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RESUMO

Uma amostra constituída por 1.800 doadores de sangue 
da região de Curitiba foi analisada quanto à freqüência das 
variantes genéticas da butirilcolinesterase humana. As 
freqüências (± E.P.) encontradas para os alelos do loco BCHE 
foram: BCHE»U 89,94 ± 4,75%; BCHE*F 0,61 + 0,13%; BCHE*A 1,11 
+ 0,17% e BCHE*K 8,34 ± 4,37%.

A fenotipagem foi realizada através do método de
Morrow e Motulsky (1968) com modificaçOes introduzidas por 
Alcântara (1989) e Picheth e cols. (1990). A classificação 
das variantes não usuais foi confirmada através do método de 
Kalow e Genest (1957), e houve concordância entre as duas
metodologias, com exceção de uma amostra que apresentou 
comportamento anômalo.

Os indivíduos de fenótipo não usual foram pareados
quanto a sexo, altura, idade e cor, com indivíduos de
fenótipo usual com a finalidade de avaliar a possível 
influência do loco BCHE sobre o peso. Em relação ao loco CHE2 
todos esses indivíduos apresentavam o fenótipo CHE2 C5- .
Nossos achados indicam que parece não haver influência do 
loco BCHE sobre o peso.

XII
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1 INTRODUÇÃO

1.1 HISTÓRICO

O termo collnesterase foi utilizado pela primeira vez 
em 1932 para descrever uma enzima presente no soro de cavalo, 
que hldrollsa ésteres de colina (Stedman e Easson, 1932). 
Posteriormente esta propriedade também foi demonstrada numa 
proteina presente nos eritrôcitos e soro humanos, sendo que 
um estudo com material humano estabeleceu que as duas enzimas 
são diferentes e apresentavam propriedades bioquímicas 
características e distintas (Alies e Hawes, 1940). A enzima 
presente nos eritrôcitos, quase que especifica para ésteres 
de colina, foi denominada "collnesterase verdadeira" enquanto 
que a enzima sérica, que hidrolisa outros ésteres além dos 
ésteres de colina, foi designada "pseudocolinesterase" 
(Mendel e Rudney, 1943). Estas enzimas receberam mais tarde 
as denominações de acetilcolinesterase e collnesterase do 
soro, respectivamente. A literatura atual tem recomendado a 
designação de butirilcolinesterase para a enzima sérica, a 
qual se refere pela abreviatura BChE.

Kalow (1956) e Kalow e Genest (1957) descreveram a 
primeira variante genética da BChE, a partir do estudo de
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Indivíduos suscetíveis à succlnllcolina (relaxante muscular 
de curta duração). Esta variante foi denominada "atípica" 
devido ao seu comportamento anômalo frente à dibucaina, um 
Inibidor da enzima (Kalow, 1956; Kalow e Genest, 1957; Kalow 
e Staron, 1957). A partir de entfio, outras variantes 
genéticas da enzima foram descritas.

Harris e cols. (1962; 1963a,b), examinando a BChE
através de técnicas de eletroforese, detectaram uma banda 
eletroforética extra que foi denominada C5. Verificaram 
também que esta banda era herdada Independentemente das 
variantes genéticas já descritas, evidenciando o não alelismo 
entre estes genes.

Lockridge e cols. (1987b) estabeleceram a seqüência 
de amlnoácidos da BChE de tipo usual. Os trabalhos 
simultâneos de Prody e cols. (1987) e McTiernan e cols. 
(1987) confirmaram a seqüência de amlnoácidos da enzima, 
através de seqüenclamento de ADN.

Arpagaus e cols.(1990) estabeleceram a estrutura do 
gene da BChE e trabalhos recentes também a nlvel de ADN têm 
revelado as mutações responsáveis pela síntese de algumas das 
variantes genéticas da enzima (McGulre e cols., 1989; 
Nogueira e cols., 1990; La Du e cols. , 1990).

1.2 CARACTERIZAÇAO DAS COLINESTERASES
Embora todos os organismos animais pareçam ter algum 

tipo de enzima capaz de hldrollsar a acetllcolina, a 
demonstração da existência de AChE e BChE tem sido feita
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somente em vertebrados. Estas enzimas são produtos de genes 
diferentes mas relacionados, que presumivelmente surgiram
através de duplicação de um gene ancestral, durante a 
emergência dos vertebrados. Ambas são gllcoproteinas e
apresentam alto grau de homologla nas suas seqüências de
aminoácldos e formas moleculares (revisões em Lehmann e
Liddell, 1964; Chatonnet e Lockridge, 1989).

Estas enzimas pertencem à classe das esterases, e a 
designação collnesterase caracteriza esterases que hidrollsam 
outros ésteres além dos ésteres de colina e são inibidas pela 
fisostlgmina 10~^M (Augustinsson, 1963). As colinesterases 
também são inibidas Irreversivelmente pelo
diisopropllfluorfosfato e têm marcada afinidade pelos ions de 
amônlo quaternário (Giblett, 1969; Tietz, 1972; Whittaker, 
1980).

Apesar de atuarem sobre uma variedade de ésteres não- 
colinicos, as colinesterases podem ser diferenciadas com base 
no grau de especificidade pelo substrato (tabela 0 1), 
sensibilidade à inibição por compostos orgânicos (tabela 0 2) 
e também através do reconhecimento por anticorpos monoclonais 
(Aldridge, 1953; Cestaric, 1964; La Motta e Woronick, 1971; 
Brlmijoln e cols., 1983). Além dos inibidores citados na 
tabela 0 2, uma outra droga que causa inibição seletiva das 
colinesterases é o bambuterol (bisdimetilcarbamato de 
terbutalina) que em doses terapêuticas só inibe a BChE e 
discrimina entre AChE e BChE mais seletivamente que os
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TABELA 01. NOMENCLATURA E CARACTERÍSTICAS DIFERENCIAIS ENTRE 
ACETILCOLINESTERASE E BUTIRILCOLINESTERASE.

Nomenclatura e
características
diferenciais AChE BChE

Designações
acetilcolinesterase butirilcolinesterase 
colinesterase verdadeira pseudocolinesterase 
colinesterase 1 colinesterase II 
colinesterase tipo E colInesterase tipo S 
colinesterase especifica colinesterase do

soro
colinesterase não 
especifica

benzollcolinesterase

Nome
sistemático

acetilcolina 
acetilhidrolase 
(EC 3.1.1.7)

acilcolina 
acilhidrolase 
(EC 3.1.1.8 )

Substratos
pequeno número de 
ésteres de colina; 
alguns ésteres 
acéticos

número relativamente 
grande de ésteres de 
colina e outros 
ésteres, tais como 
derivados do ácido 
benzóico

Substrato ótimo acetilcolina butirllcolina

Substrato
especifico

acet i 1 - J3-me t i 1 co 1 ina benzoilcolina

Distribuição
massa cinzenta do SNC, 
placas motoras, 
eritrócitos, 
placenta, liquido 
amniôtico

massa branca do SNC, 
mucosa do intestino, 
figado, pele, 
plasma, coração, 
pâncreas

Função
hidrólise da 
acetilcolina nas 
junções neuromusculares

desconhecida
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clássicos iso-OMPA e BW284C51 (Lockrldge, 1990a). Uma outra 
diferença entre as collnesterases é que a AChE é inibida em 
altas concentrações de acetllcolina, o que não ocorre com a 
BChE.

TABELA 02. VALORES DE pI5Q* DE ALGUNS INIBIDORES SELETIVOS 
DAS COLINESTERASES ENCONTRADAS NO SANGUE HUMANO.

Inibidor AChE BChE .
lso-OMPA 3,52 5,22
DFP 5,40 7,70
Astra 1397 2,00 6,00
BW 284C51 7,00 3,00
Ro2-0683 6,05 8,50

* logaritmo negativo da concentração molar do inibidor que 
causa 50% de inibição da atividade da enzima.

Com relação à variabilidade molecular, ambas as 
enzimas apresentam diversas formas moleculares presentes no 
mesmo organismo, incluindo monõmeros, dímeros, tetrâmeros e 
oligômeros complexos contendo uma subunidade semelhante a 
colágeno, formando uma estrutura em cauda. Estas diferentes 
formas (fig. 0 1 ) são tecido especificas e classificadas em 
dois grupos principais, conforme exposto a seguir:

a) Formas hidrofilicas: correspondem às formas globulares (G) 
e podem constituir-se de 1, 2 ou 4 subunidades catalíticas, 
que são denominadas respectivamente Gj., G2 e G4 . Estas formas 
são secretadas nos fluidos corpóreos. Formas G4 de AChE são
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FIGURA 01. FORMAS MOLECULARES MÚLTIPLAS DA AChE E BChE, 
segundo Chatonnet e Lockridge, 1989, com 
modificações.
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secretadas pelas células nervosas periféricas. As formas Gj, 
G2 e G4 de BChE sào encontradas no plasma.

b) Formas imobilizadas
b.l) Formas assimétricas (A4 - Ag - A12) : contém de 1 a 3
tetrâmeros hidrofilicos globulares (G4) ligados a caudas 
colagenosas que se unem às membranas por fortes interações 
com outras moléculas. Estas formas b&o encontradas no músculo 
de vertebrados primitivos mas n&o em invertebrados. Formas 
A}2 de AChE e BChE sào encontradas nas junções 
neuromusculares de pássaros e mamíferos. Formas assimétricas 
de AChE também sào encontradas na engula e Torpedo 
californica.
b.2) Formas globulares anflfilicas (G): sào formas globulares 
que se ligam às membranas através de âncoras hldrofóblcas. No 
cérebro de mamíferos encontram-se formas anflfilicas G4 de 
AChE e BChE. Formas anflfilicas G2 de AChE sào observadas nos 
eritrôcltos de mamíferos (Massoulié, 1980; Massoulié e Bon, 
1982; Lee e Taylor, 1982; Chatonnet e Lockridge, 1989).

0 centro ativo destas enzimas é constituído por duas 
regiões responsáveis pela hidrólise do substrato: o sítio
aniõnico e o esterásico. O sítio aniônico é uma região 
negativamente carregada da superfície da enzima, que se 
combina com o grupo positivamente carregado do substrato 
(Lehmann e Liddell, 1964; Cestarlc, 1964). Trabalhos recentes
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indicam que Asp70 deve ocupar uma posição importante dentro 
ou multo próxima do sitio ativo da BChE, uma vez que a sua 
substituição reduz a afinidade da enzima para ésteres de 
colina (McGuire e cols., 1989). 0 sitio esteráslco combina-se 
à ligação éster da molécula do substrato e realiza a 
hidrólise. Apresenta um grupo hldroxlla do aminoâcido serina 
(198° residuo), um grupo básico (nitrogênio imidazôlico da 
histldina) e um centro catlônico ainda não perfeitamente 
caracterizado (Lehmann e Liddell, 1964; Cestaric, 1964; 
Larini, 1979).

1.3 BUT1RILCOLINESTERASE

1.3.1 Aspectos gerais.

A BChE é uma slaloglicoproteina sintetizada quase que 
exclusivamente no figado e tem mela vida de 8-14 dias (Wescoe 
e cols., 1947; Giblett, 1969; Whittaker, 1980). As formas de 
BChE encontradas no cérebro não são provenientes do figado, 
mas segundo McTiernan e cols. (1987) e Prody e cols. (1987), 
são sintetizadas no próprio cérebro.

A enzima sérica consiste de quatro formas moleculares 
principais, designadas por Harrls e cols.(1962) Cj, C2, C3, e 
C4 em ordem decrescente de mobilidade eletroforétlca, embora 
outros componentes tenham sido descritos (Harris e cols., 
1962 e 1963a; Van Ros e Druet, 1966; Ashton e Simpson, 1966;
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Yamamoto e cola., 1986 e 1987) e outros sejam observados 
dependendo das condições de armazenamento (Harris e cols., 
1962; Joshi e cols., 1979) ou eletroforese (Juul, 1968).

As formas Cj e C3 correspondem, respectivamente, ao 
monõmero e dímero, enquanto que C2 é uma associação através 
de ponte dissulfeto, entre o monõmero de BChE e albumina e 
possui peso molecular aproximado de 150 kDa (Masson, 1989). 0 
monõmero Ci tem peso molecular de 85 kDa, é constituído por 
574 amlnoácldos e das 10 asparaginas presentes 9 encontram-se 
ligadas a unidades oligossacarídeas. Demonstrou-se que 24% do 
peso da enzima é devido a carboidratos e sugere-se que as 
cadeias glicosidicas são do tipo complexo terminando em ácido 
siálico, cuja remoção por slalidases não afeta as 
propriedades cinéticas da enzima, apenas alterando a sua 
mobilidade eletroforética (Ecobichon e Kalow, 1963; Lockrldge 
e cols., 1987b). A serina do sitio ativo é o 198° residuo a 
partir da região aminoterminal. A forma monomérlca apresenta 
3 pontes dissulfeto internas, e a cisteina (Cys^^l) 
possibilita a formação de uma ponte dissulfeto com Cys571 de 
outra subunldade idêntica. Esta ponte dissulfeto dista 4 
aminoácidos da região carboxi-terminal, e quando a enzima è 
submetida à ação da tripsina, um peptideo contendo esta 
ligação é prontamente clivado .

O componente C4, responsável por 95% da atividade 
sérica da BChE, é um tetrâmero constituído por 4 subunidades 
idênticas, cada uma apresentando um sitio ativo (Lockrldge e
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cols., 1979, 1982 e 1987a; Masson, 1979), embora já tenham 
sido descritos apenas dois sitios ativos por molécula 
(Muensch e cols., 1976). Esta discrepância pode ser explicada 
pela presença de grandes quantidades de BChE inativa no 
plasma ou pela lnativação da enzima durante o processo de 
purificação (Masson, 1991). C4 possui peso molecular 
aproximado de 340 kDa (Lockridge e cols., 1987b). Segundo 
Lockrldge e cols. (1979), o tetrâmero apresenta forma 
globular 64, e está agrupado como dimero de dimeros. Apôs 
redução e alqullação das pontes dissulfeto lntercadeias a 
enzima continua um tetrâmero e completamente ativa. Conclui- 
se que estas nâo sâo necessárias para a manutenção da 
estrutura tetramérlca ou para a atividade mas somente para 
estabilizar a enzima, e que as quatro subunldades se mantém 
unidas por ligações nâo covalentes.

Os componentes Cj, C3 e C4 sâo parcialmente 
interconvertiveis, assim C], e C3 podem ser precursores e/ou 
produtos de degradação de C4 (La Motta e cols., 1968; Masson, 
1979).
Devido ao fato de que sob condições de proteôllse parcial 
observa-se uma forma com mobilidade intermediária entre C3 e 
C4, uma outra nomenclatura tem sido utilizada: ChEi para C},* 
ChE2 para C2; ChE3 para C3; CI1E4 para a forma citada e ChEs 
para C4. A forma CI1E4 gerada a partir do tetrâmero sob açfio de 
proteinases é um trimero (Masson, 1989). Segundo 
Masson (1989) uma nomenclatura baseada na estrutura molecular
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seria mais conveniente do que numerar as formas de acordo com 
suas mobilidades eletroforétlcas. Como Ci, C3 e C4 representam 
formas globulares monomérlca, dimérlca e tetramérlca da 
enzima, recomendam-se as designações G}, G2 e G4 de acordo 
com o número de subunidades. A forma C2 é referida como G}- 
ALB.

Também foram atribuídas à BChE atividades de 
arilacilamldase e de peptldase (Lockridge, 1982; Rao e 
Balasubramanian, 1990), embora alguns autores considerem que 
estas atividades sejam decorrentes da ação de substâncias 
contaminantes (Checler e cols., 1990; Lockridge, 1990).

1.3.2 Estrutura do gene da BChE

Arpagaus e cols. (1990) estabeleceram a estrutura do 
gene da BChE humana, além de fornecerem indícios da 
existência de um único gene que codifica esta enzima. O gene 
possui aproximadamente 73 quilo bases e contém quatro exons 
que somam 2416 pares de bases. O exon 1 contém seqüências n&o 
traduzidas e dois potenciais sitios de iniciação de tradução. 
O exon 2 possui 1525 pares de bases e contém 83% da seqüência 
codificadora para a proteína madura, incluindo a porção 
amino-terminal e o sítio ativo serina. Possui também um 
terceiro sitio de iniciação de tradução, possivelmente 
funcional. O exon 3 possui 167 nucleotideos e o exon 4, que 
contém 604 pares de base, codifica a porção carboxl-terminal
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da proteína e a regi fio 3 ' não traduzida onde dois sinais de 
poliadenllação foram identificados. 0 intron 1 possui 6,5 

quilo bases e o tamanho mínimo dos introns 2 e 3 foi estimado 
em 27 e 32 quilo bases, respectivamente (flg. 02). Não se 
descartou a possibilidade da existência de um exon adicional 
à extremidade 5* do exon 1 .

Ainda não se conhece a seqüência de aminôacidos da 
AChE humana, mas ao se comparar a seqüência da BChE humana 
com a da AChE de outros animais encontraram-se homologias 
apesar das enzimas serem provenientes de espécies 
evolutivamente distantes (Chatonnet e Lockrldge, 1989).

A seqüência de aminôacidos da BChE humana plasmática 
mostra 54% de homologla com a AChE de Torpedo californlca e 
Torpedo marmorata e 38% com AChE de Drosophila melanogaster; 
mostra também 28% de identidade com a porção carboxi-terminal 
das tlreoglobulina8 bovina e de rato. Os introns 2 e 3 do 
gene BCHE humano estão presentes na mesma localização nos 
genes ACHE de Torpedo e Drosófila (fig. 03). O gene da AChE 
de Torpedo também possui um grande exon contendo a maioria da 
seqüência codificadora da proteína madura, equivalente ao 
nosso exon 2. Esta grande homologla entre os genes da BChE 
humana e AChE de Torpedo sugere que a AChE e a BChE dos 
vertebrados derivaram de um gene ancestral comum. O gene da 
AChE de Drosófila possui sete exons na região onde os genes 
ACHE e BCHE de vertebrados têm um único exon, o que indica
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FIGURA 02. CARACTERÍSTICAS ESTRUTURAIS DO GENE DA BChE
HUMANA, segundo La Du e cols., 1990.
S* representa a serlna do sítio ativo da enzima. 
As demais letras maiúsculas representam a
posição das mutações que originam algumas das 
variantes genéticas da BChE.
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FIGURA 03. COMPARAÇAO DO GENE BCHE HUMANO COM OS GENES ACHE
DE Torpedo callfornlca e Drosophila. segundo
Arpagaus e cols., 1990.
Os Introns não estão em escala. Um exon
alternativo hipotético na extremidade 3' do gene 
BCHE humano foi Indicado com um ponto de 
interrogação.
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que a divergência entre as collnesterases dos Insetos e 
vertebrados ocorreu antes que o gene da colinesterase dos 
vertebrados se duplicasse em genes codificadores de AChE e 
BChE ( Chatonnet e Lockridge, 1989).

A estrutura descrita para o gene da BChE humana 
explica a existência da forma hidrofilica G4 presente no 
plasma. Lockridge (1990b), através de técnicas de ADN 
recomblnante, conseguiu expressar BChE com as especiflcldades 
normais para substratos e inibidores, e com a organização 
tetramérica, em células CHO (Chinese Hamster Ovary). Isto 
mostra que a seqüência que codifica para os 574 aminôacidos 
da proteina madura mais a região que inclui a seqüência lider 
são suficientes para a secreção e reunião em um tetrãmero.

A forma hidrofilica G4 também é produzida no cérebro, 
onde a enzima se encontra ligada às membranas através de um 
dominio hidrofôbico, formando o tipo globular anfifilico.

A hipótese sugerida para explicar este fato é que o 
tetrãmero anfifilico seja constltuido pela associação das 
estruturas catalíticas (hidrofillcas) a um elemento 
hidrofôbico não catalítico, não codificado pelo gene da BChE, 
que media a ligação à membrana ( Chatonnet e Lockridge, 
1989). Entretanto, o gene da AChE de Torpedo produz os dois 
tipos de unidades catalíticas (hidrofóbica e hidrofilica) por 
"splicing" alternativo de dois exons na extremidade 3'. 
Devido à homologia estrutural entre estes genes, não seria de 
todo improvável que tal mecanismo também existisse no gene da
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BChE humana, mas neste caso um outro exon deveria existir na 
extremidade 3' do gene e seu transcrito seria 
alternativamente clivado com o do exon 4.

1.3.3 Importância clinica do estudo da BChE

A BChE participa do metabolismo de drogas que contêm 
ésteres, como AAS, heroína, aprophen, mivacurlum, acetato de 
metilpredni8olona, succinilcolina, certos anestésicos 
derivados do ácido benzôico como procaina e ametocaina, e do 
bambuterol (bisdimetllcarbamato de terbutalina), um bronco- 
dilatador de ação prolongada, que é degradado enzimatlcamente 
principalmente por esta enzima, para então fornecer o 
composto ativo terbutalina. No caso do bambuterol, o processo 
catalítico é acompanhado por uma inibição reversível da BChE. 
( Bang e cols., 1990 a,b).

Esta enzima é utilizada como prova de função hepática 
e também como indicador de exposição a compostos 
organofosforados e carbamatos, que são potentes inibidores da 
BChE. Medidas da atividade da enzima são realizadas nas 
intoxicações por estes compostos (Smith, 1974; Long, 1975; 
Zimmerman e Henry, 1979; Chu, 1985; King, 1987).
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1.3.4 Possíveis funções da BChE

A função fisiológica da BChE não é conhecida
(Glblett, 1969; Whlttaker, 1980; Brown e cols., 1981; Evans, 
1986) e embora existam várias proposições, nenhuma delas 
ainda foi comprovada. Foi proposto que a BChE estaria 
relacionada com os processos de condução lenta das células
nervosas; que seria Importante em limitar respostas a agentes 
collnérglcos hldrolisávels e que funcionaria como proteção 
para a AChE contra produtos que a possam inibir (revisões em 
Lehmann e Liddel, 1964; Whlttaker, 1980). Kutty (1980) cita
algumas possíveis funções: BChE participando da estrutura da 
miellna; responsável pelo controle dos níveis plasmáticos da 
acetilcolina e acetllcolinesterase; associada com a remoção 
de collné8teres intermediários. Layer e Sporns (1987) relatam 
forte correlação positiva entre atividade da BChE e 
proliferação celular. Diversos autores sugerem que a BChE 
estaria relacionada com o metabolismo de lipidos. Clitherow e 
cols. (1963) propõem que a principal função da BChE seria 
desdobrar ésteres butiricos formados no metabolismo dos 
lipídios. Segundo Kutty e Acharya (1972) e Kutty e cols.,
(1973, 1975 e 1977) a BChE estaria relacionada com a
assimilação dos alimentos. Os mesmos autores sugerem que a 
BChE estaria associada com a estrutura das beta lipoproteinas 
e que seria responsável pela transformação das lipoproteinas 
VLDL em LDL. Foram descritas correlações positivas entre
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atividade da BChE e peso em Indivíduos normais (Stueber- 
Odebrecht e cols., 1985; Brock e Brock, 1990). Chautard- 
Freire-Maia e cols. (1991a) propõem relação entre expressão 
da aloenzima C5 e peso. Foi observado o aumento da atividade 
da enzima em condições associadas com o metabolismo anormal 
de 1ipidlo8 , como nas hlperllpoproteinemlas, obesidade e 
diabetes (Cucuianu e cols., 1968 ; Chu e cols., 1978; Kutty e 
cols., 1981; Deshmukh, 1986). Cucuianu e cols. (1978) sugerem 
gue a enzima tenha a secreção induzida por um "turn over" 
acelerado de lipidos e lipoproteinas. Osada e cols. (1980) 
descreveram a suscetibilidade da BChE aos componentes da 
dieta e defendem uma possível função no metabolismo de 
lipidos.

Segundo Evans (1986), é provável que a BChE não tenha 
função Importante, ou que esta possa ser executada através de 
outra via metabólica, uma vez que existem indivíduos sem 
atividade detectável da enzima no plasma e que não apresentam 
sintomas clínicos.

1.3.5 Fatores que interferem na atividade da BChE

Fatores genéticos são muito importantes na 
determinação da atividade da BChE, mas diversos fatores 
fisiológicos e patológicos podem influenciá-la, assim como 
certas substâncias medicamentosas e até mesmo o conteúdo da 
dieta.
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Alterações Fisiológicas

Durante o primeiro trimestre da gravidez ocorre uma 
queda de, em média, 30% na atividade da BChE e o retorno aos 
níveis normais ocorre entre a 2â e 6a semanas pós-parto.
Ao nascer, os níveis da enzima são baixos, aproximadamente
50% do adulto, e entre os 3 e 6 anos de vida a atividade 
média é aproximadamente 30% superior à apresentada pelos 
adultos. A partir de então, a atividade começa a decrescer 
até chegar na época da puberdade, aos níveis dos adultos 
(revisões em Giblett, 1969; Whlttaker, 1980; Tletz, 1985; 
Evans, 1986). Apôs este período não ocorre variação 
apreciável na atividade intraindlvidual (Wetstone e La Motta, 
1965; Chu, 1985; Brock e Brock, 1990). Os homens apresentam, 
em média, atividade mais alta que as mulheres (Sidell e 
Kaminskis, 1975; Stueber-Odebrecht e cols., 1985).

Alterações Patológicas

Como a BChE é sintetizada no fígado (Wescoe e cols.,
1947), doenças hepáticas que afetam as células do parônquima
resultam em atividade diminuída da enzima. Atividade 
diminuída da BChE também ocorre em lnfarte do miocárdio, 
doenças do colâgeno, má nutrição, hiperpirexia, uremia, 
anemias crônicas, infecções agudas, queimaduras, carcinomas e 
tuberculose. Atividade elevada da enzima está associada com
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obesidade, hlperllpidemia, hipertensão essencial, nefrose, 
asma, alcoolismo, estados de ansiedade e tirotoxicose 
(Cestaric, 1964; Whittaker, 1980; Brown e cols., 1981).

Alterações induzidas por drogas

Certas drogas reduzem a atividade da BChE por 
influenciar a taxa de sintese ou por inibir diretamente a 
enzima no plasma. Citam-se os glicocorticóides, estrogênios 
sintéticos, ecotlopato e clclofosfamida sendo que os dois 
últimos ligam-se irreversivelmente à enzima. Hexafluorenio, 
tetrahidroaminacridina, bambuterol e edrofonio são drogas que 
causam inibição reversível da BChE. Flsostigmina e 
neostigmlna inibem a BChE por formarem um composto 
intermediário (carbamoil-enzima), que é hidrollsado numa 
velocidade muito baixa (Stryer, 1988). Outras drogas que 
interferem com a atividade da BChE: litio, pancurõnlo,
fenelzine, clorpromazina e inibidores da monoaminaoxidase 
(Cestaric, 1964; Young e cols., 1975; Whittaker, 1980; Tietz, 
1985; Evans, 1986).

1.3.6 BChE e Defensivos Agrícolas

As colinesterases são inibidas pelos compostos 
organofosforados e carbamatos que são utilizados na 
agricultura como pesticidas e herbicidas (Larini, 1979). Os
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compostos organofosforado8 Inibem as colinesterases através 
da ligação do grupo fosforil à serina do sitio ativo, 
formando um complexo covalente fosforil-enzima muito estável. 
A ação dos carbamatos ocorre pela formação da ligação do 
grupo carbamoll à serina do sitio ativo. Este composto é 
hidrollsado numa taxa muito lenta em contraste com a acil- 
enzima correspondente (Stryer, 1988).

1.3.7 BChE e succinilcolina

A succinilcolina é um éster dicolina utilizado para 
produzir relaxamento muscular em procedimentos cirúrgicos. Ê 
hidrolisada pela BChE formando succinilmonocolina e colina. 0 
diéster é um poderoso relaxante muscular, e o monoéster tem 
pequena atividade farmacológica. Quando a succinilcolina é 
Injetada via endovenosa, aproximadamente 90% da dose é 
hidrolisada pela BChE, em um minuto. Portanto, a dose real de 
succinilcolina, que atinge as junções neuromusculares, é 
muito menor que a dose Injetada. A succinilcolina é um 
inibidor do receptor da acetilcolina (Stryer, 1988). Na placa 
motora terminal, a succinilcolina atua diretamente sobre o 
receptor da acetilcolina fazendo com que a placa seja 
despolarizada e perca a sensibilidade ao neurotransmissor 
acetilcolina, causando completa paralisia muscular. A 
recuperação é rápida se a dose de succinilcolina que atinge a 
placa motora é baixa. Entretando, a dose que normalmente
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produz relaxamento de dois minutos, provoca uma apnéla 
prolongada na ausência de hidrólise pela BChE. A recuperação 
não começa até que a maioria da succlnllcolina tenha sido 
hidrollsada ou clareada do sangue e fluido extracelular. Apôs 
o sangue e fluido extracelular terem sido clareados da 
succlnllcolina, a taxa de recuperação da apnéia depende da 
concentração remanescente nas placas motoras, ou do número de 
receptores ocupados, e da taxa de difusão desta substância 
para fora da placa motora terminal. A BChE não tem efeito 
sobre a succlnllcolina uma vez que a droga esteja na placa 
motora terminal.

A resposta exagerada de pessoas homozigotas da BChE 
atipica é explicada pela inabilidade desta variante 
enzimâtlca hidrolisar a succlnllcolina. A enzima atipica tem 
baixa afinidade por este mlorrelaxante, e não o hidrolisa em 
concentração farmacológica. A conseqüência da baixa afinidade 
da enzima atipica pela succlnllcolina é que a droga não é 
hidrollsada no sangue, e a placa motora recebe uma dose extra 
50 a 100 vezes superior à normal (Lockridge, 1990a).

1.4 VARIABILIDADE GENÉTICA

Até há pouco tempo considerava-se que a BChE fosse 
determinada por dois locos genéticos previamente designados 
Ei e E2. Posteriormente estes locos foram designados CHE1 e 
CHE2 e atualmente a denominação CHE1 foi substituída por
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BCHE. 0 loco BCHE apresenta pollalellsmo e é responsável 
pela síntese da maioria das variantes genéticas da BChE. 
Essas variantes são detectadas principalmente através de 
testes de inibição enzimática.

Tem sido supüsto que o loco CHE2 dirija a produção de 
uma forma adicional de BChE, detectada através de 
eletroforese, denominada C5 por apresentar menor migração. 
Esse loco apresenta dois alelos reconhecidos (Harrls e cols., 
1963 a, b).

1.4.1 Loco BCHE
Na década de 50, logo depois que a succinilcolina 

tornou-se comercialmente disponível, observou-se que nem 
todos os pacientes recuperavam-se dos seus efeitos tão 
rapidamente como era previsto e foram registrados episódios 
de paraiisia muscular e apnéia que duravam várias horas. 
Demonstrou-se que esta resposta exagerada frente á uma dose 
padrão de succinilcolina era uma característica hereditária, 
não devida a uma baixa concentração da enzima normal, mas a 
uma enzima variante menos efetiva em hldrolisar substratos. 
Esse foi o primeiro passo para a detecção das variantes 
genéticas da BChE. Variantes genéticas determinadas pelo loco 
BCHE compreendem os alelos BCHE*A, B£HE*E, BCHE*S. BCHE»R. 
bch e*t . BCHE*j . bc h e*k . bche*h . BCHE*NFDL. que resultam numa 
atividade média inferior á observada nos homozigotos para o 
alelo BCHE*ü. Na tabela 03 encontram-se dados referentes às



Tabela 03. FREQÜÊNCIAS DOS ALELOS DO LOCO BCHE DESCRITOS ENTRE ALGUMAS POPULAÇÕES 
BRASILEIRAS COM PREDOMINÂNCIA DE CAUSÕIDES

Região

A l e l o

N

BCHE*A

Freq.

, A l e l o  

% N

BCHK*F A l e l o  BCHE*K 

Freq.% N Freq.%
Belém 259 1,5 —  —  —  (Guerreiro e Chautard-Freire-Maia, 1984)
Nordeste 110 2,7 -- —  —  —  (Magna e cols., 1983)
Sudeste 406 2,6 --- —  —  —  (Magna e cols., 1980)
Blumenau 597 0,4 --- —  —  —  (Stuber-Odebrecht e cols., 1985)
Curitiba 999 1,5 -- — _ —  —  (Chautard-Freire-Maia e cols, 1984)
Curitiba --- --- 1.069 0,51 2.014 2,04 (Alcântara e cols., 1990a, 1990b)
Nordeste
-- = n!

2.138 
ío a n a l

1,5
i s a d o

2.138
s

0,49 —  —  (Simpson e Kalow, 1965)

tsj
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freqüências de alguns fenótipos da BChE determinados em 
algumas populações brasileiras.

Este loco foi atribuído ao cromossomo 3, através de 
análise de ligação e hibridlzação "in situ" (Robson e cols., 
1966; Yang e cols., 1984).

As variantes são evidenciadas através da utilização 
de inibidores diferenciais como dibucalna, fluoreto de sódio, 
DL-propranolol, Ro2-0683, etc.

Após a identificação, por seqüenciamento de AON, das 
mutações responsáveis pela síntese de algumas das variantes 
genéticas da BChE, foram propostas designações formais para 
cada alelo, como indicado na tabela 04.

1.4.1.1 Alelo BCHE*U

Esse alelo é responsável pela síntese da forma mais 
comum de BChE, designada "usual" e que apresenta a maior 
inibição frente à maioria dos inibidores utilizados. O 
seqüenciamento deste gene foi realizado por Arpagaus e cols. 
(1990) e constitui-se como base para o estabelecimento das 
mutações responsáveis pelas outras variantes genéticas do 
loco BCHE.



TABELA 04. NOMENCLATURA REFERENTE AS VARIANTES GENÉTICAS DA BChE 
IDENTIFICADAS ATRAVÉS DE SEQtÍENCIAMENTO DE ADN.*

F e n á t l p o s Alteração de 
aminoâcldo

Alteração no ADN Nome formal do alelo .

Normal (usual) nenhuma nenhuma BCHE
Resistente à
dibucaina (atipico) 70 Asp->Gly nt 209 (GAT->GGT) BCHE*70G
Silencioso, 117 Gly-> nt 351(GGT->GGAG) BCHE*FS117
sem atividade frame shift
Resistente
ao fluoreto 243 Thr->Met nt 728 (ACG->ATG) BCHE*243M
Resistente ao
fluoreto 390 Gly->Val nt 1169(GGT->GTT) BCHE*390V

K 539 Ala->Thr nt 1615(GCA->ACA) BCHE*539T
H 142 Val->Met nt 424 (GTG->ATG) BCHE*142M

* Segundo La Du e cols., 1991.
nt = nucleotideo

t s jcr>
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1.4.1.2 Alelo B£HE*A

Esse alelo condiciona a enzima "atípica", 
Identificada por Kalow (1956). Tem afinidade reduzida para 
substratos e inibidores que possuam carga positiva. Eckerson 
e cols. (1983) verificaram que anti-soros preparados contra 
BChE usual altamente purificada reagem igualmente com a 
atípica, e também demonstraram que a última possui 
propriedades catalíticas alteradas. Uma mutação de ponto no
nucleotiâeo 209, que resulta na substituição de Asp^O (GAT) 
por glicina (GGT) é a responsável pela determinação da
variante atípica. Esta modificação na estrutura produz a 
substituição de um resíduo ácido por um neutro, e
presumivelmente afeta o sitio anlônico do centro ativo da
enzima, o que seria uma explicação para a afinidade reduzida 
que a enzima atípica apresenta frente a ésteres de colina 
(McGuire e cols., 1989; Neville e cols., 1990).

1.4.1.3 Alelo BCHE*£

Harris e Whittaker (1961) descreveram vima variante da 
BChE resistente ao inibidor fluoreto de sódio. As variantes 
resistentes ao fluoreto constituem um grupo heterogêneo. 
Bartels e cols. (1990) demonstraram em dois membros de uma 
família portadora desta variante, uma mutação que acarreta a 
substituição de treonina (Thr243) por metionina (Met). Numa
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outra família portadora da enzima resistente ao fluoreto, os 
mesmos pesquisadores Identificaram uma mutação que afeta o 
amlnoácido 390, trocando glicina por valina.

1.4.1.4 Alelos silenciosos

Llddell e cols. (1962) relataram o primeiro caso de 
deficiência completa de atividade da BChE, sem causa
patológica que a justificasse, revelando assim a existência 
de um homozigoto para o alelo silencioso. Subsequentemente 
vários outros casos foram relatados e se detectou a
existência de heterogeneidade genética entre os fenôtipos 
silenciosos observados (Gutsche e cols., 1967; Kattamis e 
cols, 1967; Rubinstein e cols., 1970; Scott e Wright, 1976). 
0 alelo S (também designado tipo I ou tipo O) ocasiona 
deficiência completa da enzima, o alelo T (tipo II)
condiciona 1-3% da atividade da enzima normal e o seu produto 
pode ser precipitado com anti-soro para a enzima usual. O
terceiro alelo descrito R, é o responsável pela variante que 
apresenta menos de 10% da atividade normal e que mostra uma 
banda de mobilidade levemente mais rápida que a da enzima 
usual, em eletroforese em gel de amido (Goedde e cols., 
1965). Nogueira e cols. (1990) identificaram uma mutação que 
causa uma alteração na seqüência de leitura a partir do codon 
117, onde GG1 (Gly) passa a ser ocupado por GGAG, levando ã 
criação de um código de parada na posição 129. A mutação leva
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à tradução de somente 128 aminoàcidos, sendo anterior ao 
codon que codifica a serina do sitio ativo (Serl^B). Assim, 
se o polipeptídeo correspondente fosse produzido, ele teria 
somente 22% do comprimento da enzima normal. A mutação 
descrita explica a existência do alelo S.

Whlttaker e cols., (1990b), utilizando imuno 
eletroforese em foguete e ELISA para quantificar, e 
benzoilcolina e butiri 1colina para medir a atividade da 
enzima de homozlgotos silenciosos, confirmaram a existência 
de heterogeneidade genética e sugeriram a ocorrência de um 
quarto alelo silencioso, que se caracterizaria por altos 
niveis de proteina imuno reativa.

1.4.1.5 Alelo B£HE*J

Garry e cols. (1976) identificaram uma variante da 
BChE associada com uma redução de 66% do número de moléculas 
circulantes. Este dado foi posteriormente confirmado por 
Rublnstein e cols. (1976).

1.4.1.6 Alelo BCHE*£I2

Este alelo foi identificado por Agarwal e cols. 
(1976), ao analisarem soros de indivíduos considerados como 
portadores do fenôtlpo usual, mas que apresentaram apnéia 
prolongada frente à dose padrão de succinilcolina. Goedde e
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Agarwal (1978), ao analisarem estes soros, utilizando
paralelamente como substrato tanto a benzoilcolina como a 
Bucclnllcolina e dlbucaina como Inibidor, verificaram 
Inibição anômala frente ao último substrato.

1.4.1.7 Alelo BCHEaK

Rubinsteln e cols. (1978) descreveram uma variante da 
BChE, denominada K em honra a Werner Kalow, que foi
identificada em heterozigose com a variante atípica, por 
apresentar resultados característicos no perfil de inibição
com dlbucaina. A presença deste alelo resulta na redução de 
33% das moléculas circulantes. Evans e Wardell (1984) e 
Whittaker e Brltten (1985), pesquisando a freqüência do 
fenôtlpo BCHE AK, entre indivíduos anteriormente 
identificados como BCHE UA, encontraram os valores 11,5% e 
13,3%, respectivamente. A freqüência deste fenôtipo avaliada 
em 2,04% para uma amostra da população de Curitiba é 
significativamente menor que as acima citadas (Alcântara e 
cols. 1990).

Atualmente não se pode distinguir os indivíduos BCHE 
UK e BCHE KK dos BCHE UU através de testes de inibição 
(Whittaker e Britten, 1990a). A variante K é resultado de uma 
mutação que causa a substituição de alanina por treonlna na 
posição 539. La Du e cols. (1990), utilizando a técnica da 
PCR, detectaram um desequilíbrio de ligação entre as
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variantes atípica e K, verificando que cerca de 90% das 
mutações atípicas estão ligadas em tandem com a mutação K.

O mesmo grupo de pesquisadores têm Identificado, 
através de análise de ADN, genótlpos que não poderiam ser 
distinguidos através dos testes de Inibição (tabela 05).

Deve-se ressaltar que entre os fenótipos 
classificados como BCHE AK, através de métodos de Inibição 
enzimátlca, encontram-se os genótlpos BCHE AK/K, BCHE A/K e 
BCHE A/U pela análise de ADN (La Du, 1990)*. Percebe-se 
também que o fenótipo BCHE UA, identificado através de 
métodos de Inibição enzimátlca, apresenta as mutações A e K 
em cis, possuindo o genôtipo BCHE AK/U.

A freqüência do alelo K, determinada pela análise do 
ADN através da utilização da técnica da PCR é de 11,3% (La Du 
e cols., 1990).

1.4.1.8 Alelo BCHE*NFDL

Este alelo foi descrito por Slmpson e Elliott (1981) 
numa família de Newfoundland. £ reconhecido por apresentar 
alta porcentagem de inibição pela dibucaína, particularmente 
quando o substrato utilizado é a succinllditlocollna.

* Painel apresentado no 3° Congresso Internacional sobre 
Colinesterases, França 1990.



32

TABELA 05. COMPARAÇAO ENTRE DADOS OBTIDOS PARA ALGUMAS DAS VARIANTE 
GENÉTICAS DA BChE, ATRAVÉS DE MÉTODOS DE INIBIÇÃO 
ENZIMATICA E PCR*.

* Segundo La Du e cols (1991).

Classificação das 
Variantes Genéticas Aminoácido afetado
Métodos;
Inibição PCR AIelo.um Alelo...dolfi

Usual U/U normal normal
Usual U/K 539 Ala-Thr 539 Ala-Thr
Usual U/K normal 539 Ala-Thr
Usual U/S normal 117 Gly-frame shift
UF U/F normal 390 Gly-Val
UF U/F normal 243 Thr-Met

Atiplca AK/AK 70 Asp-Gly & 70 Asp-Gly &

Atiplca A/AK
539 Ala-Thr 
70 Asp-Gly

539 Ala-Thr 
70 Asp-Gly &

Atipica AK/S 70 Asp-Gly &
539 Ala-Thr 

117 Gly-frame shift

AK AK/K
539 Ala-Thr 
70 Asp-Gly & 539 Ala-Thr

AK A/U
539 Ala-Thr 
70 Asp-Gly normal

UA AK/U 70 Asp-Gly & normal

AF A/F
539 Ala-Thr 
70 Asp-Gly 390 Gly-Val

AF A/F 70 Asp-Gly 243 Thr-Met
Silenciosa S/S 117 Gly-frame shift 117 Gly-frame shift
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1.4.1.9 Alelo BCHE*H

Foi descrito por Whittaker e Britten (1987a) ao 
analisarem o soro de dois indivíduos sensíveis à 
succinllcolina. Estes apresentavam uma drástica redução da 
atividade enzimática, tal como a encontrada em alguns dos 
fenótipos silenciosos e Inibição incomum com o Ro2-0683, 
embora as inibições com dibucaína e fluoreto de sódio fossem 
sugestivas de fenôtlpo BCHE A. Esse alelo sô tem sido 
identificado nos testes de inibição enzimática guando em 
heterozlgose com o alelo BCHE*A. Recentemente uma mutação que 
substitui Vai*42 pDr ^et (GTG-ATG) foi associada com esta 
variante (Jensen e cols., 1990).

1.4.2. Variantes da BChE com atividade aumentada

Algumas variantes da BChE apresentam atividade de 
duas a quatro vezes maior que a normal. Comportam-se como 
BChE usual frente aos inibidores dibucaína e fluoreto de 
sódio. Não se conhece o processo que as origina.

Cynthiana: eletroforeticamente apresenta uma banda
extra que migra mais lentamente que as bandas C4 e C5. Esta 
banda de menor mobilidade parece ser o resultado de uma 
isoenzima com peso molecular muito alto, indicando que as 
moléculas da enzima variante se agregam para formar uma 
molécula maior com mais subunldades. A atividade especifica e
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a estabilidade da enzima variante são semelhantes àquelas 
mostradas pela enzima normal. 0 aumento da atividade 
observado nos portadores da enzima variante presumivelmente é 
devido a um aumento no número de moléculas (Neltllch, 1966; 
Yoshlda e Motulsky, 1969; Delbruck e Henkel, 1979).

Johannesburg: apresenta mobilidade eletroforética
normal, é mais estável ao calor que a enzima usual. A 
atividade aumentada provavelmente é resultado da produção 
numa taxa normal, de uma enzima hiper ativa (Krause e cols., 
1988).

1.4.3 Loco CHE2

Harrls e cols. (1962 e 1963a) observaram a presença 
de uma zona adicional com atividade de BChE, de migração mais 
lenta, que foi denominada C5. No mesmo trabalho demonstraram 
o nâo-alelismo entre essa variante e as do loco BCHE. 
Considera-se que o componente C5 da BChE seja o produto do 
gene CHE2. Foi demonstrado que os indivíduos CHE2 C5+ são 
menos sensíveis à succinllcollna que os indivíduos CHE2 C5- 
(Sugimori, 1986). Também verificou-se que os indivíduos que 
apresentam fenótipo CHE2 C5+ possuem, em média, 30% a mais de 
atividade de BChE que os CHE2 C5- (Harris e cols., 1963a).

Foi descrita considerável variação na intensidade do 
componente C5 presente entre os indivíduos CHE2 C5+ (Robson e
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Harris, 1966; Chautard-Freire-Maia e cols., 1984a e 1991). 
Observou-se que Indivíduos CHE2 C5+ podem se tornar
transitoriamente CHE2 C5- (Masson e cols., 1990).

Os dados de Harris e cols. (1963a) indicam que a 
freqüência de indivíduos CHE2 C5+ não varia entre os sexos,
enquanto que os dados de Ashton e Slmpson (1966) e Chautard-
Freire-Maia e cols. (1991b) mostram diferenças 
significativas.

C5 tem peso molecular de 400 kDa e sua estrutura ainda 
não foi elucidada. Scott e Powers (1974) propõem que o loco 
CHE2 codificaria uma outra proteína que se associaria com a 
BChE para formar C5, enquanto Tortolero e Medina (1978) 
supõem que C5 seja derivado de C4 através de uma modificação 
que não altera significativamente o peso molecular. Outros 
autores propõem que C5 seja resultante da associação BChE- 
lipldio (Ohkawa e cols., 1988).

A demonstração de que a lsoenzima C2 é formada pela 
associação BChE-albumlna (Masson, 1989) indica que a variante 
C5 seja uma enzima híbrida composta pelo produto do loco BCHE 
associado a outra proteína. Essa hipótese foi recentemente 
fortalecida com as evidências da existência de um único gene 
codificador da BChE humana (Arpagaus e cols., 1990) e ainda 
mais com o trabalho de Masson e cols. (1990) que mostra ser a 
produção de C5 não dirigida por um segundo gene da BChE. 
Esses últimos autores mostram, através de análises de ADN de
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indivíduos CHE2 C5+ nSo relacionados, a presença de um único 
gene codificador da BChE.

Um trabalho recente (Masson, 1991) considera C5 como 
uma enzima híbrida formada pela associação não-covalente do 
tetrâmero de BChE com uma proteína desconhecida (X). X 
apresenta peso molecular de 60 kDa, e não é AChE, albumina, 
fragmento de colâgeno, fragmento de imunoglobullna nem 
fragmento de fibronectina. Atualmente aceita-se que a 
expressão de X possa ser governada por um gene localizado no 
braço longo do cromossomo 2 (Eiberg e cols., 1989), enquanto 
que outros pesquisadores utilizando hibridização "in situ" e 
análise de ligação com resultados sugestivos, mas não 
significativos, defendem sua localização no cromossomo 16 
(Lovrlen e cols., 1978; Soreq e cols., 1987; Marazlta e 
cols., 1989).

1.5 MEDIDA DA ATIVIDADE DA BChE

Dispõe-se de um grande número de procedimentos para 
medir a atividade da BChE sérica. As revisões de Witter 
(1963) e Evans e Wroe (1978) fornecem maiores detalhes sobre 
estes procedimentos.

Os substratos que melhor se adaptam à rotina e com 
isso ganharam aceitação foram a benzoilcolina, vários ésteres 
tlocolinicos e o alfa-naftilacetato.
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BENZOILCOLINA

A possibilidade de visualizar a reação medindo a 
redução na absorbância em 240 nm guando a benzoilcolina é 
enzimatlcamente hldrolisada em colina e ácido benzôico, faz 
com que este substrato seja auto-indlcador da reação. Este 
fato, associado a ter sido o primeiro substrato utilizado 
para caracterização de variantes da BChE (Kalow e Genest, 
1957) tornou o método muito popular. O procedimento foi 
conservado ao longo do tempo sem alterações significativas e 
para quase todas as variantes, descobertas com inibidores, a 
benzollcollna foi o substrato do ensaio.

A determinação é especifica para BChE, sendo a reação 
com AChE multo lenta, não interferindo no resultado. Como 
pontos negativos podemos citar que o ensaio é realizado em 
240nm, região do espectro que requer um equipamento de alta 
qualidade para defini-la, e onde as proteínas da amostra 
absorvem intensamente, reduzindo a precisão das leituras. 
(Abernethy e cóls., 1986)

ÉSTERES TIOCOLINICOS

Ellman e cols. (1961) descreveram um procedimento 
onde a tiocolina liberada pela reação enzlmática era 
quantificada pela reação com o ácido 5,5' -ditiobis-(-2- 
nitrobenzôico) ou DTNB. A velocidade rápida de hidrólise e a



38

intensa absorbância do Indicador compuseram uma metodologia 
sensível e conveniente ao uso no laboratório.

Entre os ésteres de tlocollna mais utilizados como 
substratos encontram-se a acetil, propionil e 
butlriltiocolinas, sendo este último especifico para a BChE.

0 procedimento descrito por Dletz e cols., (1973) 
utilizando propioniltiocolina associada ao DTNB foi 
referendado como método selecionado. Este substrato não é 
especifico para BChE, mas é desdobrado pela AChE em menor 
velocidade (Aldridge, 1953).

Evans e Wroe (1978) propuseram modificações à 
metodologia descrita por Dletz e cols. (1973) e demonstraram 
que a propioniltiocolina era o substrato que melhor 
discriminava os lndividuos sensivels à succinilcollna, quando 
a atividade era o único parâmetro tomado. Com isso o uso da 
propioniltiocolina vem se consolidando como mostra a 
literatura.

ALFA-NAFTILACETATO

Os substratos que não são ésteres colinicos ou seus 
derivados, têm mostrado uso limitado para a medida da 
atividade. A falta de especificidade e a baixa solubilidade 
do alfa-naftilacetato reduzem ainda mais sua utilidade neste 
campo. No entanto, todas as variantes da BChE desdobram o 
alfa-naftilacetato com velocidades semelhantes e Km próximos,
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o que determina o bom desempenho deste substrato nos
procedimentos de Inibição enzlmátlca para caracterização
fenotiplca, processo ao qual ele está restrito atualmente. 
(Evans, 1986).

1.5.1 INIBIDORES DA BChE PARA FENOTIPAGEM

Estão descritos vários compostos com capacidade 
discriminatória de fenótlpos (Kalow e Davies, 1958), no 
entanto, se destacam, pelo seu uso frequente, a dibucaina, 
Ro2-0683, fluoreto de sódio e DL-propranolol.

A dibucaina é um inibidor de ação imediata que produz 
perfis de Inibição semelhantes ao Ro2-0683. Este último, um 
carbamato, inibe a BChE de forma lenta e progressiva em
relação ao tempo, proporcionando com isso certas vantagens 
sobre a dibucaina na caracterização das variantes.

A inibição com fluoreto de sódio é reconhecidamente 
sensível à temperatura e condições de ensaio, o que o torna 
de difícil manejo (King e Morgan, 1970 e King e Dixon, 1970).

Whittaker e cols (1981) introduziram no rol dos 
Inibidores diferenciais da BChE um beta bloqueador, o
propranolol. Sua inibição é imediata e os perfis de inibição 
oferecem boa discriminação das variantes.
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1.6 BChE E PESO

Diversos autores têm descrito relação entre atividade 
da BChE e peso. Berry e Cowin (1954) relataram uma correlação 
positiva entre atividade da BChE e gordura subcutânea. 
Demonstrou-se que indivíduos com maior peso apresentam, em 
média, maior atividade da BChE (Simpson, 1966; Stueber- 
Odebrecht e cols., 1985; Brock e Brock, 1990) e que nos 
obesos a atividade média da enzima é mais alta (Cucuianu e 
cols., 1968 ).

Em um estudo no qual a variabilidade genética do loco 
CHE2 foi considerada, demonstrou-se a existência de uma 
correlação positiva entre atividade da BChE e peso do adulto 
nos indivíduos de fenótipo CHE2 C5- (Chautard-Freire-Maia e 
cols., 1990). No mesmo trabalho a distribuição do peso nos 
indivíduos de fenótipo CHE2 C5+ mostrou ser independente da 
atividade da enzima, embora estes indivíduos apresentem maior 
atividade média da BChE.

Chautard-Freire-Maia e cols. (1991a), analisando a 
distribuição do peso do adulto em relação à variabilidade 
apresentada na intensidade da banda C5, demonstraram que 
indivíduos de fenótipo CHE2 C5+ intenso, que apresentam a 
maior atividade média de BChE, possuem em média cerca de 6 kg 
a menos que seus controles CHE2 C5-. Os indivíduos que 
apresentam banda C5 fraca mostram uma correlação positiva 
entre peso e atividade da BChE, e correlação negativa entre
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peso e intensidade da banda C5. Embora possuam atividade 
média da BChE mais alta que os seus controles CHE2 C5-, não 
diferem deles quanto ao peso.

1.7 OBJETIVOS

No Laboratório de Polimorflsmos e Ligação têm-se 
desenvolvido trabalhos sobre a variabilidade genética da 
butirllcolinesterase humana, em que são considerados os locos 
BCHE e CHE2. Diversos trabalhos relatam as frequências 
aléllcas das variantes da butirllcolinesterase em várias 
populações brasileiras (Chautard-Freire-Maia e cols., 1984 
a,b; Guerreiro e Chautard-Freire-Maia, 1984; Stueber- 
Odebrecht e cols., 1985; Prlmo-Parmo e cols., 1986; Alcântara 
e cols., 1991), e recentemente os pesquisadores deste 
laboratório demonstraram uma relação entre o peso de adultos 
e fenótlpos do loco CHE2 (Chautard-Freire-Maia e cols., 1990 
e 1991).

Em continuidade a esta linha de pesquisa, que estuda 
relações entre peso e butirllcolinesterase, formulamos o 
primeiro objetivo do presente trabalho: analisar o
comportamento do peso do adulto frente à variabilidade 
genética do loco BCHE. numa amostra de indivíduos de fenótlpo 
CHE2 C5-. Durante o processo de fenotipagem do loco CHE2.
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introduzimos modificações na metodologia até então utilizada, 
que serão comentadas neste trabalho.

Uma vez que teríamos de fazer um rastreamento 
populacional dos fenôtlpos do loco BCHE, para concretizar o 
primeiro objetivo, decidimos que nosso segundo objetivo seria 
determinar a freqüência do fenótipo BCHE AK entre portadores 
do alelo BCHE»A. A razão deste objetivo é que houve 
discordância entre os dados apresentados anteriormente para 
esta mesma população (Alcântara e cols., 1990) e aqueles 
citado na literatura (Evans e Wardell, 1984; Whittaker e 
Britten, 1985).

A metodologia que empregamos para a fenotipagem do 
loco BCHE foi desenvolvida recentemente (Alcântara, 1989; 
Plcheth e cols., 1990) e seu comportamento analisado frente 
âs variantes da butlrllcollnesterase de que o laboratório 
dispunha na época. Como este procedimento não havia ainda 
sido empregado em estudos populacionais, decidimos avaliar 
sua discriminação frente a soros de referência com genótlpos 
caracterizados através da análise de ADN, bem como comparar 
com a metodologia clássica, de uso corrente.
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2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1 AMOSTRA
Para a realização deste trabalho foram utilizadas 

amostras de sangue, cedidas pelo Centro de Hematologia e 
Hemoterapla do Paraná (Hemepar), obtidas de doadores de 
sangue da região de Curitiba. Foram fornecidas informações de 
cada indivíduo quanto a sexo, idade, altura, peso e raça. As 
amostras de sangue foram coletadas durante os anos de 1988 e 
1990.

Da amostra coletada em 1988 separaram-se de 1326 
soros, previamente examinados quanto ao loco CHE2 f possuindo 
todos o fenótipo CHE2 C5-. Esta amostra permaneceu estocada a 
-20°C até a data do ensaio. A amostra obtida em 1990 é 
constituída de 474 plasmas, coletados com EDTA dissôdico 
líquido a 1%, na proporção de 2ml do anticoagulante para 20ml 
de sangue. Esses plasmas foram estocados a -20°C até a data 
do ensaio.

As 1800 amostras de sangue foram utilizadas para a 
determinação da variabilidade genética da BChE em Curitiba. 
Foram fenotipadas pelo método de Morrow e Motulsky (1968) com 
modificações introduzidas por Alcântara (1989) e Picheth e 
cols. (1990), utilizando-se inicialmente como inibidor 
somente o DL-propranolol. As amostras que se
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comportaram como não usuais tiveram seus fenótlpos 
confirmados através da mesma metodologia empregando-se então, 
além do DL-propranolol, o Inibidor Ro2-0683. As amostras de 
fenótipo não usual assim selecionadas foram também examinadas 
pelo método de Kalow e Genest modificado (1957), empregando- 
se como inibidores diferenciais dibucaina, fluoreto de sódio, 
DL-propranolol e Ro2-0683.

Para análise da variabilidade do loco BCHE em relação 
ao peso do adulto, utilizaram-se informações dos indivíduos 
cujas amostras de sangue se comportaram como não usuais. Cada 
um destes indivíduos foi pareado com dois controles de 
fenótipo usual. 0 pareamento foi realizado com base nas 
variáveis sexo, altura, idade e raça, sem que se tivesse 
conhecimento do peso.

A amostra de fenótlpos não usuais é constituída por 
55 homens (88,7%) e 7 mulheres (11,3%), com idade média (± 
E.P.) de 28,0 ± 1,3 anos, variando de 18 a 54 anos. Quanto à 
raça, 91,9% dos indivíduos são brancos, 1,6% negros e em 6,5% 
dos casos a raça não foi determinada. A altura média (± E.P) 
é de 170,3 ± 1,0 cm, variando de 152 a 186 cm.

O grupo de indivíduos de fenótipo usual utilizados 
como controles é constituído por 110 homens (88,7%) e 14 
mulheres (11,3%), com idade média (± E.P.) de 27,9 ± 0,8 
anos, variando de 18 a 52 anos. Quanto à distribuição racial, 
98,4% dos indivíduos são brancos e em 1,6% dos casos, a raça 
não foi determinada. A altura média (± E.P.) é de 170,4 ± 0,7
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cm, variando de 151 a 187 cm.
A amostra de Indivíduos de fenôtlpo nfio usual nfio 

difere da amostra controle quanto a sexo, idade (t= 0 ,1 2; 
p>90%) e altura (t=0,06; p>90%).

As 186 amostras de sangue foram fenotipadas quanto ao 
loco £HE2 conforme item 2.5 e caracterizadas como CHE2 C5-.

A atividade da BChE foi determinada conforme Item
2.4. Os plasmas tiveram a atividade corrigida devido à 
diluição ocasionada pela utilização do antlcoagulante 
liquido.

Soros fornecidos pela Dra. Christlne Nogueira, então 
do Departamento de Farmacologia da Universidade de Michigan, 
foram utilizados como referência na fenotipagem do loco BCHE. 
Estes soros possuíam os seguintes genôtipos: BCHE K/K, BCHE 
AK/K, BCHE U/K, BCHE U/AK, BCHE U/F e BCHE A/F, 
caracterizados através da análise de ADN. Também foram 
utilizados dois soros de fenôtlpo BCHE A, caracterizados 
anteriormente em nosso laboratório. Para o controle de 
qualidade utilizou-se um "pool" de soros, obtido a partir da 
mistura de aproximadamente 100 soros excedentes de rotina 
clínica, isentos de icterícia, hemólise e lipemia. Foram 
coletados durante vários dias e mantidos a -20°C. Apôs 
descongelamento, foram misturados por uma hora em agitador 
magnético a baixa velocidade, seguindo-se filtração em papel 
de filtro retentor. Sob constante homogenização, alíquotas do 
filtrado de aproximadamente 1 ml foram envasadas e mantidas a
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-20°C. Este "pool" demonstrou comportamento de fenôtipo BCHE 
U, frente às metodologias utilizadas e atividade dentro dos 
parâmetros normais. Cada alíquota do "pool" foi descongelada 
uma única vez para uso apôs o preparo.

2.2 MÉTODOS PARA FENOTIPAGEM DO LOCO BCHE

2.2.1 Método de Morrow e Motulsky modificado.

Foi utilizado o método de Morrow e Motulsky (1968) 
com as modificações propostas por Alcântara (1989) e Plcheth 
e cols. (1990), com o seguinte procedimento.

A. Reagentes

a) Tampão fosfato 200 mM, pH 7,1
Misture 660 ml de Na2HPC>4 (PM = 141,96) 200 mM e
330 ml de NaH2P0 4 .H20 (PM = 137,99) 200mM. Se
necessário ajuste o pH a 7,1 com uma das soluções 
de fosfato.

b) DL-propranolol 3,38 mM (solução estoque).
Dissolva 10 mg de cloridrato de DL-propranolol (PM 
= 295,81) em lOml de água destilada. Mantenha a 
-20°C.
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c) DL-propranolol 0,135 mM (solução uso).
Dilua 0,2 ml da solução de DL-propranolol estoque
3,38 mM em 4,8 ml de tampão fosfato 200 mM, pH 7,1.
Prepare no dia do uso.

d) Ro2-0683 lmM (solução estoque).
Dissolva 39,3 mg de Ro2-0683 ( PM = 393) em 100 ml 
de água destilada. Estável a -20°C.

e) Ro2-0683 5xlO“3mM (solução uso).
Dilua 50 ul de Ro2-0683 lmM estoque em lOml de

tampão fosfato 200 mM, pH 7,1.

f) Substrato alfa-naftilacetato 30mM (estoque). 
Dissolva 56 mg de alfa-naftilacetato (PM = 186,2) 
em 5ml de acetona. Apôs a dissolução acrescente 5 
ml de água destilada. A solução é estável por 3 
semanas a 4°C.

g) Substrato alfa-naftilacetato 0,3 mM (solução uso). 
Prepare no momento do uso:
Tampão fosfato 200 mM, pH7,l 20 ml
Alfa-naftilacetato 30 mM (estoque) 1 ml
Agua destilada ....... q.s.p 100 ml



48

h) Amostra: soro ou plasma diluído 1/100 em tampão 
fosfato 200 mM, pH 7,1.

i) Reagente de cor.
Prepare no momento do uso:
Fast Red TR salt......................... 20 mg
Agua destilada    3 ml
Duponal 104 mM...........................  2 ml
Dissolva o Fast Red TR salt (Sigma NF-1500) em água destilada e adi
cione o Duponal (PM = 288,4; Laurll sulfato de sódio, 3% p/v) evitand
a formação de espuma.
B. Técnica

Misturar bem e após 10 minutos ler as absorbânclas dos tubos control 
e Inibidos contra o branco em 540 nm.

Reagentes
Ensaios ímn *

Controle Ro2-0683 DL-prop. Branco
Tampão fosfato 200 mM, pH 7,1 0,2 0,7
RO2-0683 5 x IO"3 mM --- 0,2 --- ---

DL-propranolol 0,135 mM --- --- 0,2 ---

Alfa-naftllacetato 0,3 mM 2,0 2,0 2,0 2,0

Incubar 5 minutos a 37°C.
Amostra 0,5 0,5 0,5 ---

Incubar 25 minutos a 37°C.
Reagente de cor 0,2 0,2 0,2 0,2
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C. Cálculos dos Números de Inibição:

Os Números de Inibição (N.I.) de Ro2-0683 (RON) e de 
DL-propranolol (PN) foram definidos conforme Kalow e Genest 
(1957), como:

Número de InlblçSo = Açontrole - Atnlbldor x 100
"controle

Onde A é equivalente á absorbância ou atividade 
medidas na reação enzlmátlca.

A classificação dos fenôtipos foi realizada conforme 
os dados obtidos por PICHETH e cols (1990) na Tabela 06.

TABELA 06. MÉDIAS (x) E AMPLITUDES DE VARIAÇAO (A.V.) DAS 
PORCENTAGENS DE INIBIÇÃO (RON E PN) POR 
FENÔTIPO, segundo Picheth e cols. (1990).

Fenótipos
N

Números de Inibição
PN RON .

X A.V. X A.V.
BCHE U 41 73 69-78 89 86-91
BCHE UF 08 59 55-63 81 78-85
BCHE UA 25 47 38-55 60 52-67
BCHE A 01 4 --» 11 ---
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2.2.2 Método de KALOW e 6ENGST

O substrato benzoilcolina foi utilizado com os 
inibidores a seguir, de acordo com as respectivas
referências, dibucaina (Kalow e Genest, 1957), fluoreto de
sódio (Harris e Whlttaker, 1961), Ro2-0683 (Llddell e cols., 
1963) e DL- propranolol (Whittaker e cols., 1981). Os ensaios 
foram realizados como descrito a seguir.

A. Reativos

a) Tampão fosfato Sorensen 67mM, pH 7,4.
Dissolva 7,584 g de Na2HP04 anidro (PM= 141,96) e 

l,82g de KH2PO4 anidro (PM= 136,09) em um volume 
final de 1000 ml de água destilada.

b) Substrato de Benzoilcolina 20mM (solução estoque). 
Dissolva 243,6 mg de clorldrato de benzoilcolina
(PM= 243,6) em 50 ml de água destilada. Estável
por vários meses a -20°C.

c) Substrato de Benzoilcolina 0,2 mM (solução uso). 
Dilua 0,1 ml da solução de benzoilcolina 20 mM a 
um volume final de 10 ml, com fosfato 67 mM, pH
7,4. Estável por uma semana a 4°C.
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d) Dibucaína 4 mM (solução estoque).
Dissolva 76 mg de clorldrato de dlbucaina (PM= 
379,03) em 50 ml de água destilada. Estável por 
vários meses a -20°C.

e) Dibucaina 0,04 mM (solução uso)
Dilua 0,1 ml da solução de dibucaína 4 mM a um 
volume final de 10 ml com tampão fosfato 67 mM, pH
7,4. Estável por uma semana a 4°C.

f) Fluoreto de sódio 10 mM (solução estoque).
Dissolva 42 mg de fluoreto de sódio (PM=42) em 100 
ml de água destilada. Acondicione em frasco de 
polietileno. Estável por seis meses a -20°C.

g) Fluoreto de sódio 0,2 mM (solução uso).
Dilua 0,2 ml da solução de fluoreto de sódio 10 mM 
a um volume final de lOml com tampão fosfato 67 
mM, pH 7,4. Prepare no dia do uso.

h) DL-propranolol 3,38 mM (solução estoque)
Ver item 2.2.1 b de Materiais e Métodos.
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i) DL-propranolol 3,38xlO"2mM (solução uso).
Diluir 0,1 ml da solução de DL-propranolol 3,38 mM 
a um volume final de 10 ml com tampão fosfato 
67 mM, pH 7,4. Prepare no dia do uso.

j) Ro2-0683 1 mM (solução estoque).
Ver item 2.2.1 de Materials e Métodos.

k) Ro2-0683 10"3 mM (solução Intermediária).
Diluir 0,1 ml da solução de Ro2-0683 1 mM a um 
volume final de 100 ml com tampão fosfato 67 mM, 
pH 7,4. Estável por vários meses a -20°C.

1) Ro2-0683 3x 10“5 mM (solução uso).
Diluir 1,5 ml da solução de Ro2-0683 10~3 mM a um 
volume final de 50 ml com tampão fosfato 67 mM, 
pH 7,4.

m) Substrato de benzollcolina em Ro2-0683 (substrato 
com Ro2-0683 para inibição).
Misture 1 ml da solução de Ro2-0683 10~3 mM com 1 
ml da solução de benzollcolina 20 mM e complete o 
volume para 100 ml com tampão fosfato 67 mM, 
pH 7,4.
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n) Amostra.
Soro ou plasma diluído 1/50 em tampão fosfato 
67 mM, pH 7,4 (conforme descrito por La Du e 

cols., 1990).

B. Técnica
Em 240 nm, zerar o espectrofotômetro com ãgua deionizada e seguir 
o procedimento descrito abaixo:

Reativos a 25QC
Tampão Fosfato 67 mM, pH 7,4 0,5

Ensaios (inl3...
.NaF _HL.-^XQp.ranQlo 1

Benzoilcolina 0,2 mM 0,5 0,5 0,5 0,5
Dibucaina 0,04 mM --- 0,5 --- — _

NaF 0,2 mM — --- 0,5 —
DL-propranolol 3,38 x 10"2 mM --- --- --- 0,5
Amostra 1,0 1,0 1,0 1,0

Misturar bem. Anotar o decréscimo na absorbância por quatro minutos até 
obter linearidade. Padronizou-se desprezar a leitura do primeiro minuto.
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C. Técnica para Inibição com Ro2-0683.
Reativos a 25°C ml
Ro2-0683 3 x IO"5 mM .................... 0,5
Amostra ......................   1,0

Misturar bem e incubar por 60 minutos
Substrato em Ro2-0683 3x10“  ̂mM .........0,5

Misturar e observar o decréscimo na absorbâncla em 
240 nm, de forma Idêntica ao procedimento anterior.

D. Cálculo do Número de Inibição.
Os números de inibição, designados número de 

dibucaina (DN); número de fluoreto (FN); número de DL- 
propranolol (PN) e número de Ro2-0683 (RON), foram calculados 
como descrito no item 2.2.1 C, sendo os valores de 
absorbâncla (A) substituídos pelo AA/min. (variação na 
absorbâncla por minuto), obtido na reação.

A classificação dos fenôtlpos foi feita conforme os 
números de inibição que constam na tabela 07, obtida a partir 
dos dados de Evans e Wardell (1984), e Whittaker e cols. 
(1985).



TABELA 07. NOMEROS DE INIBIÇÃO DOS PRINCIPAIS FENÔTIPOS DO LOCO BCHE.
UTILIZANDO BENZOILCOLINA COMO SUBSTRATO. Segundo Evans e 
Wardell (1984), e Whittaker e cols. (1985 e 1986).

Fenôtipo 

BCHE U

. DN... 

77-84

...Números.d
FN.

56-68

e... Inibição __
. JRQN__

93-98

. ..PH_*

81-84
BCHE UA 48-69 44-54 66-80 60-67
BCHE A 8-28 10-32 5-23 5-14
BCHE AF 43-59 27-39 58-69 31-47
BCHE AK 48-64 33-50 49-66 ---

BCHE AJ 40-47 35-39 40-49 ---

BCHE AS 8-28 10-32 5-28 ---

BCHE UF 70-83 41-57 91-100 70-76
BCHE F 64-69 34-48 --- 52-55
BCHE UK 77-82 59-63 94-97 ---

BCHE JK 82 63 97 ---

U I
U I
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2.3 METODOLOGIA PARA FENOTIPAGEM DO LOCO CHE2

Foi utilizado o procedimento eletroforético proposto 
por Roblnson e cols. (1957) adaptado por Van Ros e Vervoort 
(1973), com modificações introduzidas anteriormente em nosso 
laboratório e também desenvolvidas no presente trabalho. Os 
ensaios foram realizados como descrito a seguir.

A. Reagentes
a) Tampão citrato de sódio 500 mM, pH 6,2 

Dissolva 147 g de citrato de sódio 
(Na2CõH50 7 .2H2 0; PM=294,11) em 1000 ml de água

destilada. Ajuste o pH a 6,2 adicionando quantidade 
suficiente de uma solução de ácido cítrico 1,56 M 
(CgHQ07; 300 g/l; PM=192,13).

b) Tampão citrato de sódio 50 mM, pH 6,2.
Diluir o tampão citrato de sódio 500 mM, pH 6,2 na 
proporção de 1:10, com água destilada. Preparar no 
dia do uso.

c) Agar a 1% p/v
Adicionar 0,5 g de Bacto Agar (Difco) a 50 ml de 
tampão citrato de sódio 50 mM, pH 6,2. Aquecer a 
mistura até completa dissolução do àgar. Verter o 
ágar ainda quente sobre a placa de vidro onde se
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realizará a eletroforese e deixar solidificar.

d) Tampão fosfato 200 mM, pH 7,1 
Preparar conforme item 2.2.1 a.

e) Substrato de alfa-naftilacetato 
Preparar conforme item 2.2.1 f.

f) cromógeno-substrato.
No momento do uso, dissolver 40 mg de Fast Red TR 
Salt (Sigma NF-1500) em 40 ml de tampão fosfato 
200 mM, pH 7,1. Após dissolução acrescentar 1 ml 
de alfa-naftilacetato 30 mM.

B. Técnica
A eletroforese é realizada em placas de vidro de 230 

x 160 mm contendo aproximadamente 3 mm de gel de ágar.
As amostras de soro ou plasma são aplicadas com 

auxilio de uma lâmina de metal, tendo-se o cuidado de não 
perfurar o ágar durante a aplicação da amostra. Após a 
absorção da amostra no ágar, a placa é submetida à 
eletroforese utilizando-se como tampão nas cubas, citrato de 
sódio 50 mM, pH 6,2. A corrida eletroforêtlca é realizada a 
4°C, com aplicação de 75 mA (aproximadamente 100 V), durante 
3 horas. Após este periodo verte-se sobre a placa o 
cromógeno-substrato recém preparado e incuba-se a 37°C por
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uma hora. Após a revelação das bandas, retlra-se o cromôgeno- 
sub8 trato e lava-se a placa com água para retirar o excesso 
de corante. Faz-se entáo a classlficaçáo do fenôtipo por 
observação visual. O ágar é então colocado sobre uma folha de 
papel e levado à estufa a 37°C para secagem, apôs a qual 
realiza-se nova classificação dos fenótipos por observação 
visual.

Como controle da metodologia utilizamos, em cada 
corrida eletroforética, um soro CHE2 C5-, um CHE2 C5+ puro e 
outro diluido 1:2 em soro CHE2 C5-.

FIGURA 04. REPRESENTAÇÃO DO PERFIL DE MIGRAÇAO ELETROFORÉTICA 
DE SOROS CHE2 C5+ (1 ) E CHE2 C5- (2).
Observar a localização das frações C 4 e Ce; no 
enzimograma da BChE em ágar, pH 6,2.
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2.4 PROCEDIMENTO PARA MEDIDA DA ATIVIDADE.

Para a medida da atividade utilizamos o método de 
Dietz e cols. (1973), com as modificações introduzidas por 
Evans e Wroe (1978). As amostras foram ensaiadas como 
descrito a seguir.

A. Reativos
a) Tampão fosfato pH 7,6.

Misture 60 ml de KH2PO4 anidro (PM=136,09) 100 mM 
a 1000 ml de Na2HP04 anidro (PM=141,96) 33,3 mM. 
Ajuste o pH a 7,6 com uma das soluções, se 
necessário.

b) Cromógeno DTNB 0,423 mM.
Dissolva 167 mg de DTNB (ácido 5,5' -ditiobis-2 
-nltrobenzólco; PM=396,4) em 1000 ml de tampão 
fosfato pH 7,6. A solução é estável por seis meses 
a 4°C.

c) Substrato de Propioniltiocolina 100 mM.
Dissolva 303 mg de iodeto de propioniltiocolina 
(PM=303,2) em 10 ml de água destilada. O reagente 
é estável em frasco âmbar por trinta dias a 4°C e 
seis meses a -20°C.
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d) Amostra.
Soro ou plasma diluído em âgua destilada 1/100.

B. Técnica
Zere o espectrofotômetro com âgua destilada, em 410 
nm.
Reativos a 25°C ml
Cromôgeno DTNB 0,423 mM ............... 2,20
Proploniltiocolina 100 mM ..............0,05
Amostra .............................. 0,25
Misture bem e anote a absorbância (A) disparando o

cronômetro simultaneamente. Repita a operação com 1,2 e 3
minutos. Calcule o M/minuto (variação da absorbância por 
minuto).

C. Cálculo da atividade.
A atividade enzimâtlca foi definida em Unidades

Internacionais por litro de soro (U/l), sendo 1 U/l 
equivalente â hidrólise de 1 uMol de substrato por minuto, 
por litro de soro. Neste trabalho a atividade foi expressa
pelo múltiplo quilo unidades por litro (KU/1).
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KU/1 = AA/mln. x 73,53 
Sendo o fator 73,53 obtido de:

 1__ x _VI
6 4 1 0 a VA

onde:
6 4 1 0 nm = coeficiente de extinç&o milimolar do ion 

dinitro benzoato 
= 13,6 mmol. l“l.cm“l (Whittaker, 1983) 

d - diâmetro da cubeta = 1 cm 
VT = volume total = 2,5 ml
VA = volume de amostra = 0,25/100 = 0,0025 ml.

2.5 ANALISE ESTATÍSTICA

2.5.1 Cálculo das freqüências alélicas.
A freqüência dos aleios BCHE*A e BCHE»F foi 

determinada pelo método da simples contagem. O alelo BCHE*K 
teve a freqüência estimada a partir das freqüências dos 
fenótipos BCHE UA e BCHE AK e dos achados de La Du e cols. 
(1991) referentes à heterogeneidade do fenótipo BCHE AK.
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Anteriormente (Evans e Wardell, 1984; Whittaker e 
Britten, 1985; Alcântara e cols., 1990), a freqüência do 
alelo BCHE»K foi estimada a partir da proporção de fenótlpos 
BCHE AK entre o total de fenótipos BCHE AK e BCHE UA.

Segundo La Du e cols.(1990) entre os fenótlpos 
classificados como BCHE AK encontram-se os genótipos BCHE 
AK/K, BCHE A/K e BCHE A/U. Segundo os mesmos autores o 
fenótlpo BCHE UA identificado através de inibição enzimâtica 
corresponde ao genótipo BCHE AK/U. Também foi relatado que 
cerca de 90% das mutações atípicas se encontram em tandem com 
a mutação K. Em vista dos dados obtidos a partir da análise 
de ADN, resolvemos fazer uma correção no método de estimativa 
da freqüência do alelo B£HE*K, conforme exposto a seguir. 
Considerando-se:
x = nG observado de fenótipos BCHE UA determinados por 
inibição enzimâtica.
y = nG esperado de genótipos BCHE A/U e BCHE AK/U.

y = —
0,90

z = n£ esperado de genótipos BCHE A/U.
z = y - x

w = n2 esperado dos genótipos BCHE AK/K e BCHE A/K.
t = nQ observado dos fenótipos BCHE AK.

w = t - z
Frequência do alelo BCHE*K = w .

x  + t
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0 cálculo da freqüência do alelo BCHE*U foi realizado 
através da diferença entre um e o somatório da freqüência dos 
alelos não usuais, e para o cálculo do erro, utilizamos N = 
40 (número de indivíduos BCHE U/A + BCHE A/K).

2.5.2 Análises Computacionais.
Os dados do presente trabalho foram codificados e 

processados em computador DEC-10 do Centro de Computação 
Eletrônica da UFPR. As análises estatísticas foram
desenvolvidas atrâves dos programas SPSS (Statistical Package 
for Social Sciences) e MINITAB. Foram utilizados o teste t e 
o teste do X2, e quando necessário, empregamos a correção de 
Yates.

Em algumas análises utilizou-se a regressão múltipla 
escalonada, onde:

Y = a+ t bA xí + e«•»i
Sendo Y = variável dependente 

a = intercepto múltiplo
b* = i-ésimo elemento do vetor de coeficientes 

parciais de regressão. 
x^= 1-éslma variável independente incluída 

no modelo
e = desvio de Y que não é explicado pela 

regressão.

Na análise de regressão múltipla escalonada, as
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variáveis independentes são acrescidas à equação, uma a uma, 
em ordem decrescente de sua contribuição à soma de quadrados 
devida à regressão. Empregamos o modelo mais econômico, que 
leva em conta apenas as variáveis que se mostraram 
significativas. Utilizamos o coeficiente de correlação 
padronizado O) que permite analisar o efeito relativo de 
cada variável independente sobre a variável dependente.

0 peso foi considerado como variável dependente e as 
variáveis independentes foram as seguintes: sexo, idade,
altura, loco BCHE, atividade da BChE e conteúdo lipidico do 
soro.

2.5.3 Relação das variáveis examinadas na amostra, com 
respectivos códigos.

Os códigos omitidos correspondem aos dados de atividade da 
BChE, idade, peso e altura.

Variáveis Códigos
Sexo 0 - masculino

1 - feminino
Raça 0 - branco

1 - mulato
2 - negro

Loco BCHE 0 - BCHE UA + BCHE AK
1 - BCHE UF
2 - BCHE U

Conteúdo Lipidico do Soro 0 - limpido
1 - lipêmico

Ano de coleta 0 - 1988
1 - 1990
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3. RESULTADOS

3.1 METODOLOGIA E CONTROLE DE QUALIDADE
3.1.1 Perfis de inibição obtidos pelo método de 

Morrow e Motulsky modificado.

A tabela 08 mostra as médias e amplitudes de 
variação dos números de inibição (PN e RON) obtidas através 
do uso do método de Morrow e Motulsky modificado. A amplitude 
de variação do fenótipo BCHE A não foi determinada porque 
dispúnhamos de soros de apenas 2 indivíduos.

TABELA 08. MÉDIAS (x) E AMPLITUDES DE VARIAÇÃO (A.V.) DOS 
NÚMEROS DE INIBIÇÃO, OBTIDOS ATRAVÉS DO 
MÉTODO DE MORROW E MOTULSKY MODIFICADO, 
CLASSIFICADAS POR FENÓTIPO.

Fenôtipos N

......Números
PN ___

de Inibiç 
RON

äO
•

X A. V. X A.V^
BCHE U 128 73,8 (69-78) 88,3 (86-93)
BCHE UF 23 63,0 (55-69) 82,2 (76-87)
BCHE UA 34 50,0 (43-56) 60,2 (54-67)
BCHE A 2 3,0 --- 10,0 ---

BCHE AK 8 37,6 (35-40) 46,6 (44-49)
BCHE AF 1 24,0 .-- 46,0 --
BCHE UK 1 72,0 --- 91,0 ---

BCHE K 1 72,0 —  —  — 86,0 ---
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3.1.2 Reprodutibilidade do método de Morrow e 
Motulsky modificado.

A tabela 09 contém os dados referentes à média, 
desvio padrão, amplitude de variação e coeficiente de 
variação obtidos em ensaios realizados com um "pool" de 
soros.

TABELA 09. PARÂMETROS ESTIMADOS ATRAVÉS DO MÉTODO DE MORROW E 
MOTULSKY MODIFICADO, COM UTILIZAÇAO DE UM POOL DE 
SOROS, VISANDO CONTROLE DE QUALIDADE.

Número de Inibição N X _ D . P. A.V. .. C.V. .

PN 106 74,3 1,38 71,5-77,1 1,86

RON 42 90,6 0,79 89,0-92,2 0,87
D.P.= Desvio padrão; 
C.V.= Coeficiente de

A. V.
: vari

= Amplitude de variação 
ação; x = média

3.1.3 Amplitudes de variação dos números de inibição obtidos 
com o método de Kalow e Genest modificado.

A tabela 10 mostra as amplitudes de variação dos 
números de inibição, obtidas em nossas condições de trabalho, 
com os inibidores dibucaina, fluoreto de sódio, Ro2-0663 e 
DL-propranolol.
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TABELA 10. AMPLITUDES DE VARIAÇAO DOS NOMEROS DE INIBIÇÃO 
PARA ALGUNS FENÕTIPOS DA BChE, UTILIZANDO-SE 
BENZOILCOLINA COMO SUBSTRATO (KALOW E GENEST 
1957, MODIFICADO).

Fenótipos N
Î

DN
IúmerQS__d

FN
e Inibição 

RON PN .
BCHE U 16 75-83 52-71 91-98 80-85
BCHE UF 20 68-81 42-63 87-95 65-80
BCHE UA 34 54-70 40-60 60-74 56-68
BCHE AK 8 44-57 36-54 48-56 44-56
BCHE AF 1 46 29 59 45
BCHE A 2 18 17 10 7
BCHE UK 1 80 61 92 81
BCHE K 1 79 59 91 80

3.1.4 Coeficientes de correlação referentes aos números de 
Inibição apresentados pelas amostras não usuais, nos 
métodos de Kalow e Genest (1957) e Morrow e Motulsky 
modificados.
Na tabela 11 encontram-se os coeficientes de 

correlação obtidos quando se utilizaram os Inibidores 
dibucaína, fluoreto de sódio, Ro2-0683 e DL-propranolol com a 
benzoilcolina (método de Kalow e Genest), e Ro2-0683 e DL- 
propranolol, com alfa-naftilacetato (método de Morrow e 
Motulsky modificado).
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São fornecidos os dados separadamente para a amostra 
total e para as amostras classificadas de acordo com o ano de 
coleta.

TABELA 11. COEFICIENTES DE CORRELAÇAO ENTRE OS NÜMEROS DE 
INIBIÇÃO OBTIDOS COM AMOSTRA NAO USUAL, COM OS 
MÉTODOS DE KALOW E GENEST E MORROW E MOTULSKY 
MODIFICADO, CLASSIFICADOS DE ACORDO COM O ANO DE 
COLETA.

Métodos 1990..__ . 1988 TOTAL .
Kalow e Genest r ..N . r . N .r N .
RON - PN 0,96 12 0,92 44 0,93 56
DN - PN 0,96 12 0,91 49 0,92 61
FN - PN 0,71 12 0,41 49 0,47 61
FN - RON 0,57 12 0,28 44 0,34 56
DN - RON 0,98 12 0,91 44 0,91 56
FN - DN 0,60 12 0,38 49 0,42 61

Morrow e Motulsky
RON - PN 

r = Coeficiente d

0,91 

Le coz

12

rrelaçâo.

0,93 50 0,93 62

3.1.5 Variabilidade nas amostras de fenótipo BCHE UF.
As amostras de fenótipo BCHE UF foram agrupadas em 

quatro classes conforme os Números de Inibição obtidos com 
benzollcolina e alfa-naftilacetato.



69

TABELA 12. VALORES MÉDIOS DE INIBIÇÃO DO FENÔTIPO BCHE UF 
CLASSIFICADO EM QUATRO GRUPOS COM BASE NOS 
RESULTADOS DO MÉTODO DE MORROW E MOTULSKY 
MODIFICADO SEGUNDO PICHETH e cols (1990).

firupoî
1

i _ N .
14 72,4

._KsIq w ._é. .JEN
47,6

ï..Genes1_ R O N ...
89,5

.Método £ 
.P2L.. 
71,9

i. .. ..MQrXQÏL_£.. _PH_
62,0

*Motulsky _ RON__ L
81,8

2 1 68,0 51,4 82,8 64,2 55,0 84,3
3 5 74,6 58,4 91,5 77,5 67,9 80,7
4 2 70,9 45,5 --- 76,9 64,2 86,8

3.1.6 Distribuições das porcentagens de inibição obtidas com
diferentes Inibidores.

As figuras de números 05 a 11 apresentam as 
distribuições de seis fenôtipos, considerando-se dois eixos, 
cada um referindo-se à porcentagem de inibição obtida com um 
determinado inibidor. A figura 05 apresenta dados obtidos com 
a utilização do método de Morrow e Motulsky (1968), como 
modificado por Picheth e cols. (1990). As seis figuras 
seguintes se referem a resultados obtidos com o método de 
Kalow e Genest (1957), que utiliza a benzoilcolina como 
substrato.
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FIGURA 05. DISTRIBUIÇÃO DOS FENÕTIPOS DE ACORDO COM AS
PORCENTAGENS DE INIBIÇAO COM Ro2-0683 e DL- 
PROPRANOLOL, UTILIZANDO ALFA-NAFTILACETATO COMO 
SUBSTRATO, CONFORME MÉTODO DE MORROW E MOTULSKY 
MODIFICADO.

Foram examinados 81 indivíduos, sendo 16 BCHE U,
22 BCHE UF, 33 BCHE UA, 7 BCHE AK, 1 BCHE AF e 2 
BCHE A. As determinações foram realizadas conforme 
item 2.2.1 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 06. DISTRIBUIÇÃO DOS FENÕTIPOS DE ACORDO COM AS
PORCENTAGENS DE INIBIÇÃO COM Ro2-0683 e DIBUCAINA, 
UTILIZANDO BENZOILCOLINA COMO SUBSTRATO CONFORME 
MÉTODO DE KALOW E GENEST.
Foram examinados 75 indivíduos, sendo 16 BCHE U,
16 BCHE UF, 33 BCHE UA, 7 BCHE AK, 1 BCHE AF e 2 
BCHE A. As determinações foram realizadas conforme 
item 2.2.2 de Materials e Métodos.
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FIGURA 07. DISTRIBUIÇÃO DOS FENÕTIPOS DE ACORDO COM AS
PORCENTAGENS DE INIBIÇÃO COM Ro2-0683 e DL- 
PROPRANOLOL, UTILIZANDO BENZOILCOLINA COMO 
SUBSTRATO CONFORME MÉTODO KALOW E GENEST.
Foram examinados 75 indivíduos, sendo 16 BCHE U,
16 BCHE UF, 33 BCHE UA, 7 BCHE AK, 1 BCHE AF e 2 
BCHE A. As determinações foram realizadas conforme 
item 2.2.2 de Materiais e Métodos.



73

FIGURA 08. DISTRIBUIÇÃO DOS FENÕTIPOS DE ACORDO COM AS
PORCENTAGENS DE INIBIÇÃO COM DIBUCAINA e DL- 
PROPRANOLOL, UTILIZANDO BENZOILCOLINA COMO 
SUBSTRATO CONFORME MÉTODO DE KALOW E GENEST.

Foram examinados 80 indivíduos, sendo 16 BCHE U,
21 BCHE UF, 33 BCHE UA, 7 BCHE AK, 1 BCHE AF e 2 
BCHE A. As determinações foram realizadas conforme 
item 2.2.2 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 09. DISTRIBUIÇÃO DOS FENÔTIPOS DE ACORDO COM AS
PORCENTAGENS DE INIBIÇÃO COM Ro2-0683 e FLUORETO 
DE SÕDIO, UTILIZANDO BENZOILCOLINA COMO SUBSTRATO 
CONFORME MÉTODO DE KALOW E GENEST.
Foram examinados 75 indivíduos, sendo 16 BCHE U,
16 BCHE UF, 33 BCHE UA, 7 BCHE AK, 1 BCHE AF e 2 
BCHE A. As determinações foram realizadas conforme 
item 2.2.2 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 10. DISTRIBUIÇÃO DOS FENÕTIPOS DE ACORDO COM AS
PORCENTAGENS DE INIBIÇÃO COM DIBUCAINA e FLUORETO 
DE SÕDIO, UTILIZANDO BENZOILCOLINA COMO SUBSTRATO 
CONFORME MÉTODO DE KALOW E GENEST.

Foram examinados 80 indivíduos, sendo 16 BCHE U,
20 BCHE UF, 33 BCHE UA, 7 BCHE AK, 1 BCHE AF e 2 
BCHE A. As determinações foram realizadas conforme 
item 2.2.2 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 11. DISTRIBUIÇÃO DOS FENÔTIPOS DE ACORDO COM AS
PORCENTAGENS DE INIBIÇÃO COM DL-PROPRANOLOL e 
FLUORETO DE SÔDIO, UTILIZANDO BENZOILCOLINA COMO 
SUBSTRATO CONFORME MÉTODO DE KALOW E GENEST.

Foram examinados 80 indivíduos, sendo 16 BCHE U,
21 BCHE UF, 33 BCHE UA, 7 BCHE AK, 1 BCHE AF e 2 
BCHE A. As determinações foram realizadas conforme 
item 2.2.2 de Materiais e Métodos.
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3.1.7 ATIVIDADE NAS AMOSTRAS CLASSIFICADAS POR FENÓTIPO E
DATA DE COLETA.

A amostra de soros de fenótipos usuais, coletada em 
1988, apresentou atividade média de 4,29 KU/1 e não diferiu 
significativamente (t= 1,38, p>40%) daquela de plasmas,
coletada em 1990, que mostrou atividade média de 4,60 KU/1.
A atividade na amostra de fenótipos usuais variou de 1,79 a 
7,52 KU/1.

A atividade média dos soros de fenótipos BCHE UA + 
BCHE AK, coletados em 1988, foi de 2,76 KU/1 e os mesmos 
fenótipos na amostra de 1990 apresentaram atividade média de 
3,15 KU/1, não diferindo essas duas amostras entre si
(t=l,79, p>8%). Neste grupo a atividade variou de 1,03 a 4,12 
KU/1.

As amostras de fenótipo BCHE UF coletadas em 1988 e 
1990 apresentaram atividades médias de 2,78 KU/1 e 4,69 KU/1, 
respectivamente. Como apenas dois indivíduos na amostra de 
1990 apresentaram este fenótipo, não aplicamos teste para 
verificação da significância estatística. A variação 
apresentada na atividade, pelo fenótipo BCHE UF, foi de 1,08 
a 5,58 KU/1.
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3.2 FREQÜÊNCIAS FENOTIPICAS E ALÊLICAS.
3.2.1 Freqüências fenotipicas.

Os dados relativos às freqüências dos fenótipos da 
BChE (± E.P.) determinados na presente amostra da população 
de Curitiba, encontram-se na tabela 13.

TABELA 13. FREQÜÊNCIAS DOS FENÓTIPOS DA BChE (± E.P.)

Fenôtipo N .. .Freemêncla + E.P.%
BCHE U 1.738 96,56 ± 0,43
BCHE UA 33 1,83 + 0,31
BCHE UF 22 1,22 ± 0,26
BCHE AK 7 0,39 ± 0,14
TOTAL 1.800 100,00

3.2.2 Freqüência do fenótipo BCHE AK entre portadores do
alelo BCHE*A.
A freqüência do fenótipo BCHE AK entre os portadores 

do alelo BCHE*A é 17,5% ± 6,01%.

3.2.3 Freqüências alélicas
A tabela 14 contém as freqüências (± E.P.) referentes 

aos alelos BCHE*u. BCHE*F. BCHE*a e BCHE*k . determinadas na 
presente amostra da população de Curitiba.
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TABELA 14. FREQÜÊNCIAS ALÊLICAS (±E.P.) DETERMINADAS EM 
AMOSTRA DA POPULAÇAO DE CURITIBA (N=1800).

ALelQ Freqüência ± E.P^
BCHE*U 89,94 ± 4,76%
BCHE*F 0,61 ± 0,13%
BCHE*A 1,11 ± 0,17%
BCHE*K 8,34 ± 4,37%
TOTAL 10 0 , 0 0

3.3 PESO E FENÔTIPOS DO LOCO BCHE

3.3.1 Correlações entre as variáveis peso e Atividade.
A tabela 15 mostra os coeficientes de correlação 

entre as variáveis peso e atividade, referentes aos fenôtipos 
da BChE encontrados na presente análise.

TABELA 15. COEFICIENTES DE CORRELAÇÃO ENTRE AS VARIÁVEIS PESO 
E ATIVIDADE, CLASSIFICADOS PELOS FENÔTIPOS DA 
BChE.

Fenót ipo N r P *
BCHE U 124 0,42 < 0 ,0 1 %
BCHE UA + 
BCHE AK 40 0,35 2 ,8 %
BCHE UF 22 0,11 62,0%
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3.3.2 Distribuição do peso em indivíduos de fenôtlpos não
usuais e respectivos controles.
Não houve diferença significativa na distribuição do 

peso nos grupos de fenótipos não usuais, guando comparados 
com os respectivos controles de fenótlpo usual. A média do 
peso nos indivíduos de fenótlpo BCHE UA e BCHE AK, 68,18 kg, 
não diferiu da média do peso dos seus controles de fenótlpo 
de BCHE U, 68,49 kg (t= 0,17, p> 85%). A amplitude de
variação apresentada pelos indivíduos de fenótlpo BCHE UA + 
BCHE AK foi de 55 a 85 kg enquanto a dos seus controles foi 
de 52 a 99 kg, e estes grupos não diferiram entre si quanto á 
variância do peso (F= 1,52; p>10%). Nos indivíduos de
fenótlpo BCHE UF a média do peso foi de 69,82 kg e não 
diferiu do peso médio dos seus controles, 73,57 kg (t= 1,45, 
p>15%). Nos indivíduos BCHE UF o peso variou de 54 a 87 kg e 
nos seus controles de 50 a 96 kg, não havendo diferenças 
entre esses dois grupos quanto ã variância (F= 1,34; p>40%).

3.3.3 Análise de Regressão Múltipla Escalonada (R.M.E.) para 
avaliação do comportamento do peso em relação à 
variabilidade genética do loco BCHE.

Nestas análises o peso foi considerado como variável 
dependente. As variáveis independentes foram: altura, idade, 
sexo, atividade da BChE, fenótlpo do loco BCHE e conteúdo 
llpldico do soro. Foram realizadas nove análises de regressão
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múltipla escalonada. Em três análises, com inclus&o da 
variável atividade, foram consideradas as seguintes amostras: 
total, BCHE UA + BCHE AK e respectivos controles e BCHE UF e 
respectivos controles. Em outras três análises essas mesmas 
amostras foram examinadas sem a inclusão da variável 
atividade. Essas análises visaram verificar se ocorre ou não 
influência do loco BCHE sobre o peso. Cada uma das três 
outras análises considerou os fenótlpos da BChE isoladamente, 
para analisar a relação entre essas variáveis e o peso, em 
cada fenótipo.

A. Análises de R.M.E. realizadas para avaliar o efeito do 
loco BCHE sobre o peso, levando-se em consideração a 
atividade.

Nestas análises foram considerados os indivíduos com 
variantes da BChE de fenótipo não usual e seus respectivos 
controles usuais, como descrito na tabela 16, onde são 
mostrados os coeficientes de correlação padronizados e os 
valores de r̂ , provenientes dos modelos mais econômicos.
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TABELA 16. COEFICIENTES DE CORRELAÇAO PADRONIZADOS (0) E
VALORES DE r2, OBTIDOS DOS MODELOS MAIS ECONOMICOS 
DAS ANALISES DE R.M.E., QUE LEVARAM EM CONTA A 
ATIVIDADE; O PESO FOI CONSIDERADO VARIAVEL 
DEPENDENTE.

B. Análise de R.M.E. realizada para avaliar o efeito do loco 
BCHE sobre o peso, sem se considerar a variável 
atividade.

Foram consideradas as variantes da BChE de fenôtipo 
não usual e respectivos controles de fenótipo usual. A 
variável atividade foi excluída da análise para se verificar 
melhor o efeito do loco BCHE. Os resultados encontram-se na 
tabela 17.

Valores de 8 ■
Amostra N Altura Atividade Idade BCHE sexo _x2
Total 184 0,58 0,40 0,28 -0,16 0,41
BCHE UA + 
BCHE AK e 
controles 119 0,52 0,51 0,24 -0,29 0/17 0,38
BCHE UF e 
controles 65 0,67 0,34 0,32 -- -- 0,48

BCHE= loco BCHE 
-—  = Variável nâo significativa
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TABELA 17. COEFICIENTES DE CORRELAÇAO PADRONIZADOS ( 3 ) E
VALORES DE r2, OBTIDOS DOS MODELOS MAIS ECONÔMICOS 
DAS ANALISES DE R.M.E., QUE NAO LEVARAM EM CONTA A 
ATIVIDADE.

C. Análises de R.M.E. realizadas para avaliar o comportamento 
da variável dependente peso em relação aos fenótipos da 
BChE encontrados na amostra da população de Curitiba.

Na tabela 18 encontram-se os valores de coeficientes 
de correlação determinados na R.M.E. que levou em conta os 
fenótipos BCHE U, BCHE UA + BCHE AK e BCHE UF, separadamente.
A variável atividade foi incluída na análise.

Valores de ß .......
Amost ra N Altura Idade
Total 184 0,60 0,30 0,30
BCHE UA + 
BCHE AK e 
controles 119 0,51 0,29 0,23
BCHE UF e 
controles 65 0,67 0,33 0,37
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TABELA 18. COEFICIENTES DE CORRELAÇAO PADRONIZADOS ( 3 ) E
VALORES DE r2, OBTIDOS DOS MODELOS MAIS ECONÓMICOS 
DAS ANALISES DE R.M.E., REFERENTES A DETERMINADOS 
FENÕTIPOS.

Valores de ß ■
Fenótipo N Altura Atividade Idade
BCHE U 124 0,56 0,38 0,29 0,43
BCHE UA+ 
BCHE AK 39 0,44 -- -- 0,20

BCHE UF 21 0,66 -- -- 0,44

—  = Variável não significativa

3.3.4 Análise da altura entre os fenótipos BCHE UA + BCHE AK
e BCHE UF

A altura média dos indivíduos de fenótipo BCHE UF foi 
de 173,04 cm, e a dos indivíduos BCHE UA + BCHE AK, 168,78 
cm. Ao compararmos as duas médias, encontramos o valor de 
t=2,10 e p<4%. A mediana da altura para os indivíduos BCHE UF 
é 174,5 cm e para os indivíduos BCHE UA + BCHE AK é 170,3 cm. 
Entre os indivíduos de fenótipo BCHE UA + BCHE AK apenas 25% 
têm altura superior a 174 cm. A altura dos indivíduos de 
fenótipo BCHE UF varia de 152 a 186 cm, enquanto para os de 
fenótipo BCHE UA + BCHE AK varia de 153 a 178 cm.
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4 DISCUSSÃO

4.1 Metodologia
Com a finalidade de fenotipar a BChE, utilizamos um 

procedimento baseado no método de Morrow e Motulsky (1968). 0 
método original utiliza como inibidor o Ro2-0683 e é capaz de
separar os fenótlpos BCHE U, BCHE UA e BCHE A. Alcântara
(1989) introduziu o DL-propranolol nesta metodologia e 
conseguiu discriminar o fenótipo BCHE UF apenas com a 
utilização deste inibidor.

A optimização deste método em nosso laboratório 
(Picheth e cols., 1990) resultou em metodologia mais rápida, 
na qual ambos os inibidores, Ro2-0683 e DL-propranolol, 
exercem efeito discriminatório entre as variantes. Na tabela 
08 encontram-se os números de inibição obtidos no presente 
trabalho. Estes são semelhantes aos números de Inibição
descritos por Picheth e cols. (1990) e citados na tabela 06.
Encontram-se também, na tabela 08, porcentagens de inibição 
de variantes que não haviam sido caracterizadas anteriormente 
por esta metodologia. O método também se mostrou eficiente na 
separação dos fenótipos BCHE AK e BCHE AF. No entanto, os 
fenótipos BCHE UK e BCHE K, com freqüências estimadas em 22% 
e 1%, respectivamente em dados de amostras britânicas e
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norte-americanas (Evans e Wardell, 1984; La Du e cols., 
1990), não puderam ser discriminados, sendo classificados 
como de fenótipo usual. Tal fato era esperado, uma vez que os 
alelos de variação quantitativa (B£HE*K, BCHE»J e B£HE*H) só 
foram identificados, por inibição enzimãtica, quando em 
heterozigose com os alelos não usuais (Rubinstein e cols., 
1978; Evans e Wardell, 1984 e Whittaker e cols., 1985 e 
1987). 0 alelo BCHE*K em homozigose ou quando em heterozigose 
com o alelo BCHE*U só tem sido identificado por estudos 
familiares (Whittaker e Britten, 1990a) ou análise de ADN (La 
Du e cols., 1990).

As amostras caracterizadas como BCHE AK/K e BCHE U/AK 
através da análise de ADN foram classificadas como BCHE AK e 
BCHE UA, respectivamente.

Consideramos que a maior amplitude de variação nos 
números de inibição, observada nas amostras de fenótipo BCHE 
UF (tab. 08), em relação ao trabalho de P1CHETH e cols 
(1990), (tab. 06), seja devida ao maior número de variantes 
ensaiadas.

Observamos que a amplitude de variação apresentada 
por PICHETH e cols (1990), para o fenótipo BCHE UA (tab. 06) 
mostra valores de PN que incluem os valores citados no 
presente trabalho para o fenótipo BCHE AK (tab. 08). 
Sugerimos que os autores tivessem amostras de fenótipo BCHE 
AK entre as classificadas como BCHE UA, hipótese reforçada 
por outros dados, discutidos no item 4.2.
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Para a triagem dos fenótipos não usuais, que
utilizamos neste trabalho, empregamos apenas um dos 
inibidores, o DL-propranolol. Tal escolha foi motivada pela 
característica do DL-propranolol em promover um perfil de 
inibição imediato e estável ao longo do ensaio, enquanto o 
Ro2-0683 promove inibição progressiva da amostra com o tempo 
de ensaio (Picheth, 1989). Esta característica torna o 
Inibidor DL-propranolol preferível por dispensar rígido
controle sobre o tempo de ensaio, facilitando a fenotipagem 
de amostras populacionais. Os dados obtidos por Alcântara e 
cols. (1991) substanciam a escolha deste inibidor para 
triagem, pois os dados apresentados revelam que apenas com a 
utilização do DL-propranolol pode-se discriminar entre as 
variantes BCHE U, BCHE A e BCHE UF. Os resultados de Picheth 
e cols. (1990) reforçam que o inibidor DL-propranolol 
empregado Isoladamente é capaz de discriminar as variantes da 
BChE, devendo o Ro2-0683 ser utilizado para melhor 
caracterizar os fenótipos.

Consideramos que a perda de variantes da BChE 
passíveis de discriminação por inibição enzimática seja 
negligivel, uma vez que todas as amostras que apresentaram 
valores de PN limítrofes com aquele apresentado pelo fenótipo 
usual foram ensaiados posteriormente com Ro2-0683 e
benzoilcolina. Além disso, Alcântara (1989) utilizando o 
mesmo inibidor para separar as variantes da BChE, mas 
associado ao Ro2-0683 apenas para melhor definir entre os
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fenôtipos BCHE UA e BCHE UF, encontrou freqüências
compatíveis com as do presente trabalho e com as citadas na 
literatura.

0 coeficiente de correlação encontrado entre os 
números de inibição obtidos pelos dois inibidores foi 0,93
(tab. 1 1) e reflete que ambos discriminaram as variantes no
mesmo sentido (fig. 05).

Como controle de qualidade para o método, utilizou-se 
um "pool" de soros que mostrou comportamento de fenótipo
usual. Os dados estatísticos da fenotipagem do "pool" frente 
aos inibidores DL-propranolol e Ro2-0683, citados na tabela 
09, mostram a reprodutibllidade do método quanto aos perfis 
de inibição. Observamos que quando encontrávamos números de 
Inibição situados fora dos limites estabelecidos, havia perda 
da discriminação das variantes. Isto foi observado quando 
detectamos problemas relacionados á estabilidade do substrato 
ou do cromógeno Fast Red TR.

Como na literatura internacional são raros os 
trabalhos que utilizam o substrato alfa-naftllacetato na 
caracterização dos fenôtipos da BChE, decidimos comparar 
nossos achados com os dos procedimentos mais utilizados, onde 
a benzoilcolina é o substrato de preferência.

Comparando nossos resultados com os procedimentos que 
utilizam benzoilcolina, e dispondo de variantes
caracterizadas por análise de AON, compusemos a tabela 10, 
que contém os perfis de inibição para as variantes da BChE
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obtidos em nosso laboratório. Os valores de Inibição obtidos 
com DL-propranolol para os fenótipos BCHE AK, BCHE UK e BCHE 
K ainda não tinham sido descritos na literatura.

Nossos dados (tab. 10) diferem daqueles citados na 
literatura, e atribuímos tais diferenças às nossas condições 
de trabalho. Os números de inibição por fenótipo, descritos 
por outros autores, apresentam também estas diferenças (Evans 
e Wardell, 1984; Whittaker, 1983).

0 procedimento com benzoilcolina requer que o ensaio 
seja realizado a 25°C em cubetas termostatizadas, sendo a 
visualização da reação feita em 240 nm. As amostras devem ser 
ensaiadas individualmente, o que reduz drasticamente o número 
de amostras que podem ser fenotlpadas em um dia de trabalho e 
torna o método pouco prático para estudos populacionais.

Nos ensaios com benzoilcolina os números de inibição 
obtidos pelos inibidores Ro2-0683 e dibucaina e Ro2-0683 e 
DL-propranolol mostraram separação das variantes ( flgs. 06 e 
07) e apresentaram coeficientes de correlação de 0,92 e 0,93, 
respectivamente. Com dibucaina e DL-propranolol, a separação 
não foi clara (fig. 08). Sempre que o fluoreto de sódio foi 
utilizado, houve redução nos coeficientes de correlação e não 
houve boa discriminação dos fenótipos (tab. 1 1, figs. 09, 10

e 1 1)
Ao analisarmos isoladamente o desempenho dos 

inibidores Ro2-0683, dibucaina e DL-propranolol, ensaiados 
com benzoilcolina, notamos que apenas o Ro2-0683 mostrou-se
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claramente eficiente na separação dos fenótipos, à exceção 
dos fenótipos nos quais o alelo B£HE*E está presente.

Quando analisamos separadamente as correlações dos 
inibidores nas amostras coletadas em 1988 e 1990, observamos 
que as que incluiam FN diminuíam na amostra mais antiga. 
Portanto, alterações produzidas pelo tempo de estocagem 
poderiam ser um fator a mais na falta de discriminação obtida 
com fluoreto de sódio, um inibidor cuja aplicação já 
demonstrou dificuldades (King e Morgan, 1970; King e Dixon, 
1970). Em nossas condições, o uso de fluoreto de sódio foi 
útil apenas na caracterização do fenótlpo BCHE AF.

Em todos os ensaios de inibição que realizamos, 
aqueles nos quais a benzoilcolina foi o substrato 
apresentaram resultados inferiores, em termos de resolução 
entre as variantes, aos que usaram alfa-naftilacetato (flg. 
05 e 06 a 11). Este dado reforça a indicação do alfa- 
naftilacetato como substrato para a caracterização de 
variantes da BChE, como já descrito por Evans (1986).

Houve concordância entre os dois métodos na 
fenotipagem das amostras , embora uma das amostras tenha 
apresentado comportamento anômalo. Verificamos que as 
amostras de fenótlpo BCHE UF poderiam ser agrupadas em quatro 
classes que designamos conforme a tabela 12. A maioria das 
amostras (grupo 1 ) comportou-se como esperado nas duas 
metodologias. As amostras dos grupos 3 e 4 comportaram-se 
como esperado na metodologia que utiliza benzoilcolina como
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substrato. No entanto, na metodologia de Morrow e Motulsky 
modificada, apresentaram números de inibição elevados com DL- 
propranolol (grupo 3) ou Ro2-0683 (grupo 4), em relação ã 
maioria das amostras do mesmo fenótipo. Isto pode ser devido 
à heterogeneidade descrita para as variantes resistentes ao 
fluoreto (Bartels e cols., 1990). Não podemos, entretanto, 
excluir a possibilidade de que esses indivíduos estejam em 
contato com, ou utilizando alguma substância que poderia 
interferir na fenotipagem quando alfa-naftllacetato é o 
substrato do ensaio.

Uma amostra apresentou comportamento discordante nos 
dois métodos (grupo 2). Foi claramente classificada como de 
fenótipo BCHE UF pelo método de Morrow e Motulsky modificado, 
embora tenha apresentado valor de PN considerado como limite 
inferior de fenótipo BCHE UF e superior com o do fenótipo 
BCHE UA. Na metodologia de Kalow e Genest esta amostra 
apresentou comportamento intermediário entre os fenótlpos 
BCHE UA e BCHE UF com os inibidores dibucaina, fluoreto de 
sódio e Ro2-0683. Com o inibidor DL-propranolol apresentou 
comportamento de fenótipo BCHE UA. Não excluímos a 
possibilidade de que esta amostra possua o fenótipo BCHE FK, 
que até o momento só foi identificado através de estudos 
familiares (Whittaker e cols., 1987b). Como a presença do 
alelo BCHE*K ocasiona uma redução de aproximadamente 33% no 
número de moléculas circulantes, esperar-se-ia que o fenótipo 
BCHE FK apresentasse menor inibição que BCHE UF. As
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freqüências determinadas em nossa amostra para os alelos 
BCHE*F e BCHEaK sêo compatíveis com a presença de até dois 
indivíduos com esse fenótipo. Como nflo dispomos de amostras 
de referência com este fenótipo não pudemos caracterizá-lo. 
Sugerimos que sejam realizados estudos da família para 
possível futura caracterização.

A fenotlpagem do loco CHE2 foi realizada pelo método 
de Van Ros e Vervoort (1973) com modificações introduzidas 
anteriormente em nosso laboratório (Chautard-Freire-Maia e 
cols., 1984a) e também neste trabalho. As modificações que 
introduzimos permitem o ensaio de maior número de amostras 
por dia de trabalho, uma vez que reduzem o tempo de corrida 
eletroforétlca de 12 para 3 horas. Outro ponto positivo é a 
utilização de menor volume de amostra, apresentando a mesma 
resolução obtida no processo original. Como controle de 
qualidade utilizamos, em cada corrida eletroforétlca, soro 
CHE2 C5+ puro e diluído na proporção que originasse bandas C5 
fracas, mas com boa resolução, o que nos assegurava a 
possibilidade de evidenciar fenótipos CHE2 C5+ fracos. Como 
controle negativo empregou-se soro CHE2 C5- para verificar a 
ocorrência de falsos positivos. Estes cuidados foram úteis, 
pois em algumas corridas eletroforéticas as amostras 
apresentaram uma faixa de arraste no local da migração da 
fração C5. Este artefato prejudica a caracterização da banda 
C5 justificando a utilização de um sistema de controle de 
qualidade. As modificações introduzidas tornam o método mais
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prático e econômico, adequado para uso em estudos 
populacionais.

A atividade da BChE foi determinada através da 
metodologia de Dietz e cols. (1973) modificada por Evans e 
Wroe (1978). Analisando a variação apresentada na atividade 
dentro de cada grupo de fenótipos, percebemos que somente a 
apresentada pelos fenótipos BCHE UA + BCHE AK estava dentro 
dos valores esperados. Os indivíduos de fenótipos BCHE UF e 
BCHE U apresentaram limite inferior de atividade menor que o 
esperado. Entre os indivíduos BCHE U poderíamos encontrar 
alguns de fenótipo BCHE K, que não são separados dos 
primeiros por testes de inibição e são relativamente 
frequentes. Espera-se que estes possuam menor atividade que 
os primeiros. Observamos que, entre os indivíduos BCHE UF, 
aqueles que possuem baixa atividade se concentram no grupo 3 
(tab.12), indicando que possam constituir um grupo diferente 
ou então que estes estejam em contato com inibidores da BChE. 
Como a média da atividade não diferiu entre as amostras 
coletadas em 1988 e 1990 (Item 3.1.7 de Resultados), estas 
foram consideradas como uma única amostra para o estudo sobre 
peso e variabilidade genética do loco BCHE.

4.2 Freqüências fenotlplcas e alélicas

A freqüência do fenótipo BCHE UA determinada no 
presente trabalho (tab. 13), foi 1,83% ± 0,31%, enquanto que
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aquela citada na literatura como média para caucasóides é 
cerca de 3%. Entretanto, essa média foi calculada com a 
inclusão de indivíduos BCHE AK, que anteriormente não eram 
discriminados.

A freqüência do alelo BCHE»A (tab. 14) não diferiu da 
citada por Chautard-Freire-Maia e cols. (1984b) para 
caucasóides da população de Curitiba (1,5% ; x2=l,59, p>20%).

Sabe-se que a freqüência deste alelo varia entre as 
diversas populações, e que entre negros é raro (Whittaker, 
1980). Para a população negróide de Curitiba, que apresenta 
cerca de 51% de componente africano (Culpi e Salzano, 1984), 
a freqüência deste alelo foi estimada em 0,8% (Chautard- 
Freire-Maia e cols., 1984b). As freqüências alélica e 
fenotlpica apresentadas nesse trabalho são intermediárias 
entre aquelas descritas para caucasóides e negróldes da 
população de Curitiba, significando que na amostra que 
estudamos, provavelmente há uma parcela de indivíduos de 
origem negróide. Admitindo-se que o alelo BCHE»A fosse 
inexistente nos africanos que vieram ao Brasil e de 
freqüência igual a 1,68% em portugueses (Kattamis e cols., 
1962), nossa amostra apresentaria cerca de 34% de componente 
negróide, segundo aplicação da fórmula de Bernstein (1931, 
Apud Cavalli-Sforza e Bodmer, 1971).

Das amostras ensaiadas nesse trabalho, 1,22% ±0,26% 
possuíam o fenótipo BCHE UF, sendo a freqüência do alelo 
BCHE*F calculada em 0,61% ± 0,13% (tabs. 13 e 14). Em
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amostra de Curitiba a freqüência deste alelo não diferiu 
entre brancos e negros e sua freqüência foi estimada em 0,51% 
± 0,15% (Alcântara e cols., 1991). Este valor não diferiu 
daquele encontrado no presente trabalho (X2=0,22, p>50%).

A freqüência do fenótipo BCHE AK entre os portadores 
do alelo BCHE*A (item 3.2.2 de Resultados) foi estimada em 
17,5% + 6,01 % , e é semelhante às freqüências descritas por 
Evans e Wardell (1984), (X2=l,08; p>20%) e Whittaker e
Britten (1985) (X2=0,45; p>50%) respectivamente. Entretanto,
esta freqüência difere significativamente (X2=4,67; p<5%)
daquela encontrada por Alcântara e cols. (1990), em uma 
amostra da população de Curitiba (2,04% + 2,02%).

Souza e cols. (1991) fizeram um estudo comparativo 
entre os resultados obtidos com soros provenientes de mesmos 
indivíduos fenotlpados como BCHE AK e BCHE UA, estocados 
a -20°C por cerca de 1 ano e 6 anos, analisados através das 
metodologias modificadas por Alcântara (1989) e Picheth e 
cols. (1990). Esses autores observaram que na amostra 
estocada há 6 anos houve tendência de aumento de número de 
inibição, quando comparada com aquela de estocagem mais 
recente. Esse fenômeno pode levar o fenótipo BCHE AK a 
produzir resultado compatível com BCHE UA, na dependência do 
tempo de estocagem.

Como Alcântara e cols. (1990) utilizaram em seu 
trabalho amostras estocadas a -20°C por cerca de 10 anos, os 
achados de Souza e cols. (1991) justificam a discrepância
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entre as freqüências do fenótipo BCHE AK encontradas no 
presente trabalho e no de Alcântara e cols (1990).

A freqüência do alelo BCHE*K foi calculada em 8,34% ± 
4,37% , a partir de indivíduos portadores do alelo BCHE*A e 
admitindo-se os achados de La Du e cols. (1991).

4.3 Peso e fenótipos do loco BCHE

A atividade da BChE está positivamente correlacionada 
com peso (Berry e cols., 1954; Stueber-Odebrecht e cols.,
1985; Brock e Brock, 1990). Esta enzima é codificada pelo 
loco B£HE, sendo sua atividade dele dependente e também
influenciada pelo loco CHE2. Chautard-Freire-Maia e cols. 
(1991a) demonstraram que a correlação entre peso e atividade 
só existe em amostras de indivíduos de fenótipos CHE2 C5- e 
CHE2 C5+ fraco, enquanto que nos indivíduos de fenótipo CHE2 
C5+ forte, peso e atividade da BChE não são correlacionados.

Ao analisarmos o comportamento do peso frente á
variabilidade genética do loco BCHE, verificamos que nos
indivíduos de fenótipos BCHE U e BCHE UA + BCHE AK existe 
correlação positiva entre peso e atividade (tab. 15), e que 
esta correlação não aparece nos indivíduos de fenótipo BCHE 
UF. Observamos também que a amplitude de variação do peso nos 
indivíduos de fenótipo BCHE UA + BCHE AK e BCHE UF é menor 
que a apresentada pelos seus controles de fenótipo usual 
(item 3.3.2 de Resultados), o que pode ser devido ao menor
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número de indivíduos de fenótipo nâo usual. Note-se que não 
há diferença significativa entre as variâncias. Quando 
comparamos a média do peso dos indivíduos de fenótipo não 
usual com a dos seus controles de fenótipo usual, verificamos 
não haver diferença significativa entre elas (item 3 .3.2 de 
Resultados). Entretanto, a diferença não significativa de 
cerca de 3,75 kg a menos no grupo de fenótipo BCHE UF quando 
comparado com seus controles usuais, talvez pudesse se 
revelar significativa numa amostra maior, fi interessante 
ressaltar que, no modelo mais econômico apresentado na tabela 
17, referente a BCHE UF e seus controles, a próxima variável 
independente a ser incluída no modelo seria o loco BCHE ( (B = 
0,17).

Embora não tenhamos detectado diferença entre as 
médias de peso dos fenótipos usual e não usual e sendo o peso 
um caráter quantitativo, decidimos analisar seu comportamento 
frente ás variáveis de que dispúnhamos em nossa amostra (item
3.3.3 de Resultados), através de análises de regressão 
múltipla escalonada. Foram realizadas análises considerando- 
se a amostra total ou os grupos de fenótipo não usual com 
respectivos controles e também cada fenótipo isoladamente. 
Três das regressões foram realizadas para verificar o efeito 
do loco BCHE, quando a atividade é considerada na análise. 
Verificamos que nos três grupos considerados (amostra total, 
BCHE UA + BCHE AK com respectivos controles e BCHE UF com 
respectivos controles), o peso mostrou correlações positivas
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com as variáveis altura, atividade e idade (tab. 16). A 
correlação entre peso e atividade no grupo de fenôtipo BCHE 
UF + controles é devida à presença dos controles de fenótipo 
usual, uma vez gue guando consideramos os indivíduos de 
fenótipo BCHE UF Isoladamente (tab. 15), o peso não mostrou 
correlação com esta variável. Verificamos também gue a 
correlação entre essas mesmas variáveis no grupo de 
indivíduos de fenótlpos BCHE UA + BCHE AK (tab. 15) 
desaparece na análise apresentada na tabela 18, sendo 
possivelmente concomitante com a da altura.

A correlação negativa encontrada entre peso e loco 
BCHEr nos dois primeiros grupos poderia ser explicada pela 
diferença de atividade entre as amostras não usuais e 
controles, e mostra apenas gue, em média, em indivíduos com 
baixa atividade enzimática, o peso nem sempre será 
relativamente baixo, devendo levar-se em conta o fenótipo do 
loco BCHE. Isto significa gue, em média, indivíduos de 
fenótlpos usuais, guando comparados com os não usuais (BCHE 
UA + BCHE AK), ambos com igual atividade enzimática, espera
se gue os usuais apresentem menor peso. Isto não implica em 
correlação entre o loco BCHE e o peso, gue foi excluída nos 
dados da tabela 17. Esta correlação não foi observada no 
grupo de fenótipo BCHE UF + controles usuais, possivelmente 
em virtude do pegueno número de indivíduos.

Observamos também uma correlação positiva entre peso 
e sexo no grupo de fenótlpos BCHE UA + BCHE AK e controles
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(tab. 16), Indicando que, nesta amostra, as mulheres teriam 
maior peso. Este é o grupo que contém o maior número de 
Indivíduos do sexo feminino (N=18), e provavelmente este 
efeito não foi percebido nos outros grupos devido ao pequeno 
número de mulheres presentes.

Quando fizemos análises de regressão múltipla 
escalonada nas quais a atividade foi excluída da lista das 
variáveis independentes (tab. 17), verificamos que em todos 
os grupos considerados o peso correlacionou-se positivamente 
com altura e idade, e não houve correlação entre aquela 
variável e o loco BCHE. Isto indica que atividade e loco 
BCHE estão relacionados, e que apenas a variabilidade 
apresentada pelo loco BCHE (característica estrutural da 
enzima) não influi no peso.

Em outras análises realizadas (tab.18), nas quais se 
separaram os fenótipos do loco BCHE e se considerou a 
atividade da BChE como variável independente, observamos que 
nos indivíduos de fenótipo BCHE U o peso correiacionou-se 
positivamente com a altura, atividade e idade, indicando que 
aquela característica varia concomltantemente com estas. Nos 
grupos de indivíduos de fenótipo não usual, o peso 
correlacionou-se apenas com a altura, o que significa que 
neles a variável peso parece independer da atividade da BChE 
e das variantes do loco BCHE detectáveis pelos métodos de 
inibição enzimática. 0 comportamento do peso nos fenótipos 
BCHE UA + BCHE AK e BCHE UF, foi semelhante ao descrito para
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os Indivíduos de fenótlpo CHE2 C5+ forte no que se refere à 
Independência da atividade da BChE (Chautard-Freire-Maia e 
cols., 1991a). Os dados de Chautard-Freire-Maia e cols. 
(1991a) que mostram correlação entre peso e atividade da BChE 
nos Indivíduos de fenótlpo CHE2 C5- foram reforçados no 
presente trabalho, que mostrou correlação positiva entre as 
mesmas variáveis nos indivíduos de fenótlpo BCHE U CHE2 C5-. 
Entretanto outros resultados obtidos não reforçam a hipótese 
da Influência do loco BCHE sobre o peso, sugerida por 
Chautard-Frelre-Mala e cols. (1991a). Não demonstramos 
relação entre a variabilidade do loco BCHE e a distribuição 
de peso, o que pode sugerir que os achados de Chautard- 
Freire-Maia e cols. (1991a) sejam determinados pela proteína 
X (Masson e cols.,1990), que se liga à BChE nos indivíduos de 
fenótlpo CHE2 C5+, e não devidos à BChE propriamente dita.

Ao analisarmos o peso médio de cada fenótlpo, 
observamos que os controles usuais dos indivíduos de fenótlpo 
BCHE UF apresentavam maior peso que os controles usuais dos 
indivíduos de fenótlpo BCHE UA + BCHE AK. Isto nos levou a 
comparar a altura entre os grupos de fenótipos BCHE UA + BCHE 
AK e BCHE UF. Estes grupos diferiram entre si quanto à altura 
(t=2,10; p=4%; item 3.3.4 de Resultados), e apenas 25% dos 
indivíduos de fenótlpo BCHE UA + BCHE AK possuíam altura 
superior à considerada como mediana dos indivíduos BCHE UF. 
Estes dados podem indicar uma relação entre variabilidade 
genética da BChE e altura, e na literatura já foram descritas
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relações entre esta variável e atividade da BChE (Chautard- 
Freire-Maia, 1989; Brock e Brock, 1990). Outra possibilidade 
é que estejamos cometendo erro tipo 1 ao rejeitarmos a 
hipótese nula , sendo ela verdadeira.



CONCLUSÕES

1. A análise âo comportamento do peso em amostras de adultos 
de fenótipos CHE2 C5-, em relação á variabilidade 
genética do loco BCHE examinada no presente trabalho, 
indica que esta não parece influenciar o peso. Nos 
indivíduos de fenótlpo BCHE U o peso está correlacionado, 
positivamente, com a atividade da BChE. Nos fenótipos não 
usuais não existe tal correlação, e nestes, o peso é
influenciado somente pela altura.

2. Na presente amostra os indivíduos de fenótipos BCHE UF e
BCHE UA + BCHE AK diferem entre si quanto á altura,
possuindo, o grupo de fenótlpo BCHE UF maior média de 
altura.

3. As freqüências dos alelos BCHE*A (1*11 ± 0,17%) e BCHE*E
(0,61 ± 0,13%), determinadas no presente trabalho são
semelhantes àquelas descritas na literatura para amostras 
de Curitiba. A freqüência do fenótlpo BCHE AK determinada 
nesta amostra é semelhante à descrita por Evans e Wardell 
(1984) e Whittaker e Britten (1985) para outras

102
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populações, e difere da encontrada por Alcântara e cols. 
(1990), em amostra de Curitiba.

4. A metodologia de Morrow e Motulsky (1968) com as 
modificações introduzidas por Alcântara (1989) e Picheth 
e cols. (1990), forneceu resultados compatíveis com 
aqueles obtidos através da metodologia de Kalow e Genest 
(1957). O método de Morrow e Motulsky modificado 
apresentou, em nossas condições de trabalho, melhor 
discriminação entre as variantes da BChE que o método de 
Kalow e Genest.
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