i@siâ forma que quando o fíuoreto ü@ b ó ú í o é ut 1 1 1 -
'Zâdo como inibidor <69)• Os dados obtidos com B02-0683 ® DL- 
propranolol mostraram que nas condiçdes de ensaio propostas, 
a temperatura não é crítica, o que © 1 imina a necessidade d© 
sofiatiçados sistemas de termostatisação.

Testamos © seguir, © método 1 og i s dessenvol vida, frent© 
a uma bateria d© soros d© f@nót ipos conhec i dos. A tíi a*tr i bui - 
çlo dos perfis d® inibíçlo quando DL-propranolol foi 1ançsdo 
contra H02-0683 (fig. 14) permitiu nítida separação dos f©nó-
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tipos estudados. A substituição d® RQ2-0683 por dibucaína 
<fig. 15), embora também discrimine os f©nétipos, foi d® me
nor resolução.

A identificação da® variantes J, K e H quando em hete- 
rozigose com a variante A pode ser viável com esta metodolo
gia. Teorizamos qu© estes ale los relacionados à menor produ
ção da enzima usual, quando em heterozigose com o ©leio A, 
condicionem inibições que se distribuam em sequência linear, 
entre as inibições dos fenótipos UÃ e A, observadas na figura 
14. Os perfis de inibiçlo produzidos por misturas d© enzimas 
À e U (fíg 18) reforçam esta possibi1 idade.

Como a metodologia clássica descrita na literatura 
(54, 85, 141) recomenda benzoi1colina como substrato para
identificar os fenót i.pos , decidimos comparar a qualidade das 
separações fenotípicas obtidas com ©st© substrato com às d© 
método modificado, às mesmas amostras utilizadas no método 
modificado fora® ensaiadas com benzo i.icol ina.

Os inibidores H02-0883, DL-propranolol © dibucaína, 
assoei ados de forma idêntica à anter i ormente descrita Cfige. 
17 e 18), mostrara® uma difícil identificaçlo do fenótipo 
UF, enquanto o heterozigoto UA apresentou resultados com 
maior dispersão em ralaçlo nos encontrados ®m nosso método.

NfS© conseguimos ident ifi car o fenót ipo UF, quando di
bucaína m fluoreto de -sódio Cf ig 19), inibi dores cl aesl cts^n-’ 
te citados -na 1 i ter atura, foram ut i I izados. • Estes dados en
fatizam a dificuldade nos procedimento© onde a benzoIIcolina 
é associada a inibídoree, par® discriminação doe fenótiposf 
situaçlo Já ressaltada em vário© trabalhos <ÍP 35, 88,117).

A di ser í minaçlo dos fenótipos coss © aétodo modificado 
foi superior A d© outro® aiétodo® qu© utilisa® o m®smo subs
trato coio Fiorrow e HotulskyC,99> , Hagna (88) e Zapf e Coghlan 
(152), o® quais também slo incapazes de identificar o fenóti-
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po UF.
As iriodi f i eaçSes que inserimos, na técnica original men

te proposta por Korrow © Motulsky 09) , resultaram em um mé
todo com boa reprodutibi1 idade para os perfis de inibição 
(tab. VII), discriminação mais acurada qu© outros métodos pa
ra os fenótipos © fácil adapiabi1 idade a laboratórios clíni
cos © d© pesquisa, dispensando equipamentos sofisticados.

Ho entanto, quando o tubo sem inibidor foi utilizado 
como medida da atividade (tab. VIII), obtivemos um coeficien
te d© variação d© cerca de 13% o que torna a metodologia ina
dequada à medida da atividade.Tal variaçl© pode ser atribuída 
à concentração de substrato sub-saturante © à dificuldade na 
pi petagem acurada deste, pelas caracter íst i cas da solução 
acetona-água utilizada na sua eolubi 1 izaçUo.

In i c i amos, portanto, o estudo d© outra metodologia que 
se mostrasse adequada à medida da atividade. Para tal, desen
volvemos estudos sobro aspectos básicos desta metodologia uma 
vez que estes dados não estão disponível ss na literatura.

O ©studo das metodologias qu© utilizam éstor©s t íoco- 
línicos como substratos para medida da atividade tom ressal
tado a preferênci a dos pesqui sadores para o emprego da fouti- 
ri itiocol.ina pela sua estabilidade esa solução @ especí f icida- 
d© para OhE. No entanto, domonstrou-s© qu© a propioni11ioco- 
1 ina foi o substrato que m e 1hor diseriasnou os índivíduos 
sensíveis è succini Icol ina (38), oferecendo iselhor inforssação 
clínica quando avaliado isol adamente, iaot i vo pelo qual deci
di mos ut i 1 i2sá- 1 o .

Com a metodologia proposta por Dietz et a!. (29),obti
vemos um coeficiente d© variação d© 7,8% Ctab VIII), supe
rior aos 3,7% descritos pelos autores e acima do máximo d© 4% 
desejado (2 0 ). hlém da baixa reprodutibiI idade, o método 
permite identificação fenotípica segura apenas para o fenótí-
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po A. Evans © Wro© (38) alteraram a concentrado de enzima e 
a temperatura de r e a d o  , propostas por Dletz et al . (29),
obtendo coeficientes d© variado de 4,3% para o método assim 
modificado. Os valores d® 4,4% que encontramos <tab. VIII) 
© s d o  em concordância com os valores descritos por estes au
tores e nos estimulou a trabalhar com ©sta metodologia.

Ã reduzida estabilidade da propioniItiocolina em so
lução é uma crítica ao uso dest© substrato . Diets et alj. 
(28) recomendam preparar o suficiente para uso d í ér i ©, en
quanto Augustinsson et al . (Q) descrevem q ue, em ©oluçlo
aquosa 0,24 K © pH 4,0, a estabilidade é de vários meses. 
Kossos dados Cfig. 2 0 ) mostraram que uma s o l u d o  aquosa 0 , 1  H 
d® 1odeto de propioniItiocolina, cinco v©2@i mal s concentrada 
que a proposta ©rigina 1 mente por Dietz j|t al . » mostrou boa 
estabilidade por 30 dias a 4°C, mesmo sem ajuste do pH* Pas
samos r portanto, a preparar o substrato na forma mais concen
trada, mantendo inalterada $ua concentraçlo na mistura d© in- 
cuhaçtSo. h propioniItiocolina mantida a -2 0°C por um ano ,so
frendo mais d® 2 0 ci cios de congelamento/descongelaaento, 
forneceu resultados compatíveis com aquela recém-preparada.

A método 1ogi a proposta por Evans © ©roe (38) mostrou 
qu© é capas de medir atividades até 14 IOJ/K Assim, afinida
de© superiores» a 2 , 6  vezes a média da popu 1 aç^o, podem ser 
deteriainadas sem a lteraçUo na metodoiogia Cfig 21)

Para atividades baix&s, o método foi capaz de detectar 
com preci&%o até 0,51 Ktf/1 Cfig 22). A capacidade discrimina
tória pod© ser muito aumentada t pela elevação do vo l ume d® 
amostra até 200 ul na r@açSo, o que corresponde a 80 vezes o 
vo 1ume usual de ensaio. Neste caso é necessário pré-incubar a 
amostra com o tamplo contendo DTNB, deixando reagir os grupos 
tiéis livres no soro, antes de adicionar o substrato (25). 
Optra possibí 1 idade seria ©levar a temperatura d© r©açt£o.
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A reação a 25°C permite que nove leituras possam ser 
tomadas a intervalos de um minuto (fig. 23), quando se dese
jar um aumento na acurácia para os cálculos da atividade, sem 
exceder a capacidade do eepectrofotômetro.

A concentração de substrato na reação de 2x10 ^K, é 
superior ao Km do fenótipo U, porém quase idêntico ao Kjj do 
Fenóttpo A. (fig. 24 e tab. V) . Estes dados, bem compatíveis 
com os de Davies et al. (27) caraterízam a menor afinidade da 
variante A, justificando a capacidade discriminatóri a da pro- 
pioniltiocolina. Concentrações de substrato de cerca
d© dez vezes o Km para o fenótipo usual, ainda não se mostra
ram completamente saturantes (fig. 24 inset). A discriainação 
dos fenótipos A e U pela atividade também não se alterou com 
o incremento d© substrato. Estes dados nos levaram a não pro
por alterações na concentração deste, por entendermos nlo ha
ver vantagens para tal.

Garry (43) descreveu um ©feito inibitório diferencial 
entre os fenótipos â © U, à medida que a concentração de fos
fato se ©leva no meio de reação, utilizando butiriItiocolina 
como substrato. Este efeito nlo foi observado @© nossas con
dições d© ensaio. Al ter ações nas concentrações d© DTIIB © fos
fato não mostraram quaisquer vantagens discriminatórias em 
r e 1 ação às condi ções originais de ene a i o (fig. 25).

Das © Lidtíell (25) ubi 1 isando but iri lt iocol. ina cosi© 
substrato © realirando as determinações a 25°C, rol ataram uma 
discriminação dos fenótipo© com B02-0S83 © dibucaína, supe
riores aos obtidos por Di©tss et al . C2S) Esta m© 1 hor discri- 
mi nação a 25°C © a eorif iabi 2 idade que obtivemos para a medi
da da atividade estimulou o estudo com inibidor®s, na tenta
tiva de discriminar as variantes com o mesaso método.

Os perfis d© inibição com H02-0S63 © dibucafna (figs. 
26, 27) mostraram ser possível a identificação segura apenas
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para o f enót ipo A . Os fenótipos U © UA, os ©ais frequentes na 
população, mostraram uma discriminação pobre, sendo detecta
das sobreposições em algumas amostras testadas.

As inibições com DL-propr ano 1 o 1 Cfig 28) ainda nSo 
descritas associadas a ésteres tiocolínicos, bem como à uréia 
(fíg.29), um inibidor mais ativo sobre a variante A, também 
n^o se mostraram vantajosas.

Estas observações reforçam a análise d© Evans (35), 
quando ©st© demonstra qu© substratos que discrimina© os fenó- 
tipos com bae® na atividad®, como a propioni itiocol ina, nlo 
ee adequam a estudos das características inibitórias.

A necessidade d® manter a temperatura ©m 25°C obriga a 
utilizar u© sistema de termóstatizaçUo mais acurado. Além 
disso, as medidas da cinética da reaçSo prendem o analista ao 
©spectrofotômetro durante © ensaio. Estes dois pontos ©lo os 
principaíe inconvenientes desta metodologia.

Fatores d© capital importância para a obtençlo de re
sultados reprodutfveio elo a qual idade da água © a 1 isipesa do 
material. Embora estas premissas sejam básicas para qualquer 
determinação enzi©ética, a GhE &® mostrou par ti cu 1armente 
sensível a estes fatores. Concordamos com Ei®jald© ©t a 1 . 
(31) quando recomenda© que a água utilizada @© todos os rea
tivos seja destilada, d©ionizada © fervida por 20 © inutos.

Estabe 1 e c ídos os métodos para deter©inaçlo da -stívi -
d ade e perfis d© inibiçlo, estudamos fatores r©Iativos ã 
amostra e os interferente® usuais observados na rotina.

Em relaçfSo à ©stocage©, o pool d© soros, qu© utiliza
mos ©© vários ©scperimentos, ntío mostrou alteraçlo significa
tiva na atividade ou no perfil d© inibiçlo, por um per iodo 
superior a 18 meses, confirmando a grande ©stabi 1 idade da ChE 
a -20°C (132). Após 40 ciclos d© ccngelamento/descong©Ieoen- 
to Cfig. 30) a enzima perdeu 12% da atividade inicial sem al
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terar os perfis d© inibição. Observamos uma maior flutuação 
na medida da atividade após 20 ciclos d© congelamento/descon- 
g©lamento. Este fato foi atribuído à precipitação de proteí
nas e ao desenvolvimento microbiano, os quais levaram à for
mação de grumos e partículas que tornaram menos precisa a to
mada de amostra com mi cropipetas.

A atividade da enzima decresceu 67% na primeira semana 
de estocagem a 37°C (fig 31). A adição d© glicerol ao soro 
mostrou-se um fator d© proteção, r©com©ndando-s© s©u uso para 
amostras transportadas ©m condições muito adversas. Excetuan
do-se os resultados a -20°C, as análises da estabilidade ob
tidas a 4, 22 e 37°C mostraram ser a ChE mais sensível à re
lação temperatura/tempo d© estocagem, do que descrito na li
teratura- (13, 29, 62,132, 151). t. possível qu© estes traba
lhos tenha® sido tíesenvo1vidos em condições d© ©steri1 idade 
na coleta © na manipulação das amostras, preocupação qu© não 
tivemos por não serem cuidados usuais na rotina do laborató
rio.

Os dois principais anticoaguIsnt.es utilizados ©m 1 abo- 
ratório clínico, EDTA © heparins, não afetaram a atividade © 
os perfis d© inibição, nas concentrações recomendadas para 
uso © mesmo ©m concentrações superiores a ©etas (fig 32 ©
33), com o qu© concorde,ei Tomita et, a Ll (129), embora utili
zando metodologia d® dosagem diversa. & variante â s© mostrou
inalterada fr©nt© a concentrações cinco vezes superior©s às 
usuais destes anticoagulantes. Amostras de plasma estocadas © 
submetidas a processos d© cong© 1 amento/descong©1 amento, for
mam precipitados grosseiros d© fibrina, prejudicando a scurá- 
cia na tomada da amostra, p©lo qu© sugerimos o uso d© soro.

A bilirrubinemi a, 1ipemi a © hesólise são interferentes 
reconhecidos ©m qualquer determinação ©nzimática sérica. Mão 
obtivemos modificações significativas na atividad© ou f ©noti-
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pagem, mesmo em altas concentrações de bi1irrubina Cfig 34) © 
tríglícerídeos (fig 35). h ©levada atividade da ChE permite
ensaios em que as amostras tenham uma diluição muito grande 
no meio d© reação, minimizando os ©feitos da coloração produ
zida pela bi 1 irribina © a turbidez provocada pelos triglice- 
rídeos, mesmo em altas concentrações de ambos.

Um soro mostra bemólis© visível quando a concentração 
de hemoglobina excede a 0,02 g/dl (122). Nossos dados mostra
ram que uma concentração d© hemoglobina d© 0,32g/dl de soro, 
simulando uma li se de 1% dos ©r itróc itos no sangue, não alte
rou a atividade ou a fenotipagem da amostra (fig 36). Modifi
cações significativas nos resultados ocorreram com 1ise supe
rior a 2%, situação incoaum na rotina, ã hemólise moderada 
n%o interfere com o uso da propioniItiocolina desde que a 
amostra seja bem centrifugada para retirar os restos eritro- 
cítáríGs e com eles a àChE fixada no ©stroia (29). A veloci
dade d© hidrólise quase duas vezes superior pare ChE ©m reia- 
ção à âChE com propioniItiocolina (4), também contribui para 
a menor interferênci a da hemóli s © .

Korrow © HotuIsky (99) rejeitam amostras hemo!isadas, 
com o uso d© a 1 fa-nafti 1 acetato © BQ2-0683 para a fenotipa
gem. Embora estes autores não mencionem o grau d© hemólis©, 
nossos dados apóia® as observações de Zapf © Coghlan Cl52) 
que também nlo ©btivera® interferência com este substrato em 
hemóli©es moderadas.

h m&todo1o gia com propioniItiocolina confirmou, ©& es
tudos d© uma popu 1 ação supostamente sadia, a ampla distribui
ção da atividade da ChE © o incremento desta nos indivíduo® 
que apresentaram a isoenzima C5 (tab. VII). Arbitrariamente 
alguns autores (29, 95) propusera® uma linha divisória entre 
os indivíduos sensíveis daqueles insensíveis aos efeitos da 
ação prolongada da succiniIcolina. Este valor foi caracteri-
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zado como a atividade obtida para ChE, considerando-s© 2*5 
desvios padrões abaixo da média d® uma popui açlo considerada 
homozigota para a vari ante U. Evans o $ro© (38), estudando 
casos de apnéi a prolongada com succ i n i 1colina, confirmara® a 
sensibi1 idade deste valor para a linha divi sór i a e propuse
ram como valor limítrofe a atividade d© 1,68 KU/1. Par® a po
pulação que estudamos, o valor nédio encontrado foi 2,15 
KU/l, significativamente superior àquele descrito por Evans © 
Uroe, embora os desvios padrões seja® semelhantes. Esta dife
rença poderia ser explicada pela presença d@ alta frequênci a 
de soros 1ipêmicos em nossa amostra, os quais mostraram pos
suir ativi d ade mêúia superi or a soros nlo 1 s pêmi cos, o que 
elevaria a média da populaçlo. Observamos no curso do traba
lho, que a amostra diluída, mantida na ausênc i a de substrato, 
apresenta graus variados de inibição es estreita correlação 
com a qualidade da égua utilizada no preparo cios reativos @ 
na diluiçlo da amostra. Caso Evans © Wroe nSo atentassem para 
este fato, tal achado poderia Justificar o menor valor encon
trado por estes autores em relaçlo a nossos dados.

A necessidade de boa reprodutib ilidade na metodologia 
(20) torna imperiosa a utilizaçlo de um bistema de controle 
de qualidade. O estudo que real iramos sobre a metodologia 
com alfa-nafti1 acetato e propioniItíocolina foi o psseo fun
damental para o controle do procedimento, Â ©stabi 1 ictaà® da 
enzima a -2 0°C permitiu que um pool de aoros, estocado em 
alíquotas nesta temperatura, fosse usado &m cada experimento 
como controle. O lançamento dos valores obtido© para ativida
de e perfis d© inibiçSo com R02-0683 © DL-proprano1 o 1 em grá
ficos d© controle (98) mostrou rápida visualizaçio das va
riações, confirmando a eficiência do processo em detectar er
ros © monitorar a reprodutibi1 idade do ensaio. Um exemplo do 
gráfico d© controle pode ser observado na figura 37, na qual
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consideramos como limites extremos par® o controle, dois 
desvios padrões acima e abaixo da média. A utilização de so
ros com atividades artificialmente baixas e ©levadas, permi
tiu controlar a metodologia ©m eeus limites extremos d© con
fiabilidade, regiões de maior interesse clínico ífig. 38 ).

0 estudo © as modificações qu© implantamos, nas meto
dologias com propioniltiocolín® © s!fa-nafti1 acetato, permi
tiram medidas d© atividade © f©notipagem rápidas, reprodutí
veis © adequadas à rotina d© laboratórios clínicos ® úe pes
quisa nHo sof1 et içados.

0 passo seguinte deverá ser o estabeleci mento d© um 
intercâmbio, com trocas d© amostras com outros 1aboratórios, 
caracterizando um programa de controle de qualided© externo, 
fundamental ao desenvolvimento das pesqui sas.
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5 C0KCLUS8SS

1. A metodologia proposta, utilizando alfa-naf- 
ti1 acetato associado aos inibidores RQ2-0683 © dl-proprano- 
lol , permitiu a identificação dos f ©nótipos CHEI U , CHE1 U F , 
CHE1 UA © CHEI A , com boa reprodutibi1idad©f simplicidad© de
execuçlo © melhor discriminação quando comparada a outras me
todologias disponíveis.

2. A metodologia proposta por Evans © Uro© utili
zando propioni11ioco1ina a 25°C mostrou-se adequada è medida 
da atividade e recomendamos o procedimento para uso clínico.

3. A® metodologias estudadas rs lo iofr@ra® influên
cia dos anticoagulantes EDTâ © h©parinat bem como da bilirru- 
bine&ia, lipamí a e hesaòii s@ moderada.

4. A col in©st©ras© sérica é estável no mfnimo 1©
meses estocada a -2 0° C , permitindo qu© uma amostra, mantida 
em alíquotas, seja utilizada como controle de qualidade?.
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