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RESUNO

Foram estudadas Lécniczs para medida da atividade e
fenotipsgem da enzima, congiderando a asdaptebilidade da
metologia a lzhorsztéricos clinicos e de pesquisga sen
equipamentos gofisticados. Hogtrou-ge adequedo para a medida
da atividade um procedimento gque utiliza propionilticcolina

comn gubstrato, acoplado ao DTHB , sendo o enpaio realizado a

P2

59C. Para detec¢¥o das variantes genéticas, o uso de alfa-
naftilacetato como substrate,fol otimizado agsgociando o8
inibidores RO2-0682 e DlL-prepranciol, em uma amelodologia
ginples e répida. & znélise conjunts dos perfisz de inibigHo
com ROZ~0683 e DL-propreanoleol permitiu identificag3o bem
digcriminada dos fendtipos CHE1 U; CHE1 UF; CHEL UR e CHEL B,
A deterainacles da atividade s fenotipagen nEo g wmogiraran
gengiveis a presen¢ga de EDTA, heparine, bilirrubinz, ligponia

ma

Boe

e hoendlise moderadas na awostra. A bos estabilidede da enz
guando estocada a -20°9C permitiu utilizar um pool de soros

como controle de qualidade para reprodulibilidade



i [INTRORUGKO

1.1 HISTSRICO

0 reconhecimento de que o gangue contém uma substincie
capaz de desdobrar um éster de colina vem de 1%14. Dale, ob-
servando que a a¢lo da scetilcolina scbre o corag¥o do asapo
ers muito répida, postulou gue ums enzimz epterdsica a decom-
punhea raptdonente em coline @ &cido acélico (133).

0 trabalhos pioneiros de Loewi (123), no infcio dos
anog 30, cazracterizeram & substincia liberada pelea estimula-
¢80 do nervo vago em gspos, come um derivado de colins. Em
1926 lLooewi e Havratil observeram que 8 "vage-zubstinciz”, an-
tertormente caracterizsda, ¢ a ascetilcolina erem indistingufl-
veis o ambap paesiveis de depiruiglo por exirstos de coreaclo
de gapo. 0 agente deztrutivo era termoldbil e possufe pro-
priedades de onzims, gendo conepiderado uma egtersse (123).
Coube g Engelhart e Loswi, om 1330, deomconsirarem conclumiva-
mente gue e acetileolina ere o dater precurado e gue uma en-

zima, inibida pelo zicaldide oxerina, reslizava sua hidrdlise

Seguinde uma linha de pesguises com esteorases gque
atuam sobre ésteres de celinag, Stedman gt al. (123), ewm 1932,
cencreverer e purificarsm pelas pripeira vez ups enzina do go-
re de cavalo que hidrolisava a zeetilecoline, e chamaram-na de
*ecolins~egtersna”, denominsglo que peraiste alé hoje.

h existénoie de duass formae de "coling-eslerase” fol
denonstrads por Hallez e Hoves em 1240, gquendo obaserveras gue
e wnzimas prezente nog eritrdcitor era inibids em altasa con-
centraglies de substrato, enguanto que a existents no pore au-

pentava a atividade com o incremento de substrato (86).
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Mendel e Rudney em 1942, estudando as especificidades
dae colinesterases, propuseram o nome de pseudo-colinesgierase
2quelas que desdobravam outros deteres aldém dog colinicos, e
regervaras © termo colinesteresse 2 enzimes oegpecifica. Kosse
trabalho o8 sutores chazmam a enzima especfifice de colineste-
rese verdadeirs, termo que se consagrou (96).

0 estudo da colineosterase zdérica individualize-se da-
quele des demair estersses @pée @ ddceds de 50, d&pocs que
merca a disponibilidade do relaxante musculsr sguccinilcolina
ne mercado, @ a® prizeirsg obmervacgler que agsocian redugdo
na atividade de enzima com @ 8g¥o prolongada dessa droga (13,
as8y.

& inibic¥%o com dibucafna, utilizads em 18537 por Halow
¢ Genvet (63) paras identificar a variante atipica da colines
terase, abriv up nove campo de perguisa, onde Dae(Zd), Eis-
ron(i23ld), Licddell(8l)y, Barris(53) ¢ Uhittaker(ldd?, também e
destacsm, descrevendo novas veriantes.

Em 1986 Lockridge gt _al. (B4) descreveram 8 szequincia
complela de aminodcidos da onzime sérica ¢ Lrés mmos nais
terde, o grupo liderado por La Du ceracteriza a variante ati-
pica come uma mutacho ponturl no gene, utllizendo tdenicas de

DA recombinante (S3).

$.2 CARRCTERIZACED DAE COLINEETERAEEE

Hidrolases gue stuan sobre ligaclies dsteres sfo chama-
dan esterages (59).

Az +¢rés principais clazeer do esterages que catzligen
& hidrélise de dsterez carboxf{licos, enconiradas no ganguse e
extrato de Lecidos de snimais, poeden ser caracterizadas oon-
forme suas preferénciss a subsiratos @ susceptibilidade a

ipibidores, como mostra & tabela [ (120, 148).



TABELA . CONPARACEQO ENTRE AS PRINCIPAIS ESTERASES SEGUKRDO
WILKINSON (148)

ALIESTERASES ARTLEGTERACES COLIHESTERASE

£STER HIDROLIZADO® ACETATO DU  ACETATO OU &CETATO QU
BUTIRATO BUTIRATO BUTIRATO

geteres fenflicos + s +
goteres sliféticos ++ - -+
geterss de colina - - G

IKIBIDORESKX

organefosforsados et - s
, B

aggrina (107YH) - - PRy

EDTA - ool e -

X 4+ a +++: peatividade crescente.
BX 4 @ 44+ tnibico crescente.

- 3 gen restividade.

Como regra, sz egterases stumm sobre uma ampls gsma de
subgtratos, o que dificulte 2 clespificagfo (131). & deagigna-
¢¥o colinesterase, conforme Auguslinsson (7}, carscterizs s
enzimas inibides pelo alcaldide eserina (fisostigminal) na
concentracio de 107YH,

O gongue hussno contdm dois tipos de ceolinsater

]

zcogtilcolina acetilhidrolzee EC 2.1.2.7 ¢ geileelina aoilhi-

drolese EC 3.1.1.8 . 3 gcetilceling ascebilhidrolase @ 4
conhecide como acetiloelinssterage, colinagstersgse verdadsirs,

eclinestersge erttireocitéris, colina eslersss I e encontra-sg

ligaeda & neanbrana dos eritrdcitos (59, 127). Formes sepelhan
Leg 3Bo encontradaz na metdrie cinzents <o smiztens nesrvoso

central, placa motors, terminescles gindplicas de ginglios,



lfquido zmnidtico, placenta e membraznas de vérios tecidos
(13, 141). BEpenazs uma frac¢lo muito peguena encontra-se livre
no plasma (17).

A =cBo da acetilcolinestersse no sangue ndo é conheci=
da, mas sua participa¢¥o no proceggo de trensmissfo de impul-~
gO8 neurcausculeres @ nag sinepses nervoeges tem gido extensa~
mente estudeds (123).

Soldvel no plasgsme, 8 ecilcolina acilhidrolase é usual-
mente denominada colinestersse do soro, colinessterzze do
plasma, pseudocolinestersse, colinesterese n¥o especifica,
colinegsterasge tipo [l, butirilecolinssterasge, colinesterase
tipe £ ou simplesasnte colinesterasse (59, 127, 140). 0 figa-
do, mucoss intestingl, metdria brance do sislena nervose cen-
tral, wmimculo lipo & adipdcitos s¥o ouwiros siltics principais
onde se encontranm formas senslhantes dessa enzmime (13, 741,

Apresentendo meia vida entre 8 o 12 dias (47, 140),
gupfie-ge que & colinesterssze gérics seja de origem hepitice
(138), sendo z principal estersse circulante (2, 49).

Ho presente trsbalho, usaremos a notag¥%e ChE para 2
enzima gdrica nilo eszpecifica e AChE pera & scetilcolinsglera-
se, despcerevende o termpo colinsstersege, indistintamente, am

dugs enzines.

1.3 A& COLI

teraze edrice humanz (ChE) ¢ uwe tetrimsro de

A& colins
pubunidades idéntices, ne sus principal formz circulante {85,
g¢, 9%, 112, 135).

O monfmerce spresentem Lris pontes de enxdfre inter-
N8 @ uma cisgbing na pogicle 571 capesz de feormar uza ponte
com outro ponfmsro iaéntico (83). &pde s reducfo e alguijecfo

Sas

a

ponter de enubire intercadeiesm, & enzimg continug um e~



tr8mero e completazmente ativa, concluindo-me que estas a¥o
digpensédvels para a manutenglo da estruturs ou atividads, e
que ag subunidadez g9 montdm unides por ligaegles nEo covalen-
teg (85).

Ura protedlise sueve com tripsina libera um pegueno
peptfdeo e diszocia o tetrimsro em mondmercs, dimeroz e tri-
neros, pem perds de stividede deo cada fraclo (86). Este aeg-
mento mencor gue 5.000 dallons, smituado prévimo & superficie
da moléculea, contribui pera a ligaclo hidrofdbice entre as
gubunidades ¢ contém a ponte disgulfeto intercadetas (85).

0 tetr8mero aprosenta pegundo Lockridge et al. (17,
88) a3 forma giobular G4, como dinerc de dimsros (( J2)2 . @

esta forma (fig. 1) representa 25% da stividade encontrads no

plasgma (6). HKaseon (20), analizando parbretrop soleculares,
prople oue o duis diperos ccupam uR eppaco de pericionzmsnto
excé@ntrico, em =zmig-zazq, formando entre cles ur Sagulo wsupe-
rier a 909, o gue confere & protefna uma forme elipsdide

alongeda.

FIGERE 01, Evdsle esguondtice da colinssteress edrica,

Representacto plens (B) o capacisl (B} de colineslerese efeley conlores

Lockridgs et ol (85} e Chelennet e Lothrldge (17}, regpachivazuste.



Lockridge et al, (84) sequenciaram 2 enzima, eviden-
ctando a presencga de 574 eminodcidos. Com uma enceglo, itodos
og demaig 9 resfduos de separagine na mnoldcules mnostrarcom-ze
gltcostlados, néo @se examinando & possibilidade de
O-ligagbes. Haupt et _al. (55) wesiraranm gue 23,%% do peso da
enzimd eram devido a carbeidratos, na proporc¢do de 9,28 de
gelactose + menocse; B,4% scetilhexosamina; 6% dcido acebtil-
neureminico e 0,2% fucose, sendo o mimero de resfduos de agu-
car por molécula, calculado como respectivamente, 30, 35, 18
e 1,2 (84).

08 dados de Lockdrige et al. (84) @ de Haupt gt #l.
(55} gugeren que eg cadeias glicosfdicass s¥o do tipo comple-
%o, terminendo em écido sidlice, cuja renocglo por sizlideses
w80 afeta mg propriedades cindticams da enzima, asponas modifi-

sthe sus mobilidade sletrofordtica (305,

cando grand

0 peso molecular, de 342.136 dsitone foi calculado com
base no geguencizzento de smincdcideos & noe teor de carboidra-
tos (B4). Esse valor ¢ aspronimede, devido & inoxalid¥o da es~-
Limativa do conteddo de soucer. Valores referentes 8o monloe-
ro, 4 S0.000 (83) e 84,000 (30} obiidos alravés do ugo de
orese ez gwl de scrilemids com §DS e 85.000, obtido

por ultracsntrifugsgfo (1003, spoisn

i
i

ta afirmacHo.

Brimijoin et al, (12} produziresms anticorpos monsclo-

Pt o

°

neie contrs ChE e AChE humsnas ¢ nlo obperversm resgles oru-
wade®, o gus pugere diferencse significetives na pequincia de

sxinodcideos @ ne conforseclo daug proteinss (83)

CERIERG DE ACEO

e 4 witivs aliveos por telrimero pere-

cem wstar bem conzolidadas (83, 85, 86, 20}, no satsnto, 2

g#itics por moldcula jé forasm descritoa (100).



Classicamente, &8 colinesteraszesz %o atribufdas duzs
regifies jmpportantes pera 2 catdlige. Um pftio de posiciona-
mento - gftio snibnico - responsdével pela fixacHo @ especifi-
cidade do smubsirato, e ocutro reative deonominado sftio esterg-
gico, local da clivagean do substrato (16, 80, 147). O primei-
roe seria constitufdo por um carbone eletrofflico de ums car-
bonila e atrairia grupos carregsdos positivasente do subsira-
to, como o mitrogsSnio da colina, por forgas do tipoe Coulomb
ou vEn der Walls (80, 108). A sorina 198 4 o componente npaoig
reativoe do w#ftio esterdsico, zendo indispengdvel & catdlise
(84). Um grupo imidazol resssltaries o carster nucleofl{iico dsa
hidroxile garinica préxims a ele, sondo fundamental pera a
rezgio (108}, Egte grupo, previsto por estudor de inikigSo
com DFP, (Z&) sinda nSc foi localizedo (843,

A inibic%o da acetilcolinestersse, pelo excesno de
subgtrate (25, 10%), contraesta com a astivaclo da ChE pzlo in-
cremento deste (15). A ChE no segue & cindtica Hichaslians
(15) o perece mostrar virios gitios de ligs¢¥o (111). O Brien
(102), bpasesndo-ze ng inikiclc de derivadog do spopiridiniue,
prople a exigiéneia de tréz sftios de ligsclo: anibnico, hi-

..

drofdbice e eslerdsico. Cavelt et _aml. (182, trebslhando on es-
tudos cindticogs con ChE de poro eguinge, apresentsn dole pooa-
nigace peloz guaig gerias eoxpliceds © fenfpesno de ativagls pe-

o excesso de subsirste. O priseiroc modelo pressuple & lige-

clo de wups moldouls de pubstrato sdicional

digrio acil-enzima, sende conglidersdo copo pouco provivel por
sgnes sutores. 0 segundo, apoizde om eptudos de inibicdo com

&

DATA, ue inibidor polente gue nle se ligae ae centro stive da
enzima, gugere a existéncis de um eftic de ligac¥o adicionsl
pEra uma noldcula de substrate, distinte do centro a2tive. A
ligagBo dests moléculs de substrato poderie induzir mudszngas

cenformacionais ne enzime, aumentande sus cspacidade catal -



tica.

Exceto a serina 198, outros resfduos importantes do
sftio ativo ainda n¥o foram mapeados (84). Apesar dos dados
da literatura consolidarem a hipstese da existéncia do sftio

esterédsico, a ocorréncia do sftio anibnico ainda permanece

muito discutfvel (26).
Ferro e Masson (41) mostraram um mecanismo mfnimo para

a hidrdélise de ésteres por colinesterases, simplificando o

proposto por Mahler e Cordes (89), que pode ser escrito como:

kyq k2 +H20
E+S —"ES vaA v E + P (Esq. 1)
k-1 Py k3

onde E é a enzima livre, ES o complexo enzima-substra-
to, EA o intermedidrio acil-enzima, @ P4 @ P2 os produtos,
respectivamente, &lcool e écido.

Este mecanismo de acl¥o enzimética caracteriza a coli-
nesterase como uma enzima da classe serina que forma composto
covalente enzima-substrato do tipo acil-enzima (92, 124).

A existéncia de homologia entre os peptfdeos que con-
tém a serina do sftio ativo das proteases do tipo tripsina e
das colinesterases poderia indicar ancestrais comsuns. No en-
tanto, a diversidade na localiza¢l¥o de outros resfduos indis-
penséveis A catédlise sugere que as similaridades nos sftios

catalfticos entre estes grupos de enzimas provém de evolug¥o

convergente (124).

1.3.2 [18SOENZINAS

Harris ot 3al. (52), asnalisando amostras de soros huma-
nos por eletroforese bidimensional em égar, evidenciaram qua-

tre bandas com atividade colinesterésica, denominando-as de



Ci a C4, cabendo a C4 a menor migraco e a maior atividade.
No mesmo trabalho, foi relatada outra banda, denominada CS5,
que estava presente em apenas alguns indivfduos e pareceu de-
pender de determinag®o genética. Jull (63) utilizando eletro-
forese em poliacrilamida, relatou a presenca de 12 bandas no
soro normal.

O desenvolvimento dos estudos eletroforéticos levou
LaMotta et al. (77, 78) a propor que a ChE é uma mistura de
miltiplas formas moleculares, as quais em virtude de suas es-
pecificidades pelo substrato, susceptibilidade a inibidores e
interconvertibilidade, poderiam ser classificadas como isoen-
zimas. Ap diferencas seriam fundamentalmente de tamanho da
molécula, onde agregados de saubunidade polipeptfdica comum
comporiam as fragfes (79).

Scott e Powers (112) sugeriram que C4 fosse um tetra-
mero e Cl o monbmero, no que foram confirmados por Muensch et
al. (100). Os dfmeros e mondOmeros encontrados no plasma pare-
cem sper produtos de degradac¢iio do tetrlmero, uma vez que a
hidrélise parcial deste com tripsina, fornece fragmentos de
migrac¥o idéntica ¥ das isoenzimas do soro nativo (86). Unma
frac¥ de migrag¢¥o mai1s rdpida que o dfmero mostrou ser uma
assoc1ac¥0 do monémero & albumina, através de ligacg¥o por

pontes de enxdfre (17).

1.4 VARIABILIDADE GENETICA

A ChE é determinada por dois locos autossdbmicos nlo
ligados, CHEl1 e CHE2, ambos polimdérficos na maioria das popu-
lagtes estudadas (52).

Soreq et al. (121), utilizando como sonda cDNA humano,
evidenciaram dois sftios de hibridizag%o, um no cromossomo 3

® outro no cromossomo 16. 0O encontro do Bftjio no cromossomo



ie

16 é indicativo de gue o loco CHEZ também condicione ums Bsu-

bunidade esgtrutursl da enziuma.

1.6.8 VARIACED NO LOCO CHEL

A descoberta de variagBo da ChE occorreu apds 19351,
quando o5 primeiros cagop de susmceptibilidade & succinilcoli-
ne foram observadez., Ae variantes foram ovidenciadas com @
utilizeclo de inibidorez gue as discrimines. & tsbela I1 pos-
trea a gtividade e o perflie do inibiclo dss principais va-

riantes do loco §.

THBELA 1. FPRINCIPAIE FENSTIPOS DO LOCO CHEL
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1.4.1.1 Alelo CHE1xU

Esse alelo condiciona a enzima usual, que é a nmais
frequenteente encontrada em todas as populacles jé§ examina-
das. Sua capacidade de ser inibida é maior do que a demons-
trada pelas demais variantes com a quase totalidade dos ini-

bidores.

1.4.1.2 Alelo CHE1x%xA

Kalow e Genest (65) identificaram esta enzima, pela
sua resisténcia 3 inibig¥o com 0 anestésico local dibucafna,
denominando-a de atfpica. Estes autores criaram o termo "nu-
mero de dibucafna”, expresso em percentagem que descreve o
grau de inibic¥o da enzima, em condi¢Bes padronizadas, possi-
bilitando a diferenciacio dos fenétipos. Os heterozigotos, de
fenétipo UA, s¥0o denominados de intersediérios ~I", face a

seu comportamento 3 dibucafna. McGuire et 3], (93), estudando
DNA de indivfduos atfpicos, identificaram uma mutaglo pontual

que nmuda a asparagina 70 para glicina. Os homozigotos AA s¥o0
considerados sensfveis A& succinilcolina, pela lentidi¥o com
que hidrolisam a droga, levando os portadores & apnéia pro-

longada.

1.4.1.3 Alelo CHE1xXF

Harris e Uhittaker (54), utilizando o fluoreto de sé-
dio como inibidor, detectaram uma variante resistente a0
fluoreto. A protefna codificada por este gene tem proprieda-
des intermediérias entre as enzimas atfpica e usual, na habi-

lidade de hidrolisar succintlcolina.

1.4.1.4 Alelo CHEixJ

Garry et al, (44) sugeriram que esse alelo condicio-

nasse uma enzima semelhante & usual, mas coms reduc¥o de 66%
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da quantidade normal de moléculas. Esta variac¥o 86 foi estu-

dada em um nusero pequenc de famflias.

1.4.1.5 Alelo CHE1xK

Este alelo, demonstrado por Rubinstein et al. (110)
condiciona, de modo semelhante ao aslelo J, uma variac¥o quan-
titativa, que mostra uma reducio da ordem de 33X de moléculas
da enzima circulante. As variantes J e K 86 podem ser identi-
ficadas quando em heterozigose com outra varjante diverss da

usual, uma vez que seu comportamento frente a inibidores ¢

idéntico so da enzima usual.

1.4.1.6 Alelo CHE1%H

Uhittaker e Britten (144) relataram outra variante de
cardter quantitativo. Este alelo, quando em heterozigose com
o alelo A, mostrou diferenciacl¥o com o inibidor R0O2-0683. Os
autores postulam que o alelo parece condicionar uma reduclo

=818 acentuada na atividade enzimétics do que as condiciona-
das pelas varianteas K e J.

1.4.1.7 Alelos CHE1xSU e CHEi%xNFLD

Essas variantes foram descritass em numero muito redu-
zido de indivfduos e nada mais foi publicado sobre elas. O
alelo CHE1%xSU, sensfvel A succinilcolina, foi caracterizado
por Agarwval et g}, (2), utilizando a prépria succinilcolina
como substrato e dibucafns como inibidor, em amostras de ap-
néicos considerados anteriormente de fendétipo usual.

Simpaon e Elliot (118) caracterizaram o alelo
CHE1XNFLD, com base sm dados de uma famflis de Newfoundland,
que apresentou uma enzima com reduzida afinidade frente 23

succinilcolina e slta cspacidade de inibig¥o pela dibucafna.
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1.4.1.8 Alelos Silenciosos

O primeiro caso, onde nlo se pode detectar atividade
da ChE no soro, foi relatado por Liddell et al. (82), que
evidenciaram a existéncia do alelo silenciomo CHEIXS. Goedde
et al. (48) estudaram dois casos de defici®ncia da ChE, com
cerca de 2 a 3X de atividade apenas, caracterizando o alelo
CHE1XR. Trabalhando com amostras de esquimds, Scott e Uright
(114) encontraram um novo alelo, designado CHEIXT, que condi-
cionava de 2 a 10X de atividade do normal e uma banda de mo-

bilidade mais lenta que a da enzima usual.

1.4.2 VARIAGXO DO LOCO CHE2

A deteccl¥o das variantes do loco CHEZ se d& pela ele-
troforese. Os fenétipos desse loco podem ou n¥o apresentar
uma banda extra em eletroforese, a isoenzima CS, sendo carac-
terizados, respectivamente, como C5+ ou C5-.

Considera-se o alelo CHE2XCS5+ de caréter dominante
sendo que sua frequéncia varia em diferentes populacles, es-
tando préxima de 5X na majoria das populacBes estudadas (18).
Seus portadores apresentam, em média, 30X a mais de atividade
(47).

Scott e Powers (113) isolaram as isoenzimas C4 e CS5,
identificando diferencas cinéticas entre elas e propuseras
qQue CS5 fosse um tetrimero de (C4)3CS5 ou (C4)2(CS)2. Tortolero
@ MNedina (130), com base nas similaridades de eluic¥o ea Sep-
hadex e estudos de desnaturaclo, postularam que C5 derivaria
de C4 stravés de modificacBes que n¥o alterariam o peso mole-
cular.

Em recente trabalho, Ohkawa et al. (104) sugeriram que
8 isoenzima seja um produto da fraco C4 conjugada com lipf-

dio.
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Chautard-Freire-Maia (18) mostrou correlaci¥o entre o
peso individual e este loco, reforgando as hipéteses que ad-

mitem a influéncia da ChE no metabolismo lipfdico.

1.4.3 VARIANTES COM LOCO INDETERMINADO
1.4.3.1 Alelo CY

Uma variante, com resultados normais quanto 3 inibig¥o
por dibucafna, mostrando atividade duas a trés vezes superior
d enzima usual, foi descrita por Neitlich (101). Posterior-
mente evidenciou-se que a atividade elevada era devido a
maior numero de moléculas circulantes. A essa variante deu-se

o nome de Cynthiana (150).

1.4.3.2 Alelo Johannesburg

Krause et 3], (70) descreveram uma variante coa altas
stividade, com perfis de inibic¥o por dibucafna e fluoreto de
sédio semelhantes aos da enzima usual e major estabilidade
térnica que esta. A amostra continha o mesmo nuimero de molé-
culas de ChE que o soro normal, sugerindo a presenca de uma

enzima hiper-ativa que foi denominada de JOHANNESBURG.

1.5 FUNCXO DA ChE NO PLASHMA

A func¥o da ChE ¢ desconhecida até o momento (13, 395,
140).

Kutty (72), em sua revis¥o sobre fungSes bioldégicas da
ChE, relaciona algumas proposicSes que ainda n¥o foram subs-

tanciadas com melhores evidéncias, como:
a)- ChE relacionada com a estrutura da mielins,
b)- ChE responsével pela homeostasia dos nfveis de co-
lina/acetilcolina plasméticos,

c)- ChE relacionada A assimilaglio dos alimentos.



A presenca da ChE no ffgado, onde ocorre o metabolismo
de gcidoa graxos, sugere uma funclo deata no metabolismo 1li-
pfdico (72). Cucuisnu et al. (22) relacionando a atividade da
ChE com o8 nfveis séricos de colesterol e triglicerfdeos ob-
servaram aumento da atividade em individuos obesos e hiperli-
pémicos.

Sugeriu-se, também, que a ChE pudesse ter a sua secre-
¢¥0 induzida por um "turnover” acelerado de lipfdios @ lipo-
protefnas (23).

Kutty et al. (73, 78) sugerem que a ChE estaria inti-
mamente associada com a estrutura das beta-lipoprotefnas e
que na transformac¥o das lipoprotefnas VLDL em LDL, um inter-
mediério pré-LDL+ChE se formaria. Estes autores chegam a dis-
cutir o uso de drogas anti-colinesterésicas para o tratamento
da hiper-betalipoproteinemia e aterosclerose.

Ag propostas apresentadas, bem como outras descritas
na literatura, pareces n¥o se compatibilizar com a existéncia

de indivfduos sem atividade detectével da ChE, os quais n¥o

spresentam qualquer alteraglo metabdlica evidencisvel (47).

1.6 ATIVIDADE DA ChE
1.6.1 ALTERACSBES FISIOLOGICAS

Na gravidez, uma queda répida na stividade, de 30X ea
média, ocorre no primeiro trimestre quando os valores se man-
tém até o parto, com a volta 2 normalidade somente apés 6 se-
manas deste (39). Ao nascimento e nas semanas que imediata-
mente o seguem, Oo® nfveis da enzima s¥% baixos, até 50X dos
nfveis adultos. Com © crescimento, estes valores se elevas
sobrepujando em 30 s 350X os nfveis adultoa até os 5 anos,
quando se reduzem gradualmente para chegarea na puberdade aos
valores adultos (128). Os homens apresentam, em aédia, nfveis

g¢ricos mais elevados que as mulheres (13).
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1.6.2 ALTERACGES PATOLSGICAS

A ChE ¢ utilizada como prova de fungl¥o hepética. Desde
que a enzima sérica ¢ sintetizada no ffgado (136), patologias
como a hepatite crdnica, cirrose e doencas malignas que coa-
prometem a sfntese hepética s¥o acompanhadas de reduclo mar-
cante dessa atividade (16).

Calculando a raz%o entre a atividade da ChE e a con-
centrac¥o de HDL-colesterol, Jain et al, (60) desenvolveras
un fndice denominado fator de risco complementar, que segundo
esses autores pode prever 45X doa casos de risco de doenca
coronéria obstrutiva.

As revisSes de Evans (35), Whittaker (140) e Friedman
ot al. (114) relataram vérias condigles patoldégicas que afe-
tam a colinesterase sérics. Entre as que reduzea a atividade
pode-se enfatizar: infarte do miocérdio, doencas do colégeno,
mé nutriclo, anemias crdnicas, hiperpirexia, tuberculose, in-
feccBes agudas, queimaduras, mixedema, uremia e clncer. Au-
mentam a atividade: a obesidade, hiperlipemia, psorfase,
hipertens¥o essencial, tirotoxicose, nefrose, asaa, estados

de ansiedade, alcoolismo e esquizofrenia.

1.6.3 ALTERACSES INDUZIDAS POR DROGAS

Vérias drogas reduzem s stividade da ChE por influen-
ciarem suas sfntese ou inibirem diretamente a enzima no plas-
ma. Entre elas estl¥o: glucocorticéides, estroghnios sintéti-
cos (contraceptivos), ecotiopato, ciclofosfamida, hexafluore-
nium, tetrahidro-sminacridina, neostigmina, piridostigains,

lftio, pancurénio, fenelzine, clorpromazina e inibidores da
monoaminaoxidase (35, 115, 128, 140, 151).
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i.6.4 ChE E SUCCIRILCOLINA

A contrasco muscular ¢ iniciadas por impulso nerveRo
trangmitido para a2 fibra musculer stravés da liberagie de
scetilcoling dap terminacles nervesas nas Jjunclles neuromuvecu-
lares (35). A acetilcoling fixe-se em receptores especificos

na meabrana, induzindo sudancag ns perpesbkilidsd ifnics e

© impulsoe. A& AChE hidroliza rapids

heurotrananigger, pera gue cubire impulgo posea ser dellagra-
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notipagen de variantes.

Esté hem substanciads z estabilidade da gnzims, guando
estocada a -209C por perfodos de até¢ 14 mesee (132). Soros
mantidoa a 49C ou a temperature smbiente, por goenanas, NeERO
cor contaminag¥e bacteriana grosssirs, produzes resuliados
consisgtentes com aqueles oblidos de emostras recenteas (29,
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vés de indicadores de pH, titulaglo com HNHaOH, liberaglBe de
0o e wvariaclo de pH., Entro gstes, destacou-se © mdtedo po-
tenciométirico de MNichel (97}, no qual o pH ¢ medido antez e
apde a2 e¢¥9o enzimdética sobre acetilcolina, o gue permite ave-
liar & unidade Aplizhors, ainda citads nos nanusis (1087,

Ealores detslhes sobre os mdtods scime citedos, bem
cono testes réipidop para veo no cenpo, podes ger oblidos na
revistio de Witter (148).

Entre og sdtodos com pouca citeclo na literatura, por
gerem excesgivanente sofisticados para propdsitos de rotina,
podenes clitar: gubstrasbtos mercedes redicostivanente (66, 113),

cropstografie gasoss ns dotecglo de produtos da resclo (108),

calorimetria (1033, imobilizscio do subhetrate (50, 5&) e qui-

Biclumines
e substrastop, con zceltsclo meis difungids, o2¥0 ague-
lee que popsibilitan endliceep eppocirofolowndirices, tanlo na

fzia do luz ultravieclebas, cope visivel, notadamente banzoil-

Liecoelinicos.

calina, sifa-naftilscetato @

2.8.1 ALFA-HAFTILAOEYRTC
Lete aubsirato,

Fol estudado por Baafl

pela resoo do alfws-neftol oon sale do disxinieo @ paie

geda. A fdentifiecagfo de verienies da ChE com o use de inibi-

gores, wbtilizando-pe alfa-neftilacetsto ssso

nte *Faet Red” tew sido deseprtta (83, 88, 9%,

g principaie inconveniéncize no usd dewste subairsto

&)= baixe golubilidzde en dgua, requerendoe diszoelugfo

orn acetone ou #icool (152);
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b)- inespecificidade para ChE (49);
¢~ hidrdlise em velocidodes muito similares tanto pe-
ra a enzima usual como para e atfpica (9).

O irds fatores expostor acima tornsm 3 nedida da ati-
vidade sem reprodutibilidade e sspewcificidade, do modo que
este gubstrato s é util guando sppociado 3o uso de inibido-
res (35), possibilitande, entlo, investigeclics deo variabili-
dade gendtica.

Horrow o Hotulsky (99) sproveitsras slgusmas dosvanta-
gens do zlfa-nafiilacetato, como a utilizacle de concentra-
¢Bes n8o paturantes imposta pela baixa selubilidade e sope-
lthanga entre os Ky das enzimss usual @ sbipics pars dessnval-
var um nétoede rédpldeo de rasireomento desses verisntes., ULili-

zando RBOZ-0882 come inibidor, conseguiraem digoerinar wpele por

b T ]

Fil de inibic%o de fornsz clars o fendtipos U, Uh o A . Al-

1

5
o~ atu- I S PR

cintara b (3 merescentarap propranclol e egsta wmetodolo-

2
gia (147}, @ a relac¥ doz perfis de inibig¥o com ROZ-06E3 e

pome

proprenclol permitiu evidencier tombde o fendtipo UF.

1#8‘&2 ‘K‘wﬂ ‘;"I.J‘G!F«,C“gi.oi 2‘1

Kalow e Lindsay (&8} forap o prisesirog w uwlilizar

[4:3
&3
=
E
-

benzollealina cono subeiratle pare pedir g abivideds g

mytodo tornou-oe populsr, popr ferascer

L

shividade e bos respestea nez esstuwdos de inibig%o cor dibucai-
na (&3) e flucreloc de pddio {(84),. Uuame todaz as wvariasnbes
genshicans, reveladas atravds de inibidores, foran descoberbtas
per sats procedinente, aue se manleve so longo dosz anos, oo
slteraclios do original.

A2 resc¥o, neste caze especifica para ChE, ¢ visualiza~
da pelo decrémcimo na shaurbincia a 240 nm, onde a benzoilco-
Ving absorve & o produtos coline e dcido benzdice n¥e (LE).

kg principals crfticas a esca mnetedelogia s8os



a)- as protefnas sdricss e algunp inibidores cowo 2
dibucafna absorvem luz no comprimente de onds dea
rea¢%o, produzindo absorblncias inicisis elevedas.
hAe pedidag de peguenas diferencas nestas condiglses
#80 mener procisss @ mais susceptiveis de erro na
mediclo espectrofotosdétrica (141). Este efeitoe =e
potencializes guando pera amosiras de baixa ativi-
dade, =me iaple dilvigfes menores que s precoeniza-
dag, elevande a concentraclo protdica no meio de
reaclo (&6);

b)- o eguipasente necesgita ser poflisticado e de alts
gualidede para fornecer um conpriamento de onde
acursdo. Anzligando-se o gspeciro de asboorgio do
plases dilufdo, verificou-se gus um erro de 2 nm
(de 240 para 238 nw) reduz a energia digponivel no
detector em BOE (13

¢~ oukreos appectos, come preblemass zescciedes & ini=-
biglo pelo filuorete de sdédie, necessidade de pedi-
¢Bo cindiice o wvelecidade lenta de hidrdlise foram

revisbos por Silk et al, (117).

1.8.3 S8TERES TIOCOLIHICOS

hidrdélise, sgpociagdy & liberasgie de Uigeeling, OB Ul Qrupo

A rigdtrics se-

tiel ativo gue pode walvar

cunddria muito seneivel (33, 33).
& tiocoline pode resgic comn 2,27~ ouw §,4 ' -ditiopiridi-

na ferpendo 2- ou 4~tiopiridina gue sbgorvenm en 343 ¢ 224 nR,

reapectivarente (133). Erbora = do medic¥o na luz

tltravioleta, o adbodo tem a vantagewm de ndo sofrsr interfe-

réncie da cromogenicidade da hemoglobina @ permite deterainar
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ChE @ AChE em sangue total, ompregandeo inibidores diferen-
ciaste comd o "ASTHA 1387” que inibe seletivamente a ChE (82.

0 mcoplamento do tieol, libersdo ap deido 5,5 '-ditio-
big-(~-2-nitrobenzédico) também conhocido como resgente de
Ellman (32) ou DTKB, forma o écido S-tio-2-nitrobeonzdico de
intenga coloragfo amsrela cuja sbaorbincia ¢ medida em 410
nn.

Ellman (33) descreveu ua procedimente utilizando ace-
tiltiocoling scoplada ae DTHNB, mdtcedo que feoi modificade por
Garry e Routh (46), que interrompiam a reacglo com sulfate de
guinidina. Com o nesne principio, Der e Liddell (25%) utiliza-
rem @ butirilticcoling, substroto especifico para ChE, de boa
estabilidade sn solucgic, ostudandeo sinds vérios inibkidores
pera fenotipagen.

Em 1972 Dietzs sb (28}, Dbapeadey oa potodologiag
enterterea (25, 33, 463, wbtilizaran propioniiticcelina coro
subgtrate e dibucafna e fluwreto de sddio comeo inibidores, @
oropuseran un adgbodo parz spedida da stividade o diferenciszcio
fenotipica. Aapds um ane, ozse ndicdo tinhe side suficiente-
mente estabglecido para ser =zoeite como HNédledo Sslecionade
pelo corpo editorial do Jouwrnal of ithe American Asgociation

of Clinical Chanists (29).

& propionilticceling nio & ezpecifica pera & ChE, asn~

@

ads pala AChE, snbors em sgnor velocidade
€43, 0 sdtodo sofreu erfticaz guante 20 280 grauw de reprede-
bibilidede (1072, mé zeparsclo dos fendtipog (i4) o pelo falo
da inibig¥%e gom fluorete n¥o diferencisr a veriante stipica
d8 uguel ($3). Esboraz oz subtores teonham refulazde as oritices

(i4, 95), Evang e ¥Yrce (28) conmidaeraran ¢ método puito gen-
sfvel e propussram a reduc¥o da tempsraturs parsa 259C e a
ubtilizaclo de netads do volune de anustra proposto original-

mente.
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Avaliando apenas a atividade, Evans e Wroe (38) de-
mongtraram que a propioniltiocolina identificava 30% dos in-
dividuos que sofreram apnéia prolongada, sem falsos resgulta-

dos positivez. Us resuitados com o uso de butiril e acetil-

tiocolina eram um pouco inferiores e a benzollcelina discri-
minneve apenas 50% desses individuos. O valor da atividade li-
mitrofe de discriminaglo foi csracterizado como a mddies do

fendtipo ususl mence 2,5 desvios pedries.

1.8.4 HOHITORAMENRTO ACOPLADO A ENZIHAS

Okabe et al. (105) descreveram um procedimento com
benzoilecolina, através do qual a colina liberada é observada
pela sua onidaglo com coling oxidage scoplada zo sistema pe-

rogidesae/d-aninofenazona/fenol, conforme & equaglo:

COLINA OXIDASE ,
COLINA + 20p + Kyl —p BETADNA + 2Hplp

PERDXIDAGE
—& QUINGNA VERMELHA

2Holn + FENOL + 4-ANIROFENAZOHA

A introduglo de inibidorgs & motocdologia senelhante
foi descrits por Abernethy ¢t zl, (1), enguanto Artise gt al.
€3) aumenteraen 2 sengibilidede do procedinento, acregceniando
2-hidrexi~3,8~diclorcbenzencanlfonste addico no lugar de fe-
nol.

Tomite st a2l, (129 utilizeras o scetsto liberade como

indiceagor da reacdo, processando-o, airavés de uma segudneia

de reacles enzimédticas que culpinum com & oxidaglo do HADH.



1.8.5 SUCCIRILCOLINA COHO SUBSTRATO

A constatagBo que individuos de fenétipo usual experi-
mentaram apnéia proleongada seguida 80 uso de guccinilcelinea,
gugere a presenga de varisntes da ChE n¥o detectadas pelos
inibidores convencioneais.

Yakid et =a2l. (134), utilizando succinilcelina como
subgtrato, identificaram a celina liberada, pela oxidag¥o com
colina oxidase como descrita snteriormente. Succinilditicco-
lina foi sintetizads @ pode vir & ger um pPass0 promigsor nes-
tea investiga¢®o, pela facilidade da reac¥o poder ser acoplada
ao DTKB (i37).

Faye @ Evensg (40) n¥o encontraram, em estudos comnpara-
tiveas, wvantagen® no ugo de succinilcolina, quando cosparado
20 de propionilticcelina, na identificagio dog fendlipos de

rigco.

1.9 IXIBIDOREZ DA ChE PARR DIFERERCIACED DE YARIANTES OENE-
TICAS

Um grande nidmero de composilos que produzen inibkbic¥o

diferencial entre os fendtipos tem sido descritos (140}, sen-

do oz geguintes o maiz citedes ne literstura: dibucaina

(65, fluoreto de sddio (54} ¢ ROZ-0683 (8L)

1.9.1 DIBUCAINA
& dibucafng fol o gringiroe

itnibidor difergsnecial descrite e 20¢ hoje manton-se
cono dop mair ussdos, Suz eficiféncia bom oztsbelecida ¢ egte-
bilidade eom solugBo contribues parse issze. Ho entanto, o par-
fie de inibi¢% n¥o diferencism o fendtipes YA ¢ FF ¢  indi-
viduos heterozigoteos, nes guais @ enzima astipica aparece com
g8 variantes J e K, s¥co confundidos con outroz {endlipos

(383,
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1.9.2 FLUQRETO DE S6DIO

A inibic%o da ChE pelo fluorete de sddio é do tipo in-
competitiva (21) e Garry et_zl. (43) mostram diferentes per-
fis de inibi¢8o quando TRIS e fosfato s¥o uszdos como tam-
ples. A inibic¥o diferencial pele fluoreto de pddic ¢ muito
sensfvel & tomperatura, necesgitandeo rfgido controle dssta
(68, 69, 153). £ reconhecidamente dificf{l trabalhar cor esle
inibidor, que no entanto & muito util na identificagdo de fe-

nétipos, notadamente oz Que apregentam a variante F.

1.9.3 RO2~0683

Este carbameto, cujo perfil de inibiclo se sssemelhs &
dubucalina, tem se mostrado muito dtil, em particular na iden-
tiftecec8o das variantes J, K e H (144}, & inibig¥o n¥o ¢ ime-
diata, como a da dibucafina, mas lenta ¢ progrespiva, sendo as
melhores separacBes Fenotipicas oblidas na concentraclo de
1078 o com 2 horas de pré-incubacio (64). A soluglo aguosa €

gatdvel a 49C.

£.9.4 PROPRAHOLOL
Ew nosgo laborztdrio, temn-ze obtido bea identificscle

do alelo F, pela discris

o,
B
e
=3
<3
2%
-

Fo com proeoprensicel. Este conheci-
do besta-blogueador, copercis!izsdo com o nome de Inderasl, &
we inibidor instantines, cospetitive e reverasfvel (1473, &
ChE tem grande especificidede polo isgbmoere U, no entaule &
mats pritico usar o racenzto gue nfo gomsnte ¢ wnais barato o
maie facilmente disponivel gue o islmero D, cono tamnbdém nos-
tra diferenciaglico dae variasntes conpardvel & obtids por eghe
(146}
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1.9.5 OUTROS [NIBIDORES

Tembém nerecem destaque inibidores como 2 uréia (51),
mais reative c¢om a variante atfpica do que com a8 usual e o
brometo deo pencurdnio o soun zndloges (138, 142), os quais
s%0 congiderados promigsores, por Whittaker. A diferenciaclo
das veriantes gendticasg requer laboratdrios com metodologias
bhem estsbelecidas. Um programa de proficiénecia entre labora-
térios americanos o inglesseg mostrou gs dificuldades na clas-
gificaclio fenotfpica @ a necesmidade de laborstdrics de refe
réncia com intercimbios para sslhorar 8 scurdcia dag determi-
nacfien (36,

A ralta de consenso na literatura, até o momento, oo~
bre o méritoz de subgtratos e inikidores, resulta na escolha

de um ou ocutro de forms gquaese erbitrdriz.

1.40 OBJETIVOE D THABRLHO
G objetivo do pregente trabelho ¢ eatabelecer um pro-
cedinento para 2 determinacHo da atividade e fenolipagem da
colingstérase adrica, de forma acurada, reprodubtivel e adap-
tdvel a2 laboratérics nilo pofimticadoes. Pare B8O, Propomos:
1)- Estudar a8 metodelegiss adoptiéveis & condiclios de
laboratdéries clinfcom.
2y~ Adeptar ap metodologias, se popgfivel, de condigles
denejadas, levondo o conte zourdclia e reproguti-
bilidade.
3r~ Avsliar o estabilidade da enzins.
€)= Verificar a interfurdncis de anticomgulantes de
uRe conum @ Matores como lipemia, bilirrubinemia @
hemdl ise na netedolegia escelhida.
5)~ Eptabelecer valores de refoerdncia parsg & metodelo-
gle escolhids.
&)- Propor e dessnvolver um progrsms de conirile de
qualidade pera az medidas de alividade e fenotipa-

Gom.
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e HATERIAIS E KELTODOS

2.1 ANDBTRAS
2.1.1 AMOSTRAS PARA ENSAIOS DE FEHOTIPAGEK

As amostras utilizadas foram soros e plasmas heparini-
zados obtidos do Laboratdério de Polimorfismo e Ligagto do De-
partamento de Gondtica da Universidede Federal do Pareand,
mantidos em freezer a -20°C. A caracterizac¥o dos fendtipos
CHEL U, CHEL Ua, CHE: UF o CHEL A, foi reoalizads pela inibi-
¢io com dibucafna (65), fluoreto de sddio (54), RO2-0683 (81)
e propranclol (146). B varjante atfpica foi cedids pelo Freof.

Jo%o F. Guerreiro ds Universidade Federal do Paré.

2.4.2 AHOSTRAS PARA VALORES DE REFERENCIA DA ATIVIDADE.

As azmostras utilizadez pera obtenglo de valores de re-
ferfncia da medide da atividade (surcs e plasmas) foram ob-
tidag do Centro de Hematoleogia e Hemoterspis do Pesrand (HEHE-
PAR)Y, durante o ano de 1982 ¢ mentides ostocadsm a -20YC. Pa-

ra aaiores informacBas consulbar Chauterd-Freire-Hals (182,

2.2 POOL DE BORDS
Una misturs de sproximadesmente 100 screos excedentioes da
rotina clfinica, isentos de jcterficia, hendlise e lipomia foi
utilizada como fonte de enzima. Os soros forsm coletadoa du-
rante varios diss ¢ mantidos s ~20°C. Apée descongslamznto,
foram misturades por ! hora em sgitsdor magnético a baixa ve-

lecidade e filtrados em pepel de filtre retentor. Sob cong-



30

tante homogeniza¢¥o, alfquotas do filtrado de aproximadamente
1 ml foram envasadas ® mentidas a -20°C. Esta amostra foi de-
gsignada pool e demonstrou comportamento de fendtipo CHEL U,
frente a todos op sisteomas Ltestzdos @ ume atividade =ituada
na média da encontrada na populag¥o. Cadas alfquota do pool

fol descongelada uma Unica vez para uso apds O preparo.

2.3 RERGENTES QUIHICOS

Duponal (lauril sulfateo de sédie), Faast Red TR {(clore-
to de S-cloro-2-tolusnodiazoniol, alfa-naftilacetato, dcido
5, 5ditichig~-2~-nitrabenzdico (PTHE), icdeto de butiriltiocco-
linz, iodeto de propionilitiocelina, cloreto de benzoilculinas,
sulfeto de quinidina, =ifsz-nzftel, dibucefna e fluorste de
s¢dio foram obtidoes des Sigma Chemicezl Company. RO2-0683 (di-
melilcarbsnato do brometo de (2-hidroxi-%-fenil-benzil) tri-
metil andnio) foi doado peloe Laboratdrics Reche. Glorideato
de PFropranolel foi doado pelos Laborstdrios dyerst e nio ten-
do denonsirade atividade dtica frente =20 polarfmetro (Shi-
nidb~Haenasch? foi conesidersdo misbturs ractmica (DLI.

O dewmzis resgentes guimicos utilizedes foram pri-and-

-

lise e congiderados puros.

on R R DRI
EPECTROFPOTENETRS

N

Eﬁfu‘

Todes s detersinsclos foram roalizadas en especirofo-
tametro Hicronal (uodelo B-38Z) ceom ilmpade U.V. @ cubsta de
fluxe, tersostatizada, com 10 nm de espsssura. & tersoestati-
zagBo foil realizeda por banho cireulante Liguithsrm Ft (Cli-

nican,Hannhein GEBH) ocu Heto Lab Eguipament (Denmarki.
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2.5 ATIVIDADE E INIBICRD ENZIKATICA
2.5.4 HEDIDA DA ATIVIDADRE

A atividade colinesterdsices medide com todos o subs-
tratos e métodos empregados fol definida em Unidades Interna-
clonate por litro (U/1), sendo 1 U/l equivalente & hidrélise
de 1lulfel de substrato por minuto por litro de soro nas condi-
cUes de enseio. Heste trabalho s atividade fol expressa pelo
miltiplo quilo-untdades por litro (KU/1}.

Pera o célculo (11} forem utilizsdos oz ceeficientes
de oxtinc¥o Egi0°1,26 l.eH " l.ma”! pare o DTHB (29} @
Eosn=0,66 1.0l me"! para benmeilcolina (141). O alfa-naftol

likerads foi deterpinade ztravée de curve de celibracHo.

2.5.2 PERCENTAGEN DE INIBICEO ¢ BH, PH, e ROR)

& percentagem do inibicg¥e, ¢toubdm degignada ndmero de
dibucafne (DN}, odnero de propranolol (PR} e nlmerce de
ROZ-0683 (ROH), conforge o inibidor empregade, fol delfinida

{65 & 9%) comow

A com snibidor #® 100

a2
2

IRIBIGED = 100 ~

-3 . PR
“ gen inlbider

sendo 7A” egquivalente & stividsde ou abeorbéncia medi-

das na reasclo enzinsdticsa.



2.6 PROCEDIHEKTOS COH ALFA-HAFTILACETATO
2.6.1 H£TODO DE HORROW E MOTULSKY

0 mdtodo de Horrow e Hotulsky (39) foi utilizado com
88 seguintes altera¢fesz nos volumes de ensaio: inibidores 0,2
ml: substrato 2,0 sl; amostra 0,5 nl e cromégeno 0,2 ml, man-
tendo~se ap concentrecBes finziz dos reagentes idéniicaos s

descritae originalmente.

2.6.2 ESPECTRD DE ABSORCED DO CROESGERQ

0 pool, alfa-naftcl 3,47x107°H e o tuboe controle forze en-
gatado8 naz condigles propostes em 2.6.1. Leituraes da sbgor-
bEnels entre 400 o 700 nm foram feitas contra dgua, aspde 15

ninutog de repouss.

2.6.3 CURVA DE CALIBRAGZO DE ALFA-NAFTOL E FAST RED TR
Concentrag@es de alfa-naftol de 0,7:x107° a 2,1x1074%H
foram enpsiadas ngs condicgfies propostas no flem 2.6.1 sendo
que g cada concentrselic foi adicionado Fest Red TR digaolvido
am duponsl 4,16x10728 en concentracles varisndo de 5,610™9 a
%pﬂﬂiﬁmﬁﬁ- Adn aboorbkincizz oz 540 nm, senziderando-se cads
soncantracls do corante, foram nedidass conlra dgua o, powsbls-

riorpente, descontadas de um controele faento do slfa-nafiol.

2.6.4 ESTABILIDADE D& COLORACHC E DO CROHGCERQ

0 pool foi ensalade conforme (tem £.6.1 . Ilpedistapen-
te z2pde a adi¢gBo do cromdgence ( Tompo Q) todos oz tubos da
rescBo foram lides, sende as leituras repetides en vérios

tenpos atd 18 horazs. Ep um segoundo ewperimento, 8 tubog con-
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tendo alfa-naftol 3,47x10-5M em tampie fosfato ©,081 H pH
7,4, fei eadiciconado Fapt BRed TR, prepasrado conforme (lLom
2.6.1 on teompoz de 0 a 18 horas apds o preparo do crondgeno,

gendo o tempo 0O definido come aguele inediatamente apds a

dizsolucko do corante.

2.6.5 EFEITO DO TEKPO E DA COHCERTRACKO DE ERZIHA.

Diluiglies do poel, representende volumes de 2, 5 @ 10
ul de suro ne resclo, Fforan onsgisdan conforme (tem £.8.%,
variasndo~pe ¢ tenpo de reacio ontre 3 e %0 minvteop. & hidré-

lige egpentinea do substrsto foi degcontads pars todags as

tetturas, er cada teppo ensglisdo.

65‘3?,”‘?"” il

Z2.6.7 TRIBTM
Concentragies de DL-propranalol (207% a 1,25:107%),
1 : -5 G Teeq y AR TP o 30,00 R N e T
dibucaing €10 8 2,7=x1Q79H}, ROZ-0683 3,701 a
2, 22x10761) % ROZ-06832 prd-incubad con Boro por 2 horass &

. ) ...Qa . 5 «
temperatura apmbieonte (7,4x107° & 1,83x10 ?a} forsn engslzdas

QS‘J
v';;
2
5]
W
sy
)
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i

conforne ftem 2.6.%. Az delermin
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soros diferentes para cada um dos fendétipos U, UF, e UA e com

um soro de fendtipo A examinado em duplicata.

2.6.8 EFEITO DO TEMPO SOBRE 0S PERFIS DE INIBICXO
Percentagens de inibi¢g¥o com RO2-0683 e DL-propranolol

de trés soros diferentes para cada fenétipo U, UF, UA e de um

soro referente a fenétipo A, foram deasrminadas conforme item

2.6.1, com tempo de incubag¥o variando de 5 a 60 minutos.

2.6.9 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE OS PERFIS DE INIBICXO
Percentagens de inibic¥o com RO2-0683 e DL-propranolol

de trés soros diferentes para cada fenétipo U, UF, UA e de um

soro referente a fenétipo A, foram determinadas conforme itea

2.6.1, nas temperaturas de 21, 30 e 37°C.

2.6.10 N£TODO DE MORROW E MOTULSKY MODIFICADO PARA FENOTIPA-
GEM

Em tubos marcados "atividade” e "controle” foram adi-
cionados, respectivamente, 0,2 e 0,7 ml de tamp¥o fosfato
0,2, pH 7,1 . Em tubo marcado "inibidor” foi adicionado 0,2
ml do inibidor dissolvido em tampl¥o fosfato O0,2M, pH 7,1.
Todos os tubos receberam 2,0 ml de alfanaftilacetato 3x10~4n,
preparado conforme Morrow e Motulsky (99) e incubados a 37°C
por S minutos. Aos tubos "atividade” e "inibidor” adicionou-
se 0,5 ml de soro ou plasma dilufdos (1/100) em tampl¥o fosfa-
to 0,2M pH 7,1, seguindo-se incubac¥o a 37°C por 25 ainutos.
A reacl¥o foi interrompida pela adicl¥o de 0,2 m]l de Fast Red
TR 15,5%10"3M dissolvido em duponal 4,16x10~2X.
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A absorbincia foi determinada entre 10 e 60 minutos
apés a adig¥o do cromégeno, sendo as leituras descontadas do
tubo controle. Na reac¥o, as concentracBes dos inibidores fo-
ram RO2-0683 3,7x10°7N, DL-propranolol 10™M e dibucafna

1074n.

2.6.11 DISTRIBUICXO DAS PERCENTAGENS DE INIBICXO

A distribuiciio das percentagens de inibi¢c¥o de uma
amostra contendo 41 indivfduos CHE1 U, 8 CHE1 UF, 25 CHE1 UA,
® 1 CHEl1l A, ensaiada conforme 2.6.10, foi observada, plotan-
do-se a® inibigBes obtidas com DL-propranolol versus R0O2-0683

e DL-propranclol versus dibucafna.

2.6.12 VERIFICACXO DA INIBICXO COM RO2-0683 E DL-PROPRANOLOL

EM MISTURAS DE SOROS U e A

Soros provenientes de homozigotos para as varisntes
atf{pics e usual, foram misturados de forma que a variante
atfpica representasse, respectivamente, 20%, 40X, 60X e 80X
do volume total. As diluicles das variantes, assim obtidas,
bem como as smostras sea diluir foram ensaijadas conforae ftea
2.6.10. Os perfis de inibig¥o com RO2-0683 e DL-propranolol
foram plotados contra a percentagem de asmostra atfpica exis-

tente na mistura.



2.7 PROCEDIHENTOS COH REBZOILCOLINA
2.7.1 HEDIDA D2 ATIVIDADE E PERFIS DE 1HIBIGED COH BERLOIL-
COLINA

4o deterpinacler da stividade @ inibi¢les com dibucal-

ne e fluoreto de gédio forsm realizadss pegundo Fhittsker
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0,25 wl de soro dilufdo em 4guali/io®) e o incremento ng  ab-
gorbinclias em €10 nm obeervado por, ne miniso, 3 minutos. A
etividade foi caloulaedas com o Ad/pin pdédio. Uz inibidores

guando ytilizados foranm adicionados em volume do 0,2 ml sendo

o wvolume final corrigido pels sdicfo de 2,0 ml de L

DTHB.

2.8.3 EETARILIDADE D& PROPIORILTIOCOLIEA

A hidrdlise espontinos de solucles agquossg de iodsto

de

t 4 o B v, o ape o8 2 vy, oo SPYRP " o g g £ oo el e g e
410 pn contra up wranco de tonp¥o-~-DTHB. Foranr ensetadas solu-

i £ g 5y 3 et g 0 o T8 & d 5
C,GZH, O,iH e O,1¥ com pd 4,0 ajy

pantidas g 4%C, o uma soluclo ©,1¥ muntide @ -G890,  pofrond
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s cads detersinsgio.
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RETBILIDADE DE DETECCR(

5

Diluicles do powl com soro inativedo (2 horas s BOYCY,
produzinde concentrzcles de 1 = 100K de stividade originsl

&

forazs enseiadss conforme fhen 2.8.2 .
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2.8.6 EFEITO DO TEMPO SOBRE A HIDRASLISE DO SUBSTRATO
0 incremento da absorbincia em 410 nm foi observado
para o pool ensaiado conforme ftem 2.8.2, nas temperaturas de

25, 30 e 37°cC.

2.8.7 CURVA DE CONCENTRAGXO DE SUBSTRATO

Concentractes de propioniltiocolina de 1074 a 1072 x
foram ensaiades nas condigBes descritas no ftem 2.8.2 . A va-
riante atfpica @ o pool foram utilizados como fontes de enzi-
ma, sendo a velocidade expressa em uMoles de grupos SH 1libe-
rados.min"l.m1"! de soro. O KN @ a Vpax foram calculados para
concentrages de substrato de 10”3 a 1072M através das retas
de regress¥o obtidas do grdfico duplo-recfproco (115) e con-

firmadas por programa computacional.

2.8.8 VARIACSBES NAS CONCENTRAQSES DE DTNB E FOSFATO

0O pool foi ensaiado conforme ftem 2.8.2 variando-se as
concentrages de DTNB presentes no tamplo de 0,5 a 20x10° 4N,
O pool e a variante atfpica foram ensaiados conforme fteam
2.8.2 em concentracBes de fosfato variando de 1 a 20x1072H,

obtidas através de misturas adequadas de Na2HPO4 e KH2PO4,
ajustadas para pH 7,6.

2.8.11 CURVA DE CONCENTRACXO COM INBIDORES

Concentractes de R0O2-0683 de 8,0x1077 a 1,6x1075M; di-
bucafna de 2.16x10'6 a 1,08x1074; DL-propranolol de 2,7%10°6
a 2,7%1074M e uréia de 0,8 a 4,0 M foram ensaiadas conforme o
ftem 2.8.2 . Como fonte de enzima foram utilizados o pool, a
variante A e uma mistura de trés soros de indivfduos de fend-

tipo UA.
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2.9 EFEITO DE CICLOS DE CONGELAMENTO/DESCONGELAMENTO SOBRE A
ChE

Alfquotas de pool foram submetidas a processos cfcli-

cos de congelamento/descongel amento durante um perfodo de 30

dias. Em cada ciclo as amostras foram mantidas & temperatura

anbiente por 10 a 30 minutos antes do ensaio. As determina-

¢Bes da atividade e fenotipagem foram realizadas conforae

ftem 2.8.2 e 2.6.10, respectivanmente.

2.10 ESTABILIDADE E ESTOCAGEM DA ChE

Amostras do pool foram mantidas a -20, 4, 22 @ 37°C e
& atividade determinada conforme o ftem 2.8.2 durante 10
dias. Nas mesmas condicles foram ensaiadas amostras do pool
contendo 25 e 50X v/v de glicerol e mantidas a 37°C. A ativi-

dade da amostra no infcio do experimento foi considerada

100%.

2.11 EFLITO DE EDTA SOBRE A ChE

Concentractes de etilenodiaminatetraacetato, sal dis-

sédico, variando de 0,5 a 10 mg foram adicionadas a 1 ml de

sangue total de indivfduo ChEl U, com a qual ficaram em con-
tato por 4 horas. Os plasmas assim obtidos, bem como contro-
les isentos de EDTA, foram ensaiados conforme ftens 2.8.2 e
2.6.10 quanto 3 atividade e fenotipagem, respectivamente.
Para atividade os controles isentos de EDTA foram considera-

dos com atividade de 100%.
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2.42 EFEITO DA HEPARIEA B0BRE & ChE

Concentragles de heparina sddica (Liguemine, BRoche)
vartando de 10 z 800 Ul (1 Ul = 0,001 mg) forsm adicionmissz .
1 ml de sengue totel de um individuo CHEL U, ficando em con-
tabto por 4 horaz. O plassa obtido, hem como controles tsentos

de

¥

wpsrina foras ongeiades para stividade ¢ fenotipa

2.8.2 & 2.6.10,

sbividede, og conbiro

dog 100%.

inativedo (2 horas & GO & 1,0 w!

Uss misturs de soros ipdsi

inabiveda por 2 ho

spresentow  1.,742,0

pgl/dl de colgesterel (73). A

com o pool (90,0 mgldl de triglicer{dess? de modo 3 produzir
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concentracBes de triglicerfdeos de 90 a 1.577 mg/dl de wsoro.
Estas amostras, bem como controles obtidos pela diluig¥o do
pool com soro n¥o lipémico inativado (2 horas a 60°C), foram
ensaiados para atividade e fenotipagem conforme os ftens

2.8.2 ¢ 2.6.10, respectivamente. Para atividade os controles

1isentos de amostra lipémica foram considerados 100X.

2.13 EFEITO DA HEMGLISE SOBRE A ChE

A um volume de papa de hemicias obtidas de um sangue
heparinado de indivfduo CHE1l U, apés 5 lavagens em solucl¥o
salina, foi adicionado 1 volume de dgua (hemolisado) ou 1
volume de soluc¥o salina. As smostras assim obtidas apresen-
taram concentrac¥o de hemoglobina de 16,0 g/dl (método de

cianomet shemoglobina em analisador Toa Medical Eletronics) e

volune globular de 49X (microhematdécrito). Volumes do hemoli-
sado foram adicionados ao pool, produzindo concentracBes de
0,08 a 1,45 g de hemoglobina/’/dl de soro e simulando a hemdéli-
se de 0,29 a 4,44%X do volume globular. As amostras assim di-
lufdas, bem como controles obtidos pela diluic¥o do pool em
solug¥o salina foram centrifugados por 30 minutos a 800 x g @
8 atividade e a fenotipagem do sobrenadante foram determina-
das conforme os ftens 2.8.2 @ 2.6.10, respectivamente. Para

atividade os controles isentos de hemoglobina foram conside-

rados 100X.
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3 RESULTADOS

3.1 PROCEDIMENTOS COM ALFA-NAFTILACETATO
3.1.1 ESPECTRO DE ABSORCXO DO CROMASGENO
0 cromégeno na reaclio apresentou reaclio méxima em 540

nm (fig. 02). A curva espectral da reacl¥o foi semelhante 2

produzida isoladamente pelo alfa-naftol.

3.1.2 CURVA DE CALIBRACXO DE ALFA-NAFTOL E FAST RED TR

En relag¥o ao cromégeno, a amostra mostrou reacl¥o 1li-
nearidade até 2,8x10"5M de alfa-naftol (tab.IV). A lineari-
dade n%o foi alterada pelo acréscimo de corante de 5,5%x10” 4N
a 4,4x1073M. ConcentracBes de alfa-naftol superiores a
7%10"SH necessitaram concentracles de Fast Red TR iguais ou

superiores a 11%1074N para manutenc¥o da colorac¥o purpura

usual.

3.1.3 ESTABILIDADE DA COLORACXO E DO CROMOGENO

A figura O3 mostra que a atividade é méxima apds 10
minutos da adigc¥o do cromdgeno, decaindo de forma lenta apés
1 hora . O cromégeno Fast Red TR perde 5X do poder cromogl-
nico apés 2 horas de preparo, 20X e 55X apés 8 e 18 horas

respectivamente.
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3.1.4 EFEITO DO TEMPO E DA CONCENTRACXO DE ENZIMA

A cinética de tempo com alfa-naftilacetato é mostra-
da na figura 4. Observou-se auséncia de linearidade da reag¥o
em relac¥o ao tempo quando usam-se 10 ul de soro na reaclo.
Curvas ]ineares s¥o obtidas por 25 e 40 minutos para 5 e 2
ul, respectivamente. A hidrdélise espontinea do substrato ¢

linear com o tempo e negligfvel até 30 minutos de incubag¥o.

3.1.5 CURVA DE CONCENTRACXO DE SUBSTRATO

As retas de regress¥o do gréfico duplo-recfproco (fig.
05) foram y = 0,228x + 0,2778 e ¥ = 0,1965x + 0,4344 para os
fenétipos U e A, respectivamente. A andlise grifica e compu-
tacional dos dados permitiram calcular os valores de Ky e

Vaax que se encontram na tabela V.

3.1.6 CURVAS DE CONCENTRACXO COM INIBIDORES

As concentracBes de DL-propranolol (fig. 06) e
RO2-0683 (fig. 07) que melhor se adequaram A separacl¥o dos
fenstipos testados foram 10~SM e 3,7x10°7N, respectivamente.
Quando R0O2-0683 foi pré incubado (fig. 08) com soro, antes da
reacio, n%o se obteve separac¥o dos fenétipos U e UF. Dibu-
cafna (fig. 09) a 10-5M discriminou de forma mais eficiente
o8 fenétipos, no entanto quando esta foi associada ds inibi-
¢Bes obtidas com DL-propranclol] para otimizar a separaclo,

concentraclies de dibucafna de 10"4NM se mostraram mais indica-

das.

3.1.7 EFEITO DO TEMPO SOBRE OS PERFIS DE INIBICXO.
A discriminac¥o dos fendtipos com R0O2-0683 (fig. 10)

foi méxima entre 25 e 40 minutos de reacl¥o, apés o que dimi-

nuju a resoluclio entre os fenétipos U e UF.A inibig¥o com DL-
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propranclol (fig. 11} fei pouco influesnciada pelo tempo de
incubago apds 10 minutos, sendo congtante gntre 23 e 60 mi-

nutos.

3.1.8 EFEITO DA TEHPERATURA SOBRE 0% PERFIS DE INIBICRO

4 inibic¥o com RBOZ-~0683 (fig. 12) mostrou-wge cregcente
com a elevagBo da tempersture de modo semelhante para todos
og fendtipos U, UF e Uk, sendo que a2 alterscles nog perfis
de inibkicle fersm muito peguenes entre 30 e 37°C para todos

o fendtipos estudsdeg. Com Dl-propranelol (fig. 13) as ini-

bicGen obtidsa com op fendtipos estudados decresceram com 8

elevaclo da temperatura, sendo o fengtipo UF melhor digcrimi-

nado a 21°C,

serfis de inibicBo com ROZ-0682

hraran niftida sepuragdo sntre

pende zets sunerior & obbida con di-

bucaina e Dlh-propranelel (Fig. 18). & nddie ¢ am amplitudes

de  wvariscio dog perfis de inibic¥o com ROZ-0683 e DlL-p

nelol, para o fendtipos esis

s 05, Eneontruen-se na

F.1.40 IHIBIQED COH ROZ~CBEZ ¢ DL-PRUPEANOLOL ER HISTURAZ DE

%

SE0R0E HOMOZIGOTUS PARA AS VARIARTEE U E &

As JdiluigSes, obtides entre az variantes U e & e  hio-
mozigose (fig. 18}, forneceram porfis de inibic¥o que refle-
tirem a gpomatdriaz das inibi¢leoz isolades do cada varilante, de

acordo com sua proporcio ns misturs.
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3.2 PROCEDIHENTO CONM BENZOILCOLIEA
3.2.3 DISTRIBUICAED DOS FENSTIPOS COM BENZOILCOLINA

& andlise dop perfis de inibicBo com ROZ-0683 e DL-
propranclel (fig. 17) e dibucafna e DlL-propranclol (fig. 18)
nEo indica clara sepesragdo das variantes enzaisdas. Ocorre
pequena resclucio do fendtipo UF enquanto que o fendlipo UA
mogtra elovada dispersfo. 3¢ inibicBes com dibucalina @ f{luo-
reto de sddie (fig. 19) nfe peraitirem identificer a variante

UF, nas condicles de engsio.

3.2 PoUUCELDIHERTOS CO¥ PROPIONILTIOCOLINA
2.3.1 ESTABILIDADE DA PROPICHILTIGCOLIRAR EM SOLUCZO

A hidrdlise de 0,58 da propioniltiocelina prezenie ns
reaglo, produzinde ums sbsorbincia de 0,138, foi {ixada srbi-
trarisnente como limite méximo para e hidrdlise espontines do
subglrato. Este wvalor pepreosenta una perda desprezivel de
subatrato ¢ a shacrbinciz preoduzida pernite utilizar 8 Jasixa
Ghima de leitura do pajorias dos eguipamenios, wem sjusler que

prejudiquen a linesridede de resposta deo espectrofotidsstire.

Og subsiratos prepasradops ez sclugle 0,1H, indepsndente
do ajuste do pH, mestraras-se sdegusdos pars use per 30 diass
@ solucles de O,00M vor 3§ digs, guando sabos {forsn panbtidos

@ 49C (fig. 203, O congolamento @ ~20°C penteve por 100 diasw
& propioniltiocolinae ¢,1iH dentro do linite estabelecido, mes-

me gquando submetids & véries ciclos de descongelemento.



47

3.3.2 CURVA DE CORCENTRACXO DA ENZIHNA
A atividade foi linear até 8 preosenca de 6,5 ul de so-
ro na reacfo, correspondendo a uma atividade de cerca de 14

KU/1 <(fig. 21). A presenca de grupos tidis livres no sorc nido
interferen desde que sejam wutlilizados volumeg inferiores a 3
ul de amostra no engaio. Acima deste

volune, determinascles acuradas necezsitam de um branco

de soro.

3.3.3 SEHSIBILIDADE DE DETECCXQ

Com relagfo a smostirazs de pequons stividade, o adtodo
se mostrou pensivel en detecter atividades de até 0,51 KU/l,
gue correspondem a um AA/min de 0,007 (fig. £2). Atividedes

mencres nio foran detecidveis eu reprodutiveis.

3.2.4 CIRSETICA DE TEXPG
2 reasclo feoi linesr com ¢ Lownpo por B, 2 @ 9 minuios
conforme enssiada a 37, 20 ou 2%°C, respectivamente (fig.

23%). A hidrdlise do subsirato foi desprezivel a 239G,

3.3.5 QURBVA DE CONCENTRACED DO SUBETRATQ
& Pigura 24 Jdewonsira gue 2 resclo nlie etingiu 8 velo-

cidede niéxinn sesne on concantracler de pubstrate 10 @ & vo-

I,Q},i

ﬁl’

]

z2es o5 valores de Hy pera az variantes U e A, cgpaet i
te. Az retam de regrossle do gréfico duplo-reciproco Sorams
y = 0,0121i2x + 0,1354 o v = §,0632%x + 00,3733 para oz Tendti-
posz U e &, respectivaasnie. Oz valores do Ky @ Vpgw para o
fendtipos, obtidos por andlise gréfice e computscionzl, on-

contran-se na tabsla V.
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3.3.6 VARIACRO HA COHCEHTRACXO DE DTHB e FOSFATO
ConcentrecBes de DTHB no meio do reacglio & vezes meno-
res ou 3 vez@s superiores ag preconizadas para uso (0,423ul),
nfo mosmtraram alteraclss significativas na stividade de soro
CHE! U (fig. 25). Concentracfies de tampdo fosfato na reacio 3
vezZes menores ouv 7 vezes superiores &g utilizadas (0,025H)
n¥o alteraram significativansnte a etividade das variantes A

e U.

2.3.7 CURVA DE CONCEHTRACEQ DE INIBIDORES

Og perfis deo inibic¥o com RO2-0683 (fig. 26), dibucaf-
na (fig. 27), DL-propranclel (fig. 28) ¢ urdéia (fig. 29) moa-
traram pos capacidade discriminativa pars o fendtipo 32 e pe-

quena resoluclo antre os fendtipos UR e U,

3.4 ESFEITOR DE CICLOS DE CORCELAUERTO/DESCORCGELAKENTO SOERE
& ChE
L enzima perdeu 12% ds atividade inicial apdés 40 ci-
clog de congelapente/doscongelenento, mantende inaltersda a
regpostas aocg inibidores (fig. 30). Apds 20 ciclos, observou-ge
o crescimento microbiane intenseo nas arpostras @ Baior flulus~-
billdade nog aedides ds atividade.

2.8 EFEITO DA TEAPERATURE BOBRE A EEBTOCAGER DR ChE

i enzima apregentou perds na atividade gupsricor & L10OR
apés 1 dis a 37°C, 3 dias a 22°C @ 7 diaz a 4% (fig. 311,
H¥o foram dJdetectadas alterazcles nasg anosiras estocadag a
~-209C. z amostras glicerolizsdaz o mantidas a 379C perderam
10% da astividade inicial apde 3 e 4 dias conforae 25 ou OO,

respectivamente, de glicerel tenham sido sadicionados.
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$.6 EFEITO DO EDTA SOBRE A ATIVIDADE E PERFIS DE IRIBICXO DA
ChE
Concentracfes de EDTA no zangue (fig. 32) até 5 voezes
superiores &s recomendadas de 2 mg/ml de sangue (Z24) n¥o mos-
traram diferencas na atividade e fenotipagem supsriores a 5%

de valor dos controles.

8.7 EFEITO DA HEPARINA BOBRE A ATIVIDADE E PERFIS DE INIBI-
X0 DA ChE
Concentracfes de heperina no sangue (fig. 33) até 40
vezes supericres &5 necegpdrias pera anticosgulagdo (20 Ul/ml
de wmasngue) ( 24) nic mostraram diferengazs na atividade e fe-
notipagem superiores a 4% do valor dos controles, nas condi-

¢Bos de enzaio.

2.8 EFEITO DA BILIRRUBINA BOBRE A ATIVIDADE E PERFIE DE IN!-
BICED DA ChE

Concentraglees de bkilirrubina (fig. 34) de até 36,7

ug/dl deo poreo n¥e mostrerasm diferencas na astividade e fenoti-

pagen supsricores a 3% do valer deogs controles, nas condigles

de ensaio.

@2
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DA LIPENIA SOBRE & ARTIVIDADE E PERFIS DE IHIRICHD

ConcentraegBes de itriglicerf{decs (fig. 33) de até
1.577,0 mg/dl de soro n¥o nostraeress diferencas na atividade e
fenotipagem spupericrew 2 3% do valor dos controles, nas con-

di¢leg de enssio.
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.10 EFEITO DA HEMSLISE SUBRE A ATIVIDADE E PERFIS DE INIBl-

CEO DA ChE

& premenca de 0,32 g/dl de hemoglobina no soro (fig.
36), simulando neg condiclos de ensaio 1% de lise do volume
giobular, mostrou para ae medidas de atividade e fenolipagen
ume varisgio méxima de 3% em relacio aor controlez isentos de
hemoglobina. Lises de 2,4 o 4,4 ¥ (0,80 o 1,45 g de Hb/dl)
mostraram variagdez supericores 2 5 e 12%, respect ivanente

guando cowmparadas aog controles.

3.11 VALORES DE REFERENCIA PARA h ATIVIDADE DA ChE

Q0 wvalor de atividede ndédia pars a populaclo estudada
foi calculado em 5,22 KU/1 (com desvio padr¥o de 1,22). Estes
dadoz forem obtidoz pela mnddia aritmdtica dos valores obiidos
na tebela VIIi. Az médies dos individuoz 05~ foram previamente
multiplicadas por 0,80 ¢ a dos individues C5+ por 0,10 para
manter as condigBens da populaclo om estudo, onde apenas 10%

g8o individuocs O+ (18).

&.12 CONTROLE DE QUALIDADE

Az figuraz 37 e 38 mostram cos gréficog de controle de
cualidade, nog quais asn axmoelrap ge digtribuen de forma regu-
lar dentro dos limiteos de deirp desviop pedrfes esbtipulados,
gcima @ abaixo da mddiaz, configurando a reprodutibilidaede dog

angaios.



TABELA IV. CURVA DE CALIBRACKQ DE ALFA-HAFTOL E FAST RED TR
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alfa-naftal Fast Red Tr conc. Holar xie™4

conc. Nolar x3¢™> 5,5 1,0 22,0 44,8
é,7 ¢,109 6,167 8,140 9,165
i,4 &,262 6,268 ¢,208 ¢,203
2,8 ¢, 466 465 §,39¢ 8,440
3,9 ¢,473 8,477 G473 8,478
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U S0 By Y G L TGS P M G L S ST G GO DTS ane i D wd R MG o Wk (B4 008 Miw G wie Wid MR Gu E40 Cep D W WD G GM 5D SHG SIS Gin GO G ey SR mOs Gbe txm SV GVG e mEs S Cu GRS S D GM

As determinacBes foram realizadas conforme ftsm 2.6.3 de Ha-
teriats o Hétodos; Us sfambolos (w) e (~) indicam respectiva-
mente, alteracdo na coleoraglo do cromdgeno de purpurs para
alaranjado e leitura acins de capscidade do espectrofotime-
tro. &4 detsrminacfo 2,2%0% foi oblidas pela diluicio do crownd-
geno em duponal Qei&mi@"zﬁ 8 multiplicacRo do valer encontra-
do pola diluiglo.

Condiglies de enraio: o8 tubop continham tampfo fosflasto O,081H
pH 7,1 =zendo Juponal é,i&%io"gﬁ utilizado na dissolugHo do

cromogeano.
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TABELA V. PARAHETROS CIH£TICOS.

1';“ NIO"%‘? vﬁ?«ax UHOI .mln_i .1-1 REF-

oA 0390 $r00 Bhan L1 Gese DUGY 0PM SF4 400 0900 000 PRi4 S1eR 4008 DFGO DS0E $4SE S0e3 ¢4es DPLa $OuS ot #OLH B0SH NOT( <He $OM E83) B434 FEUS UM Uber 0SS DU S1e G490 o3 4506 420 0000 Borw 4900 GO 0808 GOS 1KD BGER SIMa FEIR PYTH AP Sase €ene Semm SR OO Sed I MW

VARIANTE U & U A
ALFA-HAFTILACETATO
2,6 4,8 s,68 2,23 (&)
7,6 5,8 4,49 3,458 2
2,4 g,4 ¢,60 2,32 &8
PROPIONILTINCOLINA
9,6 17 7,38 2,68 €K)
9,7 31 &,81 1,67 27

(#) dados obhidos no presente Wrebslho.

O valores de Kz e Yapex forem obtidos para o fendtipos
L o U utilizendes slfa-naftilacetato e preoplionilticcelina con-
forne o itenw 2.6.6 @ 2.8.7, regpectivagente, de NHaleriais e

¥étodos.
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TABELA VI. HN£DIAS E AMPLITUDES DE VARIACEO (A.V.) DAS PER-
ENTAGERS DE IHIBICZO (RON & PR) COHRFORME CLASSI-
FICAGED POR FENSTIPO.

RON PK
FENGTIFQS H HEDI A AV, HLDIA A.Y.
U 41 &g 86-81 73 63-78
UF 8 a1 78-85 59 55-63
Ua 25 50 D2~67 47 38-55
A i 11 ]

0 oxx e ATm vin s D Cva Ch TIR AT e GEO CED Cme 0b e WAT R0 W MO Das MO TaD 0 O3 T LEA (et KT O3 (SO €30 etm Cum TP Gre e Dxf D 5 Die G Ged K4 (L WO DI CNR mm JOoD €3 M 60 mme G 608 O 4D D

hie determinactes forsm realizsdas conforme item 2.86.11 de Ha-

teriais @ Hétodos.

b gl . . . ey ‘

CondicBes de enssioralfa-nafiilsceteto 2,3xi07%H; 5 ul de so-

ro; incubacio por 25 ninutos a 3790; touplo Ffosfate 0,0814 pH
. ) . gy R ]

Foi. Fast Hed TR 1,Ix1079H. ROZ-0683 3,710 7% @ gl -propsana=~

lel 10-%x,



TABELA VII. VALORES MeDIOS DE REFEREHCIA DA ATIVIDADE 0N -
FORME AVALIADA COH PROPIORILTIOCOLINA

000 mn T B CTP 3 (0 A met paw S spe MIO EV PG TR Dae ME E B e e CUO G W (NS ey WP ST Wws Gdg Ban R DS LGS Cum ki (IM Thv SRR Cen eI Ame OVR G

HOHENS 197 €5~ 5,831 1,05 2,43 9,30
187 ChH+ G, 47 1,44 9,16 1t,2

HULHERES 28 CoH-~ 4,%4¢ 1,23 2,68 7,32
28 CH+ H,58 1,18 3,75 8,68

O wvalorees de referéncia da atividede, o deavio padric (DP) e
og valorez minimo (HIN) e miximo (HAX) de uma populaglo ga-

dia, forar obtidos conforme item £..6 de Haterials e Hdtodosm.
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TABELA VIII. AVALIACED DA REPRODUTIBILIDADE DE HEDIDAS DE
KTIVIDADE E PERCERTAGERS DE INIBIGEQ.

On e e 0 G B v CTW Gws ot ESe Gee SE €16 Gub WY (R WA G W G GET Ci BB B0 @ €9 KN K2 O (77 €5n 0YD OFF G GO M GO0 Gmp SEe MPe GE W WD G ) M 6% W G G0 N0 WD 3 GO0 O G O 6 A

METORO FARAMETRO MEDIA BD.P. C.V.XK

99 HORROW & HOTULSEY fttvidade (HU/T) 6,92 €,436 44,3
RO2~64683 (ROW) 86 2,44 2,5

progranslel (PR} 74 2,5 3.4

(%) HORROM ¢ MOTULSKY mod. Atividade (KU/1} ¢,08 ¢, 116 13,3
RO2-0483 (RON) 89 1,34 L7

propranciel (PE) b 2,33 3,2

&9 DIETZ e cols. abividade (KE/1) 8,62 6,67 7.8
B EVANG e WEOE ftividade (KU1} 4,56 6,24 &3
(%) EVARE e HROE dtividade (KU/1) 5,24 &,22 4,4

RO AN W GNI GUN S T G oM BN GV Gt © OOF MR W EGR 08 G am B O CR WD U T G50 i VG R L KD G D8 B B e T4 M, @XD O7I ST CUT 46 N0 AR Mis OO1 0B 4TD GO Boke OS OA e W Fen TR 610 048 e

dedes obtidos so prasente trabolheo, conforae

theng 2.6.10 @ 2.8.2 de Haterizlig e Hdébodon.
O resuvltados repreopenter 8 wpddia, desvio padric
(D.P.Y @ comficiente de variagdo (C.V.%) de vinte determing-

sles de um pool de soros, realizadass en diss diferentes.
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ESPECTRO DE ABSORCXO DO PRODUTO COLORIDO COM FAST
RED TR.

O complexo colorido formado entre alfa-naftol e
Fast Red TR foi lido contra égua em viérios
comprimentos de onda. Foram anal isados os
cromégenos provenientes da r.sclo enzimética
(amostra), alfa-naftol 3,46x10°°M e do tubo
controle da hidrélise espont8nea do substrato
(controle).

Condic8Bes de ensaio conforme item 2.6.2 .
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2 “ A % 160

% de soro A contide em sero Uil

EFEITO SOBRE OS PERFIS DE INIBICXO DE AMOSTRAS
DAS VARIANTES A e U MNISTURADAS EN VARIAS
PROPORCBES

As percentagens de inibic¥o com RO2-0683 (RON) E
DL-propranolol (PN) foram observadas em misturas
de um soro homozigoto para a variante A com um
soro homozigoto para a variante U, bem como as
amostras sem diluir, conforme item 2.6.10 de
Materiais e Métodos. Os pontos sl¥o representados
pela média de duas determinagles.



71

100
o U
A wr
B A
:‘co. O # .. [ i
! i,
g S
$ . ’
€
i w
z
:
0
(]
¢ 20 “ 6 " 108

X de INIBIGRO CON dl-PROPRANOLAL

FIGURA 17. DISTRIBUICXO DAS PERCENTAGENS DE INBICXO COM DL-
PROPRANOLOL e RO2-0683 UTILIZANDO BENZOILCOLINA
COMO SUBSTRATO.

Distribuic¥o das percentagens de inibic¥%o com DL-
propranolol 8,45x10-6M e RO2-0683 10-6M em 75
indivfduos, sendo 41 CHE1 U, 8 CHE1 UF, 25 CHE1 UA
@ 1 CHE1 A. As determinacles foram realizadas
conforme item 2.7.1 de Nateriais e Nétodos.
Condicles de ensaio: benzoilcolina 5x10”ON;
amostra 10 ul; tamp¥o fosfato 0,067 pH 7,4;
medic¥0o cinética a 25°C em 240 na
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FIGURA 18. DISTRIBUICXO DAS PERCENTAGENS DE INBICXO COM DL-
PROPRANOLOL e DIBUCATNA UTILIZANDO BENZOILCOLINA
CONMO SUBSTRATO.

Distribui¢%o das percentagens de inibi¢¥ com DL-
propranolol 8,45x10-6M e dibucafna 10-5M em 75
individuos, sendo 41 CHE1 U, 8 CHEl UF, 25 CHE1 UA
@ 1 CHE1 A. As determinacBes foram realizadas
conforme item 2.7.1 de Materiais e Métodos.
CondicgUes de ensaio; benzoilcolina 5x10'5Hi
amostra 10 ul; tampSo fosfato O,067M pH 7,4;
medic¥o cinética a 25°C em 240 nm.
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VERIFICACXO DA SENSIBILIDADE DO M£TODO UTILIZANDO
PROPIONILTIOCOLINA COMO SUBSTRATO.

DiluigBes do pool de soros em um soro inativado
foram ensaiados conforme item 2.8.5 de Materiais e
Métodos. Uma reta de regressdo foi tracada entre
os pontos graficamente lineares. Os pontos
representam a média de duas determinacfes.
CondicBes de ensaio: propioniltiocolina 2x1073N;,
amostra 2,5 ul; tamp3o fosfato 0,025M pH 7,6,
medic¥o cinética a 25°C.
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EFEITO Da TEEPQ SOBRE & HIDRSLIEE A
PROPIOQKILTIOCOLIEA.

0 efeito do tempe de incubacg¥o sobre a hidrdélise
da propioniltiocolina foi obkaservado wtilizando-se
un pool de sorog como fonte de enzime conforne
item 2.8.6 de Hateriaie e Nétodog. B8 velocidades
de reagfo foram observadas o 25, 30 e 3700, bem
cono & hidrdl ise ggponiénea do substrato
{controle) a 25eC.

Condiglies de enszio: prepioniltiocolina 2x10"3n‘;
amostra 2,5 ul; tanpSo fosfaeto 0,025 pH 7.,6;
mediclo cindtica a 25%C.
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GREFICO DUPLO-REC{PROCO COH PROPICKILTIOCOLIHA.

Gréfico de Linewsver-Burk mostrande o sfeito da
comcentraglo da propionilticcoling de 10-3 a 10-2H
sobre & velocidedes de reaglo, utilizando como
fonte de enzima as verisntes U e & conforme iism
2.8.7 de Hateriais e Hdétodos. &z retan de
regrezsio obtidas foram y= 0,01312x + 00,1354 ¢ y=
0,0632% + 00,3733 para op fendtipoz U e 4,
respectivasente. 0 insel wmoptra o griéfico de
Hichee!lig~-Henten .
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FIGURA 25. EFEITO HA VARIAQEDO DAS COUCENTRACHBES DE DTHB E
FOSFATO SUBRE & ATIVIDADE UTILIZANDO
PROPICHILTIOCCLIRA COXO SUBSTRATO.

0 sfeito da concentracles de DTNB varisnde 0,3 a
20x10-¢48 ew taupBo fosfato ©,00H pH 7,6 asobhre a
abtividade foi observado utilizando um pool de¢ soro
copo fonte de enzima. 0 efeito da varisclo da
concentrag¥o de tampfo fomfeto pH 7,6 varisndo de
i a 20x10-28 foi obzervado pars os fendlipos A e U
conforae item 2.8.8 de Nasteriais e Hdétodos.
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CURVA RE IRIBIGED COR BZ~0683 UTILIZARDO
FROPIGHILTIOCOLIEA COMO SUBSTRATO.

A& percentagen doe inibigHo dog fendtipes U, Uh & A
com ROZ-0683 &wid~7 a 1,6xi0-BH foi obsorvoda
conforme item 2.8.11 de lateriziz e Hdéiodowm., Ds
pontog representan & nddia de duas deteraminagbea,
CondigBes de ensaio: propioniltiocelina 2x10” 2R,
smostra 2,% ul; tzmplo fosfato ©,025H pH 7,6;
medicles cindticas a 25°C .
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FIGURA 27. CURVA BE INIBIGQED COH DIBUCA(NA UTILIZANDO
FPROPIORILTIOCOLINA COHO SUBSTRATO.

A percentegen de inibic¥o dos fendtipeos U, UA e A
com dibucafna 2,16%wi0~-6 3 1.08xi0~-4H foi obsgrvads
conforme item 2.8.11 de Hasleriais e Hdélodoe. Us
pontog reprezentan o ndédia de duss determinacles,
Condices de onpaio: propioniltiocelina 71107 9H;
spostra 2,% wul; tamplo feosfeteo 0,028 pH 7,6,
modi¢Ues cindticas s 259C .
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FIGURA 28. CURVA DE INIBICKO COX DL-PROPRANOLOL UTILIZAKDO
PROPIORILTIOCOLIHA CONO SUBSTRATO.

A& percentagem de inibi¢¥o dog fendtipos U, U @ A
com Dl-propranelel 2.7x1i0-6 & 2,7%10-48 foi
obgervads conforme item 2.8.1! de Haterizis e
Hétodeom. Os pontos representam @ ndédie de duas
determinaciics.

Condi¢les de enssio:; propioniltiocolina 21107 3H;
smostra 2,% ul; tamp¥o foszfato O,020H pH 7.6,
medicBes cindticas a 25°C .
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CURYA DE INIBIGKD O URZLA UTILIZAHDG
PROPIOHILTIOCOLINA COEO SUBSTRATO.

A percentagem de inibiglo dow fendtipos U, Uh e A
com urdia 0,8 a 4,06 foi obmervaeda conforae iten
2.8.11% de Hateriaie e HNdétodos. O pontos
representan a ndédis de duas determinagles.
Condi¢les de onpaio: propioniltioccelina 2%10“3x;
amostra 2,% ul; temp¥o fosfete O,025H pB 7,6;
medicBes cindticas a 25°C .
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CICREE BE CONGELAETO/BITCICHIANENTO

EFEITO DE  GICLOS CORGELANENTO/DESCORGELARETHO
SOBRE A ATIVIDADE E PERFIS DE INIBICRO DA ChE.

Alfgquetes do poeol foram eubsetidesz a ciclosg de
congel snento/descongel arento, sendo enzaisadas para
stividade @ fenotipagem com RO2-0683 (ROK) e dl-
propranclol (FH) conforpe item 2.9 de Hatariazis e
Hétodos. Os pontos represontentes da atividade
forem realizedos en duplicata ou triplicata.
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EFEITO DA TEHPERATURS SOBRE A ESTOCAGEN DA ChE.

A atividade do pool gztocedo em  varias
teuperaturass o tarbdém na presenca de glicercel,. foi
medida conforne iftem 2.10 de Haoteriaels e Hditodos.
& stividede do pool ne infcic do experimento ol
congiderads 100%. Oz pontos repreosentam o addia de
duag detorminzgies.
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EFEITO DO EDTA ZOBRE A ATIVIDADE E PERFIE DE
IHIBIQED DA ChE.

A atividede o og porfis de inibic¢lo com ROE2-0683
(RO} e DL-propranclol (PH) foras observedos na
augéncia e na presenga de EDTA sdicionado om
véries concentracBes a um ssngue CHEL U conforame
item 2.11 de Materiais e Métodow. Pars a slividade
og controles isgntoz de EDTA foram considerados
100%.
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FIGURA 33. EFEITO DA HEPARINA SOBRE B ATIVIDADE E PERFIS DE
IRIBIGEC DA ChE.

A atividade e ¢ perfig de intbi¢¥o com ROZ2-0683
(ROR) e pDL-propranclcl (PN) forem obssrvados na
auséncia @ na presenga de heperina adicionada em
védrias concentracles e um sangue CHEL U conforme
item 2.12 de Materiziz e Hétodos. Para a atividade
oS controles isentos de heparina foram
congiderados 100%.
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FIGURA 34. EFEITO D& BILIRRUBINA SOBRE A ATIVIDADE E PERFIS
DE IHIBICED D& ChE.

A atividade ¢ oz perfis de inibic¢¥%o com ROZ2-0LE3
(ROK) e DL-propranclol (PH) foram obgervados na
auz@ncia e na pressnca de bilirrubina conforme
item 2.12 do Hateriazis e Hétodos., Para a atividade
os controles isentos de bilirrubina foram
congiderados 100%.
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YEIGEICERIBROS em moddl deo SOBD

EFEITO D& LIPEMIA SOBRE A& ATIVIDADE E PERFIS DE
INIBICZO D& ChE.

A atividede e o8 perfis de inibkig%eo com ROZ-0683
(ROK) e DL-propranolol (PR} foram observados na
ausdncia e ne presenca de lipoemia conforme item
2.14 de Haterimis ¢ Hétodom. Para a awtividade o8
controles igenios de lipemia forsm conziderados
100%X.
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EFEITO DA HEXSLISE SOBRE 3 ATIVIDADE E PERFIS DE
IRIBICED DA ChE.

Hemoglebina eom concentracfes de 0,08 a 1,40¢/dl
gimulando hewndlicses de 0,24 a 4,44% do wvoiume
globular foi adicionado @zo pool, sendo esie
snszaiado para stividade e fenotipasgem conforas
item 2.15 de Hateriszis e Hdtodom. Oz valores
ohtidos pear a2lividade foram expresscos eom ternos de
percentagen em relacfc a controles isentos de
hemoglaobing, ensaidos nas Bespep condicbes 6
considerados com atividade de 100%
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FIGURA 37. CGRAFICO DE CONTROLE DE QUALIDADE FARA ATIVIDADE
FERFIS DE IHIBIGEO.

0

inibicdo com ROZ2-0683 (ROK) e DL-propranclol

ATIVLEITADE <€ RUlL 2>

£

poel foi utilizade como controle de aqualidade
para atividads a nivel noramal e para og perfie de

conforme descrito no item 2.17 de HNateriais
Hétodos. &s linhag cheias para o8 conlroles
repregentan deois desvios padrfes da mddia, &8 <qual
ostd representada pela linhe tracejada.

(PE)

a
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FIGURA 38. CGRAFICO DE CONTROLE DE QUALIDADE PARA ATIVIDADE
BaIZA E ELEVADA.

Soros preparados pasra sisulsr atividade sltas o
haixas ds colinesterase (oram utilizados como
controle de qualidade conforme item 2.i7 de
Hateriasis e Hétodos. Ay linhas cheias para o2
controles representem dois desvios padrfes da
meédia, a guzal estd repregentada pela linha
tracejade.
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4 DISCUEERO

Una variedade de metodologias est¥o descritas para a
determinag®c da atividade da colinesterase gérica, bem como
pera a classificaglo fenotipica, empregando inibidores dife-
renciais.

4 benzoilcolina (35, 143) tem gido utilizada pela
maiorta dos autores como referéncia, sendo o substrato que
welhor se adapts 25 medidas de atividade e inibig¥o. Ko en-
tanto, a metodoleogia de dozagem nHo ¢ acepsivel 23 maioria dJdos
lTeboratdrioes, requerendoe squipansnto sgofisticado, & um con-
trole muito acurade na execucfo, para gque of resultados ssjam
confidvels.

Dz gateres ticcoellnices, capazes de promover uma res-
c¥o répida com detecclo muite sensivel guando asgociadog @O
DTER, g%o utilizados pela mzioria dos laboraitdriog c¢linicos,
A2 pessibilidade de dosagen om concentragfes elevadas de subs-
trato o um grau de discriminagfo dos fendtipor de risco pwla
atividede s¥o o8 notivos de sgus preferéuncia. Ho entanto,
guando agpociadoz a inibkidores nio produzem discriminacles
scuradag dos fendiipeos.

Decidinog portanto, ostuder e otimizar dois tipoz de
procedimentog: um pazra a fenctipagem e oubtro para & atividade
da ChE.

Para a fenotipagem, 2 ezcolhs recaiu no método de Hor-
row & Hotulgky (93}, devido & separac¥o nftida dog fendtipos,
ginplicidade de execuclo e reprodutibilidade.

Gs estudos que desenvolvemos sobre o mélodo de lNorrow
e Hotulsky (89) revelaram como pontos fundamentais a2 serem
otimizados: o tempo de incubac¥o, concentragdo do cromdgeno

Fast Red TR e a concentragfo dog inibidores ns reagfo.
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Como n%o encontramos esses dados na literatura, obti-
vemos o espectro de absor¢io do cromégeno (fig. 02) produzi-
do pelo alfa-naftol e Fast Red TR. A absor¢So midxima obtida
foi em 540 nm , diferindo do comprimento de onda utilizado
por ocutros autores (3, 93) que preconizam 555 nm, onde as ab-
gorbéncias s%o cerca de HBX inferiores.

Un dos problemas obgervados com o método de HNHorrow e
Hotuleky (99) foi o desenvolvimento de coloragfo diferente da
ugual, quando soros de atividade elevada eram engaiadosg. Uma
curva de concentraciio de alfa-naftol (tab.IlV) demonstrou que
tal alterag@o era devida a uma concentragdo insuficiente de
Fast Red TR em relaglo zo alifa-naftol presents no meio. Tal
deficiéncia foi corrigidz pelo incremento de 30X na concen-
treqcio do cromdgeno Fast Red TR, em relaza¢¥o ao originzimente
dascrito Q?,?xﬁﬁ’éﬁ}.Ccnc@ntr@g@@g superiores de Cromogenc oe
nostraran desnecessidriags pois n¥o sapliam a linearidade den-
tro da faixa de sensibilidade do espectrofotbmetro. Esta mo-
difscag¥e propiciou maior praticidade na metodoleogies, svitan-
do constanteg repeti¢lise e principaimenie eliminando erros
grogseires nos resultados guandoe sze slteraciies no padr¥o da
coleraco nto eram deleciadas pelo anslista.

8 corante Fastl RBad T8, ewm duponal, sostrou capacidade
cromogénica wveridvel conforme o tenpo de prepero. Bsulord e

Barris (9) rocomendas propard-le issdistazmente antes do  ugo,

'b«i

enguante Horrow e Hotulsky (88) preconizam uns eostabilidade
€

de wvérias hores. Hossos dados (fig. 31 denonsirarass que a s0-
lugBo pode ser utilizads atéd 2 horas apds o prepsro, gquando
#ua capacidade cromogénics decresce apenas cerca de 3%. Con-
firmamos ainda, ag observacles de Horrow e Hotulsky (8%) que
caracterizam a esgtabilidade para o complexe colorido dentro
de 10 a 60 minutos apds 2 adicBo do cromdgeno & nmistura de
incubag¥o. Este & o tempo idesl dentro do gual se dsve proce-

der =z leitura sgpectrofotondtrica. Durante o trabalho wutili-



zamos um tubo contendo alfa-naftol 7%10"°% em cada bateria
ensaiada, como controle de qualidade do cromdgeno. Este pro-
cedimento foi particularmente dtil, demostrando ser o Fast
Red TR um composto muito mensfvel 2 luz e 3 hidratagdo, dete-
riorando-se facilmente. Qutra caracterf{stica desfavordvel do
wétodo de MHorrow e Hotulsky (39) é o proleongado tempo de in-
cubag®o de 60 minutos. Objetivando reduzf{-lo, observamog o
efeito do tempo de incubagBo sobre a linesridade da reac#o en
vérias concentracBeg de enzima (fig. 4). Decidimos utilizar 5
ul de soro incubados por 25 minutos, composig¥o que permitiu
reduzir em 60% o tempo de incubagHo, mantendo a absorbincia
similar (cerca de 0,8) 2 egncontrada no método original. & ob-
tengio de absorbincizs desta msgnitude para o8 tubos sen
inibidor & necessdria. Se og valores forem Buito baixoes, se
produziréd erro na mediglo espectrofotomgtrica nos tubos onde
a enzira apresentar inibl¢lo acentueda.

08 valores de Ky @ Vypey ostimados para esla metodolo-
agia (fig 5 @ tab V) forss sismilares zop observadoz por Bam-
ford e Harris (9. Emboras engaiades eom diferentes condigles,
confirmam uma afinidade um pouco supsricor para o {endtipo A
am relazcBo ao fendtipo U, resultade n¥o encontrado por Hagna
(88). Oz valores de Ky s%o superiores & concentragio de alla-
naftilacetate de 2,3%i07% presentez na mistura de incubacfo.
& elevaclo na concentragfo do substrazto para nivels saturan-
tes, foi limitasda pwle baixg solubilidade dewnte em »polugHo
aguosa. Az concentracles do pubstreto neis slevadass, jé& des-~
eritas anteriorpente, como 5,4xi07% ¥ (2 ) @ Zx10”3 @ (887,
néc se nostraram adeguadas naez condicles de ensaio, prejudi-
cando a fenotipagen. Decidimos, portanteo, manbsr a concentra-
¢%o ds substrato basicamente inalterada em relacdo & descrita

originalnente.
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Estabelecidas zag condi¢g@es fundamentais de enmaio, es-
tudamos as concentracBes de inibidores, que produzissem a me-
lhor separagdo fenotipica.

Estudos anteriores (9, 88, 99) demonstraram gque a uti-
lizag%o de apenas um inibidor foi incapaz de separago nfti-
da, gsem sobreposic¥o do fendtipo UF. Portanto, a escolha da
concentrag®io dos inibidores foi realizada de modo que a ana-
lise conjunta de dois perfis de inibi¢¥o diferentes possibi-
litasse a separacfo dos fendtipos.

A estratdgia, gque mostrou melhor resultado, foi wuti-
lizar DL-propranolel a 107 ¥ (fig. 6), onde as inibicBes dos
fendtipog UF e UA est¥c mais prdiximas, contrapondo-as con
RO2-0683 3,7%10"7M (fig. 7) ou dibucafna 10"%H (fig. 9) onde
a inibicio do fendtipo UF se aproxima & do fendtipo U.

Vérios autores(37, 81, 144) recomendam pré-incubar o
inibidor RO2-0683 por 2 horas com o soro , de forma a obler
melhores separacles fenoti{picas. Em noszas condichbes de en-
2810 z pré-incubaglo (fig. 8) n¥o se nostirou vantajosa, ao
contrario resultou na perda da dizcriminagfo entre os fendti-
pos U e UF, Us carbamatos, grupo a que perience o RQOZ-0683,
initbem a ChE de forma lentsz ¢ reversivel, sendo portsnto o
tenpo de contate com o inibider fator ismpertante para © grau
de inibic¥%o (80). Isto poderis justificer um dos {storss pe-
loe gquais Horrew @ Motulsky n¥o identificavam o fendlipe UF,
angusnto nds o (izenos com 2 npodificag¥o da melodologia. Us
dados da dispers¥o dos fendtipos (tab V1) sostraras que 2
utilizac¥o 4de apena® um inibidor, RO2-0683 ou DL-propranclol,
perwite sugerir a presengz do fendtipo UF. Esta observagdo
nos  levou a sstudar o efeito do tempo de incubaglo zobre os
perfis de intbig%o nas condigBes previswente estehelecidas.

0 RO2-0683 (fig. 10) confirmou 2 perda de digcrimina-

¢80 entre og fendtipoe U e UF com 60 minutoz de incubago,
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Justificando o porqué Morrow e Motulsky (99) e Alcé@ntara (3,
que utilizam este tempo de reagZo, foram incapazes de discer-
nir estes fenétipos com apenas este inibidor. No entanto, a
diseriminagio dos fendtipos foi estdvel entre 25 e 40 minutos
de incubac¢¥o. Ao contrério, o DL-propranolol, também um ini-
bidor competitivo, conforme Whittaker e Britten (146) mostrou
um perfil de inibi¢gZo muite pouco influenciado pelo tenpo
(fig. 11). A&s caracterf{sticas dos inibidores RO2-0683 e dl-
propranolol em n%o slterarem o3 perfie de inibic¥o de modo
gignificativo, em tempos de incubaglo préximos ao recomendado
(25 minutos) evita 8 necessidade de um contrdle rfgido do
tempo, proporcionando uma dtil flexibilidade ao analistas.

A temperatura da reag¢foc o sua rfgida manutenco tem
dewonsgtrado para algung inibidores da ChE, como o fluoreto de
gé6dio , smer de fundamental importi@ncia parszs 8 oblengice de
initbices reprodutiveis e discriminatdrias (67, 68,68). Em
nogsas condicgfes de ensaic o ROZ-0683 (fig. 12) wmostirou-ze
pouco  influenciado pela temperatura na dizcriminag@o dos fe-
nétipes e n¥o aliterou os perfis de inibiglo de modo 2ignifi-
cativo entre 30 e 37°C. Com DL-propranclol a afinidade pelo
inibidor decresceu com ¢ auvpento de tswmperastura, eabora Sen

teracBes significatives entre 30 & JIF. O fendtipo UF coa

o]
s

este inikidor moztrou maior discrizminaco em bLemperaturass de
219C, da mesps forpa gus guando o fluoreto de sddio & utili-
sado come inibidor (%), Us dados obtidos com ROZ-06E3 e Dl-
propranelol mostraram gque nes condi¢@es de ensaic propostas,
2 temperatura n¥%o ¢ critica, © gue elimina a necesgidade de
gafigticados gigteras de Lermostatizsgio.

Testanos g peguir, a setodologis desenvolvida, frente
& uma bateria de soros de fendtipes conhecidogs., A distribui-
c¥o doz perfis de inibig¢¥o quando DL~proprenolel! feoi lan¢sdo

contra R0O2-0683 (fig. 14) permitiu nftida separacdo dog fend-
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ti1pos estudados. A substituig¥o de R0O2-0683 por dibucafna
(fig. 15), embora também discrimine os fendtipoes, foi de me-
nor resolucgZo.

A identificac®o das variantes J, K e H quando em hete-
rozigose com a variante A pode ser vidvel com esta wmetodolo-
glta. Teorizamos que estes alelos relacionados a menor produ-
¢¥%0 da enzima usual, gquamndo em heterozigose com o alelo A&,
condicionem inibic8es gue se digtribuam em sequéncia |linear,
entre as inibicles dos fendtipos UA e A, observadag na figura
14. 0Os perfis de inibi¢Zo produzidos por misturas de enzimas
2 e U (fig 16) reforcam esta possibilidade.

Como a metodologiz cléssica descrita na literatura
(54, 65, 141) recomenda benzoilcelina como subsirato para
identificar os fenctipogs , decidimos comparar a qualidade das
separacles fenotfpicas obtidas com este subsirato com ag do
wédtodo modificado. Az nesmass anostrag utilizadas no wmdtodo
modificado foram ensaladas com benzoilcolinsg.

Oz inibidores ROZ-08683, DlL-proprancleol e dibucains,
aggociados de forma idfntics & anteriormente degorita (figs.
17 o 18}, wostraress use Jdiffcil identificac¥o do fendtipo
UF, enquanto o heterczigeto UA apregentou resulladoz com
mator dispersfo en relscfo mos gncontrades emn nosso mélodo.

H¥c conseguimos identificar o fendtipo UF, quando di-

.,

bucsina e fluoreto de sdédic (Fig 19), inibidores clapgicagen-

te citados na literasturs, foraem uwtilizsdes. . Estes dados on-

[N

fatizam a dificuldade nos procedibentos onde a benzoilcoling
¢ agpociada a inibidores, pare dimcriminagic doz Fendtipos,
gituaclc j& resgsaltads em vérioeg trabaslhes (1, 33, 66,1177,

A& discriminacio dos fendtipos com o adtodo modificado
for superior & de outros métodos que utilizam O mesmoe suba-
trato comeo Horrow e Hotulsky(29), Hagna (88) e Za2pf e Coghlan

(152>, os quais também s¥o incapazes de identificar o fendti-
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po UF.

Ae modificagles que inserimo@, na técnica originalmen-
te proposta por Horrow e Hotulsky (99) , resultaram em um mé-
todo com boa reprodutibilidade para os perfis de inibig¥3o
(tab. VII1), discrimninac¥o mais acurada que outros métodos pa-
ra os fenétipos o fécil adaptabilidade a laboratdrios clfini-
cos e de pesquisa, dispensando equipamentos sofisticados.

No entanto, quando o tubo sem inibidor foi utilizado
como medida da atividade (tab. VIII), obtivemocs um coeficien-
te de variaglo de cerca de 13% o que torna a metodologia ina-
dequeda 3 medida da atividade.Tal varia¢fo pode zer atribufda
& concentrzgfo de substrateo gub-saturante e & dificuldade na
pipetegem acurada deste, polas caracterfsticas da soluc¥o
scetona-dgua utilizada na sua solublilizag¥o.

Iniciamos, portante, o estudo de outra metedologia gue
se mostrazsse adegquada 3 medida da ativideade. Pars tazl, desen-
volvemnos egtudos sobre aspectos bdgicos dosta metodologia uma
vez que estes dadoas nio estBo digponfveis na litersturs.

0 egstudo daz metodologiaz que utilizam dsteres tioco-
Ifnicos como substratos pars pedida dz stividade tem resgal-
tzdo a preferéncia dos pesquisadores para o erprego de bubli-
riltiocolina pela sua estabilidade en solug¥o o especificida-
de peara ChE. No entantc, demonstrou-se gue a propionilticco-
lina fei o subgirazto gue melhor discriminon o3 individuos
sensivels & guccinilcolineg (383, oferecendo melhor infourmsgio
clinica quandoe avaliado iscladamente, motive pele qual dsci-
dimes utilizé-lo.

Com a metodologia proposta por Dietz et al. (22).obti-
vemos um coeficiente de variecdo de 7,8% (tad VIII), supse-
rior zos 3,7% descritos peleos sutores @ acima do méximo de 4%
desejado (203, Além da baixe reprodutibilidade, o mneétodo

permite identifica¢¥o fenotfpica megure apenas para o fendti-
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po A. Evans e Wroe (38) alteraram a conceniracdo de enzima e
a temperatura de rea¢¥o , propostes por Dietz et al. (29,
obtendo coeficientes de variagSo de 4,3% para o método agsim
modificado. Us valores de 4,4% que encontramos (tab. VIII)
estdo em concordéncia com o8 valores descritos por estes au-
tores e nos estimulou a trabslhar com esta metodologila.

A reduzida estabilidade da propioniltiocolina em so-

lugB%o0 ¢ uma crftica azo ugo deste substrato . Dietz et al.
(28) recomendam preparar o suficiente para uso didrio, en-
quanto Augustinsson st zl. (8) descrevem que, em solugdo
aquosa 0,24 X e pH 4,0, a estabilidade 6 de varios wmneses.
Hogsos dados (fig. 20) mostraeram que uma zolug¥o aguosa 0,1 M
de todeto de propiontltiocoline, cinco vezes mate concantrada
gue a proposte originalmente por Dietz gt zl., mostrou boa
egtabilidade por 30 dizs a 4°C, wmesmo sem ajuste do pH. Pas-
eamog, portanto, & preparar o substrato na forms mais concen-
trada, mantendo inalterada sus concentiracHo na mistura de in-
cubaglo. A propionilticceolins mantida 2 ~-20°C por um ano , 8o~
frendo mais de 20 ciclos de conge!lamento/descongelsmentio,
forneceu resultados compatfvels com aguela recém-preparada.

A metodologia proposta por Evans @ Broe (38) wmostrou
gque & capoex de wedir atividedes até 14 KU1, Amsim, alinida-
des supsriores a 2,6 wvozes o mddiz da populagio, podsm ser

determinzdas sem alteraclo ne metodologia (fig 212

&

£y
o

Para atividades baixas, o médtedo foi capaz de detectar
cor precisfo atd 0,51 KU (fig 22). & capecidade discrimina-
toria pode ser muite supwntsda, pela elevagdo do volume de
ancztra atdé 200 ul na reagto, © gue corresponde a 80 veres O
volume wusual de ensaio. Neste cago ¢ necezsdrio pré-incubar a
zmestrs com o tamp¥o contende DTHB, deixendo reagir os grupos
tidis livres no goro, antes de adicionar ¢ substrato (5.

Outra peoseibilidade seria elever a temperatura de reagdo.
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A reag3o a 25°C permite que nove leituras possam ser
tomadas a intervalos de um minuto (fig. 23), quando se dese-
Jar um aumento na acurdcia para os cdlculos da atividade, sem
exceder a capacidade do espectrofotdmetro.

A concentrac¥o de substrato na reag¢do de 2x10"3H. 6
superior ao K do fendtipo U, porém quase idéntico ao Ky do
fendtipo A (fig. 24 e tab. V). Estes dados, bem compativeis
com os de Davies et al. (27) caraterizam 2 menor afinidade da
variante A, gustificando a capacidade discriminatdria da pro-
pioniltiocolina. Concentrac@es de substrato de 1072H, cerca
de dez vezes o Ky para o fendtipo usual, ainda ndo se mostra-
ram completamente saturantes (fig. 24 inset). A discriminacHo
dos fendtipos & e U pela atividade também n¥o se alterou com
o incremento de substrato. Estes dados nos levaram a n¥o pro-
por alteracSes na concentracio deste, por entendermos n&o ha-
ver vantagens para tal.

Garry (43) descroveu up efeito inibitdrio difesrencial
entre oz fendtipog & e U, 2 medida gque a concentracio de fos-
fato =ze eleve no meio de reagdo, utilizando butirilticocciing
como pubstrsto. Este efeito n¥o fol observade em nossas con-
di¢gBes de ensaio. Alterac¥es nzs concentragles de DTHB & fos-
fato n¥o wmostraram suaisquer wvantagens discrisminatdrias om
relaclo 3z condicBas originais de engato (fig. 23).

Das e Liddell (Z3) utilimando butipriliiccolinag como
gubstrazto @ realizsndo 23 determinactes s 25%C, relateras una
discriminago doz Ffendtipog com RUZ-0L83 e dibucaing, supe-
riores acs obtidos por Dietm e al,.(29). Esta melhor discri-
winecio a 23°C e a confiabilidade que obtivemps pera s medi-
da da stividade estinmulou o ezstudo com inibidores, na tenta-
tiva de discriminer sz vartantes com o mesmo método.

Os parfis de inibic¥o com RUZ-0683 e dibucafna (figs.

26, 27) mostraram ser posgivel a identificac¥o segura apenas
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para o fendétipo A. Os fendtipos U e UA, o8 mais frequentes na
popul ag%do, mostraram ums discrimina¢®o pobre, sendo detecta-
das sobreposi¢fes em algumas amostras testadas.

Ae inibi¢Bes com DL-propranoleol <(fig 28) ainda n%o
descritas apsociadas a &steres tiocolfnicos, bem como & uréia
(f1g.2%), um inibidor mais ativo sobre a variante A, tanbem
n¥oc se mostraram vantajosas.

Estas obgsrvacles refor¢cam a ansdliss de Evans (35),
quando este demonstra que substratos que discriminam os feno-
tipos com base na atividades, como a propioniltiocolina, n¥o
ge adequam a estudos das caracterfsticas inibitdrias.

A necessidade de manter a tempsraturs em 25°C obriga a
utilizer um szistema de termostatizaclo mais acurado. Além
disso, a8 medidas da cindtica da reac¥o prendem o analista ao
sgpectrofot.émetro durante o ensaio. Estesg dois pontos sdo o8
principetg inconvenientes desha wmetadologla.

Fatores de capital importdncia para e oblenglo de re-
aultados reprodutfveis %o a qualidade da dgua €& a limpeza do
material. Enbors estas premigses segun bésicss para gualguer
determinacio enzindtica, a ChE se mostrou particularmente

gensivel a estes fatores. Concordamog comr Elejalde ab al.

)
€3
H
()

quando recomondas gque 3 dgus uwiilizada em todos o8 rea-
tives sejs destiladsz, deoionizada e fervids por 20 minutosz.
Estabelecidos op ndélodos pera determinacfo da asbivi-
dade e perfis de i1nibigfo, eztudasos (stores relaltives &
gmogtre e o2 interferentes ususts obeervados na robina.

Em relagfc 3 estocagewm, o pool de sorog, qgue utiliza-
mo2 em vérioe experimentos, nic mostrou alteracdo significa-
tiva nz atividade ou no perfil de inibig¥e, por um periodo
guperior a 18 mezes, confirmande a grande estabilidade da ChE
a -20°9C (i32). A&pds 40 ciclos de congelamwento/descongslamen-—

to (fig. 20} a enzima psrdeu 12% da stividade inicial sem al-
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terar os perfis de inibig¢¥o. Observeamos uma maior flutuacdo
na medida da atividade apds 20 ciclos de congelamento/descon-
gelamento. Este fato foi atribufdo a precipitacdo de protef-
nag e ao desenvolvimento microbiano, oz quais levaram & for-
macdo de grumos e partfculas que tornaram menos precisa a to-
mada de amostra com micropipetas.

A atividade da enzima decresceu &7% na primeira semana
de estocagem a 37°C (fig 31). A adic¥o de glicerel so soro
nostrou-ge um fator de protecHo, recomendando-se seu uso para
amostras transportadas em condi¢fes muito adversas. Excetuan-~-
do-se os resultados a -20°C, as andlises da estabilidade ob-
tidas a 4, 22 e 37°C mostraram ser a ChE maig genzfivel & re-
iac%o temperaturastempo de estocagem, do que descrito na 1li-
teratura (13, 29, &2,132, i51). £ possfvel que estes traba-
lhos tenham sido depenvolvidos em condigles de esterilidade
na coleta e na manipulaglo das amostras, preocupacio que ndEo
tivemos por n¥o serem cuidados usualis na rotina do laboratd-
rto.

Oz dois principais anticcoagulantes utilizados em labo-
ratério clinico, EDTA @ heparinz, nfo afetaram a atividade e
o2 perfis de inibiglo, nas concentrzglez recomendadas para
ugo e mesme em concentrecles superiores a eptas (fig 32 e
43), com ¢ que concordsm Tomits et al. (128), ewmbora utili-
zando metodologia de dosagenm diversa. & variante A se moairou
inalterada frente a concentracleg cinco vezgs supericres as
uguais destes anticoagulantes. &mostrzs de plagma estocsdus @
submetidas a processoz de congelamento/descongelamento, for-
mem precipitados grogseircos de fibrina, prejudicando a acuré-
cia na tomada da amostra, pelo gue sugerimpog o0 uso de soro.

A bilirrubinemia, lipemia @ hendlise sdo interferentes
reconhecidos em qualquer determinac¥o enzimdlica zdérica. K¥o

obtivemos modifica¢fes significativas na atividade ou fenoti-
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pagem, mesmo em altas concentracles de bilirrubina (fig 34) e
triglicerfdeos (fig 35)., A elevada atividade da ChE perwmite
ensaios em que as amostras tenham uma dilui¢So muito grande
no meio de reaglo, minimizando os efeitos da coloragio produ-
zida pela bilirribina @ 2 turbidez provocada pelos triglice-
rideocs, mesmo em altas concentraglies de ambos.

Un soro mostra hemdélise visi{vel guando a concentragéo
de hemoglobina excede a 0,02 g/dl (122). Nossos dados mestra-
ram que uma concentracfo de hemoglobina de 0,32g/dl de soro,
ginulando uma lise de IX dos eritrdécitos ne sangue, ndo alte-
rou a atividade ou a fencotipagem da azmostra (fig 36). Hedifi-
cacBes significativas nos resultados ocorreram com lise supe-
rior a2 2%, =situac¥o incomum na rotina. & hemdlise moderada
n¥o interfere com o© uso da propicniltiocelina desde que a
smostra geja bem centrifugads para retirar og restos eritro-
citdrios e com @les a AChE fixada ne estroma (28). A veloci-
dade de hidrdlise guese duzs vezeg superior para ChE em rele-
c8o 3 RCRE com propionilticceolina (4), tambdm contribui para
a menor intsrferéncia da hemdlise.

Horrow e Hotulsky (99) regeitam amosiras hewmclisades,

o

202-0683 para a fenotipa-

[)

com o yso de slfa-nalftilacetato e
gem. Embora estez sublores n¥o mencionem ¢ grau de headlise,
nosgos dades epdiam a8 observacles de Zapf e Coghlan (152)
gue tembda n¥o obtiveranm interfesréncia con ewte subsirate oo
hendl imes podersdas.

A metodologiz com propioniltioccolina confirmou, om o3-
tudos de uma populacBo supvetamente sadis, a smple distribui-
¢8a da atividade da ChE e o incremento desta nos individuos
que apresentaram =z isoesnzime CB (Lab. VII). Arbitrariasente
algung autores (29, %5) propuseram uwa linha divisdris entre
og individuos smensiveis daqueles insensfveis aos efeitos da

ac30 prolongada da guccinileolina, Este valor foi carscteri-
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zgdo como a atividade obtida para ChE, considerando-se 2.3
desviog padr8es zbaixo da média de uma populacHo considerads
homozigota para a varisznte U. Evans e Wreoe (38), estudsendo
cazos de apnédia prolongada com succinilcolina, confirmaram a
sensibilidade desste valor pera a linha divisdria e propusse-
ram como valor limftrofe a2 atividade de 1,68 KU/1. Pare a po-
pulagl¥o gue estudamos, © valor adédio encontrede foi 2,15
KUsl, wsignificativansnte muperior 3quele despcrito por Evens e
Uroe, embora og desvioz padries sejas semelhantesg. Estas dife-
ren¢a poderia ser explicada pels presen¢a de altas frequéncia
de gorog lipémicoz em nossa amoesirsz, og guais mosiraram pop-
suir atividade mddiz superior = soros nSo lipdwmicos, o que
elevaria a média da populag¥o. Observanos no curge do iraba-
lho, que a amoztra diluida, mantida na auséncia de substirato,
apresenta graugs variados de inibi¢¥o em esireitas correlagieo
com a qualidade da dguas utilizada no preparo dos reativos e
na diluigBo da ameostra. Caso Evang @ Wroe no atentazssem pare
egte fato, tal achado poderia justificsr o menor wvalor encon-
trado por estes autores em relagfo a2 nossog dados.

& necessidade de boa reprodutibilidede na metodologia
(20) torna imperiozs a utilizacHo de um smisteme de controle
de qualidade. 0O estudo gque realizsmoz gobre =z metodologia
com alfa-naftilacetato e propionilticcolina fei o passo {un-
damental para o controle do procedimente. B estabilidade da
enzima a -20°C permitiu que um pool de soros, estocado om
sliquotas nests temperatura, fosse ussdo em cada expesrimsntoe
como controle. 0 langazmento dos valores obtidos para ativida-
de o perfis de inibic¥%o com R0O2-0683 e DL-prepranclel em gré-
ficos de controle (98) wmostrou répida vizualizag¥o das va-
ria¢Bes, confirmando a eficiéncia do proceseo em detectar er-
ros e monitorar a reprodutibilidade do snsezio. Um exemplo do

grédfico de controle pode smer observado na figura 37, na qual



106

consideramos como limites extremog para © controle, dois
desvios padrBes acima e abaixo da mdédia. A utilizacBo de so-
ros com atividades artificialmnente baixas e elevadas, permi-
tiu contrelar a metodologia cun seus limites extremos de con-
fiabilidade, regi&es de maior interesse clfnico (fig. 38 ).

0 estudo o as modificaglss que implantamoz, nas meto-
dologias com propioniltiocelina e alfa-naftilacetato, permi-
tiram mnedidas de atividade e fenotipagem répidas, reprodutf-
vels e adequadas & rotina de laboratdrios clinicos e de pes-
guisa n¥o sofisticados.

0 passo seguinte deversd ser o esgtabslecimento de um
intercémbio, com trocass de amostras com outros laboratdrios,
caracterizando um programa de controle de qualidede externo,

fundemental aso desenvelvimento das pesqulsasg.
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5 CONCLUSGES

1. A metodologia proposta, utilizando alfa-naf-
tilacetato associado zos inibidores R0O2-0683 e dl-proprano-
lol , permitiu a identifica¢¥®o dos fendtipos CHEL U, CHEL UF,
CHE1 UA e CHEl A, com boa repreodutibilidade, simplicidade de
execugo e melhor discriminac¥o guande comparada a oulras me-

todologias disponfveis.

2. A metodologia proposta por Evans e Wroe utili-
zande propioniltiocelina a 25°C mostrou-se asdequada 3 medida

da stividade e recowendsmos o procedimento para uso clinico.

3. As metodologias estudadas ndo gofreram influén-
cia dos snticozgulantes EUTA ¢ heparina, bea come da bilirru-

binemia, lipemia e hendlise mnoderada.

4. A colinesterase séricas ¢ estdvel no wminimo 18
rmeses estocada a -20°C, permitinde que uma amostra, mentida

em alfquotes, sejs utilizads como controle de qualidade.
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