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RESUMO

A butirilcolinesterase humana (BChE; EC 3.1.1.8) ¢ uma esterase sintetizada
pelas células hepaticas e codificada pelo gene BCHE (3q26.1-g26.2). Apesar de sua
funcdo fisiologica nao ter sido completamente esclarecida, a BChE ja foi associada a
peso, indice de massa corporal (IMC), obesidade, lipoproteinas e metabolismo de
lipides. No presente trabalho foi analisada a possivel influéncia das mutagdes —116A
do exon 1 e 1615A do exon 4 do gene BCHE sobre varidveis antropométricas — peso,
altura e IMC — (N = 220 1615GA; N = 220 1615GG) e sobre a atividade da BChE (N
= 100 1615GG e N = 80 1615GA). Essas amostras, previamente tipadas para o sitio
1615, foram genotipadas, por meio de PCR-SSCA, para o sitio —116 do exon 1 do
gene BCHE quanto as variantes —116G e —116A. A andlise estatistica levou em conta
os genotipos referentes aos exons 1 e 4 e considerou trés classes genotipicas (-116GG;
1615GG, -116GG; 1615GA e -116GA; 1615GA). Comparando-se essas trés classes,
quanto a variancia das distribuicdes de peso e de IMC, observaram-se variancias
significativamente maiores na classe genotipica -116GA; 1615GA, quando comparada
com as demais. Como as variancias das distribui¢des de peso e de IMC nao diferiram
entre os gendtipos -116GG; 1615GA e -116GG; 1615GG, conclui-se que a presenca
do alelo -116A ¢ necessaria para o aumento da variancia dessas distribuicdes. Contudo,
como todos os portadores do alelo —116A considerados nessas comparagdes também
sao portadores de 1615A, ndao ha como excluir a possibilidade de efeito conjunto
dessas duas mutagdes. As comparagdes entre as médias de atividade da BChE nessas 3
classes genotipicas mostraram que a presen¢a da variante -116A estd associada a uma
diminui¢ao na média da atividade da BChE. Esses dados sdo favoraveis a hipotese de
que a variagao -116A, por estar associada a atividade baixa da BChE, leva a perda da
influéncia dessa enzima na homeostase do peso ¢ do IMC. Nessa situacdo, outros
fatores genéticos e ambientais se tornariam mais influentes na determinagdo dessas
variaveis e, dependendo do seu modo de agdo, levariam a desvios da média tanto no
sentido positivo como negativo, causando aumento da variancia na distribuicao dessas

variaveis.
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ABSTRACT

Human butyrylcholinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) is an esterase synthesized by
hepatic cells, codified by the BCHE gene (3q26.1-q26.2). Although its physiologic
function 1is still not completely understand, BChE has already been associated to
weight, body mass index (BMI), obesity, lipoproteins and lipid metabolism. The
possible influence of mutations —116A from exon 1 and 1615A from exon 4 of the
BCHE gene was analyzed in relation to anthropometric variables — weight, height and
BMI — (N =220 1615GA; N = 220 1615GG) and to BChE activity (N = 100 1615GG
and N = 80 1615GA). These samples, previously typed for the 1615 site, were
genotyped for the -116 site of exon 1 of the BCHE gene by PCR-SSCA on what refers
to —116G and —116A variants. The statistical analysis took into account genotypes of
exons 1 and 4 and considered 3 genotype classes (-116GG; 1615GG, -116GG;
1615GA and -116GA; 1615GA). When variances of weight and BMI distributions
were compared in these 3 classes, significantly higher variances were shown in -
116GA; 1615GA than in the two other genotypes. Considering that the distributions of
weight and BMI did not differ in the -116GG; 1615GA and -116GG; 1615GG
genotypes, it was concluded that the presence of the -116A variant is necessary for the
increase of the variance of these distributions. However, considering that all the
carriers of the —116A allele included in these comparisons are also carriers of 1615A,
there i1s no way of excluding the possibility of a joint effect of these two mutations.
The comparisons of the mean activities of BChE of these 3 genotype classes showed
that the presence of the -116A variant is associated with a decrease in the mean BChE
activity. These data favor the hypothesis that the -116A variant, in view of its
association to low BChE activity, leads to a loss of influence of this enzyme in the
homeostasis of weight and BMI. In this situation other factors of genetic and
environmental origin would become more influent in the determination of these
variables and, depending on the sort of their action, would lead to shifts from the mean
both in the positive and negative directions, causing the increase of the variance of

these distributions.



INTRODUCAO

A butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) ¢ uma esterase s€rica que hidrolisa
diversos ésteres de colina e que utiliza a butirilcolina como substrato preferencial. A
BChE ¢ sintetizada pelas células hepaticas e amplamente distribuida no organismo.
Sua fungdo fisioldgica, bem como seu substrato natural, ndo foram completamente
esclarecidos, no entanto a BChE ja foi associada a lipides, lipoproteinas, peso, indice
de massa corporal (IMC) e obesidade (KALMAN et al., 2004; KUTTY e PAYNE, 1994;
STUEBER-ODEBRECHT et al., 1985; SOUZA et al., 2005a ¢ ALCANTARA et al., 2003,
respectivamente).

O gene BCHE esta localizado no braco longo do cromossomo trés (3q26.1-
g26.2; SOREQ et al., 1987; ALLDERDICE et al., 1991; GAUGHAN et al., 1991) e sua
estrutura de 4 exons e seqiienciamento de nucleotideos foram estabelecidos por
ARPAGAUS et al. (1990). O sitio promotor e o de inicio de transcricdo do gene BCHE
foram elucidados por JBILO et al. (1994).

O loco CHE2 (2q33-35) codifica uma substancia cuja natureza permanece
desconhecida, que se associa ao tetraimero da BChE formando o complexo Cs (HARRIS
et al., 1962; MASSON, 1991). Esse loco apresenta dois alelos: CHE2*C5+ e

CHE2*C5- responsaveis, respectivamente, pela presenca e auséncia do complexo Cs:

O uso de succinilcolina, como relaxante muscular pré-operatorio, durante a
década de 50, possibilitou a descoberta da primeira variante genética do gene BCHE,
denominada de atipica. A variante atipica ¢ incapaz de hidrolisar a succinilcolina em
doses fisiologicas, causando paralisia muscular e apnéia respiratéria prolongada nos
pacientes portadores dessa variante. O seqiienciamento do gene BCHE (ARPAGAUS et
al., 1990) possibilitou a anélise do DNA, o que vem permitindo a identificacdo de
muitas outras variantes do gene BCHE.

O indice de massa corporal (IMC) e o peso tém padrao de heranca multifatorial.
Assim, o fenotipo de um individuo sera o resultado da intera¢do entre varios genes de
predisposi¢do e fatores ambientais. Por ndo apresentarem um padrdo de heranca
simples, a deteccdo dos genes envolvidos na etiologia do peso ¢ do IMC ¢ mais

complexa, entretanto, mesmo a detec¢do de parte deles ¢ de importincia para se



conhecer melhor a etiologia genética dessas caracteristicas e, também colabora para se
entender mais a respeito das fun¢des dos genes implicados.

Dados de nosso laboratério mostraram correlagdo positiva entre a atividade da
BChE e peso em individuos do fenotipo CHE2 C5- (CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al.,
1990) e sobre, respectivamente, médias de peso e de IMC inferiores em individuos
CHE2 C5+, quando comparados a seus controles CHE2 C5— (CHAUTARD-FREIRE-
MAIA et al., 1991 e ALCANTARA et al., 2001).

No presente estudo avaliou-se, em amostra de doadores de sangue selecionada
ao acaso quanto ao IMC, a possivel influéncia das mutagdes —116A do exon 1 e 1615A
do exon 4 do gene BCHE sobre varidveis antropométricas (peso, altura e IMC) e sobre
a atividade da BChE. Foram utilizadas amostras de DNA de 220 heterozigotos
1615GA e 220 controles homozigotos usuais (1615GG), bem como de 22 homozigotos
1615AA e seus 22 controles homozigotos 1615GG, sendo que o plasma de 204 desses

individuos foi analisado quanto a atividade da BChE.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 COLINESTRERASES

As colinesterases sdo esterases capazes de hidrolizar ésteres de colina, sendo
inibidas pela fisostigmina na concentragio de 10°M (AUGUSTINSSON, 1963). Nos
vertebrados existem dois tipos de colinesterases: a acetilcolinesterase (AChE; EC
3.1.1.7) e a butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8). A acetilcolinesterase, que
hidrolisa preferencialmente o neurotransmissor acetilcolina, originando acetato e
colina, ¢ encontrada nos eritrocitos, sistema nervoso central e placa motora de
musculos esqueléticos. A butirilcolinesterase utiliza como substrato preferencial a
butirilcolina, mas também ¢ capaz de hidrolisar desde acetilcolina até heptanoilcolina.
A seqiiéncia de aminoacidos da BChE humana tem 54% de identidade com a AChE da
raia Torpedo californica (LOCKRIDGE et al., 1987a).

Além da hidrolise de ésteres de colina, a AChE e a BChE exibem outras
atividades cataliticas. As seqiiéncias similares entre diferentes esterases, lipases,
tiroglobulina, proteinas de adesdao celular e colinesterases sugerem que as
colinesterases tém a capacidade de exibir mais de uma atividade biologica e fungdes
bioldgicas mais amplas (BALASUBRAMANIAN e BHANUMATHY, 1993).

A AChE e a BChE possuem atividade de aril-acilamidase amino sensivel
(AAA), ou seja, tém capacidade de hidrolizar ligacdes acil-amida. A atividade AAA,
em ambas enzimas, ¢ inibida por inibidores de colinesterases e serotonina (5-
hidroxitriptamina). Além disso, a atividade AAA da BChE ¢ estimulada pela presenca
de tiramina.

Como a ligagdo acil-amida, clivada pela atividade AAA, ¢ similar aquelas
encontradas em drogas que atuam no alivio a dor, como o paracetamol e o fenacetin,
se algumas dessas drogas sintéticas ¢ clivada pela atividade AAA entdo, a serotonina
que inibe a atividade AAA, pode ajudar a prolongar a vida dessas drogas na
circulagdo, melhorando seu efeito analgésico. A serotonina ¢ conhecida por ter efeito
no processo de alivio da dor. Tentativas para demonstrar a desacilagdo da droga
fenacetin pela atividade AAA ndo tém tido sucesso. Entretanto ¢ possivel supor a

existéncia de um analgésico endoégeno nao conhecido, que contenha ligagao acil-amida



suscetivel a atividade AAA e que seja modulada pela acetilcolina e pela serotonina,
sugerindo uma funcao para a atividade AAA das colinesterases no mecanismo da dor
(BALASUBRAMANIAN ¢ BHANUMATHY, 1993).

A enxaqueca ja foi correlacionada ao excesso de tiramina. Apesar de ndo ser
clara a relagdo existente entre a enxaqueca e a tiramina ¢ possivel especular que um
aumento de tiramina estimule a agdo de AAA na circulagdo, levando a degradacao de
um analgésico endégeno composto por acil-amida, resultando no transtorno de um
mecanismo natural de alivio da dor. Assim, pode-se supor uma possivel funcao para a
BChE no mecanismo da dor, j& que o excesso de tiramina estimula a atividade AAA
da BChE que seria modulada pela serotonina e pela tiramina (BALASUBRAMANIAN e
BHANUMATHY, 1993).

Ha evidéncias de que a BChE seja a principal enzima atuando na desintoxicacao
do organismo pela cocaina, sendo capaz de hidrolisar a cocaina convertendo-a em
derivados menos ativos. Os primeiros experimentos que identificaram a BChE como
uma enzima capaz de hidrolisar a cocaina mostraram que, na presenca de trés
caracteristicos inibidores da BChE, a hidrolise da cocaina também era inibida
(STEWART et al., 1977 ¢ INABA et al., 1978 apud Xie et al., 1998). Experimentos
realizados em ratos mostraram que a administragdo da BChE humana purificada
protegeu esses animais dos efeitos toxicos da cocaina (HOFFMAN et al., 1996). Esses
autores observaram que os efeitos da cocaina causaram ataques de epilepsia e morte
em 100% dos animais que ndo tiveram prévia admistragdo da BChE. Em contraste, o
pré-tratamento com BChE protegeu 70% dos animais da morte e evitou 60% dos
ataques de epilepsia. Essas evidéncias mostram que a BChE pode ser utilizada no
tratamento de desintoxicagdo do organismo como uma alternativa a terapia
convencional com antagonistas de receptores. Contudo, como a eficiéncia da BChE ¢
baixa, ¢ necessaria grande quantidade dessa enzima para desintoxicar um paciente
humano (SUN et al., 2001; 2002).

Estudos tém mostrado a existéncia de relagdo entre as colinesterases e
diferenciacao celular. LAYER e SPORNS (1987), estudando cérebro e retina de galinha,
observaram que, durante o inicio do desenvolvimento embrionario, a atividade da

AChE aumenta quando a atividade da BChE j& diminuiu. Os autores também



observaram que a atividade da BChE estava diretamente e a atividade da AChE estava
inversamente correlacionada com a proliferacdo celular, sugerindo que as
colinesterases estejam envolvidas na regulacdo dessa transi¢do entre proliferagdo e

diferenciagao celular.

2.2 BUTIRILCOLINESTERASE

De acordo com a Comissao de Enzimas da Unido Internacional de Bioquimica,
a butirilcolinesterase € classificada como acilcolina-acilhidrolase (EC 3.1.1.8). A sigla
“EC” ¢é a abreviagdo de Enzyme Comission. O primeiro nimero desse codigo ¢
referente a classe da enzima, no caso da BChE, classe hidrolase, pois catalisa reacoes
de hidrolise. O segundo niimero designa a subclasse € a acdo da enzima sobre ligacdes
ésteres. O terceiro niimero indica a sub-subclasse, que enquadra a BChE na categoria
hidrolase de éster carboxilico. O ultimo nimero representa a série dentro da sub-
subclasse (IUBMB, acessado em 16/07/2005).

A BChE ¢ sintetizada pelas células hepaticas e amplamente distribuida no
organismo, sendo encontrada no plasma, musculo liso, pancreas, adipocitos, pele,
massa branca do cérebro e coragdo (WESCOE et al., 1947). Foi demonstrado que, em
murinos, ela também ¢ sintetizada nas células do tecido adiposo (ORESKOVIC e
KUNEC-VAIJIC, 1992). A funcdo fisioldgica desta enzima, bem como seu substrato
natural, ndo estdo claramente estabelecidos. No entanto, a BChE ja foi associada ao
metabolismo de lipides, lipoproteinas, & homeostase do peso, indice de massa corporal

(IMC) e obesidade.

2.2.1 FORMAS MOLECULARES DA BChE

No plasma, os produtos do gene BCHE existem em variadas formas
moleculares e as principais, designadas em ordem decrescente de mobilidade
eletroforética sdo: C,, C,, C3, C4 e Cs (HARRIS et al., 1962; 1963), respectivamente,
mondmero, mondmero ligado a albumina, dimero, tetramero e o tetramero ligado a

uma substancia ainda desconhecida.



A forma C; da BChE humana ¢ constituida por 574 aminoacidos e nove cadeias
de carboidratos ligadas a nove asparaginas (LOCKRIDGE et al., 1987b).

A composicdo de C,, elucidada por MASSON (1989), ¢ formada pela associagao
covalente de um monomero da BChE a albumina. Apesar da forma molecular da C, ter
sido elucidada, seu significado bioldgico ainda permanece desconhecido.

A forma C; ¢ um dimero, com peso molecular de aproximadamente 180 kDa
(LOCKRIDGE et al., 1987b).

A forma C4 a mais abundante no plasma, tem peso molecular de 340 kDa e ¢
formada por quatro subunidades idénticas, arranjadas na forma de dois dimeros. Cada
dimero ¢ formado por dois mondmeros unidos por uma ponte dissulfeto, cuja fungao ¢
dar estabilidade a molécula (LOCKRIDGE et al., 1979; LOCKRIDGE ¢ LA DU, 1982). No

entanto, a ligagdo entre os dimeros, que se unem para formar o tetrdmero (C)), ¢

mantida por ligagdes ndo covalentes.

A forma C5 ¢ constituida pelo tetrdmero ligado a uma substiancia ainda

desconhecida de aproximadamente 60 kDa. Também foi descrita uma banda que pode
ter mobilidade eletroforetica semelhante 4 banda Cs em certo pH (SOuzA et al., 1993),

chamada de banda C4/5.

ALCANTARA et al. (1999) e ALCANTARA (2000) encontraram 12 bandas
eletroforéticas em gel de poliacrilamida, sugerindo que a BChE possa estar ligada a
diversas outras substincias.

Uma outra nomenclatura proposta por MASSOULIE e BON (1982) representa as
formas globulares (G) e assimétricas (A) da enzima e o nimero de subunidades. As
formas globulares podem ser soluveis ou ligadas @ membrana celular por uma proteina
transmembranica, denominada PRIMA “proline-rich membrane anchor” (PERRIER et
al., 2002). A nomenclatura das formas globulares ¢ representada por G1, G2 G3 e G4,
respectivamente monomero, dimero, trimero de mobilidade intermediaria entre G2 e
G4 ¢ o tetramero. O complexo formado pelo mondmero da BChE mais albumina ¢
representado por G1-ALB. As formas assimétricas (alongadas), representadas pela
letra A, sdo formadas por um a trés tetrameros (A4, A8, Al2) covalentemente
associados a uma cauda de colageno (Col-Q) que os ancora na matriz extra-celular da

juncao neuro-muscular (KREJCI et al., 1997).



2.2.2. ESTRUTURA DA BChE HUMANA

Um modelo tridimensional da BChE humana foi construido por MILLARD e
BROOMFIELD (1992) derivado por andlise computacional a partir da estrutura
cristalografica da AChE de Torpedo californica (TcAChE), que apresenta 53,8% de
identidade com a BChE humana (LOCKRIDGE et al., 1987a). A estrutura terciaria da
BChE ¢ muito similar a AChE, mas a entrada do sulco que leva a triade catalitica (Glu
325, His 438 e Ser 198) do sitio ativo apresenta diferencas. Todos os nove
oligossacarideos conhecidos da BChE ocorrem fora do sulco de entrada do sitio ativo e
a maioria esté localizada em uma face do monomero.

A estrutura cristalografica da BChE humana foi determinada por NICOLET et al.
(2003) e, de forma geral, ela ¢ bastante similar a estrutura da TcAChE (figura 1).
Porém, os residuos aromaticos encontrados na entrada do sitio ativo da TcAChE foram
substituidos, na BChE, por residuos hidrofobicos e aqueles no bolso de ligacdo do
grupamento acil (residuos Phe288 e Phe290) foram substituidos por Leu286 e Val288,
respectivamente. Essas mudancas tornam possivel a ligacdo de uma gama maior de
substratos na BChE em rela¢do a AChE.

O sitio anidnico periférico da BChE humana estd envolvido no mecanismo de
ativacao de substratos (figura 2). Dois locais de ligacdo de substrato, Asp70 no sitio
anionico periférico e Trp82 no sitio ativo, sao conectados por uma alga 6mega (Q2). A
ativacdo do substrato da BChE envolve a participagdo de diferentes dominios na
entrada do sitio ativo da enzima, incluindo o sitio anidnico periférico (Asp70 e
Tyr332), o sub-sitio de ligagdo do sitio ativo (Trp82 e Ala328), o residuo estabilizador
Glul97 e o residuo Asn83 da alga QO (MASSON et al., 2001).



Figura 1. Representagdo da superposi¢ao da BChE (azul claro), TcAChE (azul escuro)
e AChE de Drosophila melanogaster (verde) na regido da entrada do sitio ativo
(Fonte: NICOLET et al., 2003).
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Figura 2. Alga Q da BChE e aminoacidos que interagem com ela. (A) O sitio aniénico
periférico da BChE ¢ definido pelos residuos Asp70 e Tyr332. Ao entrar no canal do
sitio ativo, a butiriltiocolina liga-se ao sitio anidnico periférico e subseqiientemente ao
Trp82. A fita ¢ a alga QQ formada pelos aminoacidos 65 a 92. Asn83 ¢ ligado por ponte
de hidrogénio a Asp70. O sitio ativo € a Ser198 no fundo do tunel. A distancia entre o
sitio anidnico periférico e o sitio ativo ¢ de cerca de 10 A. (B) Trp430 interage com
Trp82, Tyr332 e Tyr440. (C) Lys339 interage com Phe73 e Phe76 na alga Q. (D) Os
residuos Trp82, Glul97 e Ala328 estdo envolvidos na ligacdo com o substrato (Fonte:

MASSON et al., 2001).
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2.3 GENE BCHE

ARPAGAUS et al. (1990) obtiveram evidéncias sobre a existéncia de um unico
gene que codifica a BChE humana, bem como a estrutura deste gene. O gene BCHE
(3926.1-g26.2), localizado no brago longo do cromossomo trés, tem 64.559 pb até o
sitio CA de poliadenilacdo e ¢ formado por quatro exons com 2.444 pares de bases
(Figura 3). Destes, apenas 1.722, o que corresponde a 574 aminoacidos, determinam a
estrutura da enzima madura (NCBI, NT 005612, acessado em 16/07/2005).

O exon 1, com 149 pares de bases, contém as seqiliéncias nao traduzidas, e dois
sitios potenciais de inicio de traducao nos cddons -69 e -47. O exon 2, com 1.525 pb,
contém 83% da seqii€éncia que codifica a proteina madura, incluindo a extremidade N-
terminal, o sitio ativo e um possivel sitio de inicio de traducao, no cédon -28. O exon 3
contém 167 nucleotideos, que fazem parte da seqiiéncia que codifica a proteina
madura. O exon 4, com 603 pares de base, possui as seqiiéncias que codificam a
extremidade C-terminal da proteina e a regido 3’ ndo traduzida com dois sinais de
poliadenilagdo. Os trés introns também foram identificados, totalizando 62.115 pb. O
intron 1 tem 6.272 pb, o intron 2 tem 43.205 pb e o intron 3 tem 12.638 pb (NCBI,
NT 005612, acessado em 16/07/2005).

~ EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4
149 pb 1525 pb 167 pb 603 pb

Figura 3. Representagdo do gene BCHE com os quatro exons e seus respectivos pares
de bases. A regido hachurada corresponde a seqiiéncia que codifica a proteina madura

e a regiao nao hachurada do exon 2 corresponde ao peptideo lider.
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O mRNA da BChE possui cerca de 40% de bases G+C, proporcao semelhante
aquela encontrada para essas bases, no genoma humano total. Porém, quando
comparado com o indice de nucleotideos G+C de genes que codificam proteinas
colinérgicas, tais como 0s receptores muscarinicos e nicotinicos de acetilcolina, em
mamiferos e aves, o gene BCHE tem um menor contetido desses nucleotideos em
relagdo aos genes dessas outras proteinas (CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989). O
mRNA da BChE ¢ mais abundante na maioria dos tecidos que o da AChE, exceto no
cérebro e musculo onde o mRNA da AChE ¢ mais abundante (LEGAY et al., 1993).

A regido promotora e o sitio de inicio de transcrigdo do gene BCHE foram
elucidados por JBILO et al. (1994). Eles analisaram a regido regulatoria a montante da
regido codificadora e encontraram um Unico sitio de inicio de transcri¢ao, localizado
157 pares de bases a montante da Met *°, que corresponde ao sitio de inicio de
tradugdo. Os autores também identificaram potenciais elementos regulatorios do sitio
promotor, incluindo um sitio de ligagao para o fator de transcricdo (AP1) e multiplos
sitios para Oct-1 (proteina ligadora de octamero), PEA-3 (elementos que contém
seqliéncias similares ao sitio de ligacdo da classe Ets de oncoproteinas) e sitios de
ligagdo de topoisomerase. As seqiiéncias que estdo ao redor do sitio de inicio de
transcricdo do gene BCHE mostraram homologia com elementos iniciadores
encontrados em genes sem TATA Box, que sdo regulados durante o desenvolvimento.
Como o gene BCHE humano nao apresenta uma seqiiéncia consenso TATA box e,
sabendo que na auséncia do TATA box, a transcricdo tem inicio em um elemento
localizado no sitio de inicio da transcrigdo chamado iniciador, os autores sugeriram
que, no gene BCHE, a ativacdo do elemento de iniciacdo pode ocorrer através de um
fator AP1, pois o plasmidio pCB58wI, que ndo continha o sitio AP1, ndo apresentou
atividade de promotor (JBILO et al., 1994).

Existem dois sitios poli A funcionais, sendo provavel que um deles determine a
forma anfifilica, ainda n3o encontrada na BChE, mas produzida na AChE por
processamento alternativo (JBILO et al., 1994). A regido 5 ndo traduzida apresenta
uma estrutura em grampo que vai do nucleotideo +17 até +39, com 9 bases pareadas e
3 bases ndo pareadas no topo da estrutura. Estudos em eucariotos mostram que esse

tipo de estrutura pode modular a tradugao (K0zAK, 1991).
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ARPAGAUS et al. (1991) mostraram que ha uma grande identidade entre o gene
da BChE humana e o de varios outros mamiferos (macaco, vaca, carneiro, porco, cao,
coelho e camundongo). A maior identidade da seqiiéncia de aminoécidos foi entre a
BChE humana e a de macaco Rhesus (100%) e a menor entre a BChE humana e a de
camundongos (91,5%). As seqiiéncias em torno do sitio ativo e do sitio anidnico

estavam conservadas em todos os animais estudados.

2.4 VARIABILIDADE GENETICA

A variacdo genética da BChE ¢ condicionada por alelos de dois locos: BCHE ¢

CHE2.

2.4.1 Loco CHE2

HARRIS et al. (1962; 1963), usando eletroforese bidimensional em papel e gel
de amido, verificaram a presenca de algumas das formas moleculares da BChE. Além
das bandas C;, C,, C; e C,4, foi observada uma banda extra, denominada Cs, em 14 dos

300 individuos analisados, representando 4,6% da amostra. A banda C5 ¢ determinada,

tanto pelo loco BCHE, como pelo loco CHE?2 (2q33-35; EIBERG et al., 1989). O loco
CHEZ2 apresenta dois alelos CHE2*C5+ e CHE2*C5- responsaveis, respectivamente,

pela presenca e auséncia da banda C5

HARRIS (1970) relata que os individuos CHE2*C5+ tém atividade média da
BChE cerca de 25% superior a dos CHE2*C5-. SUGIMORI (1986) mostrou que nos
individuos CHE2*C5+ h4a menor duracdo da agdo da succinilcolina do que nos
individuos CHE2*C5-, que seriam mais sensiveis a esta droga. CHAUTARD-FREIRE-
MAIA et al. (1991) encontraram o fendtipo CHE2*C5+ em amostra da populacdo de
Curitiba, com freqiiéncia de 10,3%.

A natureza molecular da banda Cs ndo foi completamente elucidada. SCOTT e
POWERS (1974) sugerem que a banda Cs seria um hibrido, formado da associagdo entre
BChE e uma substancia desconhecida codificada pelo loco CHEZ.

A associacdo do tetramero da butirilcolinesterase a uma proteina foi proposta

por MASSON (1991), para explicar a formagdo da banda Cs. Como a massa molecular
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dessa banda (400kDa) ¢ 60kDa maior que a massa molecular de G4 (340kDa), esta
diferenga pode ser atribuida a essa proteina. Apesar dos resultados obtidos por
MASSON (1991) nao permitirem identificar a substancia codificada pelo loco CHEZ2,
varias hipdteses (albumina, imunoglobulina, hibrido de AChE/BChE, coldgeno,

fibronectina e fosfolipideo) puderam ser descartadas.

2.4.2 Loco BCHE

O uso de succinilcolina, durante a década de 50, como relaxante muscular pré-
operatorio, possibilitou a descoberta da primeira variante do gene BCHE, denominada
de atipica. Alguns pacientes, quando submetidos a esse relaxante muscular,
apresentavam paralisia muscular e apnéia respiratoria prolongada. Essa resposta
exagerada deve-se a presenga de uma enzima nao-usual, que apresenta uma menor
eficiéncia, quando comparada a usual, na hidrdlise da succinilcolina em doses
fisiologicas.

KALOW e STARON (1957), através de inibicdo enzimatica, puderam identificar
alguns alelos do gene BCHE e, posteriormente, o seqiienciamento de DNA
(ARPAGAUS et al., 1990) vem permitindo a identificacdo de muitas outras variantes do
gene BCHE. As mutagdes do gene BCHE j4 identificadas sdo apresentadas na tabela 1.

Os diversos alelos ja identificados indicam a grande heterogeneidade molecular
do gene BCHE. A variante atipica, resultante de mutacao de GAT para GGT que leva
a substituicdo do acido aspartico para glicina no aminoacido 70 (Asp70—Gly; D70G),
tem menor afinidade por ésteres de colina, pois o residuo Asp70 estd em um local onde
ocorre a ligacdo de substrato no sitio anidnico periférico da BChE (MCGUIRE et
al.,1989).

Diversas variantes podem apresentar o fendtipo silencioso, por terem atividade
enzimatica inferior a 10% em relagdo a enzima usual. Existem, também,
polimorfismos descritos fora da regido codificadora da enzima madura, como as
variantes no sitio -116 no exon 1, que leva a alteragdo de TGC para TAC, sendo que a
freqiiéncia da variante -116A observada pelos autores que descreveram a mutagdo foi

igual a 8% (BARTELS et al., 1990). A variante do sitio 1914 também esta localizada
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fora da regido codificadora, 189 bases depois do codon stop no exon 4 (BARTELS et al.,
1990).

Outras variantes podem estar presentes no plasma em concentragdes mais
baixas que a usual. A mutagdo que gera a variante K (1615A) leva a uma substitui¢ao
de Alanina por Treonina (GCA—ACA) e ocorre no nucleotideo 1615 (BARTELS et al.,
1992b), tendo sido associada a 33% menos moléculas circulantes do que a BChE usual
(RUBINSTEIN et al., 1978). ALTAMIRANO et al. (2000), entretanto, verificaram que a
enzima 1615A ndo possui atividade da BChE diferente da enzima usual, em relagdo a
afinidade e taxa de catalise do substrato, taxa de secre¢ao da célula e formagao dos
tetrameros.

Nove mutagdes novas e raras, presentes no exon 2, foram descritas em nosso
laboratorio: 223G—C (G75R); 270A—C (E90D); 297T—>G (199M); 486T—C
(A162A); (Souza el al.,, 2005b); 35A—>G (K12R); 45G—C (G15G); 880G—A
(V294M); 997G—C (G333C); 1408C—T (R470W); (Mikami, 2004).

Tabela 1 - Lista de variantes ja descritas do gene BCHE, incluindo a alteragao de

nucleotideo e o nome do alelo.

Alteragdo de nucleotideo Nome® Referéncia

Exon 1

-116; GoA BARTELS et al., 1990
Exon 2

9-11; CATCAT—CAT 14del MAEKAWA et al., 1997
16; ATT—> TT 16fs BARTELS et al., 1992b; PRIMO-PARMO et al., 1996
35; AAA—-AGA K12R MIKAMI, 2004

45; GGG—-GGC G15G MikaMmI, 2004

71; ACG—HATG T24M MAEKAWA et al., 1997
82; TTT-ATT F28lI YEN et al., 2003

98; TAT-TGT Y33C PRIMO-PARMO et al., 1996
109; CCT->TCT P37S PRIMO-PARMO et al., 1996
208; GAT—-CAT D70H BOECK et al., 2002

209; GAT->GGT D70G (A) MCGUIRE et al., 1989

continua
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Alteragdo de nucleotideo Nome® Referéncia

223; GGC—CGC G75R SouzA et al., 2005b
270; GAA—-GAC E90D Souza et al., 2005b
286; AAT>TAT N96Y YEN et al., 2003

297; ATT—-ATG 199M SOUZA eT aL., 2005B
298; CCA—->TCA P100S MAEKAWA et al.; TAKAGI et al.; LU et al.,1997
318; AAT—SAAAT N106fs YEN et al., 2003; ON-KEI CHAN et al., 2005
344 ; GGT—-GAT G115D PRIMO-PARMO et al., 1997
351; GGT—->GGAG G117fs NOGUEIRA et al., 1990
355; CAA—-TAA Q119X SUDO et al., 1996

375; TTASTTT L125F PRIMO-PARMO et al., 1996
383; TAT->TGT Y128C HIDAKA et al., 1997
424 ; GTG—ATG V142M (H)  JENSENetal., 1992
486; GCT—>GCC A162A Souza et al., 2005b
510; GAT—-GAG D170E PRIMO-PARMO et al., 1996
514; CAG—-TAG Q172X GATKE et al., 2001
551; GCC—-GTC A184V (SC) GREENBERG et al., 1995
592; AGT-—>GGT S198G PRIMO-PARMO et al., 1996
596; GCA—->GTA A199V SAKAMOTO et al., 1998
601; GCA—ACA A201T PRIMO-PARMO et al., 1996
607; TCA—CCA S203P HIDAKA et al., 2001
728; ACG—HATG T243M (F-1) NOGUEIRA et al., 1992
748; ACT—-CCT T250P MAEKAWA et al., 1995
765; GAG—GAC E255D PRIMO-PARMO et al., 1996
800; AAA—-AGA K267R MAEKAWA et al., 1997
811; GAA-TAA E271X PRIMO-PARMO et al., 1996
880; GTG—HATG V294M MikaMI, 2004

943; ACC—AACC T315fs HIDAKA et al., 1992
943; ACC—HTCC T315S LIU et al., 2002

988; TTA—-ATA L330I SuDO et al., 1997

997; GGT->TGT G333C MIKAMI, 2004

1062 — 1076 K355insALU MURATANI et al., 1991; MAEKAWA et al., 2004
1093; GGA—CGA G365R HIDAKA et al., 1992; HADA et al., 1992
1156; CGT->TGT R386C YEN et al., 2003

1169; GGT-HGTT G390V (F-2) NOGUEIRA et al., 1992
1200; TGC—HTGA C400X HIDAKA et al., 1997b
1253; TTC—>TCC F418S MAEKAWA et al., 1995
1270; CGA—-TGA R424X YEN et al., 2003

1273; TCC—CCC S425P GNATT et al., 1990
1294 ; GAA—>TAA E432X LEVANO et al., 2005
1303; GGA—AGA G435R DEY etal., 1997

1336; TTT-HGTT F446V DEY et al., 1998

1351; GAA->TAA E451X DEY etal., 1998

1378; GAG—AAG E460K YEN et al., 2003

continua
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Alteragdo de nucleotideo Nome® Referéncia

1393; AGA—>TGA R465X MAEKAWA et al., 1995
1408; CGG—HTGG R470W MikAm, 2004

1411; TGG—CGG WA471R PRIMO-PARMO et al., 1996
1420; TTT-HCTT FA474RL ON-KEI CHAN et al., 2005
Intron 2

1VS2—-8T—G PRIMO-PARMO et al., 1996
Exon 3

1490; GAA—-GTA E497V (J) BARTELS et al., 1992*
1500; TAT—>TAA Y500X BARTELS et al., 1992b; PRIMO-PARMO et al., 1996
1543; CGT->TGT R515C MAEKAWA et al., 1995
1553; CAA—-CTA Q518L PRIMO-PARMO et al., 1996
Exon 4

1615; GCA—ACA A539T (K)  BARTELsetal, 1992b
1914 A—G BARTELS et al., 1990

“: nome comum entre parénteses
Fonte: SouzA et al. (2005b), com atualizagdes.

2.5. RELACOES DA BChE COM LIPIDES E LIPOPROTEINAS

O desequilibrio positivo entre a ingestdo de alimentos e o gasto de energia leva
a estocagem desse excesso em forma de biomoléculas, que serdo disponibilizadas ao
organismo de acordo com a necessidade fisiologica. A fonte priméria de estocagem de
energia quimica sdo as gorduras neutras, também chamadas de triglicérides, que sao
lipides formados por uma molécula de glicerol ligada a trés acidos graxos. Os
triglicérides, por serem hidrofobicos e possuirem uma alta densidade caldrica,
possibilitam um armazenamento eficiente, sem afetar o equilibrio osmoético do
organismo (ROSENBAUM et al., 1997).

Devido a sua natureza hidrofobica, os lipides sdo transportados no organismo
no interior de estruturas hidrofilicas chamadas lipoproteinas, compostas por um nucleo
hidrofébico que contém triglicérides e ésteres de colesterol circundado por uma
camada hidrofilica de fosfolipides, colesterol livre e apoproteina.

As lipoproteinas sdo classificadas de acordo com sua densidade, composi¢ao
lipidica e protéica. Quanto a densidade, as lipoproteinas sdo classificadas como:
quilomicrons, que correspondem a lipoproteina menos densa; lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL); lipoproteina de densidade intermediaria (IDL);
lipoproteina de densidade baixa (LDL); lipoproteina de densidade alta (HDL) e
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lipoproteina de densidade muito alta (VHDL). Quanto a composicao lipidica, os
quilomicrons e as VLDL transportam principalmente triglicérides, de origem exdgena
(proveniente da alimentagdo) e enddgena, respectivamente; as LDL transportam
principalmente ésteres de colesterol que, quando em excesso, podem se depositar nas
membranas do endotélio; a HDL ¢ responsavel pelo transporte do colesterol enddgeno
ao figado e as VHDL sdo complexos de 4cidos graxos livres e albumina ou
fosfolipides e albumina. Quanto a composi¢do protéica, as lipoproteinas sao divididas
em seis classes de apoproteinas (A-F), algumas preferencialmente encontradas em
determinado tipo de lipoproteina, como a A-I encontrada nas HDL e a B100 nas LDL.

LAWRENCE ¢ MELNICK (1961) sugeriram a formagdao de um complexo entre a
LDL e a BChE que seria mantido por ligacdo fisica, uma vez que ¢ desfeito por
métodos fisicos. Os autores encontraram tracos de atividade da BChE nessa
lipoproteina e observaram que, apds o tratamento do soro com ultrassom, ocorria um
aumento nessa atividade, indicando que o complexo LDL/BChE seria desfeito por
oscilagdo sonica.

CUCUIANU et al. (1968) examinaram amostras quanto ao nivel de colesterol,
triglicérides e atividade da BChE. As amostras foram separadas em quatro grupos, um
grupo controle com nivel de lipides e peso normal, um grupo de obesos com nivel de
lipides normal, um grupo controle hiperlip€mico com peso normal e um grupo de
obesos hiperlipémicos. Os autores observaram um significativo aumento na atividade
da BChE nos grupos ndo-controle. Ao analisarem grupos com um mesmo nivel de
lipides, notaram que ocorria um aumento na atividade da BChE em individuos obesos.

KUTTY et al. (1973) observaram, em coelhos tratados com endotoxina de
Escherichia coli, que causa hiperlipidemia, um aumento na atividade da BChE, bem
como na concentracdo de VLDL apds 24 horas de tratamento. Verificaram que, entre
48 e 72 horas ap6s o tratamento, houve uma reducdo da VLDL e da BChE e um
simultaneo aumento de LDL e HDL. Os autores propuseram que a LDL seria formada
pela ligagdo de uma pré-LDL a BChE.

Ao analisarem a atividade da BChE em um paciente intoxicado pelo
organofosforado paration (o, o - dietil o (p — nitrofenil) fosforotioato), KUTTY et al.

(1975) verificaram uma redug¢do na atividade dessa enzima, bem como na
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concentragdo da LDL. Os niveis da enzima e da lipoproteina voltaram ao normal com
a recuperacao clinica do paciente. Ao tratarem cobaias com o organofosforado iodeto
de fosfolina, os autores obtiveram os mesmos resultados, quanto a atividade
enzimatica e o nivel de LDL, sugerindo que a baixa concentragao da lipoproteina seria
devida ao decréscimo da atividade da BChE.

KUTTY et al. (1977) verificaram, em precipitados de lipoproteina beta (LDL),
que a atividade da BChE era proporcional a concentragao da LDL observada no soro.
Observaram, também, que camundongos tratados com um inibidor da BChE
(neostigmina) apresentavam significativo decréscimo na sintese de lipoproteina beta
no soro € um aumento na sintese de lipoproteina alfa (HDL).

Cobaias com diabete induzida foram submetidas a um inibidor ndo toxico da
BChE (ISO-OMPA) e apresentaram uma redugdo nos niveis de triglicérides no soro e
figado, bem como de VLDL no soro, sugerindo que a BChE possui um papel no
metabolismo das lipoproteinas de densidade muito baixa (KUTTY e PAYNE, 1994).

Amostras de pacientes com hiperlipidemia tipo II-b, detectada pelo aumento de
LDL e VLDL, apresentaram um aumento na atividade da BChE quando comparado
com o grupo controle, sugerindo uma possivel associacdo entre o metabolismo

anormal de lipides e atividade da BChE ( KALMAN et al., 2004).

2.6 BCHE E VARIAVEIS ASSOCIADAS AO PESO E IMC

Um dos métodos sugeridos pela Organizacdo Mundial de Saude, utilizado como
classificatorio para categorias de peso corporal, é o Indice de Massa Corporal (IMC),
calculado como a razdo entre o peso em quilogramas e o quadrado da altura em
metros. Os valores de IMC e as respectivas categorias de peso podem ser observados
na tabela 2. Embora o IMC permita uma avaliacdo pratica das categorias de peso
corporal, os valores desse indice podem ndo corresponder ao mesmo grau de gordura
em populacdes diferentes. Estudos da Organizacdo Mundial de Saude mostraram que
as categorias de peso acima do normal ocorriam para valores mais baixos de IMC em

populagdes de origem asiatica (WHO - WESTERN PACIFIC REGION, 2000). A altura
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também afeta os valores de IMC fornecendo indices distorcidos para individuos muito
altos ou muito baixos.

A herdabilidade do peso (PLOMIN et al., 1997 apud TRACEY et al., 2001) e do
IMC (MAES et al., 1997) foi estimada em pares de gémeos. Os autores observaram que
os fatores genéticos explicam cerca de 50 a 90% da variancia do IMC em gémeos,
sendo geralmente mais alta que a herdabilidade obtida em estudos com outros
consangiiineos (20% — 80%) e em casos de adoc¢do (20% — 60%). Além disso, estudos
com gémeos ¢ em casos de adogdo levaram a conclusdo de que a maior parte da
variancia do peso ¢ devida a fatores genéticos (PLOMIN et al., 1997 apud TRACEY et
al., 2001).

Tabela 2 - Valores do indice de massa corporal (IMC) e suas respectivas categorias de

peso.

Categoria de peso IMC (kg/m?)
Abaixo do peso IMC < 18,5
Peso normal 18,5 <IMC <25
Pré-obeso (excesso de peso) 25 <IMC <30
Obesidade classe I (obesidade leve) 30<IMC <35
Obesidade classe II (obesidade grave) 35<IMC <40
Obesidade classe III (obesidade morbida) IMC > 40

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1995.

A 1identificacdo de genes envolvidos em caracteristicas multifatoriais, como o
peso e IMC, ¢ complicada devido ao modo de heraca complexo. Uma ferramenta til
na identificacdo de genes que contribuem para esses fendtipos sdo os estudos de
associacgao.

Associagoes da BChE com peso e com IMC foram evidenciadas em diversos
estudos. STUEBER-ODEBRECHT et al. (1985) mostraram associacdo positiva entre

atividade da BChE e peso. CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al. (1991) encontraram, em
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amostra da populagdo de Curitiba, uma média de peso significativamente inferior em
individuos CHE2 C5+, quando comparados a seus controles CHE2 C5—. Resultados
semelhantes foram observados por ALCANTARA et al. (2001), que encontraram média
de IMC mais baixa em individuos de fendtipo CHE2 C5+, em relacao a seus controles
CHE2 C5-. Além disso, FURTADO (2005) encontrou freqiiéncia significativamente
menor do fenotipo CHE2 C5+ em obesos do que em seus controles com IMC normal.
CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al. (1990) observaram a existencia de correlacdo positiva
entre a atividade da BChE e peso em individuos do fen6tipo CHE2 C5—. ALCANTARA
et al. (2002) observaram que a atividade da BChE estava positivamente correlacionada
com idade, IMC, hipertensao e diabetes mellitus do tipo 2, assim como com os niveis
de triglicérides, colesterol total, LDL e apolipoproteinas.

SouzA et al. (2005a) analisaram a possivel influéncia da variabilidade do exon
4 do gene BCHE sobre o IMC em doadores de sangue de Curitiba. Foi encontrada
variancia de IMC significativamente maior no grupo 1615GA (N = 222) em relacao ao
grupo controle 1615GG (N = 222). Usando a amostra populacional de 923 doadores de
sangue, na qual constam esses 444 individuos, esses autores classificaram-na em dois
grupos quanto ao IMC — extremo (IMC > 30 e IMC < 20) e ndo extremo — e
mostraram que os genotipos nao estavam distribuidos igualmente nesses dois grupos
principalmente pela freqiiéncia do gendtipo 1615GA (38,3%) ser significativamente

maior no grupo extremo, em relacao ao nao extremo (27,5%).

2.7 BChE E VARIAVEIS ASSOCIADAS A OBESIDADE

A obesidade tem sido definida como excesso de acimulo de gordura nas células
do tecido adiposo, como resultado de um desequilibrio entre ingestdo alimentar e gasto
de energia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1995 e 1997). Ela atinge proporcdes
epidémicas globais, com mais de um bilhdo de adultos com sobrepeso, sendo
aproximadamente 300 milhdes clinicamente obesos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2003).

Segundo a Pesquisa de Or¢camentos Familiares, realizada em 2002 e 2003 pelo
IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), estima-se que cerca de 40% dos

individuos adultos do pais apresentem excesso de peso, ou seja, IMC igual ou maior
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do que 25, ndo havendo diferenca significativa entre homens e mulheres. A obesidade,
caracterizada por IMC igual ou superior a 30, afeta 8,9% dos homens adultos e 13,1%
das mulheres adultas do pais. Individuos obesos ou com sobrepeso t€ém maior risco de
apresentarem doencas cronicas, incluindo diabetes mellitus tipo 2, doengas
cardiovasculares, hipertensdo, doenga arterial coronariana, osteoartrose (uma das
causas principais de invalidez em adultos) e certas formas de cancer, como de mama,
de colon, de rim e de vesicula (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

A obesidade ¢ uma doenca complexa, de carater multifatorial. Os genes de
predisposi¢do a esta doenca interagem entre si € com o ambiente de diferentes formas,
levando a um fendtipo de obesidade. Os mecanismos fisioldgicos, que regulam a
ingestdo alimentar € o gasto de energia, buscam manter o volume de massa adiposa
relativamente estavel. Entretanto, esses mecanismos parecem agir mais eficientemente
no sentido positivo, fazendo com que o volume de massa adiposa seja facilmente
excedido. Deste modo, os mecanismos que previnem a perda de peso seriam mais
eficientes, do que aqueles que previnem o ganho excessivo de peso. Essas
consideracdes podem ser relacionadas a teoria proposta por NEEL (1962), denominada
de gendtipo frugal (thrifty genotype), segundo a qual, os alelos que promoviam maior
estocagem de energia foram selecionados favoravelmente, uma vez que contribuiam
para aumentar a sobrevivéncia dos individuos em tempos de escassez de alimentos.

ALCANTARA et al. (2003) investigaram a associagdo da BChE e¢ IMC em
individuos obesos e ndo obesos. Nos individuos de fenotipo CHE2 C5—, verificaram
que a atividade média da BChE ¢ significativamente maior em obesos, quando
comparados com seus controles de peso normal. Neste mesmo trabalho, os autores
sugerem que o alelo CHE2*C5+ poderia predispor a uma maior facilidade para perder
peso, isso porque observaram uma freqiiéncia significativamente maior de pacientes
que perderam peso no grupo de fendtipo CHE2 C5+ do que no grupo de fenotipo
CHE2 C5-.

FURTADO (2005) investigou em amostra de obesos (IMC > 30) e controles de
peso normal ( 20 < IMC < 25) a presenca do polimorfismo G—A na posi¢ao nt -116
no exon 1 do gene BCHE. Este estudo foi o primeiro relato da presenca desse

polimorfismo, originalmente identificado por BARTELS et al. (1990), na populagdo
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brasileira. A autora nao verificou diferencgas significativas entre as amostras de obesos
e controles quanto as freqiiéncias do alelo -116A.

Neste mesmo trabalho, FURTADO (2005) determinou a atividade da BChE em
obesos classificados de acordo com o genoétipo relativo aos alelos —116A e —116G do
exon 1, e constatou que a mutacdo —116A estd associada a uma diminuicdo da
atividade da BChE. A autora também realizou analises levando em conta as mutagdes
—116A e 1615A, visto que estdo em desequilibrio de ligacado (BARTELS et al., 1990).
Foi observado que a atividade da BChE era menor somente nos individuos portadores
da mutagao —116A, pois ndo foi verificada diminui¢do da atividade enzimatica nos

individuos portadores apenas da mutagdao 1615A.

2.8. BChE E GRELINA DESACILADA

A grelina (ghre da raiz Proto-Indo-Européia; grow, que significa crescer), ¢ um
hormonio peptidico produzido principalmente por células da submucosa do estdmago,
formado por 28 aminoacidos e um 4cido n-octanéico na Ser3 (Figura 4). E um ligante
enddgeno do receptor secretagogo do horménio do crescimento (GHS-R), isto €, que
estimula a secre¢ao do hormodnio de crescimento (KOJIMA et al., 2001).

Duas formas principais de grelina circulante foram evidenciadas por HOSODA et
al. (2000). Grelina, que contém o acido n-octandico na Ser3, o que permite sua ligacao
ao receptor GHS-R e a conseqiiente secrecdo de hormonio de crescimento, e a des-n-
octanoil-grelina que ¢ incapaz de se ligar ao receptor GHS-R e realizar sua fungdo
enddcrina. DE VRIESE et al. (2004) realizaram experimentos que permitiram inferir que
a BChE purificada ¢ capaz de hidrolisar a grelina, retirando o acido n-octandico e

inativando-a.
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura da grelina humana, mostrando os 28

aminoacidos e o acido n-octandico na Ser3 (Fonte: KOJIMA et al., 2005).

O gene que codifica a grelina humana contém cinco éxons. (TANAKA et al.,
2001). O primeiro € mais curto contém apenas 20 pb, e codifica parte da regido 5’ ndo
traduzida (5 UTR). Os éxons 2 ¢ 3 codificam o peptideo de 28 aminoécidos.

Ao analisarem o gene da grelina (GHRL; 3p26-p25), UKKOLA et al. (2001)
encontraram associacao entre uma mutagdo que leva & mudanga do aminoacido 51
(Arg51GlIn) e obesidade em mulheres. KORBONITS et al. (2002) observaram em
criancas altas e obesas, que uma mutagdo no cédon do aminoacido 72 (Leu72Met), um
dos dez SNPs encontrados, apresentava uma significativa associagdo com um IMC
maior.

TSCHOP et al. (2000) investigaram o efeito da administragdo periférica e diaria
de grelina em camundongos e ratos, ¢ observaram ganho de peso devido a reducdo do
uso de gorduras pelo organismo. Os autores também analisaram o efeito de injecdes
intracerebroventriculares desse hormonio e observaram que a concentracao de grelina
no soro desses camundongos aumentava durante o jejum e diminuia apds a

alimentacdo, propondo que além da regulacdo da secrecdo do hormoénio de
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crescimento, a grelina sinaliza ao hipotdlamo que um aumento na eficiéncia
metabdlica € necessaria.

TSCHOP et al. (2001) investigaram, em amostras de individuos em jejum, um
possivel envolvimento da grelina na patogénese da obesidade humana. Os autores
observaram que os niveis desse hormonio eram inversamente proporcionais ao IMC e
mais baixos em individuos obesos que em individuos de peso normal, propondo que a
diminuicdo dos niveis plasmaticos da grelina, observada em obesos, seria uma
adaptacao fisiologica ao balanco energético positivo associado a obesidade.

A relacao entre BChE e grelina desacilada podem explicar o fato do fendtipo
CHE2 C5+ apresentar médias de peso e IMC inferiores ao do fen6tipo CHE2 C5-,

pois apresenta, em média, cerca de 25% mais atividade da BChE do que este Gltimo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, em amostra selecionada ao acaso quanto ao indice de massa corporal
(IMC), a possivel influéncia das mutagdes —116A do exon 1 e 1615A do exon 4 do
gene BCHE sobre o peso, a altura e o IMC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Genotipar o sitio —116 no exon 1 do gene BCHE, em 484 amostras de doadores de
sangue de Curitiba, previamente genotipadas para a mutacdo 1615A em trabalho

anterior (SOUZA et al., 2005a).

2. Analisar a influéncia da variagdo presente no sitio —116 do gene BCHE na variancia

do IMC.

3. Examinar a atividade da BChE em amostras de plasma, tipadas para os exons 1 ¢ 4
do gene BChE, e relaciona-la aos diferentes gendtipos e as varidveis antropométricas

(peso, altura e IMC).



26

4 MATERIAL E METODOS
4.1 NOMENCLATURA

O presente trabalho utilizou a nomenclatura proposta por DUNNEN e
ANTONARAKIS (2000 e 2001) para mutagdes originadas de substitui¢gdes de um Unico
nucleotideo. Os genotipos foram representados em italico da seguinte forma: o nimero
do nucleotideo onde ocorre a mutacdo ¢ seguido dos simbolos que representam os
nucleotideos que o individuo apresenta nessa posicao, por exemplo -116GA. Quando o
gendtipo considerava 2 sitios diferentes, o simbolo *“;” foi utilizado entre esses sitios,

por exemplo -116GA; 1615GA.

4.2 AMOSTRA

SouzA et al. (2005a) genotiparam 944 doadores de sangue do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Parand (HEMEPAR) para o nucleotideo 1615, do exon
4 do gene BCHE. Desses doadores de sangue, selecionados ao acaso quanto ao IMC,
esses autores excluiram aqueles com falta de informagdo para as variaveis de interesse
(sexo, idade, peso, altura e etnia) e escolheram 222 1615GA e 23 1615AA, pareados
por sexo, idade, etnia e periodo de coleta da amostra com 245 controles 1615GG. No
presente trabalho, foram utilizadas 484 dessas 490 amostras de DNA que estavam
estocadas em freezer a -20°C, sendo 220 heterozigotos 1615GA e seus 220 controles
homozigotos 1615GG; 22 homozigotos 1615AA e seus 22 controles homozigotos
1615GG, pareados por sexo, etnia e periodo de coleta da amostra.

A amostra total inclui homens (83,5%) e mulheres (16,5%), sendo 96% euro-
brasileiros e 4% afro-brasileiros. As proporgdes de categorias de peso nessa amostra
podem ser observadas na figura 5.

Para as andlises de atividade enzimatica da butirilcolinesterase foram utilizados
os plasmas de 204 amostras das 484 genotipadas para o sitio -116 do exon 1. As
amostras foram selecionadas pela proximidade da data de coleta com a da amostra

controle, permitindo-se até quatro meses de diferenca.
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Em vista do pequeno niimero de individuos com o gendtipo 1615AA (N=22),
esse genoOtipo s6 foi utilizado para se conhecer suas proporg¢des em relacdo as
variagdes do sitio -116 e também para se conhecer seus pardmetros quanto a

distribuicao de atividade da BChE.
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Figura 5. Percentagem de individuos, por categoria de IMC de acordo com a OMS, na

amostra de 440 doadores de sangue.
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4.3 METODOLOGIA
4.3.1 Aspectos Gerais

As analises realizadas nesse estudo utilizaram amostras de sangue periférico
coletadas com EDTA. A extracdo do DNA foi realizada conforme metodologia de

LAHIRI E NURNBERGER (1991).

4.3.2 PCR-SSCA do Exon 1

A técnica de PCR-SSCA (polymerase chain reaction - single strand
conformational analysis) consiste na amplificagdo da seqiiéncia de DNA que se
pretende analisar e posterior desnaturagdo do produto amplificado que ¢, entdo,
submetido a eletroforese para a andlise de conformagao de DNA em fita simples. Essa
técnica permite a deteccdo de alteragdes no DNA ainda desconhecidas e que podem
ser geradas por apenas uma muta¢do de ponto, sendo detectadas pela modificagdo do
comportamento eletroforético do DNA em fita simples.

O par de iniciadores utilizado para o exon 1 (FURTADO, 2005) ¢ E1F (5°CTG
CTG CCA ACT CTC GCG AG 3’) e EIR (3°CGA AGG TGT AAA TTC AGA GC
5’). A figura 6 ¢ uma representacdo esquematica, indicando a posi¢do do par de
iniciadores utilizados. Foi utilizada uma amostra de 1 uL (100 ng) de DNA gendmico
purificado, misturada a 9 pL de Supermix (Invitrogen) e a 10 pmoles de cada
iniciador. Os ciclos foram programados do seguinte modo para o MJ Research PTC-
100: 1) 80°C /min.; 2) 94°C /min.; 3) 48°C /min.; 4) 72°C /min.; 5) repetir por 35
vezes do passo 2 ao 4; 6) 72°C /10 min. Apds a amplificagdo, 5 uL do produto foram
misturados a 6 uL. de corante SSCA (4,75 mL de formamida, 0,0125 g de xilenocianol,
0,0125 g de azul de bromofenol, 125 pL de EDTA - 0,4 M -, 16,7 uLL. de NaOH 3 M e
108,3 pL de 4gua bidestilada) e depois mantidos a 94°C por 5 minutos. Apds a
desnaturacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
nas seguintes condi¢des: concentracdo da solucdo estoque de poliacrilamida: 50%,

concentragdo de acrilamida mais bisacrilamida: 10%, volume final da solucdo: 30ml ¢

tampao do gel: TBE 1X.



E1F
-292 agcctctgaa cagatttcaa gttgCTGCTG CCAACTCTCG CGAGetttgt cAgtaacagt tgattgttac attcagtaac actgaatg

-204 tcagtgcagt ccaatttaca ggctggagca gcagctgcat cctgcatttc cccgaagtat tacatgattt tcactccttg caaacttTGC
E1R

-114 catctttgtt gcagagaatc dg 1) gtaagttGCT CTGAATTTAC ACCTTCGtgta

EXON1 INTRON 1

Figura 6. Representagdo do final da regido regulatoria do gene BCHE, exon 1 e inicio do intron 1. A numeracao utilizada para os
nucleotideos (coluna da esquerda) estd de acordo com aquela proposta por ARPAGAUS et al. (1990). A regido de hibridagdo dos
iniciadores utilizados nesse estudo, bem como o fragmento que ¢ amplificado, estdo representados em vermelho e azul,
respectivamente. Em verde esta indicado o sitio de inicio da transcri¢ao (inicio do exon 1). Em lilas estd representado o codon onde

ocorre a variante -116A, determinada pela alteragdo de TGC para TAC. A seta indica o final do exon 1 e o inicio do intron 1.

6¢C
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A solugdo estoque de poliacrilamida (50%) utilizada contém 49 g de acrilamida,
1 g de bisacrilamida, 5 mL de glicerol (100%) e 4gua bidestilada em quantidade
suficiente para completar 100 mL. O gel foi preparado com TBE 1x (diluido a partir de
TBE 5x: 54 g de Tris; 27,5 g de acido boérico; 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0 e 4gua
destilada em quantidade suficiente para completar 1000 mL). O tampao utilizado na
cuba também ¢ TBE 1x.

Cada corrida eletroforética foi realizada em duas etapas. A primeira etapa
corresponde a pré-corrida, onde durante uma hora o gel, ainda sem amotras, ¢
submetido a uma corrente elétrica de 250V. Na segunda fase as amostras sdo aplicadas
ao gel que € entdo mantido por 22 horas a 100V.

A revelagao do gel (BUDOWLE et al., 1991) ¢ realizada em etapas, durante as
quais o gel deve ser mantido em agitagdo. Ap0s a eletroforese, o gel deve ser colocado
em um recipiente ndo metalico e imerso em solucdo aquosa de acido nitrico (1 %)
durante trés minutos. Apos duas lavagens com agua destilada, o gel ¢ imerso em
solucao aquosa de nitrato de prata (0,2%) e aquecido por 20 segundos no micro-ondas.
Depois de duas novas lavagens com agua destilada, o gel ¢ imerso em 60 mL de
solucao reveladora (170 mL de solucao aquosa de carbonato de sodio 2,96 % e 92 uL
de formaldeido) até que o liquido escurega. Depois da retirada do liquido escurecido,
deve ser acrescentado o restante da solugdo reveladora e o gel mantido imerso até que
as bandas de DNA aparecam no gel.

Quando a revelagdo estiver terminada, lavar o gel duas vezes com &gua
destilada e manté-lo em solucdo de acido acético (10 %) por cinco minutos. Lavar
duas vezes o gel com agua destilada e acrescentar solucao aquosa de glicerol (5 %), na
qual o gel deve ser mantido por pelo menos dez minutos. A secagem do gel pode ser
realizada logo apds o término da revelagdo e consiste em preparar o gel para um
secador a vacuo que permite o armazenamento do gel sem que se quebre ou que ocorra
perda de coloracdo. O gel deve ser embebido em solu¢ao aquosa de metanol (30 %) e
glicerol (5 %) e colocado sobre papel celofane, previamente embebido na mesma
solucdo. O gel, depois de completamente seco, pode ser guardado, por tempo

indeterminado, sem que ocorra perda de coloragao.
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4.3.3 Medida de Atividade Enzimatica

Foi utilizada a técnica de DIETZ et al (1972), modificada por EVANS ¢ WROE
(1978) para a determinagdo da atividade da BChE. O material utilizado foi o plasma
que estava estocado por 10 a 11 anos. Antes de iniciar a técnica, esse material foi
centrifugado com o uso do botdo spin, por quatro segundos, sendo coletado apenas o
sobrenadante.

O principio dessa técnica ¢ a hidrdlise da propioniltiocolina pela
butirilcolinesterase, produzindo acido propidnico e tiocolina, a qual reage com o
DTNB (4cido 5,5’ditiobis-2-nitrobenzdico), gerando um produto de coloracdo amarela
(5-tio-2-nitrobenzoato). A medida de atividade enzimatica ¢ realizada em
espectrofotdometro ajustado em 410 nm e com todos os reagentes mantidos em banho-
maria a 25°C.

O tampao fosfato 0,1 M, utilizado na reagdo, tem pH 7,6 e € preparado através
da mistura de duas solucdes “a” e “b” até a obtencao do pH adequado. A solugao “a”
contém 4,73 g de NapHPO4 anidro (PM = 141,96) em 1000 mL de agua destilada. A
solucao “b” contém 13,61 g de KH2PO4 anidro (PM = 136,09) em 1000 mL de dgua
destilada.

O DTNB (0,423 mM) ¢ dissolvido em tampao fosfato na propor¢do de 167g por
1000 mL. O substrato (propioniltiocolina 100 mM) € preparado com 303 mg de iodeto
de propioniltiocolina (PM = 303,2) em 10 mL de 4gua destilada.

Os tubos contendo 2,2 mL de tampao-DTNB, e 250 pL do plama diluido (5 mL
de agua destilada para 50 pLL de plasma) foram mantidos por vinte minutos no banho-
maria a 25°C antes da leitura em espectrofotdometro. Apds os vinte minutos, foram
adicionados 50 uL de substrato e iniciada a leitura. A primeira leitura, chamada AO,
foi efetuada imediatamente apds a colocagdo dos reagentes na cubeta termostatizada
do espectrofotometro. As leituras Al, A2 e A3 foram efetuadas com um, dois e trés
minutos a partir da leitura AO. Apos as quatro leituras, foi calculado o A/minuto
(variacdo média de absorbancia por minuto). Para a obtencdo da atividade (KU/L),

A/minuto ¢ multiplicado pelo fator 73,53 e por 1.000.
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4.3.4 Andlise Estatistica

Os calculos estatisticos foram realizados utilizando-se o programa Statistica
para Windows (STATSOFT, Inc., 1996). Através desse programa de computador foram
calculados os valores de * para as comparacdes das distribuicdes de sexo e etnia, bem
como as médias de idade e suas comparagdes por teste t. Além disso, para as variaveis
antropométricas (peso, altura e IMC), foram calculadas as médias e variancias, que
foram comparadas entre os grupos genotipicos por testes t e F, respectivamente. Os
calculos de correlagdo entre a atividade da BChE e peso e entre atividade da BChE e
IMC também foram realizados através do programa Statistica. O coeficiente de
variagdo (CV) da distribuicdo de cada varidvel antropométrica foi calculado pela
formula: CV = desvio padrao/média. O programa ANOVA foi utilizado para
comparagoes das médias de atividade da BChE entre diferentes genoétipos. Esse
programa testa diferencas entre médias comparando a variancia devida a variagao
entre os grupos com a variancia devida a varia¢ao dentro dos grupos.

Os histogramas de distribuicao das variaveis antropométricas foram construidos
utilizando-se a ferramenta “Graficos” do programa Microsoft Excel.

O programa CLUMP (SHAM e CURTIS, 1995) foi utilizado para comparar
freqliéncias, quando o nimero de classes era maior que dois. Esse programa da
resultado igual ao do y?, sendo que ndo ha necessidade de utilizar a correcio de Yates,
quando o esperado ¢ menor que 5. Nesse programa, o nivel de significancia ¢
primeiramente obtido dos dados reais e, em seguida, um grande nimero de tabelas,
1000, no caso do presente estudo, com os mesmos totais marginais dos dados reais sdo
geradas por simulacdo de Monte Carlo na base da hipotese nula de que casos e
controles possuem a mesma distribuicao de freqii€ncia. O valor da estatistica dado por
cada tabela ¢ calculado e uma estimativa empirica do valor de p ¢ a propor¢do de
tabelas simuladas com uma estatistica maior ou igual a obtida com os dados reais. A

significancia das andlises realizadas se da quando o valor de p ¢ <a 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 DISTRIBUICOES GENOTIPICAS
5.1.1. EXON 1 DO GENE BCHE

Toda a amostra foi genotipada, mediante PCR-SSCA, para o sitio —116 do exon
1 do gene BCHE quanto as variantes —116G e —116A. Foram utilizadas amostras
seqiienciadas, do trabalho de FURTADO (2005), como amostras controle para
identificagdo dos genotipos -116GG, -116GA e —-116AA nas placas de gel de
poliacrilamida.

Foram observados 375 homozigotos -116GG, 108 heterozigotos -116GA e um
homozigoto —116AA. A figura 7 mostra a reproducdo de uma placa de gel de
poliacrilamida, submetida a eletroforese, permitindo a identificacdo dos genétipos do

fragmento amplificado.

Figura 7. Reprodugdo de uma placa de gel de poliacrilamida submetida a eletroforese,
contendo os fragmentos do exon 1, amplificados pelos iniciadores E1F e E1R. A

amostra 1 ¢ -116AA, a amostra 2 -116GA e a amostra 3 -116GG.
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5.1.2 EXONS 1 E 4 DO GENE BCHE

As freqiiéncias dos individuos classificados de acordo com os gendtipos da
posicdo nt -116, nas classes genotipicas 1615GA, 1615GG e 1615AA do exon 4,
anteriormente tipadas (SOUZA et al., 2005a), podem ser observadas na tabela 3.

Tabela 3. Numero e freqiiéncia (% + EP) dos individuos -116GG, -116GA e -116AA
do exon 1, nas amostras genotipadas quanto ao exon 4 como 1615GA e 1615AA ¢ seus

respectivos controles 1615GG.

Exon 1
-116GG -116GA -116AA
Exon 4 N % + EP N % + EP N % + EP Total
1615GA 129  58,6+33 91 41,4+33 0 0 220
Controle 1615GG ' 218 99,1+0,6 02 0,9+ 0,6 0 0 220
Total 347 789+19 93 21,1+1,9 0 0 440
1615AA 6 273+9,5 15 68,2+9,9 1 4,5+ 4.4 22
Controle 1615GG ' 22 100,0 + 0 0 0 0 0 22
Total 28 63,6 +72 15 34,1+7,1 1 23422 44

1: Controles pareados por sexo, idade, etnia e periodo de coleta da amostra.

A tabela 4 apresenta o nimero e a freqiiéncia de homens e mulheres e as

comparagoes das distribuicdes de sexo entre os grupos genotipicos que serdo
comparados em relagdo as variaveis antropométricas. As distribuigdes quanto a etnia
sao mostradas na tabela 5, junto com as comparagdes dessas distribuicdes entre os
grupos genotipicos de interesse. Os valores de t (p), para comparagdes entre médias de
idade de individuos classificados quanto aos genotipos de interesse, sdo apresentados
na tabela 6. Nenhum dos resultados dos testes estatisticos, apresentados nas tabelas 4,

5 e 6, mostrou diferenga estatisticamente significativa entre os gen6otipos comparados.



Tabela 4. Comparagdes das distribui¢cdes de sexo entre os grupos genotipicos que serdo comparados em relagdo as variaveis

antropométricas.
Gendtipos Masculino Feminino
Exon 1; Exon 4 N % + EP N % + EP Total x2 (p)
-116GG; 1615GA 111 86,0 +3,0 18 14,0 + 3,0 129

1,32 (0,25)
-116GA; 1615GA 73 802 +42 18 19,8 + 4,2 91
-116GA; 1615GA 73 80,2 +£4,2 18 19,8 £4,2 91

0,63 (0,42)
-116GG; 1615GG 183 83,9+2,5 35 16,1 £2,5 218
-116GG; 1615GA 111 86,0 £3,0 18 14,0 £3,0 129

0,28 (0,60)
-116GG; 1615GG 183 84,0 £2,5 35 16,0 £2,5 218
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Tabela 5. Comparagdes das distribuigdes de etnia entre os grupos genotipicos que serdo comparados em relagdo as variaveis

% (p)

antropométricas.

Genotipos Euro-brasileiros Afro-brasileiros

Exon 1; Exon 4 N % + EP % + EP Total'
-116GG; 1615GA 119 93,7+2,2 6,3+2,2 127
-116GA; 1615GA 88 97,8 +1,5 22+1,5 90
-116GA; 1615GA 88 97,8+ 1,5 22+1,5 90
-116GG; 1615GG 209 95,9+1,3 4,1+1.3 218
-116GG; 1615GA 119 93,7+22 63+22 127
-116GG; 1615GG 209 95,9+1,3 4,1+1,3 218

1,99 (0,16)

0,67 (0,41)

0,81 (0,36)

1 ’ . ~ , . ~ s
Foram excluidas 3 amostras, pois ndo possuiam informagao sobre etnia.

9¢



Tabela 6. Comparagdes das médias de idade entre grupos genotipicos que serdo comparados em relagdo as variaveis antropométricas.

Genotipos

Exon 1; Exon 4

-116GG; 1615GA

-116GA; 1615GA

-116GA; 1615GA

-116GG; 1615GG

-116GG; 1615GA

-116GG; 1615GG

Idade
N Média + EP
129 31,7+ 0,9
91 31,3+1,2
91 31,3+1,2
218 31,4+0,7
129 31,7+ 0,9
218 31,4+0,7

t(p)

0,27 (0,78)

0,10 (0,92)

0,23 (0,82)

LE
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5.2. VARIANTES DOS SITIOS -116 E 1615 DO GENE BCHE E PESO

As médias, variancias, amplitudes de variagdo e coeficientes de variagao de peso
foram estimadas em genotipos determinados quantos aos exons 1 ¢ 4 do gene BCHE ¢
podem ser observados na tabela 7. Nas andlises subseqilientes foram consideradas apenas
trés classes genotipicas, uma vez que a classe -116GA; 1615GG ficou representada por
apenas dois individuos.

As trés classes genotipicas foram comparadas entre elas, quanto a média e a
variancia de peso. Foi observado que ndo houve diferenca significativa com relagdo a
média, porém, a varidncia foi significativamente maior na classe genotipica -116GA;
1615GA, quando comparada com as classes -116GG; 1615GG e -116GG; 1615GA,
conforme apresentado no rodapé da tabela 7. As distribui¢des de peso nos trés genotipos

considerados podem ser observadas na figura 8.

Tabela 7. Médias, variancias, amplitudes e coeficientes de variagdo de peso, bem como
valores de t e F, em amostras classificadas de acordo com os genoétipos relativos as

variantes dos nucleotideos -116 do exon 1 € 1615 do exon 4.

Genotipos Peso

Exon 1; Exon 4 N Média + EP q2 AV CV %
A) -116GG; 1615GG 218 74,7+ 0,8 148,8 51-120 16,0

B) -116GG; 1615GA 129 752+ 1,0 136,9 52-107 15,5

C) -116GA; 1615GA 91 74,9 +£ 1,6 233,0 53-130 20,3

D) -116GA; 1615GG 02 84,0+ 11 242,0 73-95 18,5

AxB:t=0,33(p=0,74); F = 1,09 (p = 0,61).
AxC:t=0,10 (p=0,92); F=1,57 (p = 0,008).
BxC:t=0,14 (p=0,89); F = 1,70 ( p = 0,005).
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Figura 8. Distribui¢do (%) de peso (kg) em 91 amostras -116GA; 1615GA, 129
amostras -116GG; 1615GA e 218 amostras -116GG; 1615GG.
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5.3. VARIANTES DOS SITIOS -116 E 1615 DO GENE BCHE E ALTURA

Foram realizados calculos de média, variancia, amplitude de variagdo e
coeficiente de varia¢do de altura em amostras dos gendtipos relativos as variantes dos
sitios -116 e 1615. Esses resultados podem ser observados na tabela 8. As anélises
subseqiientes consideraram também trés classes genotipicas (-116GG; 1615GG,
-116GG; 1615GA ¢ -116GA; 1615GA).

As trés classes genotipicas foram comparadas quanto a média e a variancia de
altura, ndo havendo diferenca significativa tanto com relacdo a média como quanto a
variancia. Entretanto, houve uma tendéncia a significancia, quando foram comparadas
as variancias de -116GG; 1615GG e -116GG; 1615GA, como mostrado no rodapé da
tabela 8. As distribuicoes de altura, referentes a esses 3 gendtipos, podem ser

observadas na figura 9.

Tabela 8. Médias, variancias, amplitudes e coeficientes de variagdo de altura em
amostras classificadas de acordo com os genoétipos relativos as variantes dos

nucleotideos -116 doexon 1 € 1615 do exon 4.

Genotipos Altura (cm)

Exon 1; Exon 4 N Média + EP S? AV CV %
A) -116GG; 1615GG 218 171,5+ 0,6 72,4 147 - 190 4,9
B) -116GG; 1615GA 129 172,14+ 0,6 53,2 184 - 188 4,2
C) -116GA; 1615GA 91 171,8+ 0,8 61,3 155 -190 4,6
D) -116GA; 1615GG 02 177,5+ 1,5 4,5 176 - 179 1,1

AxB:t=0,69 (p=0,49); F = 1,36 (p = 0,06)
AxC:t=0,26(p=0,80); F=1,18 (p=0,37)
Bx C:t=034(p=0,73); F= 1,15 (p = 0,45)
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Figura 9. Distribuigdo de altura (cm) em 91 amostras -116GA; 1615GA, 129
-116GG; 1615GA ¢ 218 -116GG; 1615GG.
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5.4. VARIANTES DOS SITIOS -116 E 1615 DO GENE BCHE E IMC

As médias, variancias, amplitudes e coeficientes de variacdo de IMC foram
estimadas em amostras classificadas de acordo com os gendétipos variantes dos sitios -
116 e 1615. Esses resultados podem ser observados na tabela 9. Nas andlises
subseqiientes também foram consideradas apenas trés classes genotipicas
(-116GG; 1615GA, -116GA; 1615GA e -116GG; 1615GG). Essas trés classes
genotipicas foram comparadas quanto a média e a variancia de IMC. Foi observado
que nao houve diferenca significativa com relacdo a média, porém, a variancia foi
significativamente maior na classe genotipica -116GA; 1615GA, quando comparada
com as classes -116GG; 1615GG e -116GG; 1615GA, conforme apresentado no
rodapé da tabela 9. As distribuicdes de IMC dessas trés classes podem ser observadas

na figura 10.

Tabela 9. Médias, variancias, amplitudes e coeficientes de variagdo de IMC, bem
como valores de t e F, em amostras classificadas de acordo com os gendtipos relativos

as variantes dos nucleotideos -116 do exon 1 € 1615 do exon 4.

Genotipos IMC (kg/m?)

Exon 1; Exon 4 N Média + EP S? AV CV %
A) -116GG; 1615GG 218 25,37+ 0,24 12,14 18,8 - 39,0 13,7

B) -116GG; 1615GA 129 25,38+ 0,32 13,43 17,9 - 35,4 14,4

C) -116GA; 1615GA 91 25,34 + 0,49 21,75 17,2 - 44,9 18,4

D) -116GA; 1615GG 02 26,60 + 3,04 18,50 23,5-29,6 16,2

AxB:t=0,03 (p=0,98); F= 1,10 (p = 0,51).
Ax C:t=0,05 (p=0,96); F = 1,79 (p = 0,0006).
Bx C:t=0,07 (p=0094); F=1,61 (p =0,012).
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Figura 10. Distribui¢do de Indice de Massa Corporal em 91 amostras -116GA;
1615GA, 129 amostras -116GG; 1615GA ¢ em 218 amostras -116GG ; 1615GG.
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5.5. ATIVIDADE DA BChE
5.5.1. VARIANTES DOS SITIOS -116 E 1615 E ATIVIDADE DA BChE

A atividade enziméatica da BChE foi examinada nos plasmas de 204 amostras
das 484 genotipadas para o sitio -116 do exon 1. Duas amostras com atividade da
BChE acima de 10,0 KU/L foram excluidas das analises com a finalidade de
normalizar a distribui¢do. O nimero de individuos selecionados para os gendtipos
relativos as variantes dos sitios -116 e 1615, os calculos de média, variancia, amplitude
de variagao e coeficiente de variacdo de atividade enzimatica, podem ser observados
na tabela 10.

As andlises subseqiientes consideraram trés classes genotipicas (-116GG;
1615GG, -116GG; 1615GA e -116GA; 1615GA), uma vez que as demais classes
estavam representadas por um numero pequeno de individuos.

A distribuicdo de homens e mulheres nas trés classes genotipicas: -116GG;
1615GG (87% homens), -116GG; 1615GA (90% homens) e -116GA; 1615GA (87,5%
homens) foram comparadas através de teste y°. Foi realizado teste t para comparagdes
entre medias de idade de individuos classificados quanto a esses gendtipos de interesse
(31,3; 31,3 e 30,2; respectivamente). Nenhum dos resultados dos testes estatisticos
mostrou diferenga estatisticamente significativa.

As trés classes genotipicas foram comparadas entre elas, quanto a média e a
variancia de atividade enzimatica, conforme apresentado no rodapé da tabela 10 . Foi
observada variancia da atividade da BChE significativamente maior nos individuos -
116GG; 1615GG quando comparados com os -116GG; 1615GA. A classe genotipica -
116GA; 1615GA tem média de atividade enzimatica significativamente menor que as
demais classes (-116GG; 1615GG ¢ -116GG; 1615GA). As distribui¢des de atividade
enzimatica nos trés genotipos considerados podem ser observadas na figura 11.

A andlise de variancia (ANOVA), com a inclusdao dos trés genotipos, deu o
valor total de F = 9,97 (p = 0,000079). A tabela 11 mostra os valores de significancia

para cada uma das comparagdes, apos o uso do teste Tukey.
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Tabela 10. Médias, variancias, amplitudes e coeficientes de varia¢do de atividade da

butirilcolinesterase, bem como valores de t ¢ F, em amostras classificadas de acordo

com os genotipos relativos aos nucleotideos -116 do exon 1 e 1615 do exon 4.

Genodtipos Atividade enzimatica (KU/L)

Exon 1; Exon 4 N Média + EP S? AV CV %
A) -116GG; 1615GG 100 422+0,14 2,00 1,07 - 7,76 33,5
B) -116GG; 1615GA 40 4,15+0,14 0,76 2,19-5,93 21,0
C) -116GA; 1615GA 40 3,11+0,18 1,35 0,82 - 5,65 37,4
D) -116GG; 1615AA 6 3,02+0,36 0,77 1,87 - 4,40 29,1
E) -116GA; 1615AA 15 3,36 0,23 0,80 0,92 - 4,75 26,6
F) -116AA; 1615AA 1 2,57 - - -

AxB:t=036(p=0,72); F=2,64 (p < 0,001).
A x C:t=4,41 (p=0,00002); F = 1,48 (p = 0,17).
B x C: t=4,53 (p =0,00002); F = 1,78 (p = 0,08).

Tabela 11. Valores de p obtidos com o uso do teste Tukey, apos analise de variancia

com o programa ANOVA, para as comparagdes das médias de atividade enzimatica

nos genotipos relativos aos nucleotideos -116 do exon 1 ¢ 1615 do exon 4.

Genotipos Comparados p
-116GG; 1615GG x -116GG; 1615GA 0,6956
-116GG; 1615GG x -116GA; 1615GA 0,00005*
-116GG; 1615GA x -116GA; 1615GA 0,0070*

*Diferencga significativa.



46

40%

30%

20%

10%

0%
0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
Atividade da BChE (-116GG; 1615GG)

40%

30%

20%

10%

0%
0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
Atividade da BChE (-116GG; 1615GA)

40%

30%

20%

10%

0%
0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
Atividade da BChE (-116GA; 1615GA)

Figura 11. Distribuicdo de atividade enzimatica (KU/L) em 100 amostras -116GG;
1615GG, 40 amostras -116GG; 1615GA e em 40 amostras -116GA; 1615GA.
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Foram calculados coeficientes de correlacao (r) entre a atividade da BChE e as
variaveis peso e IMC, nas trés classes genotipicas. Foram observados coeficientes de
correlagcdo significativos entre a atividade e peso (r = 0,36; p < 0,05) e entre a
atividade e IMC (r = 0,45; p < 0,05) na classe genotipica -116GG; 1615GA (Figuras
13 e 14, respectivamente). As demais classes, -116GG; 1615GG e -116GA; 1615GA,
nao apresentaram coeficientes de correlacao significativos tanto entre atividade e peso
quanto entre atividade e IMC (r=0,10er=0,09; r= 0,05 e r = 0,21, respectivamente)

Tanto a distribui¢cdo de peso como a de IMC, das trés classes genotipicas foram
divididas, com base nos valores das medianas dessas variaveis. Foram realizados testes
t para comparar as médias de atividade enzimatica entre os grupos encontrados acima
e abaixo da mediana. Observou-se diferenga significativa entre as médias de atividade
da BChE na classe 116GG;1615GA, sendo que o grupo acima da mediana, tanto de
peso como de IMC, tem maior média de atividade da BChE do que o grupo abaixo do
valor da mediana, como pode ser observado nas tabelas 12 e 13, respectivamente.

Cada uma dessas trés classes genotipicas foi dividida quanto ao IMC nas
categorias de peso normal (18,5 < IMC < 25), excesso de peso (25 < IMC < 30) e
obsesidade (IMC > 30). As distribui¢des das categorias de peso entre as classes
genotipicas foram comparadas através de teste y° , que ndo mostrou diferenca

significativa, como pode ser observado na tabela 14.



48

IMC vs. ATIVI (Casewise MD deletion)
ATIVI = 1,6055 +,10017 * IMC
Correlation: r = ,44760
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Figura 12. Grafico mostrando a correlagdo positiva (r = 0,45; p < 0,05) entre IMC ¢
atividade da BChE na classe genotipica -116GG; 1615GA.

PESO vs. ATIVI (Casewise MD deletion)
ATIVI = 1,9630 + ,02916 * PESO
Correlation: r = ,35530
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Figura 13. Grafico mostrando a correlagdo positiva (r = 0,36; p < 0,05) entre peso e

atividade da BChE na classe genotipica -116GG; 1615GA.



Tabela 12. Valores de t (p) para comparacao das médias de atividade da BChE nas classes genotipicas -116GG; 1615GG, -116GG;
1615GA e -116GA; 1615GA divididas quanto a mediana de peso.

s Peso Atividade (KU/L) = EP
Genotipos
Abaixo da mediana Acima da mediana
. Cdia Cdia
Exon 1; Exon 4 N Mediana Média + EP Média + EP t(p)
-116GG,; 1615GG 100 73,5 4,06 + 0,19 4,38+ 0,21 1,13 (0,26)
-116GG; 1615GA 40 73 3,84+0,18 4,52 +0,18 2,61 (0,013)*
-116GA; 1615GA 40 72 3,20 £ 0,21 3,01 £0,31 0,50 (0,62)

*Diferenga estatisticamente significativa
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Tabela 13. Valores de t (p) para comparagao das médias de atividade da BChE nas classes genotipicas -116GG; 1615GG, -116GG;
1615GA e -116GA; 1615GA divididas quanto a mediana de IMC

Gendtipos IMC Atividade (KU/L) + EP

Abaixo da mediana Acima da mediana
Exon 1; Exon 4 N Mediana Média & EP Média = EP t(p)
-116GG; 1615GG 100 24,93 4,01£0,18 4,41+0,21 1,41 (0,16)
-116GG; 1615GA 40 24,61 3,79 0,18 4,50 +0,18 2,79 (0,008)*
-116GA; 1615GA 40 23,70 2,98+0,24 3,24£0,28 071 (0.48)

*Diferenga estatisticamente significativa

0s
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Tabela 14. Comparagoes das distribuigdes de categorias de peso normal (18,5 < IMC
< 25), excesso de peso (25 < IMC < 30) e obesidade (IMC > 30), entre as classes

genotipicas.

Genotipos

Categorias de Peso

Peso

Excesso de

Exon 1; Exon 4 N Obesidade v(p)
normal peso

-116GG; 1615GG 100 51 40 9

1,35 (>0,55)
-116GG; 1615GA 40 23 12 5
-116GG; 1615GG 100 51 40 9

2,01 (>0,35)
-116GA; 1615GA 40 24 11 5
-116GG; 1615GA 40 23 12 5

0,06 (>0,99)
-116GA; 1615GA 40 24 11 5




52

6 DISCUSSAO

6.1 CONSIDERACOES SOBRE AS ANALISES DOS EXONS 1 E 4 DO GENE
BCHE

A grande maioria dos cromossomos com a variante —116A, na amostra utilizada
neste trabalho, também possui a variante 1615A (Tabela 3), como era esperado em
funcdo do desequilibrio de ligagdo entre esses sitios, descrito por BARTELS et al.,
(1990). FURTADO-ALLE et al. (2006) fizeram o primeiro relato do polimorfismo -116A
na populacgdo brasileira e também observaram desequilibrio de ligagdao (D’ = 91,2%)),
sendo que as variantes -116A e 1615A se encontram preferencialmente em cis. No
presente trabalho ndo foi possivel estimar o desequilibrio de ligagdo entre essas
variantes, pois as amostras foram selecionadas pela presenga de 1615A, o que acarreta
uma super-representacdo da variante -116A, ndo representando uma amostra aleatoria
no caso dessas variacdes. A inferéncia das freqiiéncias de haplotipos em dados de uma
geracao sO pode ser feita a partir de amostras em equilibrio de Hardy-Weinberg. Pelo
fato de se tratarem de amostras selecionadas por gendtipo também ndo se estimaram as
freqiiéncias alélicas.

Apesar das correlacdes positivas entre peso e IMC (nesta amostra: r = 0,82; p <
I x 10'30), bem como entre peso e altura (nesta amostra: 0,49; p = 1,26 X 10'30),
optamos por analisar as trés variaveis individualmente para contarmos com mais
informag¢do sobre os dados. Além disso, esse estudo teve como objetivo dar
continuidade ao estudo de SOUZA et al. (2005), que também examinou essas trés
variaveis € no qual se detectou associacdo entre altura e as variagdes do gene BCHE
resistentes ao fluoreto de sodio.

As comparagdes das variaveis antropométricas entre as classes genotipicas
consideradas (-116GG; 1615GG com N = 220, -116GG; 1615GA com N = 129 e -
116GA; 1615GA com N = 91) foram realizadas de forma que fossem comparadas as
duas classes de genotipos heterozigotos quanto ao sitio 1615 e, cada uma, com a
amostra controle total. Esse tipo de comparagdo foi escolhido visto que os testes

estatisticos quanto as distribuigdes de sexo e etnia e quanto as médias de idade
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(Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente) nao apresentaram diferenca significativa entre
esses genotipos. O mesmo tipo de comparagado foi utilizado em relagdo a atividade da
BChE, em vista do mesmo principio. Neste caso, apenas o numero de amostras foi
menor do que os considerados para as variaveis antropométricas.

Na amostra de 440 doadores de sangue, utilizada nas comparagdes quanto as
variaveis antropométricas, a freqiiéncia observada de déficit de peso (0,45%) ¢
significativamnete menor (3> = 13,00 e p = 0,0003) que a da populagdo de Curitiba
(2,4%; segundo o INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2003). Nossa
freqiiéncia, relativamente baixa, se deve ao limite minimo de peso (50 kg) imposto
para que uma pessoa possa doar sangue. Consideramos que essa selecdo ndo teria
influéncia nos presentes resultados, uma vez que de acordo com a freqiiéncia de 2,4%
de déficit de peso seriam esperados apenas cerca de mais 2 casos em -116GA;

1615GA, 3 em -116GG; 1615GA e 4 em -116GG; 1615GG.

6.2 PESO, IMC e BUTIRILCOLINESTERASE

A maioria das doengas comuns e caracteristicas normais sao o resultado da
soma de pequenos efeitos de varios genes e interacdes entre eles e com fatores
ambientais. Por ndo apresentarem um padrao de heranga simples, a detec¢do dos genes
envolvidos em sua etiologia ¢ mais complexa. Entretanto, mesmo a detec¢do de parte
deles ¢ de importancia para se conhecer melhor a etiologia genética da caracteristica e,
muitas vezes, também colabora para se entender mais a respeito das fungdes dos genes
implicados.

O IMC e o peso tém padrao de heranga multifatorial. Assim, o fenétipo de um
individuo serd o resultado da interacdo entre genes de predisposi¢do, fatores
ambientais como alimentacdo e comportamentais como a pratica de atividade fisica,
por exemplo.

Os estudos de associacdo sao instrumentos uteis na identificacdo de
componentes hereditarios de caracteristicas multifatoriais. Esses estudos referem-se a
busca de relagdes estatisticas entre variagdes genéticas polimorficas e um determinado
fenotipo e podem levar a identificacdo de genes que contribuem para esse fenotipo.

Verificar associacdo de variagdes do gene BCHE com variaveis antropométricas, como
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peso, altura e IMC, por exemplo, ndo s6 contribui para melhor conhecimento da
etiologia genética dessas varidveis, como também auxilia na compreensdo da fungdo
da BChE.

Uma série de estudos mostrou associa¢ao positiva da atividade da BChE com
peso e IMC. Dados de nosso laboratdrio mostraram correlagdo positiva entre a
atividade da BChE e peso em individuos do fen6tipo CHE2 C5- e ndo encontraram
correlagdo, quando o fenotipo era CHE2 C5+ (CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al., 1990).
ALCANTARA et al. (2002) observaram que a atividade da BChE estava positivamente
correlacionada com idade, sexo (mais alta no sexo masculino), IMC, hipertensdo e
diabetes mellitus do tipo 2, assim como com os niveis de triglicérides, colesterol total,
LDL e apolipoproteinas. ALCANTARA et al. (2003) também encontraram atividade
média da BChE significativamente maior em obesos CHE2 C5- do que em seus
controles de peso normal e de mesmo fendtipo. Comparagdes similares, com
individuos do fenotipo CHE2 C5+, ndo mostraram diferenga significativa. Esses
mesmos autores observaram uma freqiiéncia significativamente maior de pacientes que
perderam peso no grupo de fendtipo CHE2 C5+ do que no grupo CHE2 C5-,
sugerindo que o alelo CHE2*C5+ poderia predispor a uma maior tendéncia para
perder peso.

Foi evidenciada relagdo entre peso e fendtipos determinados pela interagcdo dos
genes BCHE e CHE2 em amostra da populagdo de Curitiba (CHAUTARD-FREIRE-MAIA
et al, 1991): a média e a varidncia do peso encontravam-se significativamente
inferiores em individuos CHE2 C5+, quando comparados a seus controles CHE2 C5—.
ALCANTARA et al. (2001) obtiveram resultados na mesma dire¢do ao encontrarem
média de IMC mais baixa em individuos de fenotipo CHE2 C5+, em relagdo ao grupo
controle CHE2 C5—.

A possivel influéncia da variabilidade do sitio 1615 do gene BCHE sobre o
IMC em doadores de sangue de Curitiba foi analisada por SOUZA et al. (2005a). Os
autores observaram que a variancia do IMC era significativamente maior no grupo
1615GA em relagao ao 1615GG.

Como se poderia tentar explicar essas relagdes da BChE com peso? Neste

contexto ¢ interessante relatar dados a respeito da grelina. A grelina ¢ um hormdnio
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peptidico de 28 aminoacidos que apresenta um 4acido n-octandico na terceira serina
(ser3), condicao essencial para a sua atividade, que € estimular a secre¢do pituitaria do
hormoénio de crescimento (GH), quando se liga ao receptor secretagogo do GH,
conhecido com GHS-R (KoOJIMA et al., 2001). A grelina, além de estimular a secre¢cdo
do hormonio do crescimento, j& foi associada a hiperfagia, diminui¢ao da utilizacao da
gordura estocada e aumento de peso (TSCHOP et al., 2000). Esses mesmos autores em
um trabalho posterior (TSCHOP et al., 2001) investigaram o efeito da grelina na
patogénese da obesidade humana e constataram que os niveis plasmaticos de grelina
eram mais baixos em obesos que nos seus controles de peso normal. Os autores
propuseram que a diminui¢ao dos niveis plasmaticos de grelina observada em obesos ¢
uma adaptagdo fisioldgica para o equilibrio energético, prevenindo o aumento da
gravidade da obesidade.

DE VRIESE et al. (2004), para identificar a enzima que desacila a grelina (retira
o acido n-octandico, inativando-a), realizaram testes com inibidores enzimaticos e
observaram que a desacilacdo foi parcialmente inibida por salicilato de eserina e
fluoreto de sodio, dois inibidores da butirilcolinesterase. Os autores perceberam que a
BChE purificada era capaz de degradar a grelina, havendo uma relagao positiva entre a
atividade da butirilcolinesterase e a desacilagdo da grelina no soro humano. Esses
experimentos permitiram inferir que a BChE ¢ capaz de hidrolisar a grelina no soro,
retirando o acido n-octanodico e, assim inativando-a. Apesar da BChE ser a esterase
predominante no soro, os autores concluiram que ela ndo ¢ a unica responsavel pela
desacilagdo da grelina.

Como a atividade da BChE também ¢ determinada geneticamente, como no
caso das variagdes do gene CHEZ2, pois os individuos CHE2C5+ té€m atividade média
da BChE cerca de 25% superior a dos CHE2 C5— (HARRIS, 1970), € possivel que essa
tendéncia genética para atividade mais alta exerca maior poder de inativacdo da
grelina. Assim, dados de CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al. (1991) e ALCANTARA et al.
(2001) sobre, respectivamente, médias de peso e de IMC significativamente inferiores
em individuos CHE2 C5+, quando comparados a seus controles CHE2 C5—, poderiam
ser explicados como devidos a uma diminui¢do dos niveis séricos de grelina acilada,

fato que levaria a tendéncia para menor peso.
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No caso da variacao do sitio -116 do exon 1 do gene BCHE, o que poderiamos
esperar quanto as distribuicdoes de peso e de IMC? Sobre esse assunto € importante
citar dados de FURTADO-ALLE et al. (2006), que analisaram a atividade da BChE e a
variabilidade desse sitio em amostras de homens obesos, de IMC normal e de atividade
baixa da BChE. Esses autores observaram que a variagdo -116A estava associada a
uma diminuicdo da atividade da BChE. A freqiiéncia de -116A foi significativamente
maior na amostra de atividade baixa quando comparada com amostras de obesos e de
IMC normal. Quando as amostras de obesos e de IMC normal foram divididas em
quartis de atividade e analisadas quanto a freqiiéncia do alelo -116A, foi observado que
essa freqliéncia estava significativamente mais alta no quartil de atividade baixa, tanto
em obesos quanto em individuos com IMC normal, do que no resto da distribuigdo.
Em vista do exposto, no inicio deste estudo, foram formuladas duas hipdteses:

a) A variagdo -116A, por estar associada a atividade baixa da BChE, poderia

estar associada ao aumento do peso e do IMC.

b) A variagdo -116A, por estar associada a atividade baixa da BChE, poderia

levar a perda da influéncia dessa enzima na homeostase do peso € do IMC.

6.3 VARIANTES DOS SITIOS -116 E 1615 DO GENE BCHE - PESO E IMC

A variancia de peso do geno6tipo -116GA; 1615GA foi significativamente maior
(Tabelas 7; Figura 8) que as variancias dos genotipos -116GG; 1615GG e -116GG;
1615GA. Também foi observada variancia significativamente maior do IMC na classe
genotipica -116GA; 1615GA (Tabelas 9; Figura 10), quando comparada com as classes
-116GG; 1615GA e -116GG; 1615GG. Como as variancias de peso ¢ de IMC nao
diferiram entre as classes -116GG; 1615GA e -116GG; 1615GG, conclui-se que a
presenga da variante -116A parece ser necessaria tanto para o aumento da variancia do
peso, como do IMC. Porém, como todos os portadores do alelo —116A considerados
nas comparagdes também sdao heterozigotos para 1615A, nao ha como descartar o
efeito conjunto dessas mutagdes. Assim, considerando-se esses resultados, conclui-se

que essa presenca conjunta € a responsavel pelo resultado obtido por SOUZA et al.
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(2005a), uma vez que a presenga de apenas 1615A nao leva ao aumento da variancia
do IMC (Tabela 9; Figura 10).

FURTADO (2005) obteve resultado semelhante ao analisar a varidncia de IMC
em amostras de obesos (IMC > 30). A autora observou que a variancia da classe
-116GA; 1615GA era significativamente maior que a variancia da classe -116GG;
1615GA (F = 3,18; p = 0,03), sendo esse resultado concordante com o do presente
trabalho, refor¢ando a idéia de que presenca do alelo -116A ¢é necessaria para o
aumento da variancia de IMC. A autora realizou as mesmas analises em amostras
controles (20 < IMC < 25), porém, ndo foi verificada diferenca entre as variancias de
IMC nessas amostras, possivelmente devido a faixa estreita de IMC desse grupo
selecionado.

Uma outra hipdtese que poderia ser levantada, seria a de que uma outra suposta
variante em outro gene, em desequilibrio de ligagdo com a variante -116A ¢ a
montante desta, fosse a real responsavel pelo aumento dessa variancia observada para
peso ¢ IMC. Entretanto, consideramos mais provavel a hipétese de que seja -116A;
1615A o haplotipo de importancia neste caso. Essa consideragdo se baseia em dados
de outros trabalhos, que evidenciaram associagdo positiva entre a atividade da BChE
com peso e com IMC, bem como as relagdes diferenciais dos fendtipos do loco CHEZ2
com relacdo as médias de peso e de IMC.

As comparagdes entre as médias de atividade da BChE em 3 das classes
genotipicas mostraram que a presenca da variante -116A estd associada a uma
diminui¢do na meédia da atividade da butirilcolinesterase (Tabelas 10 e 11). Foi
observado que a classe genotipica -116GA; 1615GA tinha em média atividade
enzimatica significativamente menor que as demais classes (-116GG; 1615GG e
-116GG; 1615GA). Devido ao fato de que todos os portadores do alelo —116A
considerados nas comparagdes também sao heterozigotos para 1615A, poderia se supor
que também a variante 1615A fosse a responsavel por essa atividade baixa. Contudo,
ALTAMIRANO et al. (2000) verificaram que a enzima 1615A ndo possui atividade da
BChE diferente da enzima usual, em relacao a afinidade e taxa de catalise do substrato,
taxa de secre¢do da célula e formagao dos tetrameros. Assim, essa mutacao nao teria

efeito na estrutura ou atividade da BChE. Os resultados obtidos no presente trabalho
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estdo no sentido dos obtidos por FURTADO-ALLE et al. (2006) que observaram
freqiiéncia de -116A significativamente maior em amostra de doadores de sangue com
atividade baixa da BChE, quando comparada com amostras de doadores de sangue
obesos ¢ de IMC normal. A freqliéncia de -116A também foi maior no quartil de
atividade baixa, tanto em obesos quanto em individuos com IMC normal, do que no
resto dessas distribuicdes. Os autores sugerem que a variante -116A estd associada a
uma diminui¢do da atividade da BChE, provavelmente devido a eventos de regulagao
transcricional ou traducional, visto que o sitio da mutac¢do -116A esta localizado fora
da regido que codifica o peptideo maduro, mas em uma regido que ¢ transcrita. Assim,
essa mutacao poderia afetar a transcricdo do gene BCHE ou alterar o sitio de ligagao
dos fatores de tradugdo. Outra possibilidade seria a de que outra variante, em
desequilibrio de ligagdo com a variante -116A, seja a responsavel pela diminui¢do da
atividade da BChE. FURTADO-ALLE (2005) e FURTADO-ALLE et al. (2006) sugerem
que ¢ a variante -116A e ndo a 1615A a responsavel pela baixa atividade da BChE
encontrada em parte dos portadores de 1615A. O presente trabalho refor¢a os dados
encontrados por esses autores.

O conhecimento de que a variagdo -116A esta associada com atividade baixa da
BChE nos levou a formular a hipdtese de que essa variagao pudesse estar relacionada
com o aumento do peso e do IMC, em contraposi¢do ao fato de que o fenotipo CHE2
C5+, com atividade da BChE aumentada cerca de 25%, estar relacionado com médias
mais baixas de peso e de IMC do que o fendtipo CHE2 C5-. Entretanto, nossos dados
sdo mais favoraveis a hipdtese de que a variagao -116A, por estar associada a atividade
baixa da BChE, leva a perda da influéncia dessa enzima na homeostase do peso e do
IMC. Nesse caso, outros fatores genéticos e ambientais se tornariam mais influentes na
determinacao dessas variaveis. Se a acdo da BChE em relagdo ao peso e ao IMC se faz
pela sua propriedade em desacilar a grelina, ¢ provavel que quando sua atividade for
reduzida essa acdo perca sua importancia tanto na determina¢do do peso como do
IMC.

Como o fenotipo CHE2 C5+ tem efeito sobre a atividade da BChE, poderia se
pensar que uma possivel distribuicdo ndo homogénea desse fendtipo, entre as classes

genotipicas -116GG; 1615GG, -116GG;1615GA e -116GA;1615GA, poderia levar a
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erros nas analises dos resultados sobre atividade da BChE. Entretanto, como a
freqliéncia esperada do fenotipo CHE2 C5+ ¢ de aproximadamente 10%, seu efeito
sobre a atividade ndo teria influéncia nos presentes resultados.

Quando foram estimados os coeficientes de correlagdo entre a atividade da
BChE e IMC e entre a atividade da BChE e peso na classe genotipica -116GG,;
1615GA (Figuras 13 e 14, respectivamente), seus valores foram estatisticamente
significativos. Esse fendmeno foi reproduzido (Tabelas 15 e 16) quando as amostra
foram comparadas quanto a media de atividade entre os grupos acima e abaixo da
mediana tanto de peso como de IMC. No genotipo -116GG; 1615GA, o grupo acima
da mediana, tanto de peso como de IMC, tem maior média de atividade da BChE do
que o abaixo da mediana. Esses resultados parecem indicar que esse genotipo
responderia ao aumento de peso e de IMC com um aumento de sintese da BChE, o que
contribuiria para a homeostase dessas caracteristicas.

O fato de ndo existir correlagdo significativa da atividade da BChE com peso (r
= 0,05) e com IMC (r = 0,21) na classe -116GA; 1615GA poderia ser considerado
como um refor¢co a hipdtese de que BChE de atividade baixa perde influéncia na
homeostase do peso e do IMC. Porém, ¢ importante salientar que a falta de correlacao
entre atividade da BChE e IMC pode ser fun¢ao do pequeno tamanho da amostra. Ao
se observar uma tabela de coeficiente de correlacdo, verifica-se que correlacao de 0,21
¢ significativa, ao nivel de 5%, em amostra com 90 casos. Entretanto, mesmo se
existir correlacao de 0,21, a baixa atividade da enzima nesse genotipo pode nao atuar
adequadamente no sentido da homeostase do peso e do IMC.

O fato da classe genotipica -116GG; 1615GG nao ter apresentado correlacao
significativa da atividade da BChE com peso (r = 0,10) e com IMC (r = 0,09) foi
inesperado, tendo em vista a série de dados publicados a respeito de correlagdes
positivas com essas varidveis. Entretanto, nenhum dos trabalhos anteriores dividiu as
amostras por genotipo, como o presente estudo. Assim, a validade desse resultado
precisa ser verificada em outros estudos.

Como a amostra de doadores de sangue examinada quanto a atividade da BChE
era relativamente pequena, optou-se por dividi-la considerando-se a mediana de peso e

IMC e nao dividi-la por categorias de peso, pois cada categoria estaria representada
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por poucos individuos. O teste y* realizado entre as 3 classes genotipicas quanto as
categorias de peso normal (18,5 < IMC < 25), excesso de peso (25 < IMC < 30) e
obesidade (IMC > 30) ndo mostrou diferenga significativa (Tabela 14), mostrando que
os resultados observados quanto as andlises das medianas ndo eram devidos a uma
diferenca na distribuicdo dos genotipos entre as categorias de peso.

A associacdo entre variantes dos genes BCHE e CHEZ2 e variaveis
antropométricas foi observada em trabalhos do nosso laboratorio, como por exemplo,
CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al., (1991); ALCANTARA et al, (2001) e SOUZA et al.
(2005a). Os resultados do presente trabalho aprofundam o conhecimento obtido por
SouzA et al. (2005a), no sentido de que a presenga da variacao -116A € necessaria no
gendtipo 1615GA para que a variancia do peso e do IMC sejam maiores do que em
controles 1615GG. A variagdo -116A, provavelmente por estar associada a atividade
baixa da BChE, leva a perda da influéncia dessa enzima na homeostase do peso e do
IMC, sendo que outros fatores genéticos e ambientais se tornam mais influentes na
determinacdo dessas variaveis e, dependendo do tipo de acdo destes fatores, levam a

desvios da média tanto no sentido positivo como negativo, aumentando a variancia.
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7. CONCLUSOES

7.1. A presenca das variantes -116A e 1615A do gene BCHE parece ser necessaria

tanto para o aumento da variancia do peso, como do IMC;

7.2. A presenca conjunta das variantes -116A do exon 1 e 1615A do exon 4 ¢ a
responsavel pelo resultado obtido por SOUZA et al. (2005a), uma vez que a presenca de

apenas 1615A nao leva ao aumento da variancia do IMC;

7.3 E provavel que seja -116A a variante responsavel pelo aumento da varidncia
observada, e ndo uma outra suposta variante em outro gene, em desequilibrio de
ligacdo com a variante -116A, tendo em vista as associagdes positivas evidenciadas da
atividade da BChE com peso e com IMC, bem como as relagdes diferenciais dos

fenotipos do loco CHE2 com relacao as médias de peso e de IMC;

7.4. A classe genotipica -116GA; 1615GA tem em média atividade enzimadtica

significativamente menor que as demais classes;

7.5. Os resultados do presente trabalho apoiam a hipdtese de que a variacao -116A, por
estar associada a atividade baixa da BChE, leva a perda da influéncia dessa enzima na

homeostase do peso e do IMC.

7.6. O gendtipo -116GG; 1615GA parece responder ao aumento de peso e de IMC com
um aumento de sintese da BChE, o que contribuiria para a homeostase dessas

caracteristicas.

7.7. A falta de correlacdo da atividade da BChE com peso ¢ com IMC na classe
genotipica -116GG; 1615GG precisa ser pesquisada em outros estudos.
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