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RESUMO

Uma amostra constituida por 1.800 doadores de sangue
da regido de Curitiba foi analisada quanto a freqiiéncia das
variantes genéticas da butirilcolinesterase humana. As
freqiéncias (3 E.P.) encontradas para os alelos do loco BCHE
foram: BCHExU 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 modificagOes introduzidas por
Alcantara (1989) e Picheth e cols. (1990). A classificagdo
das variantes n3o usuais foi confirmada através do método de
Kalow e Genest (1957), e houve concordd&ncia entre as duas
metodologias, com excecdo de uma amostra que apresentou
comportamento anOmalo.

Os individuos de fené6tipo ndo usual foram pareados
quanto a sexo, altura, idade e cor, com individuos de
fen6tipo usual com a finalidade de avaliar a possivel
influ@ncia do loco BCHE sobre o peso. Em relagd3oc ao loco CHE2
todos esses individuos apresentavam o fenétipo CHE2 C5-
Nossos achados indicam que parece ndo haver influéncia do

loco BCHE sobre o peso.
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1 INTRODUGCAO

1.1 HISTORICO

O termo colinesterase foi utilizado pela primeira vez
em 1932 para descrever uma enzima presente no soro de cavalo,
que hidrolisa ésteres de colina (Stedman e Easson, 1932).
Posteriormente esta propriedade também fol demonstrada numa
proteina presente nos eritrécitos e soro humanos, sendo que
um estudo com material humano estabeleceu que as duas enzimas
s80 diferentes e apresentavam propriedades Dbioquimicas
caracteristicas e distintas (Alles e Hawes, 1940). A enzima
presente nos eritrécitos, quase que especifica para ésteres
de colina, fol denominada "colinesterase verdadeira" enquanto
que a enzima sérica, que hidrolisa outros ésteres além dos
ésteres de colina, foli designada "pseudocolinesterase"
(Mendel e Rudney, 1943). Estas enzimas receberam mals tarde
as denominagBes de acetilcolinesterase e colinesterase do
soro, respectivamente. A literatura atual tem recomendado a
designagdo 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



individuos suscetiveis A& succinilcolina (relaxante muscular
de curta durac8o). Esta variante foi denominada "atipica"
devido ao seu comportamento anfSmalo frente & dibucaina, um
inibidor da enzima (Kalow, 1956; Kalow e Genest, 1957; Kalow
e Staron, 1957). A partir de ent80o, 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 fol denominada Cg. Verificaram
também que esta banda era herdada independentemente das
variantes genéticas j& descritas, evidenciando o n8o alelismo
entre estes genes.

Lockridge e cols. (1987b) estabeleceram a segliéncia
de aminodcidos da BChE de tipo wusual. Os trabalhos
simulténeos de Prody e cols. (1987) e McTiernan e cols.
(1987) confirmaram a seqténcia de amino&cidos da enzima,
através de seqlienciamento de ADN.

Arpagaus e co0ls.(1990) estabeleceram a estrutura do
gene da BChE e trabalhos recentes também a nivel de ADN té&m
revelado as mutacgfes responsdveis pela sintese de algumas das
variantes genéticas da enzima (McGuire e <cols., 1989;

Nogueira e cols., 1990; La Du e cols. , 1990).

1.2 CARACTERIZACAO DAS COLINESTERASES
Embora todos o8 organismos animais paregcam ter algum
tipo de enzima capaz de hidrolisar a acetilcolina, a

demonstragcdo da existéncia de AChE e BChE tem sido feita



somente em vertebrados. Estas enzimas s8o produtos de genes
diferentes mas relacionados, que presumivelmente surgiram
através de duplicag8o de um gene ancestral, durante a
emergéncia dos vertebrados. Ambas sdo glicoproteinas e
apresentam alto grau de homologia nas suas seqléncias de
aminoacidos e formas moleculares (revisBes em Lehmann e
Liddell, 1964; Chatonnet e Lockridge, 1989).

Estas enzimas pertencem a classe das esterases, e a
designacdo colinesterase caracteriza esterases que hidrolisam
outros ésteres além dos ésteres de colina e s8o inibidas pela
fisostigmina 10-9M (Augustinsson, 1963). As colinesterases
também sdo inibidas irreversivelmente pelo
diisopropilfluorfosfato e tém marcada afinidade pelos ions de
aménio quaterndrio (Giblett, 1969; Tietz, 1972; Whittaker,
1980).

Apesar de atuarem sobre uma variedade de ésteres ndo-
colinicos, as colinesterases podem ser diferenciadas com base
no grau de especificidade pelo substrato (tabela 01),
sensibilidade & inibig¢8o por compostos orgdnicos (tabela 02)
e também através do reconhecimento por anticorpos monoclonais
(Aldridge, 1953; Cestaric, 1964; La Motta e Woronick, 1971;
Brimijoin e cols., 1983). Além dos inibidores citados na
tabela 02, uma outra droga que causa inibic8o seletiva das
colinesterases ¢é o0 Dbambuterol (bisdimetilcarbamato de
terbutalina) que em doses terapéuticas s86 inibe a BChE e

discrimina entre AChE e BChE mais seletivamente que os



TABELA 01.

NOMENCLATURA E CARACTER1STICAS DIFERENCIAIS ENTRE

ACETILCOLINESTERASE E BUTIRILCOLINESTERASE.

Nomenclatura e

caracteristicas
diferenciais AChE BChE
acetilcolinesterase butirilcolinesterase
colinesterase verdadeira pseudocolinesterase
Designagdes colinesterase I colinesterase II
colinesterase tipo E colinesterase tipo S
colinesterase especifica colinesterase do
80ro
colinesterase ndo
especifica
benzoilcolinesterase
Nome acetilcolina acilcolina
sistematico acetilhidrolase acilhidrolase
(EC 3.1.1.7) (EC 3.1.1.8)
pequeno numero de numero relativamente
Substratos ésteres de colina; grande de ésteres de

Substrato 6timo
Substrato

especifico

Distribuicgdo

Funcdo

alguns ésteres
acéticos

acetilcolina
acetil-p-metilcolina

massa cinzenta do SNC,
placas motoras,
eritrécitos,

placenta, liquido
amniético

hidrélise da
acetilcolina nas

jun¢gdes neuromusculares

colina e outros
ésteres, tais como
derivados do &cido
benzébico

butirilcolina

benzoilcolina

massa branca do SNC,
mucosa do intestino,
figado, pele,
plasma, coragdo,
péncreas

desconhecida




classicos 1s0-OMPA e BW284C51 (Lockridge, 1990a). Uma outra
diferenca entre as colinesterases é que a AChE é inibida em

altas concentracBes de acetilcolina, o que n3o ocorre com a

BChE.

TABELA 02. VALORES DE plgp* DE ALGUNS INIBIDORES SELETIVOS

DAS COLINESTERASES ENCONTRADAS NO SANGUE HUMANO.

Inibidor AChE __ _ _BCRE .
Iso-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 concentracdo molar do inibidor que
causa 50% de inibigdo da atividade da enzima.

Com relacdo a variabilidade molecular, ambas as
enzimas apresentam diversas formas moleculares presentes no
mesmo organismo, incluindo mondmeros, dimeros, tetré@meros e
oligbmeros complexos contendo uma subunidade semelhante a
colageno, formando uma estrutura em cauda. Estas diferentes
formas (fig. 01) sdo tecido especificas e classificadas em

dois grupos principais, conforme exposto a seguir:

a) Formas hidrofilicas: correspondem as formas globulares (G)
e podem constituir-se de 1, 2 ou 4 subunidades cataliticas,
que s8o denominadas respectivamente G;, G2 e G4. Estas formas

s80 secretadas nos fluidos corpéreos. Formas G4 de AChE sdo
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FIGURA 01. FORMAS MOLECULARES MOLTIPLAS DA AChE E BChE,
segundo Chatonnet e Lockridge, 1989, com
modificacbes.



secretadas pelas células nervosas periféricas. As formas Gj,

G2 e G4 de BChE s8o encontradas no plasma.

b) Formas imobilizadas

b.1l) Formas assimétricas (A4 - Ag - Aj3) : contém de 1 a 3
tetrameros hidrofilicos globulares (G4) 1ligados a caudas
colagenosas que se unem Aas membranas por fortes interacgbes
com outras moléculas. Estas formas s8o encontradas no musculo
de vertebrados primitivos mas n8o em invertebrados. Formas
A2 de AChE e BChE sdo encontradas nas Jjuncgdes
neuromusculares de passaros e mamiferos. Formas assimétricas
de AChE também sd80 encontradas na enguia e Torpedo
californica.

b.2) Formas globulares anfifilicas (G): s&o formas globulares
que se ligam as membranas através de ancoras hidrofébicas. No
cérebro de mamiferos encontram-se formas anfifilicas G4 de
AChE e BChE. Formas anfifilicas G, de AChE s8o observadas nos
eritrécitos de mamiferos (Massoulié, 1980; Massoulié e Bon,

1982; Lee e Taylor, 1982; Chatonnet e Lockridge, 1989).

O centro ativo destas enzimas é& constituido por duas
regides responsaveis pela hidrélise do substrato: o sitio
anidnico e o esterdsico. O sitio anibnico é uma regiao
negativamente carregada da superficie da enzima, que se
combina com o grupo positivamente carregado do substrato

(Lehmann e Liddell, 1964; Cestaric, 1964). Trabalhos recentes



indicam que Asp7° deve ocupar uma posicdo importante dentro
ou muito préxima do sitio ativo d4a BChE, uma vez que a sua
substituigcdo reduz a afinidade da enzima para ésteres de
colina (McGuire e cols., 1989). O sitio esterdsico combina-se
a ligagdo éster da molécula do substrato e realiza a
hidrélise. Apresenta um grupo hidroxila do amino&cido serina
(198° residuo), um grupo bé&sico (nitrogénio imidazélico da
histidina) e um centro catifnico ainda n&8o perfeitamente
caracterizado (Lehmann e Liddell, 1964; Cestaric, 1964;

Larini, 1979).

1.3 BUTIRILCOLINESTERASE

1.3.1 Aspectos gerais.

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

A enzima sérica consiste de quatro formas moleculares
principais, designadas por Harris e cols.(1962) C;, Cz, C3, e
C4 em ordem decrescente de mobilidade eletroforética, embora

outros componentes tenham sido descritos (Harris e cols.,

1962 e 1963a; Van Ros e Druet, 1966; Ashton e Simpson, 1966;



Yamamoto e cols., 1986 e 1987) e outros sejam observados
dependendo das condig¢lBes de armazenamento (Harris e cols.,
1962; Joshi e cols., 1979) ou eletroforese (Juul, 1968).

As formas C; e C3 correspondem, respectivamente, ao
mon8mero e dimero, enquanto que C; é uma associag8o através
de ponte dissulfeto, entre o monSmero de BChE e albumina e
possul peso molecular aproximado de 150 kDa (Masson, 1989). O
mondmero C; tem peso molecular de 85 kDa, é constituido por
574 amino&cidos e das 10 asparaginas presentes 9 encontram-se
ligadas a unidades oligossacarideas. Demonstrou-se que 24% do
peso da enzima é& devido a carboidratos e sugere-se que as
cadeias glicosidicas sdo do tipo complexo terminando em acido
sialico, cuja remogdo por sialidases ndo afeta as
propriedades cinéticas da enzima, apenas alterando a sua
mobilidade eletroforética (Ecobichon e Kalow, 1963; Lockridge
e cols., 1987b). A serina do sitio ativo & o 198° residuo a
partir da regido aminoterminal. A forma monomérica apresenta
3 pontes dissulfeto internas, e a cisteina (Cys>71)
possibilita a formagd8o de uma ponte dissulfeto com Cy5571 de
outra subunidade idéntica. Esta ponte dissulfeto dista 4
amino&cidos da regido carboxi-terminal, e quando a enzima é
submetida & acdo da tripsina, um peptideo contendo esta
ligacdo & prontamente clivado .

O componente C4, responsavel por 95% da atividade
sérica da BChE, é um tetramero constituido por 4 subunidades

idénticas, cada uma apresentando um sitio ativo (Lockridge e
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cols., 1979, 1982 e 1987a; Masson, 1979), embora 3j& tenham
sido descritos apenas dois sitios ativos por molécula
(Muensch e cols., 1976). Esta discrep&ncia pode ser explicada
pela presengca de grandes quantidades de BChE inativa no
plasma ou pela inativagc8o da enzima durante o processo de
purificag¢do (Masson, 1991). C4 possul peso molecular
aproximado de 340 kDa (Lockridge e cols., 1987b). Segundo
Lockridge e <cols. (1979), o tetré@mero apresenta forma
globular G4, e estd agrupado como dimero de dimeros. Apés
redugdo e alquilagdo das pontes dissulfeto intercadeias a
enzima continua um tetr@mero e completamente ativa. Conclui-
se Qque estas n8o 880 necessirias para a manutengl8o da
estrutura tetramérica ou para a atividade mas somente para
estabilizar a enzima, e que as quatro subunidades se mantém
unidas por ligac¢Ses n8o covalentes.

Os componentes (i, C3 e C4 880 parcialmente
interconvertiveis, assim C; e C3 podem ser precursores e/ou
produtos de degradag8o de C4 (La Motta e cols., 1968; Masson,
1979).

Devido ao fato de que sob condi¢Bes de protedlise parcial
observa-se uma forma com mobilidade intermedidria entre C3 e
C4, uma outra nomenclatura tem sido utilizada: ChE; para C;;
ChE; para Cj; ChEj para C3; ChE4 para a forma citada e ChEj
para C4. A forma ChE; gerada a partir do tetramero sob aclo 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 eletroforéticas. Como C;, C3 e C4 representam
formas globulares monomérica, dimérica e tetramérica da
enzima, recomendam-se as designagbes G;, G; e G4 de acordo
com o numero de subunidades. A forma C; & referida como Gj-
ALB.

Também foram atribuidas & BChE atividades de
arilacilamidase e de peptidase (Lockridge, 1982; Rao e
Balasubramanian, 1990), embora alguns autores considerem que
estas atividades sejam decorrentes da agdo de substancias

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 indicios da
existéncia de um unico gene que codifica esta enzima. O gene
possul aproximadamente 73 quilo bases e contém quatro exons
que somam 2416 pares de bases. O exon 1 contém seqiiéncias ndo
traduzidas e dois potenciais sitios de iniciagdo de tradugdo.
O exon 2 possui 1525 pares de bases e contém 83% da seqiéncia
codificadora para a proteina madura, incluindo a porgédo
amino-terminal e o sitio ativo serina. Possui também um
terceiro sitio de 1iniciac8oc de tradugdo, possivelmente
funcional. O exon 3 possui 167 nucleotideos e o exon 4, Qque

contém 604 pares de base, codifica a porgdo carboxi-terminal
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da proteina e a regi8io 3' n8o traduzida onde dois sinais de
poliadenilac8o foram identificados. O intron 1 possui 6,5
quilo bases e o tamanho minimo dos introns 2 e 3 foi estimado
em 27 e 32 quilo bases, respectivamente (fig. 02). N&o se
descartou a possibilidade da existé&ncia de um exon adicional
a extremidade 5' do exon 1 .

Ainda nd3o se conhece a sequéncia de amindacidos da
AChE humana, mas ao se comparar a sequéncia da BChE humana
com a da AChE de outros animais encontraram-se homologias
apesar das enzimas serem provenientes de espécies
evolutivamente distantes (Chatonnet e Lockridge, 1989).

A seqliéncia de amindacidos da BChE humana plasmatica
mostra 54% de homologia com a AChE de Torpedo californica e
Torpedo marmorata e 38% com AChE de Drosophila melanogaster:;
mostra também 28% de identidade com a por¢do carboxi-terminal
das tireoglobulinas bovina e de rato. Os introns 2 e 3 do
gene BCHE humano est8o presentes na mesma localizacdo nos
genes ACHE de Torpedo e Dros6fila (fig. 03). O gene da AChE
de Torpedo também possui um grande exon contendo a maioria da
seqiiéncia codificadora da proteina madura, equivalente ao
nosso exon 2. Esta grande homologia 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 Dros6fila possuli sete exons na regi&8oc onde os genes

ACHE e BCHE de vertebrados t&m um Unico exon, o0 que indica
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FIGURA 02.

CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DO GENE DA BChE
HUMANA, segundo La Du e cols., 1990.

S* representa a serina do sitio ativo da enzima.
As demais letras maidtsculas representam a
posicd8o das mutagcBes que originam algumas das
variantes genéticas da BChE.
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DE Torpedo <californica e Drosophila, segundo
Arpagaus e cols., 1990.

Os introns nd8o estdo em escala. Um exon
alternativo hipotético na extremidade 3' do gene

BCHE humano foi 1indicado com um ©ponto de
interrogacdo.
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que a divergéncia entre as colinesterases 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 existéncia da forma hidrofilica G4 presente no
plasma. Lockridge (1990b), através de técnicas de ADN
recombinante, conseguiu expressar BChE com as especificidades
normais para substratos e inibidores, e com a organizacé8o
tetramérica, em células CHO (Chinese Hamster Ovary). Isto
mostra que a seqiiéncia que codifica para os 574 amindbacidos
da proteina madura mais a regido que inclui a seqiiéncia lider
sdo suficientes para a secre¢do e reunido em um tetramero.

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

A hipdtese sugerida para explicar este fato & que o
tetr&8mero anfifilico seja constituido pela associagdo das
estruturas cataliticas (hidrofilicas) a um elemento
hidrofébico n8o catalitico, ndo codificado pelo gene da BChE,
que media a ligagdo & membrana ( Chatonnet e Lockridge,
1989). Entretanto, o gene da AChE de Torpedo produz os dois
tipos de unidades cataliticas (hidrofébica e hidrofilica) por
"splicing" alternativo de dois exons na extremidade 3'.
Devido 4 homologia estrutural entre estes genes, ndo seria de

todo improvavel 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 Importéncia clinica do estudo da BChE

A BChE participa do metabolismo de drogas que contém
ésteres, como AAS, heroina, aprophen, mivacurium, acetato de
metilprednisolona, succinilcolina, certos anestésicos
derivados do &cido benzéico como procaina e ametocaina, e do
bambuterol (bisdimetilcarbamato de terbutalina), um bronco-
dilatador de agdo prolongada, que é degradado enzimaticamente
principalmente por esta enzima, para entdo fornecer o
composto ativo terbutalina. No caso do bambuterol, o processo
catalitico & acompanhado por uma inibigdo reversivel da BChE.
( Bang e cols., 1990 a,b).

Esta enzima é utilizada como prova de funcgdo hepéatica
e também como indicador de exposicao a compostos
organofosforados e carbamatos, que sdo potentes inibidores da
BChE. Medidas da atividade da enzima s8o realizadas nas
intoxicac®es por estes compostos (Smith, 1974; Long, 1975;

Zimmerman e Henry, 1979; Chu, 1985; King, 1987).
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1.3.4 Possiveis fungdes da BChE

A funcdo fisiolégica da BChE n8oc ¢é conhecida
(Giblett, 1969; Whittaker, 1980; Brown e cols., 1981; Evans,
1986) e embora existam varias proposicdes, nenhuma delas
ainda foi comprovada. Foli proposto que a BChE estaria
relacionada com os processos de conduc8o lenta das células
nervosas; que seria importante em limitar respostas a agentes
colinérgicos hidrolisédveis e que funcionaria como protegdo
para a AChE contra produtos que a possam inibir (revisdes em
Lehmann e Liddel, 1964; Whittaker, 1980). Kutty (1980) cita
algumas possiveis func¢des: BChE participando da estrutura da
mielina; responsavel pelo controle dos niveis plasmaticos da
acetilcolina e acetilcolinesterase; associada com a remogao
de colinésteres intermediarios. Layer e Sporns (1987) relatam
forte correlagdo positiva entre atividade da BChE e
proliferac8o celular. Diversos autores sugerem que a BChE
estaria relacionada com o metabolismo de lipidos. Clitherow e
cols. (1963) propSem que a principal funcd8c da BChE seria
desdobrar ésteres butiricos formados no metabolismo dos
lipidios. Segundo Kutty e Acharya (1972) e Kutty e cols.,
(1973, 1975 e 1977) a BChE estaria relacionada com a
assimilacdo dos alimentos. Os mesmos autores sugerem que a
BChE estaria associada com a estrutura das beta lipoproteinas
e que seria responsivel pela transformag&o das lipoproteinas

VLDL em LDL. Foram descritas correlagl8es positivas entre
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atividade da BChE e peso em individuos normais (Stueber-
Odebrecht e cols., 1985; Brock e Brock, 1990). Chautard-
Freire-Maia e cols. (199l1a) propdem relac8o entre expressio
da aloenzima C5 e peso. Foi observado o aumento da atividade
da enzima em condi¢c8es associadas com o metabolismo anormal
de 1lipidios, como nas hiperlipoproteinemias, obesidade e
diabetes (Cucuianu e cols., 1968 ; Chu e cols., 1978; Kutty e
cols., 1981; Deshmukh, 1986). Cucuianu e cols. (1978) sugerem
que a enzima tenha a secre¢do 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 possivel fungcdo no metabolismo de
lipidos.

Segundo Evans (1986), é& provavel que a BChE nd3o tenha
funcdo importante, ou que esta possa ser executada através de
outra via metabdlica, uma vez que existem individuos sem
atividade detectavel da enzima no plasma e que ndo apresentam

sintomas clinicos.

1.3.5 Fatores que interferem na atividade da BChE

Fatores genéticos sdo muito importantes na
determinag8o da atividade da BChE, mas diversos fatores
fisiolégicos e patolédgicos podem influencié-la, assim como
certas subst8ncias medicamentosas e até mesmo o conteido da

dieta.
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AlteraclBes Fisiolégicas

Durante o primeiro trimestre da gravidez ocorre uma
queda de, em média, 30% na atividade da BChE e o retorno aos
niveis normais ocorre entre a 28 e 62 sgemanas poés-parto.
Ao nascer, os niveis da enzima s8o baixos, aproximadamente
50% do adulto, e entre os 3 e 6 anos de vida a atividade
média & aproximadamente 30% superior A& apresentada pelos
adultos. A partir de entdo, a atividade comega a decrescer
até chegar na época da puberdade, aos niveis dos adultos
(revisBes em Giblett, 1969; Whittaker, 1980; Tietz, 1985;
Evans, 1986). Apés este periodo ndo ocorre variagdlo
apreciavel na atividade intraindividual (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).

Alteragfes Patolégicas

Como a BChE é sintetizada no figado (Wescoe e cols.,
1947), doencas hepAticas que afetam as células do paré&nquima
resultam em atividade diminuida da enzima. Atividade
diminuida da BChE também ocorre em infarte do miocardio,
doencas do coldgeno, m& nutrigdo, hiperpirexia, uremia,
anemias crénicas, infecgdes agudas, queimaduras, carcinomas e

tuberculose. Atividade elevada da enzima estd associada com
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obesidade, hiperlipidemia, hipertens8o essencial, nefrose,
asma, alcoolismo, estados de ansiedade e tirotoxicose

(Cestaric, 1964; Whittaker, 1980; Brown e cols., 1981).

AlteragBes 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 o0s glicocortic6tides, estrogénios
sintéticos, ecotiopato e ciclofosfamida sendo que o0s dois
dltimos ligam-se irreversivelmente & enzima. Hexafluorenio,
tetrahidroaminacridina, bambuterol e edrofonio s&o drogas que
causam inibigdo reversivel da BChE. Fisostigmina e
neostigmina inibem a BChE por formarem um composto
intermedidrio (carbamoil-enzima), que ¢é hidrolisado numa
velocidade muito baixa (Stryer, 1988). Outras drogas que
interferem com a atividade da BChE: 1itio, pancurbnio,
fenelzine, clorpromazina e inibidores da monoaminaoxidase
(Cestaric, 1964; Young e cols., 1975; Whittaker, 1980; Tietz,
1985; Evans, 1986).

1.3.6 BChE e Defensivos Agricolas

As colinesterases s8o0 1inibidas pelos compostos

organofosforados e carbamatos Qque sdo0 utilizados na

agricultura como pesticidas e herbicidas (Larini, 1979). Os
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compostos organofosforados inibem as colinesterases através
da ligagcd3 do grupo fosforil & serina do sitio ativo,
formando um complexo covalente fosforil-enzima muito estéavel.
A acd3o0 dos carbamatos ocorre pela formagdo da ligaclio do
grupo carbamoil & serina do sitio ativo. Este composto é
hidrolisado 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 cirirgicos. E
hidrolisada pela BChE formando succinilmonocolina e colina. O
diéster & um poderoso relaxante muscular, e 0 monoéster tem
pequena atividade farmacolégica. Quando a succinilcolina é
injetada via endovenosa, aproximadamente 90% da dose &
hidrolisada pela BChE, em um minuto. Portanto, a dose real de
succinilcolina, que atinge as Jjun¢gdes neuromusculares, é
muito menor que a dose injetada. A succinilcolina €& 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
recuperac8io é rapida 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 apnéia
prolongada na ausé&ncia de hidrélise pela BChE. A recuperaglo
ndo comega até que a maioria da succinilcolina tenha sido
hidrolisada ou clareada do sangue e fluido extracelular. Apés
o sangue e fluido extracelular terem s8ido clareados da
succinilcolina, a taxa de recuperagdo da apnéia depende da
concentragdo remanescente nas placas motoras, ou do numero de
receptores ocupados, e da taxa de difusdo desta substéncia
para fora da placa motora terminal. A BChE ndo tem efeito
sobre a succinilcolina uma vez que a droga esteja na placa
motora terminal.

A resposta exagerada de pessoas homozigotas da BChE
atipica ¢é  explicada pela 1inabilidade desta variante
enzimAdtica hidrolisar a succinilcolina. A enzima atipica tem
baixa afinidade por este miorrelaxante, e n&o o hidrolisa em
concentrac8o farmacolégica. A conseqiiéncia da baixa afinidade
da enzima atipica pela succinilcolina & que a droga ndo é
hidrolisada no sangue, e a placa motora recebe uma dose extra

50 a 100 vezes superior & normal (Lockridge, 1990a).

1.4 VARIABILIDADE GENETICA

Até h4& pouco tempo considerava-se que a BChE fosse
determinada por dois locos genéticos previamente designados
E; e E;. Posteriormente estes locos foram designados CHEl e

CHE2 e atualmente a denominag8o CHE1l foi substituida por
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BCHE. O loco BCHE apresenta polialelismo e & responséavel
pela sintese da maioria das variantes genéticas da BChE.
Essas variantes s8o detectadas principalmente através de
testes de inibicdo enzimatica.

Tem sido suposto que o0 loco CHE2 dirija a producgdo de
uma forma adicional de BChE, detectada através de
eletroforese, denominada C; por apresentar menor migracdo.
Esse loco apresenta dois alelos reconhecidos (Harris e cols.,

1963 a, b).

1.4.1 Loco BCHE

Na década de 50, logo depois que a succinilcolina
tornou-se comercialmente disponivel, observou-se Qque nem
todos o0s pacientes recuperavam-se dos seus efeitos té&o
rapidamente como era previsto e foram registrados episddios
de paralisia muscular e apnéia que duravam varias horas.
Demonstrou-se que esta resposta exagerada frente & uma dose
padr8o de succinilcolina era uma caracteristica hereditéaria,
n8o devida a uma baixa concentragdo da enzima normal, mas a
uma enzima variante menos efetiva em hidrolisar substratos.
Esse fol o primeiro passo para a detecgdo das variantes
genéticas da BChE. Variantes genéticas determinadas pelo loco
BCHE compreendem os alelos BCHE#A, BCHE+#F, BCHE#S, BCHE*R,
BCHE+T, BCHE#J, BCHE+K, BCHE+H, BCHE#NFDL, que resultam numa

atividade média inferior A& observada nos homozigotos para o

alelo BCHE*U. Na tabela 03 encontram-se dados referentes as



Tabela 03. FREQUENCIAS DOS ALELOS DO LOCO BCHE DESCRITOS ENTRE ALGUMAS POPULACOES
BRASILEIRAS COM PREDOMINANCIA DE CAUSOIDES

Regido —N _Freq.%

Belém
Nordeste
Sudeste
Blumenau
Curitiba
Curitiba

Nordeste

Alelo BCHE#A

Alelo BCHE#F Alelo BCHE#*K

259
110
406
597
999

2.138

1,5
2,7
2,6
0.4
1,5

1,5

—N  _Freq.% N _Freq.%

_— ——— -—- ---  (Guerreiro e Chautard-Freire-Maia, 1984)
-— - -— --- (Magna e cols., 1983)

_— - - --- (Magna e cols., 1980)

-— - -—- --=  (Stuber-Odebrecht e cols., 1985)

- - -—- ---  (Chautard-Freire-Maia e cols, 1984)

1.069 0,51 2.014 2,04 (Alcantara e cols., 1990a, 1990b)
2.138 0,49 --- -—— (Simpson e Kalow, 1965)

--- = n8o0 analisados

1 44
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freqiéncias de alguns fendtipos da BChE determinados em
algumas populacdes brasileiras.

Este loco foli atribuido ao cromossomo 3, através de
andlise de ligac&o e hibridizac8o "in situ" (Robson e cols.,
1966; Yang e cols., 1984).

As variantes sdo evidenciadas através da utilizacgdo
de inibidores diferenciais como dibucaina, fluoreto de sédio,
DL-propranolol, Ro2-0683, etc.

Apdés a identificagdo, por seqiienciamento de ADN, das
mutacbdes responsadveis pela sintese de algumas das variantes
genéticas da BChE, foram propostas designacBes formais para

cada alelo, como indicado na tabela 04.

1.4.1.1 Alelo BCHE#*U

Esse alelo é& responsavel pela sintese da forma mais
comum de BChE, designada "usual" e que apresenta a maior
inibic80 frente A& maioria dos 1inibidores wutilizados. O
seqlienciamento deste gene fol realizado por Arpagaus e cols.
(1990) e constitui-se como base para o estabelecimento das

mutacdes responsiveis pelas outras variantes genéticas do

loco BCHE.



TABELA 04. NOMENCLATURA  REFERENTE

AS

VARIANTES GENETICAS DA

IDENTIFICADAS ATRAVES DE SEQUENCIAMENTO DE ADN.#*

BChE

Fenétipos

Normal (usual)
Resistente a
dibucaina (atipico)
Silencioso,
sem atividade
Resistente
ao fluoreto
Resistente ao
fluoreto

K

H

Alteracgdo de
—aminoacido

nenhuma

70 Asp->Gly

117 Gly->

frame shift

243 Thr->Met

390 Gly->Val

539 Ala->Thr

142 Val->Met

Alteracado
no ADN

nenhuma

nt

nt

nt

nt

nt

nt

209 (GAT->GGT)
351 (GGT->GGAG)

728 (ACG->ATG)

1169(GGT->GTT)

1615(GCA->ACA)
424 (GTG->ATG)

Nome formal
_do alelo .

BCHE

BCHE#70G

BCHE#FS117

BCHE*243M

BCHE#*390V

BCHE#539T

BCHE#%142M

# Segundo La Du e cols., 1991.

nt = nucleotideo

9¢
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1.4.1.2 Alelo BCHE+#A

Esse alelo condiciona a enzima "atipica",
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
atipica, e também demonstraram que a dltima possuli
propriedades cataliticas alteradas. Uma mutag3oc de ponto no
nucleotideo 209, que resulta na substituigdo de Asp7° (GAT)
por glicina (GGT) é a responsével pela determinagdo da
variante atipica. Esta modificaglc na estrutura produz a
substituigcdo de um residuo dcido por um neutro, e
presumivelmente afeta o sitio anidnico do centro ativo da
enzima, o que seria uma explicagcdo para a afinidade reduzida
que a enzima atipica apresenta frente a ésteres de colina

(McGuire e cols., 1989; Neville e cols., 1990).

1.4.1.3 Alelo BCHE#*F

Harris e Whittaker (1961) descreveram uma variante da
BChE resistente ao inibidor fluoreto de s6dio. As variantes
resistentes ao fluoreto constituem um grupo heterogéneo.
Bartels e cols. (1990) demonstraram em dois membros de uma
familia portadora desta variante, uma mutac8o que acarreta a

substituicdo de treonina (Thr243) por metionina (Met). Numa
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outra familia portadora da enzima resistente ao fluoreto, os
mesmos pesquisadores identificaram uma mutaclo que afeta o

aminoacido 390, trocando glicina por valina.

1.4.1.4 Alelos silenciosos

Liddell e cols. (1962) relataram o primeiro caso de
deficiéncia completa de atividade da BChE, sem causa
patolégica que a justificasse, revelando assim a existéncia
de um homozigoto para o alelo silencioso. Subsequentemente
varios outros casos foram relatados e se detectou a
existéncia de heterogeneidade genética entre os fenbétipos
silenciosos observados (Gutsche e cols., 1967; Kattamis e
cols, 1967; Rubinstein e cols., 1970; Scott e Wright, 1976).
O alelo S (também designado tipo I ou tipo O) ocasiona
deficiéncia completa da enzima, o alelo T (tipo 1II)
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, & o responsével pela variante que
apresenta menos de 10% da atividade normal e que mostra uma
banda de mobilidade levemente mais r&pida que a da enzima
usual, em eletroforese em gel de amido (Goedde e cols.,
1965). Nogueira e cols. (1990) identificaram uma mutagdo que
causa uma alteracdo na seqiiéncia de leitura a partir do codon
117, onde GGT (Gly) passa a ser ocupado por GGAG, levando a

criac8o de um cédigo de parada na posigcdo 129. A mutacdo leva
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4 traduclo de somente 128 aminoadcidos, sendo anterior ao
codon que codifica a serina do sitio ativo (Ser198). Assim,
se o0 polipeptideo correspondente fosse produzido, ele teria
somente 22% do comprimento da enzima normal. A mutagdo
descrita explica a existéncia do alelo S.

Whittaker e cols., (1990b), utilizando imuno
eletroforese em foguete e ELISA para quantificar, e
benzoilcolina e butirilcolina para medir a atividade da
enzima de homozigotos silenciosos, confirmaram a existéncia
de heterogeneidade genética e sugeriram a ocorréncia de um
quarto alelo silencioso, que 8e caracterizaria por altos

niveis de proteina imuno reativa.

1.4.1.5 Alelo BCHE*J

Garry e cols. (1976) identificaram uma variante da
BChE associada com uma redug8o de 66% do numero de moléculas
circulantes. Este dado fol posteriormente confirmado por

Rubinstein e cols. (1976).

1.4.1.6 Alelo BCHE*SU

Este alelo foili 1identificado por Agarwal e cols.
(1976), ao analisarem soros de individuos considerados como
portadores do fenétipo usual, mas que apresentaram apnéia

prolongada frente a dose padr8o de succinilcolina. Goedde e
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Agarwal (1978), ao analisarem estes soros, utilizando
paralelamente como substrato tanto a benzoilcolina como a
succinilcolina e dibucaina como inibidor, verificaram

inibigc8o anbmala frente ao ultimo substrato.

1.4.1.7 Alelo BCHE#*K

Rubinstein e cols. (1978) descreveram uma variante da
BChE, denominada K em honra a Werner Kalow, que foi
identificada em heterozigose com a variante atipica, por
apresentar resultados caracteristicos no perfil de inibigdo
com dibucaina. A presenca deste alelo resulta na redugdo de
33% das moléculas circulantes. Evans e Wardell (1984) e
Whittaker e Britten (1985), pesquisando a freqiiéncia do
fenétipo BCHE AK, entre individuos anteriormente
identificados como BCHE UA, encontraram os valores 11,5% e
13,3%, respectivamente. A freqtiéncia deste fenétipo avaliada
em 2,04% para uma amostra da populag8o de Curitiba é
significativamente menor que as acima citadas (Alcantara e
cols. 1990).

Atualmente ndo se pode distinguir os individuos BCHE
UK e BCHE KK dos BCHE UU através de testes de inibigao
(Whittaker e Britten, 1990a). A variante K é& resultado de uma
mutagcdo que causa a substituig¢do de alanina por treonina na

posicdo 539. La Du e cols. (1990), utilizando a técnica da

PCR, detectaram um desequilibrio de 1ligac8o0 entre as
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variantes atipica e K, verificando que cerca de 90% das
mutacBes atipicas estdo ligadas em tandem com a mutaglo K.

O mesmo grupo de pesquisadores té&m identificado,
através de andlise de ADN, genétipos que ndo poderiam ser
distinguidos através dos testes de inibigl8o (tabela 05).

Deve-se ressaltar que entre os fenétipos
classificados como BCHE AK, através de métodos de inibigao
enzimidtica, encontram-se os genébtipos BCHE AK/K, BCHE A/K e
BCHE A/U pela an&lise de ADN (La Du, 1990)*. Percebe-se
também que o fenétipo BCHE UA, 1identificado através de
métodos de inibigd8o enzimatica, apresenta as mutac¢les A e K
em cis, possuindo o genétipo BCHE AK/U.

A freqliéncia do alelo K, determinada pela analise do
ADN através da utilizagdo da técnica da PCR é de 11,3% (La Du

e cols., 1990).

1.4.1.8 Alelo BCHE*NFDL

Este alelo foili descrito por Simpson e Elliott (1981)
numa familia de Newfoundland. E reconhecido por apresentar
alta porcentagem de inibigdo pela dibucaina, particularmente

quando o substrato utilizado é a succinilditiocolina.

*# Painel apresentado no 3° Congresso Internacional sobre

Colinesterases, Franca 1990.
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TABELA 05. COMPARACAO ENTRE DADOS OBTIDOS PARA ALGUMAS DAS VARIANTE
GENETICAS DA BChE, ATRAVES DE METODOS DE INIBICAO
ENZIMATICA E PCR*.

Classificacdo das

—Variantes Genéticas @ ___ Aminodcido afetado =
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