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CAPITULO I

INTRODUGAO

I.1 - g sucinilcolina

Muitos medicamentos apresentam,  cOmo  ago
principal, o blogueio do impulso nerveso na jun¢ao mioneural
e, conseqﬁentemente, um efeito miorrelaxante. Dependendo do
mecanismo pelo qual esse efeito ¢ produzido, tais farmacos
rodem ser classificados como micorrelaxantes competitivos (eg
tabilizadores) e despolarizantes. A d-tubocurarina € o exem-
plo classico do primeiro grupo enquanto o decametdénioc (¢ 10)
representa o segundo.

Dentre os agentes despolarizantes conhecidos,
a sucinilcolina (sucinildicolina ou éster dicolinico do aci-
do sucinico, figura I.1) passou a ser amplamente empregada
pelos anestesiologistas logo apds o seu efeito miorrelaxante
ter sido descrito, em 1949, simultanea e independentemente ,
por pesquisadcres italianos, ingleses e norte-americanos. Os
primeiros estudos farmacoldgicos com essa substancia, entre-
tanto, datam de 1906, muito embora seu efeito miorrelaxante
naoc ter sido observado nessa epoca, devido ao fato de tais
ptsquisas terem sido feitas em :fnimais curarizados ( LEHMANN
e LIDDELL, 1969; LITWILIER, 1969; KCELLE, 1970b).
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Figura I.1 - Férmula estrutural dz sucinilcolina.

Devide a seus dois atomos de nitrogénio qua-—
terndrio, a sucinilcolina forma sais halogenados, sendo em-—
pregada, usualmente, sob a forma de cloreto (LEH M ANN e
LIDDELL, 1969). Comercialmente ¢ apresentada sob a forma de
po branco esteéril bastante soluvel em agua, em quantidades de
0,5 e 1,0 g, ou como solugao estéril, contendo 20, 5C ou 100
mg/ml (KOELLE, 1970 ). Seu ponto de fus dc é 15700 e, quando

< P . b
em solugdo, ¢ estavel em meio acido, sofrendo hidrdlise es-
pontanea e rapida quando em meio alcalino (BOURNE et al.,
1952).

A principal caracteristica da sucinilcolina €
seu efeito de curta duragao, notado ja nos primeiros ensaios
clinicos. Realmente, BOURNE et al. (1952), em uma série de
546 pacientes, observaram que uma dose de 1,] mg/kg de peso
corporal provocava paralisia muscular apds um periodo de 15
a 20 segundos de fasciculagoes. Essa paralisia perdurava de
2 a 6 minutos na grande maioria dos casos.

0 efeito transitdrio da sucinilcolina é funda
mental na indicagao do seu uso, sendo ela empregada em proce
dimentos gue requeren relaxamento muscular por tempo relati-
vamente curto, quais sejam, intubagdo, laringoscopia, bron-
coscopia, esofagoscopia, na prevencao de trauma na terapia
eletroconvulsiva, tétano e outros estados convulsivos e mani.
pulagoes ortopédicas (BOURNE et al., 1952; KOELIE, 1970b)

As doses normalmente utilizadas nos procedi -
mentos citados variam de 10 a 30 mg, administrados endoveno-
samente. Apds um periodo curto de fasciculagdes musculares,
o relaxamento estabelece-se no primeiro minuto que segue  a
administragdo, tornandc-se maximo no segundo minuto e desa-—
parecendo, regra geral, nos trés minutos seguintes. Obviamen
te, pode-se consegulr um relaxamento muscular de maior dura-
¢ao mediante repetidas injegdes de sucinilcolina, a interva-
los apropriados, ou por infuszo continua (KOELLE, 1970b).

Dentre os efeitos celaterais obhgervados com o
uso desse farmaco, merece esp901a1 atencao a apnéia prolonga
da que aparece durante o efeito maximo da sucinilcolina e e,
guase sempre, transitdria. Outros efeitos colaterais gque po-
dem ocorrer derivam da agaoc da sucinilcolina sobre o sistema
nervogo auténomo. Assim € que a administracfo intermitente de
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sucinilcolina pode provocar, em alguns indivfduos, bradicar-
dia acompanhada de hipotensao arterial em consequéncia da e-
ventual agdc blogueadora dessa substancia sobre os ganglios
simpaticos. Quando a administragéio da sucinilcolina & prolon
gada, pode ocorrer o oposto em alguns pacientes, isto €, ela
pode ter efeito estimulante sobre os ganglios simpéticos,prg
vocando, assim, taquicardia e hipertensao arterial ( KOELLE,

1970 ) De qualquer modo, considerando que og efeitos autono
mos $ao passiveis de ccorrer somente com doses muito superio
res aquelas necessdrias a produgao de miorrelaxamento, acei-
ta~se gue a apnéia prolongada é o principal efeito adverso
decorrente do emprego da sucinilcolina.

BOURNE et al. (1952) estao entre os primeiros
a observar a ocorréncia de . apneia prolongada por sucinilco-
lina. Assim, entre os 546 pacientes por eles estudados, cin-
co apresentaram apnéia que se prolongou aleém de oito minu -
tos. EVANS et al. (1952) citaram casos relatados na literatu
ra, nos quais o efeito miorrelaxante da sucinilcolina perdu-
rou por 10 minutos a trés horas. Em sua propria casuistica de
mais de 400 pacientes, encontraram dois gque apresentaram ap-
neia de 20 e 21 minutos.

A dnativagac in vitro da sucinilcolina pela
pseudocolinesterase ¢ a observagao de que a neostigmine e ou
tros inibidores dessa enzima prolongavam seu efeito miorrela
xante (BOURNE et al., 1952; LITWILLER, 1969) melhoraram g com
preensao de sua farmacodinimica e consegulram explicar a ap-
neéia prolongada que ocorria em determinados paclentes.

1.2 - A pseudocolinesterase

As colinesterase sao enzimas que hidrolisam ég
teres de colina e tiveram sua nomenclatura regulamentada. pe-
la Comissao de Enzimas da UniZo Internacional de Bioquimica
em 1961 (LEHMANN e LIDDELL, 1969). Nessa ocasiao foram reco-
nhecidas duas colinesterases difercentes, a acetilcolineste —
rase (acetil-hidrolase de acetilecolina, EC 3.1.1.7), também
chamada colinesterase verdadeira e a colinesterase (acil-hi-
drolase de acilcelina, EC 3.1.1.8), conhecida principalmente
como pseudocolinesterase, mas tambem chamada de colinestera—
se seérica, colinesterase plasmdtica, butirilcolinesterase e
colinesterase inespecifica.

A acetilcolinesterase ¢ uma enzima relativa-—
mente especifica de grande afinidade pela acetilcolina,sendo
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encontrada em varios tecidos, principalmente no tecido nervo
s0 e nos eritrdcitos. Ela e responsavel pela inativagdo da a
cetilcolina nas sinapses neuronais durante o processo de
transmiss&0 nervosa. Essa enzima nao hidrolisa a sucinilcoll
na, sendo, ao contraric, inibida por ela. A colinesterase e
uma enzima responsavel pela hidrdlise de varios ésteres  de
colina, incluindo a sucinilcolina, tendo side descrita no te
cido glial, misculo cardiaco, intestino, pele, pancreas e
plasma sanguineo (para referéncias vide KALOW, 1959 e  LIT-
WILLER, 1969).

A pseudocolinesterasc prescente no plasma, do-
ravante referida somente como pseudocolinesterase, apresenta
meia vide de dez dias (GIBLETT, 196%) e uma acgdo fisioldgica
nao definida. Suple-se que seu papel me tabdlico principal se
ja a hidrdlise de ésteres de colina gue podem inibir a ace-
tilcolinesterase, como a propionilcolina e a butirilcclina .
Essas substancias sao produzidas in vitro pelos sistemas en
zimaticos responsdveis pela sintese de acetilcclina, mas tam
bem podem ser originadas pela agao da flora bacteriana intes
tinal (IEHMANN e LIDDELL, 1969). Outra funcaoc metabolica a-
tribuida a ela ¢ a regulacado dos niveis plasmaticos de coli-
na (GIBLETT, 1969).

Do mesmo modo que a acctiicclinsterase,a pseu-
docolinesterase apresenta dois sitios ativos. Um deles, cha-
mado sitio anidnico, ¢ uma regiao da molécula enzimdtica,pos
sivelmente um grupo carboxila dissociado, carregads negativa
mente e que se liga eletrostaticamente ao atomo de nitro-
génio quaterndario do substrato, carregado positivamente.O ou
tro, chamado sitio esteratico, é um residuo com radical basi
co e um grupo gcido protonado. Esse sitio combina-se  cova-—
lentemente com o atomo de carbono eletrofilico do radical car
boxila do éster. A fracao colina é€ entfo eliminada, restando
a enzima com seu sitio ativo acetilado, gue por sua ver res-—
ge rapidamente com dguz, produzindo d@cido acetico & a enzima
com o sitio ativo regenerado (LEHMANN e LIDDELL, 1969;KOELLE,
1970, ) -

Com relacao as suas caracteristicas  fisico-
—quimicas, a enzima apresenta um peso molecular de 300.000 e
€ uma glicoproteina coniendo varios residuos de deido sidli
co, 08 guais podem ser removidos sem perda da atividede (LIT
WILIER, 1969; GIBLETT, 1969). -

0 local de sintese da pseudocolinesterase ¢é o
figado. Submetendo-se extratc de tecido hepatico a processos
cromatograficos e de filtragem em gel, obtiveram-se trés fra
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g0es com propriedades idénticas a pseudocolinesterase.  Uma
delas, exatamente idéntica & enzima, e duas outras, que dife
riam da enzima propriamente dita pelo fato de nao apresenta-
rem residuos de dcido gidlico na molécula. Considerou-se a
primeira fracao como o produto final de sintese, isto €, a
pseudocolinesterase, da qual as duas ultimas seriam os pre-
cursores (para referéncias vide LITWILLER, 1969). Por outro
lado, estudos histoguimicos evidenciarem a presenga de pseu-
docolinesterase no citoplasma dos hepatdcitos. Além disso,em
portadores de insuficiéncia hepadtica, o numero de hepatdci-
tos contendo a enzima mostra-se diminufido, fato que se refle
te na diminuicao da concentracao plasmatica da en z ima
(GIBLETT, 1969).

Do ponto de vista eletroforetico, a pseudoco-
linesterase migra na fragao globulina alfa,_ quando a eletro-
forese do soro sangllineo € rotineira. A eletroforese do soro
em gel de amido evidencia, porém, Quatro bandas de pseudoco-
linesterase, denominadas C.a C,, no sentido decrescente de
mobilidade em relagdo ao anodo. A fragcao C,, mais lenta, €
responsavel por cerca de 90% da atividade & zimdtica presen-—
te no soro. Uma banda adicional, ainda mais lenta que C,, de
nominada C_, foi observada em 5% a 10% dos individuos e € res
ponsavel pgr um acréscimo médio da atividade enzimdtica  da
ordem de 30% (GIBLETT, 1969; LEHMANN e LIDDELL,1969; L I T-
WILIER, 1969). Mais recentemente evidenciaram-se outras ban-
das acessorias (LUBIN et al., 1971).

I.3 - Hidrdlise enzimsatica da sucinilcolina

A curta dursgfo do efeito miorrelaxante gque se
segue a admininistragéo de uma dose unica de sucinilcolina de
ve-se a sua rapida hidrdlise pela pseudocollnesterase, de mo
do que somente 2% a 10% da dose injetada € excretada in na -
tura na urina (KALOW, 1959; KOELLE, 1970. ). Portanto,a pseu-
docolinesterase age sobre a sucinilcolina somente enquanto
essa substancia se encontra no plasma, devendo a gquantidade
remanescente deixar a circulagdo para atingir seu sitio de a
¢ao, ou seja, a placa mioneural, que e POr ela despolariza -
da.

A hidrdlise da sucinilcolina por acdo da pseu-~
docolinesterase faz-seem dois estagios (figura I.2). No pri-
meiro, gque ocorre com uma velocidade relativamente alta, sao
liberados, como produtos de reacao, & colina e a sucinilmono
colina. Bssa ultima €, por sua vez, hidrolisada muito lenta—
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mente, produzindo colina e acido sucinico, que sdo componen-
tes normais do organismo (KALOW, 1959; LITWILIER, 1969 ;
KOELLE, 1970b).

0 figado possui uma esterase aparentemente es
pecifica para a sucinilmonocolina, o0 gue leva a sSupor que O
segundo estdgio da hidrdlise da sucinilcolina nao depende so
mente da ag¢do da pseudocolinesterase (KAIOW, 1959). A suci -
nilmonocolina, por sua vez, exerce uma acac bloqueadora  na
junc&o mioneural muito mais fraca que a exercida pela suci -
nildicolina e, ao contraric dessa ultima, o bloqueio € pre-
dominantemente do tipo competitivo (KOELLE 1970 ). Assim, ©
primeiro estagio da hidrdlise enzimatica € o pr1n01pal Pro-
cesso de inativacgdo da sucinilcolina. O término do efeito
miorrelaxante decorre de um processo de diluigao do fdarmaco,
isto €, sua difusfo a partir da placa mioneural, para ¢ flui
do intersticial (KALOW, 1959) e posterior excregao urinaria.

I.4 - Apnéia prolongada e baixos niveis de
pseudocolinesterase

Tendo em vista © exposto, impOe-se a conclu-
sao de que os individuos nos gquais o efeito mlorrelaxanteque
segue a administragac de uma dose unica de sucinilcolina e
prolongado anormalmente, devem apresentar baixa atividade de
pseudocolinesterase.

BOURNE et al. (1952) determinaram a atividade
da pseudocolinesterase “entre os individuos de sua casuistica
(546 individuos) e verificaram que em cinco (0, 9%) que apre-
sentaram apneia prolongada, os niveis plasmaticos da enzima
eram significativamente menores que 08 demais. Ficou demons-
trado que a atividade enzimatica presente nos individuos and
malos, medida por meio da taxa de hidrdlise da acetileolina,
corresponde a cerca de um decimo daguela presente nos indivi
duos normais (EVANS et al., 1952).

A explicaggo para essas observagaes torna-se
facil quando a deficiéncia de pseudocolinesterase pode ser
considerada como adquirida. Na realidade, certas condigoes
tais como envenenamento por alguns inseticidas organofosfora
dos, insuficiéncia hepdtica, desnutrigdo e outros estados mdr
bidos determinantes da diminuigao da sintese protéica provo-
cam a queda da atividade da pseudocolinesterase (BOURNE et
al., 1952; KALOW, 1959; GIBIETT, 1969 ; KOELLE, 1970, ).
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I.5 - Determinagao genctica da deficiéneia de
pseudocolinesterase

A maioria dos 1nd1v1duos Ccom resposta anormal
a4 sucinilcolina, entretanto, ¢ isenta de antecedentes que
possam ser responsabilizados pela diminui¢ao da atividade da
pseudocolinesterase neles observada (IEHMANN e LIDDELL,1969).
Considerou-se, entao, a hipotese de deficiéneia congénita de
pseudocolinesterase como a explica¢ao mais provavel para es-—
ses casos, principalmente apds 0 reconhecimento de que eles
mostravam recorréncia familial (ALIOT e THOMPSON,1956; IEH-
MANN e SIMMONS, 1958; LEHMANN e RYAN, 1956),

A etiologia genética, que explicaria essa se-
gunda possibilidade, bem como seu provavel mecanismo de he-—
ranga, foram demonstrados por KAUFMAN et al. (1960) por inter
medio do estudo de trés geragdes da fam{lia de um prop031to
que apresentou apnéia de mais de 45 minutos ap6s a adminis -
tragao de uma dose unica de 20 mg de sucinileolina. Com base
na determinac¢ao da atividade da pseudocolinesterase, esses
autores verificaram a existéncia de trés tipos de individuos,
quais sejam, 08 Que apresentavam atividade bastante reduzida
dessa enzima, 0s que apresentavam atividade congiderada nor
mal, e um terceiro grupo, o daqueles cuja atividade da pseu~
docollnesterase era intermediaria a dos dois grupos extremos.
Além disso, a andlise da distribuigao famlllal desses 1nd1v1
duos permitiu supor uma determlnagao monogenlca e autossdmi-
ca para a deficiéncia congénita de pseuuocollnesterase, com
a existéncia de dois alelos: um, responsavel pela determina-
gac da pseudocolinesterase com atividade normal e o outro pe
la enzima deficiente. Consequentemente, trés gendtipos e seus
respectivos fendtipos foram postulados, quals sejam, ¢ homo-
zigoto do alelo normal, com atividade enzimatica normal, 0
homozigoto do alelo deficiente, com baixa atividade da enzi
ma, e 0 heterozigoto, com atividade intermedidria.

I.6 - As variantes usual e atipica de pseu -
docolinesterase

Visto que a enzima deficiente nao  determina
um estado moérbido, designou-se a variante enzimdtica com a—
tividade normal por pseudocolinesterase usual (fendtipo U) ’
enquanto a enzima deficiente foli denominada pseudocolineste-
rase atipica (fendtipo A). A enzima presente no heterozigoto
(pseudocollnesterabe intermedidria, fendtipo I), na realida—
de, € uma mistura das variantes usual e atipica, participan-
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do essa ultima com cerca de 30% a 40% do total (KALOW e DA-
VIES, 1958; LIDDELL et al., 1962). Esse fato, alias, atesta
a relacao de codominancia entre os alelos citados.

A variante usual de pseudocolinesterase apre-
senta maior afinidade pela sucinilcolina do que a forma ati-
pica da enzima e também hidrolisa a sucinilcolina com uma ve
locidade maior que a segunda Em conseqgiiéncia, nos indivi-
duos com a varlante atipica a sucinilcolina permanece na cir
culagao sangulnea por mais tempo Desse modo, a sua agao pro
longa-se nos individuos do fendtipo A, uma vez que uma majior
quantidade do farmaco alcanga a juncdo mioneural, aumentando
-lhes a duragao do tempo de apnéia (KALOW, 1959; LEHMANN e
LIDDELL, 1969).

A determinagao da atividade da pseudocolines-
terase ndo permite classificar, com seguranca, todos os indi
viduos estudados, pois existe grande interpenetracdo das dis
tribuigoes da atividade enzimatica correspondente aos trés
fendtipos (KAUFMANN et al., 1960; WHITTAKER, 1970). Por ou-
tro lado, a verlflcagao de que as duas varlantes diferem en-
tre si no gue respeita a outras propriedades cineticas permi
tiu a caracterizacao da enzima atipica e o desenvolvimento de
técnicas que conduzem a uma discriminacio maior entre ela e
a variante usual, como se vera adiante.

KALOW e DAVIES (1958), estudando o comporta -
mento das variantes usual e atipica frente a varios inibido-
res de esterase, obtiveram dados que permltlram supor locali
zar-se a principal diferenga entre elas no sitio anidnico
nao se tendo observado diferencas significativas quanto a0 pe
so molecular. De fato, tanto a enzima usual quanto a atipi-
ca eram inibidas na mesma intensidade gquando esses autores u
tilizaram inibidores gue se ligam somente ao sitio esterati-
co, quais sejam, o fluorofosfato de di-isopropila (DFP) e o
pirofosfato de tetra-etila (TEPP). O mesmo n&oc ocorreu quan-—
do os inibidores estudados apresentavam nitrogénio quaterna-
rio na molécula, come a dibucaina, entre outros, sendo a va-
riante usual marcantemente mais inibida por eles.

Cbservaram-se resultados semelhantes em estu-
dos de afinidade enzimatica para substratos de diferente na-
tureza. A variante atipica mostrou maiores valores de Km e
menores de V frente a ésteres de colina (DAVIES et al. 519603
BAMFORD e HARRIS, 1964). O mesmo, entretanto, ndo foi verda—
deiro frente ao acetato de alfa-naftila (BAMFORD e HARRIS ,
1964). Esse ultimo substrato liga-se & enzima no sitio este-
rético, enquanto os primeiros ligam-se a ambos os sitios ati
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vos, isto é, anidnico e esteratico. As diferengas de compor-
tamento observadas, portanto, sé podem ser atribuidas a di-
ferencas relativas 20 sitio anidnico.

Uma vez que a pseudocolinesterase atipica a-
presentava menor afinidade por inibidores e substratos que se
ligam ao sitio anicdnico, era de se supor gue seu comportamen
to eletroforético também fosse diferente da usual, isto € ,
que ela apresentasse menor carga negativa 11qu1da que ausual.
A eletroforese vertical em papel, do soro sangulneo, em PH
9,7 , demonstrou a mobilidade mais lenta da variante atipica,
que migra entre as fragles beta e gamaglobulina, enquanto a
variante usual migra na frag¢ao betaglobulina (LIDDELLet al.,
1962} .

0 conhecimento desses fatores propiciou o de-
senvolvimento de numercsas técnicas que permitem identificar
os fendtipos usual, intermedidrio e atipico de pseudocolines
terase de modo muito mais preciso que a determinagao dos ni=
veis plasmaticos da enzima. Baseiam-se essas tecnicas na ta-
xa de inibigéo enzimatica frenie a inibidores com nitrogénio
quaternério na molécula, a qual € bastante diferente para ca
da uma das variantes (KAIOW e DAVIES, 1958). Uma das subs -
tancias que mais marcantemente exerce essa inibigdo discri-
minatdéria, sendo, por sinal, uma das primeiras a ser utiliza
das com esse propdsito, ¢ a dibucaina ( IEHMANN e LIDDELL ,
1969; WHITTAKER, 1970). Chamou-se a porcentagem de inibigao
da pseudocolinesterase exercida pela dibucaina na concentra-

cdo 10™ M de nimero de dibucaina ow IN*. O portador da pseu
docolinesterase usual apresenta numero de dibucaina superior
a 70 enquanto o homozigoto atipico mostra DN inferiores a 30,
ficando o heterozigoto com os valores entre 45 e 69 { LEHMANN
e LIDDELL, 1969).

Outra substéancia com alto poder discriminaté-
rio entre as variantes usual e atipica de pseudocolinestera-—
se & o brometo de dimetilcarbamato de 2~-hidroxi-5-fenilben -
zil trimetilamonio** (KALOW e DAVIES, 1958;BAMFORD e HARRIS,

=7

1964). A utilizacho desse produto na concentracao 10 'M for-

* — Iniciais da expressac inglesa Dibucaine Number.
- Nao disponivel no comércio. Recebe o numero de codigo
R0O2-0683, que lhe é atribuido pelo fabricante Hoffmann-

-La Roche Iaboratories, Nutley, New Jersey, USA.
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nece porcentagens de inibigao variando de 82% a 96% para a
enzima usual e 9% a 30% para a atipica. O heterozigoto mos-
tra inibig¢do variando de 43% a 67% (MORROW e MOTULSKY,1968).
A grande vantagem da utilizacido dessa técnica ou de var1an~
tes dela (HARRIS e ROBSON, 1963) ¢ a de que a sua execugao o
raplda e facil, guando comparada com as outras, desde que ,
e claro, se tenha acesso ao inibidor ndoc comercializado por
ela utilizado (brometo de dimetilecarbamato de 2-hidroxi-5- fe
nilbenzil trimetilamdnio ou R0O2-0683).

L.7 - A variante fluoreto de pseudocolineste-
rase

A investigacao sistematica de substénciss com
agao inibidora sobre a pseudocolinesterase levou ao reconhe-
cimento de outra variante enzimdtica além das duas citadas.
HARRTIS e WITTAXER (1961) observaram que o fluoreto de sddio
inivia, de forma discriminatdria semelhante a dibucaina, as
variantes usugl e atipica da enzima. Tal discriminacgao, entre
tanto, nao se processava de modo tao evidente quanto a da d1
bucaina, utilizada com tal propdsito (HARRIS e WHITTAKER,
1962). Esses autores definiram, entdo, o numero de fluoreto
ou FN*, que corresponde a porcentagem de inibigdo exercida

pela concentracaoc de 5 x 107 M @e fluoreto.

A investigag&o da distribuigao dos FN numa a-
mostra de individuos previamente classificados por meio da
determinacac dos DN evidenciou, de um modo geral, estreita
correlagao entre os valores. Uma pequena proporgao dos indi-
viduos mostrou, entretanto, alguma dlscrepan01a, a gqual ocor
reu tanto no fendtipo usual quanto no intermedidrio. Em am-
bos, o0s valores de DN foram sempre maiores que 0s respecti-
vos FN. Dito de outro modo, os individuos discrepantes pos-
suiam uma variante de pseudocolinesterase mais resistenté a
inibigdo por fluoreto (HARRIS e WHITTAKER, 1961).

Estudos posteriores demonstraram que essa va-
riante, denominada fluoreto, e determinada por um gene alelo
dos dois anteriormente citados. Isso ficou evidenciado nor
meio da determinagao dos DN e FN dos membros de vinte e duas
familias selecionadas a partir de um propdsito com o fendti-
po intermedigrio (HARRIS e WHITTAKER, 1962). Dentre os indi-

* - Iniciais da expressdo inglesa Fluoride Number.
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viduos classificados como pertencentes ao fenotipo usual pe-
lo numero de dibucaina, um subgrupo mostrou valores de FN
significativamente mais baixos gque os demais. De modo andlo-
go, entre os individuos com fendtipo intermediério tambem fo
rarw encontrados casos com valores de FN mais baixos que ores
tante do grupo ao gual pertenciam. Chamando ¢ subgrupo do fe
notipo usual resistente & inibigd@o por fluoreto de U, e de
I. a mesma condigao para © fendtipo intermediario, puderam
s2r analisados dois tipos de casamentos nessa amostra de fa-
milias.

Os cesamentos U x I produziram, na sua prole,
somente individuos dos fendtipos U e I em proporgao ndo dife
rente da razac esperada de 1:1. Do mesmo modo, 0s casamen-—
tos U x I, produgiram individuos U,e I também na razso 1:1
A interpretacao mais simples para &sses achados € realmente
a suposigdo da existéncia de um terceiro alelo. Assim, supon
do que o0s individuos I_ sdo,na realidade, heterozigotos dos
alelos atipico e fluorgto, os individuos U, que aparecem na
prole dos casamentos U x I. sao heterozigotos dos alelos u~
sual e fluoreto e seu numero deve ser teoricamente igual 2o
dos individuwos I (figura I.3).

Admite-se que a presenga somente da variante
resistente & inibigao por fluoreto, o gqué ocorre nos indivi-
duos com fendtipo F, isto €, no homozigoto para o alelo fluo
reto, condiciona sensibilidede moderada & sucinilcolina (IEH
MANN e LIDDELL, 1969).

I.8 - Auséncia de pseudocolinesterase

A investigagao de variantes deficientes de
pseudocolinesterase geneticamente determinadas em individuos
que haviam apresentado resposta prolongada a administracaoc de
sucinilcolina, levou ao reconhecimento de alguns casos nos
quais nao se detectou nenhuma atividade dessa enzima, isto
€, tais individuos mostraram auséncia de pseudocolinesterase
(GIBLETT, 1969; LEHMANN e LIDDELL, 1969; WHITTAKER, 1970). A
ocorréncia desses casos foi explicada pela admissio da exis-
téncia de um quarto alelo que, no estado homozigdtico, deter
minaria a auséncia da atividade de pseudocolinesterase, uma
vez gque 08 mesmos descendiam, em sua maior parte, de pais
pertencentes ao fendtipo usual, 08 quais, por sua vez, se—
riam heterozigotos desse novo alelo, chamado silencioso.

A eletroforese do soro de individuos com au-



VU
(V)

UF
(u))

Figura I.3 -
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AF
(1)

UA

(1)
| . : l

Heredograma hipotético de uma fami{lia que  in-
clui um genitor com fendtipo usual de pseudoco-
linesterase (U) e um outro com o fendtipo inter
medidrio resistente & inibicdo por fluoreto(Iij.

U = alelo da pseudocolinesterase usual
A = alelo da pseudocolinesterase atipica
F = alelo da pseudocolinesterase fluoreto

As notagOes entre parénteses referem-se sos fe-
nétipos.
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séncia de pseudocolinesterase ndo mostrou as quatro princi-
pais isoenzimas (GIBLETT, 196%), embora estudos imunoldgicos
tenham demonstrado uma proteina antigenicamente semelhante a
pseudocollnesterase usual (SZEINBERG et al., 1966). A ativi-
dade enzimatica presente no soro desses 1nd1v1auos ¢ infe -
rior a 3% dos valores obtidos para a enzima usual e, conse-
qllentemente, eles apresentam alta sensibilidade & sucinilco-
lina, com periodos de apnéia de duas a trés horas apds doses
usuais  desse medicamento (SZBEINBERG et al., 1966 ;
ALTLAND et al., 1967; LEHMANN e LIDDELL, 1969).

Como o alelo silencioso nao produz enzima fun
cionalmente ativa tem-se que, em relagac a ele, os indivi-
duos heterozigotos do alelo usual, atipico e fluoreto, pro-
duzem somente a variante enZ1mat10a determinada por esses ul
timos (WHITTAKER, 1970). Quanto a atividade da pseudocollnes
terase, os heterozigotos do gene usual e silencioso mostram
-na em taxas variando de 28% a 114% dos valores da enzima u-
sual (ILEHMANN e LIDDELL, 1969).

I.9 - NotagOes genotipica e fenotipica

Apesar de existirem indicagOes de que o alelo
silencioso n&o € homogéneo, tendo-se demonstrado, pelo  me-
nos, trés formas diferentes do mesmo (ALTLAND et al.,1967) ,
podem-se considerar as variantes de pseudocolinesterase u-
sual, atipica e fluoreto, bem como a ausénecia de atividade
dessa enZ1ma como determinadas por um sistema de alelos os
qgals S80 representados, respectivamente, pelos simbolos E
El’ El (ALTLAND et al., 1967; KALOW, 1972).

0 alelo E® » Ccomo mostrado anterlormente, é 1n
capaz de expressar-se no estado heterozigotico, o qué nao é
verdade em relagac aos demais, pertencentes ao assim chamado
sistema E.. Desse modo, sete fenotipos de pseudocolinestera-
se sd@o diStingiiveis nas populac¢des humanas, quais sejam, u-
sual ou U (EuEu ou EuES), atipico ou A (EaEa ou EaES), fluo-
f f ou E-E ), intermedidario ou I (EuE ), usual -

11 11
—fluoreto ou UF (E?E{), intermedidrio-fluoreto ou IF (E?El)e

reto ou F (E-RE

silencioso ou S (EiEi).

I.10 - O sistema alélico E

2
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A utilizagao da notagao E. prende-se ac fato
de existir um outro sistema génico autosSOmico, menos impor-
tante 30 ponto de vista pratico e que influencia os niveis
plasmdticos de pseudocolinesterase. Esse sistema & identifi-
cado pela notagdo E,. As relagdes funcionais entre ambos nfo
sao conhecidas e tambem nfdc existe ligagdo entre eles (SIMP-
SON, 1966; LEHMANN e LIDDELL, 1969).

Conhecem-se dois alelos desse segundo siste -
ma, E,- e E;+. O ultimo € responsavel pela presencga da  j&
mencidnada banda C_ (fendtipo C_+) na eletroforese em gel de
amido do soro de a%guns individtos. Essa banda adicional de-
termina um acréscimo de cerca de 30% da atividade enzimatica
presente no soro de individuos do fenotipo usual (SIMPSON ’
1966; LEHMANN e LIDDELL, 1969). O fendtipo C_+ também deter-
mina um acréscimo de atividade enzimatica em”individuos per-
tencentes aos fendtipos I e A, fato gque sugere ser a agao do
locus E_, independente da variante enzimatica determinada pe-
lo locus E1 (SIMPSON, 1966).

I.11 - Sensibilidade a sucinilcolina e varia-
cao0 fenotlplca

A falta de importancia pratica despertada _pe-
los fenotlpos determinados pelo sistema E deve«se a ausén -
cia de relagdo entre eles e os episddios ge apnéia prolonga-
da desencadeada pela administracao de sucinilecolina. Em rela
¢80 a0 sistema E entretanto, a hipersensibilidade a suci -
nllcollna ocorre de modo variavel em alguns dos fendtipos, co
mo Ja Se assinaiou anteriormente e se indica de modo resumi-
do na tabela I.1.

0 fenotipo I, considerado por alguns autores
como apresentando sen51b111dade normal a su01n11c011na.(SZEIN
BERG et al., 1966; WHITTAKER, 1970), enguadra-se, de modo
mais preciso, no grupo de individuos moderadamente sensiveis
a esse produtoc. De fato, a frequéncia com gue a apnéia pro -
longada ocorre entre os individucs com esse fendtipo & cerca
de sete vezes majior do que a consiatada entre os individuos
do fendtipo U (LEHMANN e LIDDELL, 1969).

Permanece ainda sem uma explicagaoc adequada a
observagao de que cerca de 30% dos pacientes que mostram ap-
néia proleongada pertencem ao fenotlpo usual. Egse fato tal-

vez se relacione com algumas evidéncias que sugerem a exis-
téncia de outras variantes de pseudocolinesterase ainda n&o
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definitivamente caracterizadas (LEHMANN e LIDDELL , 1969 ;
WHITTAKER, 1970; GOEDDE ¢ ALTLAND, 1971).

I.12 - Variagao populacional do alelo E?

Os estudos relativos a freqﬁéncia com gque as
diferentes variantes de pseudocolinesterase ocorrem nas popu
lagoes enfocaram, principalmente, a variante atlplca, visto
que os individuos apresentando a variante fluoreto sao muite
mais raros e menos sensiveis a agao da sucinilecolina.Tais es
tudos evidenciaram a prevaléncia apreciavel do alelo Ea nas
populagoes cauca801des, entre as quais ela varia de 1 %7% en
tre os gregos ate 5,12% entre os Jjudeus provenientes do Ira—
gque e Ira (tabela I.2).

Esse alelo esta ausente ou € extremamente ra-
ro entre os negrdides. Assim, estimou~se a sua freqiéncia en
tre os congoleses em torno de 0,09% {(MORROW e MOTULSKY,1965)
e entre negrdéides norte-americanos ela variou de zero a0,53%
(MORROW e MOTULSKY, 1965; LUBIN et al., 1971). Ndo foram ob-
servados 1nd1v1auos portadores do gene E. entre negroéides
provenientes da Rodesia (WHITTAKER et alv, 1976).

As populagoes mongoldides mostraram resultedos
semelhantes aos negroides. De gato, entre japoneses e tailan
deses, a frequéncia do alelo E- foi nula (MORROW e MOTULSKY,
1965; OMOTO e GOEDDE, 1965; ALTLAND et al., 1967) e igual a
0 157 entre chineses provenientes de Formosa e 0,24% entre fi
lipinos (MORROW e MOTULSKY, 1965) Nao se detectou a presen-
¢a do alelo atipico entre indigenas da América do Norte e do
Sul e em esguimds (MORROW e MOTULSKY, 1965; GUTSCHE et al. ,
1967; ARENDS et al. 1967 LUBIN et al ,.1971). LISKER etal
(1964) estlmaram a frequen01a do alelo E. em O ,93% em gru -
pog 1nd1genas mexicanos, mas a analise da dlstrlbulgao dos
grupos sangulneos evidenciou-lhes fluxo génico caucasdide de
corrente de miscigenacgao.

Em relagao a populagdes dbrasileiras, o pri -
meiro estudo foi realizado por SIMPSON e KALOW (1965). Esses
autores examinaram amostras de soro de 2138 individuos origi
narios da regido Nordeste. A freqliénecia do alelo E> na amos—
tra dessa populagao tri-hibrida (1ndlos X negréideS x mongo-
1dides) foi de 1 ,49%, semelhante & observada nas populagoes
caucasdides de origem europeia. Esse resultado e, de certa
forma, 1nesperado uma vez que esse alelo, como foi acimares
saltado, ¢ praticamente ausente nas populagdes negréides e
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mongoldides. Assim sendo, a freqléncia teoricamente egperada
na populagao estudada por SIMPSON e KAIOW deveria ser menor
que a encontrada entre os caucasoides, a menos gque O COmpo —
nente desse grupo que participou da formacao da populagéonﬂr
destlna mostrasse, originariamente, altas frequéncias do ale
1o E (BEIGUEIMAN, 1979).

Os dados de MAGNA et al. (1980) sugerem a via
bilidade dessa ultima hlpotese, tendo eg vista que esses au-
tores estimaram a freqléncia do alelo E , entre caucasdides,
brasileiros da regiao Sudeste, em 2,59%, uma das mais altas
encontradas em populagdes caucasdides, como se pode observar
na tabela T.2.

De qualquer forma, os dados relativos & fre-
giléncia do alelo El nas popula@oes brasileiras sao ainda mui
to escassos e, consequentemente, nao se tem uma avaliacao da
sua distribuig¢ao no Brasil. Fica, assim, ev1den01ada a neces
sidade da realizagac desses estudos em outras areas do ter—
ritdério brasileiro.

T.13 - Deficieéncia de pseudocollnesterase e
rotina pre—anest881ca

Com relagao as implica¢des clinicas decorren-
tes do uso da sucinilcolina, parece supérfluo assinalar que
essa substéncia nao deve ser administrada a pacientes supos-—
tamente portadores de deficiéncia de pseudocolinesterase,quer
seja ela adquirida ou congénita.

0 diagndstico presumivel dos primeiros  pode
ser estabelecido, com relativa seguranga, através dos dados
anamésticos e/ou de exame fisico indicadores da existéncia
de condigles patoldgicas determinantes de baixos niveis séri
cos de pseudocolinesterase.

Uma vez que a deficiéneia congénita de pseudo
colinesterase nao estda associada a nenhum estado mdérbido s 53U
diagndstico sd podera ser estabelecido através da 1nclusao ’
na retina de exames pré-operatdrios ou pré-anestésicos, de
tegtes de triagem especificos que identifiquem a presenqa.&as
variantes enzimaticas deficientes, principalmente a atipica,
e tambem a auséncia de atividade de pseudocolinesterase.

A investigaggo rotineira do fendtipo A justi-
fica-se pela alta sensibilidade & sucinilcolina gue ele de-



termina, 0 mesmo nac ocorrendo em relagfo ao fenétipo F (ta-
bela I. 1). Além disso, 2 ocorren01a desse ultimo € muito pou
co provavel uma vez que sua frequenola € muito menor gque a
o primeiro.

Esse procedimento pode ser realizado por meio
do uso de tecnicas relativamente simples, que tém como prin-
cipio a inibigao diferencial das variantes usual e atipica ,
mediante o concurso de certas substancias (GIBLETT, 1969).0
fendtipos I e S também sdo facilmente identificados portquals
quer dessas técnicas, apesar de esse Ultimo ser extremamente
raro.

Acrescente-se, ainda, que, predominantemente,
0S pacientes caucasodides devem merecer esse culdado especial,
uma vez que, como ficou demonstrado, constituem 0 grupo ra-
cial no qual a frequen01a do alelo B e 81gn1flcat1va,3a que
entre os negr01des e mong0101des a frequen01a desse alelo e
praticamente nulsa.

0 enfogue profilatico sugerido parece ser a
conduta mais acertada e isenta de riscos em relacaoc ao uso da
su01nllcollna Alias, desde o infcio do seu emprego cllnlco,
0s autores ja chamavam & atengao para o fato de que ela n&o
deveria ser admlnlstrada a pacientes provavelmente portado
res de baixos niveis plasmatlcos de pseudocollnesterase, a
menos que se pudesse manté-los sob respiragao artificial por
tempo prolongado (EVANS et al., 1952). Mesmo assim, sabe-se
gue a respirac¢ao artificial envolve riscos decorrentes, prin
01palmenue, da moblllzagao inadequada de secregodes produzi -
das na arvore resplratorla Essa conduta, portanto, deve ser
reservada aos casos esporadicos, cuia deficiéncia enzimatica
foi impossivel de ser presumida ou detectada previamente.

Outra possibilidade terapéutica surgiu apds te
rem si1do descritos alguns casos de pacientes que apresentaram
apnéia prolongades apds a administracdo de sucinilcolina, mas
que, estranhamente , ja haviam recebido essa substancia ante
rlormente, sem apresentar gualquer reagao adversa. A expllca
CA0 para esses casos prendeu-se ao fato de que tais pa01en -
tes haviam recebido transfusso sangulnea pre-operatdria na
primeira vez. Tendo em conta gque a pseudocolinesterase é bas
tante estavel em condig¢Oes normais de estocagem de plasma ,
sugeriu-se, entao, a admlnlstragao pré—operatéria de plasma
208 pacientes sujeitos a reagao adversa a sucinilcolina, ben
como o tratamento daqueles nos guais Ja se tivessgse instalada
a apneéia com esse mesmo procedimento (LEHMANN e LIDDELL ,1969).
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Apesar dessas evideéncias e da explicac¢ac sim-
ples e 10gica que a justificasse, essa conduta nédo se mos -
trou, na pratica, suficientemente convincente. Conseguiram -
-ge resultados concretos com a administragao de pseudocoli -
nesterase usual purificada antes e apds a injegao de sucinil
colina (GOEDDE e ALTTAND, 1971). Essa conduta claramente pres
supde a existéncia de uma rotina pre-operatoria que inclua a
determinac¢ao das variantes deficientes de pseudocolinestera-
se, uma vez que a enzima purificada deve ser administrada an
tes da injegao da sucinilcolina. Por outro ladc, por ser es-
sa uma medida dispendiosa, nao pode, evidentemente, ser indi
cada como medida rotineira profilatica independente do conhe
cimento da deficiéncia enzimatica. B



CAPITULO II
OBJETIVO

Na introdugao foram enfatizados dois aspectos
distintos relativos & problemética da pseudocolinesterase. O
primeiro, de grande importancia clinica e de aplicacgac imedj
ata refere-se & necessidade da 1mplantagao, nos hospitais ge
rais, de exames rotineiros visando a identificacgfo das va -
riantes deficientes geneticamente determinadas de pseudocoli
nesterase. Tais exames deveriam ser 1nclu1dos na rotina pre-
-anestésica e visariam, b351camente, a identificacao dos in-
dividuos portadores da variante atipica de pseudocolinestera
se, tanto nos estados homozigotico quanto heterozigdtico. Es
se procedimento esta indicado para tcdos os pacientes cauca-
s0ides candidatos a receber sucinilcolina, visto que em nos—
so meio 5,12% deles pertencem ao fendtipo intermedidrio de
pseudocolinesterase (MAGNA et al.,, 1980).

0 segundo aspecto, relativo a genética de po-
pulagoes, refere-se a quase total falta de conhecimentos a-
cerca da distribuigao do alelo E> nas diferentes popula -
¢Oes brasileiras. Essa lacuna sd podera ser preenchida pela
resquisa desse alelo em diferentes areas do territdrio nacio
nal.

Essas medidas nao foram, até o momento, adota
das no Brasil. Provavelmente isso se prende ao fato de que as
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diferentes tecnicas atualmente descritas e que discriminam a
variante atipica de pseudocolinesterase ou sdo de execugaon
trabalhosa, como a que emprega a dibucaina como inibidor en-
zimético, ou requerem O concurso de substancias de difiecil a
quisic¢ao no mercado brasileiro ou mesmo internacional, como
€ 0 caso do brometo de dimetilearbamato de 2-hidroxi-5-fenil
benzil trimetilamdénio (R0O-20683, Hoffmasnn-Ia Roche, Nutley ,
N. J., USA).

Em vista disso,pareceu 1mportante a padroni-
zagao de uma tecnlca que fosse de facil execucao e gue empre
gasse produtos quimicos usualmente encontrados no comercio
especializado. O presente trabalho descreve um procedimento
original nesse sentido, criado pelo autor, e que utiliza a
neostigmine (metilsulfato de 3-dimetilcarbamoxifenil trime -
tilamdnio, Prostigmine, Roche) como inibidor de pseudocoli -
nesterase e o acetato de alfa-naftile como subsirato dessaen
zima.



CAPITULO III

MATERIAL, CASUISTICA E METODOS

III.]l - Obtengdc das amostras de soro

As amostras de soro utilizadas para © presen-
te trabalho foram obtidas a partir de sangue colhido por pun
gao venosa de 406 brasileiros caucasocides adultos (282  ho-
mens e 124 mulheres) procedentes da regiao Sudeste do Pais
Todas as pungbes foram feitas com seringas e agulhas descar-—
taveis, colhendo-se de cada individuc 5 ml de sangue que e-
ram transferidos, em seguida, para tubos de ensaio sem anti-
coagulante e deixados em repousc a temperatura ambiente ate
que se completasse a coagulagéo.

Procedeu~se, em seguida, a centrifugacao das
amostras a 2000 rpm durante 10 minutos, também & temperatura
ambiente, em centrifugador FANEM modeloc Excelsa-3, sendo 0
soro sem sinais visiveis de hemdlise transferido para fras-
cos com tampa. As amostrag de soro assim obtidas foram guar-
dadas em congelador a ~20 C até posterior utilizacgao.

ITT.2 - Reagentes empregados
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O acetato de alfa-naftila (Alpha-Naphtyl Ace-
tate, Sigma), utilizado como substrato de pseudocolinestcra-
se, foi preparado em solugdes contendo 30 ,uM em agua-acetona
a 50% ou 150 mM em acetona. Essas solugoes -estoque £f o r am
guardadas em geladeira por um periodo maximo de 30 dias. No
momentc do uso elas eram convenientemente dilufdas em tam —
pao de fosfato 200 mM, pH 7,1.

O brometo de dimetilcarbamato de 2-hidroxi-5-
feniloenzil trimetilamdnio (RO-20683, Hoffmann-ILa Roche ,Nut-
ley, N. J., USA), inibidor de pseudocolinesterase, foi prepa
rado em solugao 10~ oM em tampao de fosfato 200 mM, pH 7,1 ,€
guardada em geladeira.

As solugCes de metilsulfato de neostigmine (me
tilsulfato de 3-dimetilcarbamoxifenil trimetilaménio, Pros -
tigmine, Roche) foram preparadas em tampao de fosfato 200 mM
e pH 7,1 , a partir de diluig¢Oes apropriadas de uma solu@éo~
—estogue contendo 0,5 mg/ml da substancia. Essas solucoes tam
bém foram mantidas em geladeira.

A solugao de 5-cloro-o-toluidina (Fast Red TR
Salt, Sigma) foi preparada no momento 4o usc nas concentra—
goes de 2 mg/ml ou 4 mg/ml em laurilsulfato de sddio (dupo -
nal, Sodium Lauryl Sulfate, Sigma). Essa Ultima era diluidaa
3% e mantida a temperatura ambiente, sendo novamente dilui -
da a 1,2% no momento da disgolugao da 5-cloro-o-toluidina.

IIT.3 -~ Determinagao das variantes de pseude-
colinesterase

A variante de pseudocolinesterase presente em
cada amostra de soro foi determinada por meic do metodo de
triagem descrito por MORROW e MOTULSKY (1968). Essa tdcnica
utiliza como substrato o acetato de alfa-naftila e emprega o
brometo de dimetilcarbamato de 2-hidroxi-5-fenilbenzil trime
tilaménio como o inibidor que discrimina a variante atlplca
da enzima. As outras substéncias utilizadas sac a S5-cloro-o-
-toluidina, que se combina com o alfa-naftol liberadc da hi-
drollse enzimatica do substrato, produ21ndo um composto de
cor purpura e o laurilsulfato de sddio, inibidor irreversi-
vel de pseudocolinesterase, utilizado para interromper a rea
Ca0.

Cada amostra de soro foi testada em dois tu-
bos. Um deles continha o soro na diluigdo 1:900, tampao de
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fosfate 76 mM e pH 7,1 e acetato de alfae-naftila 0,24 mM. O
outro tinha, alem disso, 1,1 x IO‘TM de brometo de dimetil -
carbamato de 2-hidroxi-5-fenilbenzil trimetilamdnioc. Um tubo
branco, contendo tampdo de fosfato 76 mM e pH 7,1, acetato de
alfa-naftila 0,24 mM e brometo de dimetilcarbamato de 2-hi -
droxi-5-fenilbenzil trimetilamdnioc 1,1 x 10-7M foi preparado
para cada série de soros testados.

Apds incubagio durante 60 minutos a 37°C, adi
cionaram-se aos tubos 0,2 mg/ml de 5-cloro-c-toluidina e
0,12% de laurilsulfato de sddio. Os tubos foram entao deixa-
dos em repousc & temperatura ambiente durante 15 minutos,sen
do a intensidade da cor purpura medida em fotocolorimetro. O
fotocolorimetro utilizado foi da marca CARL-ZEISS, modelo
PL-4, com filtro para 546 nm, sendo a porcentagem de inibi -

A546 tubo com inibidor

A tubo sem inibidor

546
Todas as determinacdes foram feitas em dupli-

¢cao calculada pela férmula (1 - ) x 100G,

cata.

IIT1.4 - Obtengdo das solugles-estoque de pseu-
docolinesterase

Escolheram-se, aleatoriamente, 30 amostras de
soro entre as 385 que mostraram porcentagem de inibicao va-
riando de 82% a 94%. Pipetou-se, entaoc, para um mesmo frasco,
0,1 m2 de cada uma das 30 amostras escolhidas, obtendo-se,as
sim, uma mistura de soros contendo a variante usual de pseu—
docolinesterase. De modo analogo, obteve—se uma mistura de
soros do fendtipo intermedidrio a partir de 14 amostras  de
SOoro que apresentaram porcentagem de inibigao variando de 48%
a 67%.

0 soro contendo a variante atipica de pseudoco
linesterase foi colhido de uma paciente gue havia entrado em
apneia por cerca de duas horas apos a administracao de suci-
nilcolina. Esse soro mostrou 14% de inibigdo da pseudocoli -
nesterase com 0 emprego da técnica de MORROW e MOTULSKY (1968).

As trés amostras de sorc assim obtidas foram

utilizadas em todos ¢s experimentos realirzades.

II1.5 - Determinagao do tempo de incubagao com
o0 substrato e diluigao do soro
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As diluigoes das amostras de soro em tampdo de
fosfato 200 mM, pH 7,1 , nas proporgoes de 1:600, 1:1200 e
1:2480 foram incubadas com 2,5’mM de acetato de alfa-nafti%a
a 37 C. A intensidade da cor purpura produzida pela adicgao
de 0,3 mg/ml de 5-cloro-o-toluidina e 0,1% de laurilsulfato
de sddio a intervalos apropriados de até 60 minutos foi me-
dida em fotocolorimetro CARL-ZEISS modelo PL-4 com filtro pa
ra 546 nm. Preparou-se um tubo branco para cada tempo corres
pondente & tomada de medida da reagao.

As trés variantes de pseudocolinesterase mos
traram um incremento linear da absorbincia em fungao do tem—
po de até 60 minutos, nas diluig¢des de soro empregadas. Alem
disso, a constante de velocidade calculada para cada varian-
te enzimdtica, definida como a variagdo da absorbdncia  por
minuto, aumentou linearmente em func¢do do aumento da concen-—
tragao do soro.

Bscolheu-se, entao, a diluig¢ao a 1:1200 e tem
po ce 1ncubagao com © substrato de 30 minutos, pois, nessas
condigoes, os valores de absorbancia obtidos mogtraram-se
mais apropriados.

IIT.6 - Determinacao do tempo de pré-incuba -
¢30 com neostigmine

As amostras de soroc dilufdas a 1:1200 em tam-
péo de fosfato 200 mM e pH 7,1 , foram incubadas com 3,7 %
10-TM &aneostlgmlnea.temperatura ambiente e a 37 °¢c. 4 in -
tervalos apropriados de até 60 minutos foram adicionados 2
mM de acetato de alfa-naftila, seguindo-se um periodo de 30
minutos de incubagado a 37 C. O intervalo de tempo durante o
qual o scoro foi incubado com neostigmine antes da adigao do
substrato foi chamado de pré-incubagao. Um tubo controle e
um tubo branco foram preparados para cada tempo, por meioc da
substitui¢do do inibidor ou do soro por igual volume de tam-
pao de fosfato 200 mM e pH 7,1.

Apds = interrupcaoc da reagao seguida do desen
volvimento da cor purpura pela adigao de O 3 mg/ml de 5- clo-
ro-o-toluidina e 0,1% de laurilsulfato de sodlo, determinou-
-se a porcentagem de inibig¢ao conforme descrito em III.3.

I11.7 - Curva de inibigao da pseudocolineste-
rase por diferentes concentragdes de
neogtigmine
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As amostras de soro diluidas a 1:1200 em tam-
pao de fosfatg 200 mM e pH 7,1 foram pré-incubadas durante 15
minutos, a 37 C, com concentragcoes de neostigmine variando
logaritmicamente de 9,2 x 10~ a 9,2 x 10~°M. Cada tubo re-
cebeu, entaoc, 2 mM de agetato de alfa-naftila e~foi incubado
durante 30 minutos a 37 C. Para cada concentragac de neostig
mipe preparou-se um tubo controle e um branco.

A interrupgao da reagao e a determinacgao  da
porcentagem de inibigao enzimatica em cada tubo foram reali-
zadas da maneira usual. :

III.8 - Estudos sobre 0 mecanismo de inibigao
da pseudocollnesterase pela neostig-
mine

Determinou-se a atividade enzimdtica presente
no soro dilufdo a 1:1200 em tampao de fosfato 200 mM e pH
7,1 da forma usual, apds pré-incubagido com neostigmine du -
rante 15 minutos a temperatura de 37 C.

As concentragdes do substrato variaram de
0,031 mM a 2 mM e as concentragoes de neostigmine foram esco
lhldas em fun¢ao da variante de pseudocolinesterase a ser

ensaiada. A variante usual foi testada na presenca de neos -
tigmine a 3,7 x 10-8M, 9,2 x 10-8M e 3,7 x 10-7M. No emsaio
da variante atipica utilizou-se inibidor a 3,7 x 10-TM, 9,2 x
10-7M e 3,7 x 10-6M, enquanto que, para o soro corresponden-—
te ao fendtipo intermediario, as concentragdes de neostigmi-
ne utilizadas foram 3,7 x 10-8M, 3,7 x 10-"M e 3,7 x 10-

Preparou-se um tubo controle e um tubo branco
para cada concentracao de substrato utilizada.

III.9 - Estudo da validade da técnica

Poram selecionadas 80 amostras de soro, pre-
viamente classificadas guanto ao fendtipo de pseudocollneste
rase por meio da técnica de MORROW e MOTULSKY (1968). Obtive
ram-se 58 amostras com porcentagens de inibigdo variando de
86% a 93% (fendtipo U) e 22 com inibig¢8o de 49% a 69% (fend-
tipo I).

Cada uma dessas 80 amostras foi examinada em
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dois tubos. No tubo teste, o soro diluido a 1:1200 em tampao
de fosfato 200 mM e pH 7,1 foi pré-incubado durante 15 minu-
tos a 37 C com 3,7 x 10~ 7M de neostigmine. Em seguida, adi-
cionou~ge 0,5 mM de acetato de alfa-naftila ao tubo teste e
a0 tubo controle, gque continha somente o soro diluido a 1:1200
em tampdo de fosfato 200 mM, pH 7,1. Apds incubagZo de 30 mi
nutos a 37 C a reagao foi interrompida da forma usual e a poxr
centagem de inibigdo foi calculada por intermédio da fdrmu-
la citada em III.3. Para cada serie de testes preparou-se um
tubo branco, isento de inibidor e de soro.

IIT.10 - Analise estatistica

Os dados relativos & inibigao da pseudocoli -
nesterase em diferentes concentragtes de substrato foram co-
locados em gréfico de v em fungao de v/s, sendo v a velocida
de da reagao medida e s a concentragao de substrato a ela as
sociada. O grafico assim obtido fornece uma linha reta cuja

equagdo € v = - Km g + V {cf. LEHNINGER, 1975), onde Km ¢ a

constante de Michaelis e V a velocidade méxima.

A comparacao dos coeficientes angulares (—K@)
e lineares (y) das retas de regressao obtidas, na auséneia e
na presenga do inibidor para cada variante de pseudocclines-—
terase, foi feita por meio da analise de covaridncia (SNEDE-
COR e COCHRAN, 1967).

As estimativas de Ki (constante do inibidor )
para as variantes usual e atipica foram obtidas de acordo
com o metodo grafico de Dixon (DIXON e WEBB, 1964) nas con-
centragoes de substrato 0,5 mM e 2,0 mM. As concentragoes de
neostlgmlne utilizadas foram as citadas em III.8. Segundo es
se metodo a construgdo de um grafico de ;Zi em fungao de . 1
(concentraqao do inibidor) formece uma linha reta cuja equa-
¢ao, para o caso de inibigdo nao-competitiva, ¢ definida co-
mo = -S*tKn, KB+ S devda velocidade da reagao, s

v VaKi Vs - ' =
a concentragao do substrato, V a velocidade maxima, Km acons
tante de Michaelis, Ki a constante do inibidor e 1 a concen
tragao do inibidor. Nessa equagdo, quando 1/v é igual a zero
o valor de 1 obtido corresponde a -Ki.

As equagOes de regressdo de v sobre v/s e de
;Zz sobre i, bem como as estimativas da média e desvio-pa-
drao das porcentagens de inibigao obtidas em III.9 foram cal
culadas da maneira usual (BEIGUEIMAN, 1977).
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No presente trabalhc, a velocidade da reagao
enzimatica foi diretamente expressa em termos de absorbin -
cia medida a 546 nm. Com relagac a concentragao do inididor,
tendo em vista que durante o tempo de pré—incubagao a enzima
e 0 inibidor estavam contidos num volume de C,1 ml de tam-
pao e que a adigao do substrato aumentava esse volume para
0,6 ml, as concentragoes mencionadas referem-se as concentra
¢Oes finais, isto €, as concentragdes do inibidor presentes
durante ahidrdlise do acetato de alfa-naftila.



CAPITULO IV

RESULTADOS

A figura IV.1 mostra a velocidade de inibigaoc
da pseudocolinesterase, medida em porcentagem, em fungac do
tempo de pré—incubagéo com 3,7 x 10~ M de neostigmine & tem-
peratura ambiente.

Nessa figura pode-se constatar que a maior ve
locidade € a da variante usual, que asgsume valor constante de
84% acima de 45 minutos de pré-incubagdo, quando sua varia-
¢ao oscila em torno de 0,1%/min. A variante atipica mostra a
menor velocidade de inibigao e sua variagdo ¢ linear até 60
minutos de pre- incubagdo, com constante de 0,62%/min. A velo
cidade de 1n1blgao da variante de pseudocolinesterase do so-
ro de individuos pertencentes ao fenotipo intermedidrio va-
ria de modo semelhante a da variante usual, porém com valo-
res menores que essa. Aos 25 minutos de pré-incubacao nota-
-se um ponto de inflexso, quando a constante de velocidade
passa de 1,50%/min para 0,31%/min, valor gque se mantém  até
60 minutos.

A Tigura IV.?, construida a partir dos dados
da figura IV.1l, mostra a variagao da diferenca das porcenta-
gens de inibigao entre os fenotipos de pseudocolinesterase ’
tomados dois a dois, em funcao do tempo de pré~incubag§o do
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soro com 3,7 X 1070 de neostigmine & temperatura ambiente.

Os maiores valores diferenciais encontram-se na curva repre-
sentativa de U-A em 59%, em torno de 30 minutos de pre—-incu-
bagao com neostigmine. A maior diferenga I-A situa-se no in-
tervalo de 20 a 30 minutos e ¢ de 37%, enquanto que a maior
dlferenga U-I € de 23%, em torno de 40 minutos de pre —incuba
cao.

A figura IV.3 mostra a velocidade de inibigéo
da pseudocollnesterase, medida em porcentagem, em,fungao do
tempo de pré- 1ncubagao com 3,7 x 10-TM de neostigmine a.37OC.
A maior velocidade € a da variante usual, qQue se manteém em
80% acima de 20 minutos de pré-incubagfo, com constante  de
velocidade de 0,13%/min. Antes do vigesimo minuto, gquando o-
corre a inflexaoc da curva, a constante de velocidade é de
1,2%/min. A variante atlplca mostra a menor velocidade de i-
nlblgao e sua variag¢ao € linear até 60 minutos de pre—lncuba
gao, com constante de 0,89%/min. A velocidade de inibicgdo da
pseudocolinesterase presente no soro de individuos com fend-
tipo intermedidrio varia de modo semelhante & da variante u-
sual, porém com valores menores que essa ultima. O ponto de
inflexao da curva situa-se em torno de 20 minutos de pré-in-
cubagao, quando a constante de velocidade passa de 1,47%/min
para 0,25%/min, valor que se mantém até 60 minutos.

A figura IV.4, construida a partir dos dados
da figura IV.3, mostra a variacao da diferenca das porcenta-
gens de inibigdo entre os fendtipos de pseudocolinesterase ,
tomados dois a dois, em fungdao do tempo de pré-incubagic com
3,7 x 10-M de neostigmine a 37%C. Os valores das diferengas
U—A e T-A 580 maximos em 15 minutos de pré- incubacgdo, gquan-—
do atingem valores de 60% e 40% respectivamente, decrescen -
do, em seguida, de modo linear até 60 minutos. A curve das
diferengas U-I ndo mostra ascengaoc inicial, decrescendo 1i-
nearmente em fungdo do tempo de pré—incubagio até 60 minutosa

As curvas de inibigac das variantes de pseudo
colinesterase em fungao de concentragoes crescentes de neos-
tigmine, expressas sob a forma logaritmica, s2o mostradas na
figura IV.5. Nas concentragoes de neostigmine utilizadas, as
porcentagens de inibig¢ao das variantes enzimaticas correspon
dentes aos fendtipos usual, intermediarioc e atipico situam-
-se entre zero (9,2 x lO‘9M do inibidor) e 94% (9,2 x 10-5 M
de neostigmine). As curvas de inibicdo da pseudocolinestera—
se usual e atipica sdo de conformagao sigmdéide, situando~se
entre elas a curva de inibi¢ao da enzima presente no soro de
individuos pertencentes ac fendtipo intermedidrio.
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As concentragoes de neostigmine gue determi -~
nam 50% de inibigao (I_.) das variantes usual e atipica, es-
timadas a partir dos vggores de pl obtidos na figura IV.5,
estio contidas na tabela IV.1. Essa tabela mostra que 0 va-
lor de I_. para a variante atipica € cerca de 16 vezes maior
gque © co?respondente para a variante usual.

A figura IV.6, construida a partir dos dados
da figura IV.5, mostra a variacdo da diferenga das por-
centagens de inibigado entre os fendtipos de pseudocolineste-
rase, tomados dois a dois, em fungao de concentracbes cres-
centes de neostigmine, expressas sob a forma logaritmica. As
diferengas U-A, I-A e U-T distribuem-se analogamente. As mai
ores diferengas de porcentagens de inibig¢ao situam-se entre
os logaritmos da concentragao de neostigmine 7,0 e 6,0 para
U-A (55%) e I-A (34%). A maior diferenga U-I %20%) correspon
de ao logaritmo 6, 4 da concentragao 3,7 x 107 'M de neostigmi
ne.

A tabela IV.2 mostra as estimativas de Km do
acetato de alfa-naftila e de V para a pseudocollnesterasecor
respondente aos fendtipos usual, intermediario e atipico. As
diferengas observadas nos valores de Xm, conforme mostra 0
valor de F na tabela, prendem-se ao fato de que 0 Km do ace-
tato de alfa-naftila para a variante atipica ¢ 81gn1flcat1va
mente maior que o0s demais. De fato, os valores de Km para as
duas outras variantes nao mostraram diferencgas 51gn1flcat1—
vas (F = 4,5; G.L. = 1;12; p)» 0,10). A variante atlplca,por—
tanto, tem menor afinidade pelo substrato. Com relagso a ve-—
locidade da reagzo, observa-se que a variante usual hidroli-
ga 0 substrato & uma velocidade maxima correspondente ao do-
bro da velocidade méxima da variante atipica. Entre essas
duas velocidades situa-se a da pseudocolinesterase do sS0ro
de individuos com fendtipo intermediario. As diferencas en-
tre os valores de V sao significativas, conforme mostra o va
lor de ¥ na tabela IV.2.

As estimativas de Km e de V contidas na tabe-
la IV.2 foram obtidas por meio das regressdes de v gobre
v/s, para cada variante enzimatica, como mostra a figura IV.7.
Nessa figura, portanto, as retas correspondentes a pseudoco-
linesterase usual e ao fendtipo intermedidrio podem ser con-
sideradas paralelas.

A tabela IV.3 mostra as estimativas de Km do
acetato de alfa-naftila e de V para a pseudocolinesterase u-
sual na ausencia de neostigmine e na presenga de concentra-
cOes dessa substincia responsaveis por diferentes porcenta -
gens de inibig¢ao dessa variante, quais sejam, 3,7 X lO“BNKl%%



- 39 -

VARIANTE 15OATIPICA
pI5O IBO —_
ENZIMATICA ISOUSUAL
Usual 6,85 1,41 x 1007w
15,88
Atipica 5,65 2,24 x 107 u
pIBO = ¢ologaritmo de 150
I = concentracao do inibidor responsavel por 50%

50 .~ o
de inibigao enzimatica

Tabela IV.1l - Estimativas dos valores de 150 da neostigmine

para as variantes usual e atipica de pseudoco-

linesterase.
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Figura IV.6 -vVariagao das diferengas de inibigao entre as va-
riantes de ;iseudocolinesterase em fungao de con -

centragoes crescentes de neostigmine.
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FENGTIPO Km v
Usual 0,237 mM 0,701
Atipico 0,441 mM 0,348

Intermediario 0,282 mM 0,549

F 10,0 207,367
G.L. 2;18 2320
P <0,01 <0,01

Km = constante de Michaelis

V = velocidade maxima

Tabela IV.2 - Comparagaoc entre os valores de Km do acetato de
alfa~naftila e de V para as variantes de pseu-
docolinesterase presentes no soro de indivi-
duos com os fendtipos usual, atipico e interme
didrio.
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0,781

V/8

Figura 1V.7 ~ Variagao de v em fungdo de v/s para as variantes de pse

docolinesterase,
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de inibigao),9,2 x 10 8h (40%) e 3,7 x 10 M (83%). Como se
pode observar nessa tabela, os valores de F obtidos indicam
nao haver diferencgas significativas entre os valores de Km ,
a0 passo gue 0s valores de V diminuem significativamente a
medida gue aumenta a concentracao do inibidor.

As estimativas de Km e de V contidas na tabe-
la IV.3 foram obticdas por meic das - regressoes de VvV sobre EZE
mostradas na figura IV.8. As retas assim obtidas podem ser ,
portanto, consideradas paralelas e, desse modo, a inibigao e
xercida pela neostigmine sobre a pseudocolinesterase usual ,
utilizando-se 0 acetato de alfa-naftila como substrato, pode
ger considerada nao-competitiva pura.

A tabela 1V.4 mostra as estimativas de Km do
acetato de alfa-naftila e de V para a pseudocolinesterase a-
tipica, na auséncia de neostigmine, bem como na presenga de
diferentes concentractes dessa substéncia, quais sejam, 3,7 X
10-TM (15% de inibigao), 9,2 x 10-TM (32%) e 3,7 x 10 -6 M
(624). Como se observa na tabela IV. 4, os valores de F obti-
dos indicam n&o haver diferencas significativas entre os va-
lores de Km. Por outrc lado, os valores de V diminuem signi-
ficativamente & medida que aumenta a concentragao do inibi -
dor.

As estimativas de Km e de V contidas na tabe-
la IV.4 forsm obtidas por meio das | regressoes de v gobre gég
mogtradas na figura IV.9. Essas retas podem, portanto, serem
consideradas paralelas. Consequentemente, a 1n1blgao exerci-
da pela neostigmine sobre a pseudocolinesterase atipica, uti
lizando-ge 0 acetato de alfa-naftila como substrato, também
pode ser tida como nao-competitiva pura.

A tabela IV.5 relaciona os valores de Km do
acetato de alfa-naftila e de V para a pseudocollnesterasecon
tida no soro de individuos pertencentes ao fendtipo interme-
diario, na auséncia de neostigmine e na presenga de concen -
tragdes dessa substincia que determinam diferentes porcenta-~
gens de inibicao da enzima correspondente a esse fendtipo ,
quais sejam, 3,7 x 10-8M (14% de inibig¢ao), 3,7 x 10 -7 M
(50%) e 3,7 x 10-6M (70%). O teste F aplicado aos dados da
tabela IV.5 indica ndo haver diferencas significativas entre
os valores de Km, enquanto gue o0s valores de V diminuem sig-
nificativamente a medida que aumenta a concentragdo do ini-
bidor.

As estimativas de Km e de V apresentadas na
tabela IV.5 foram obtides por meio o das regressoes de Vv sobre
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CONCENTRAGAO DE
NEOSTIGMINE

- 0,237 mM 0,701

3,7 x 10‘8 M 0,224 mM 0,387

9,2 x 10‘8 M 0,227 mM 0,267

3,7 x 10‘8 M 0,180 mM 0,157

F C,714 840,714
G.L. 3324 3327
P >0,50 <0,01

Km = constante de Michaelis

V = velocidade maxima

Tabela IV.3 - Estimativas dos valores de Km do acetato de al
fa-naftila e de V para a pseudocolinesterase u
sual, na presencga de diferentes concentragOes
de necstigmine.
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v/8

Figura IV.8 - Variagao de v em fungao de v/s para a variante usual de
pseudocolinesterase em diferentes concentragoes de neosg

tigmine.,
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CONCENTRACAO DE

Km v
NEOSTIGMINE

- 0,441 mM 0,348

3,7 x 107 u 0,361 mM 0,265

9,2x 1077 M 0,355 mM 0,218

3,7 x 10°% § 0,365 mM 0,121

F 1,0 88,80

G.L. 3;24 3;27

P >0,50 < 0,01

Km = constante de Michaelis

V = velocidade maxima

Tabela IV.4 - Estimativas dos valores de Km do acetato de al
fa-naftila e de V para a pseudocolinesterase a
tipica, na presenca de diferentes  concentra-
¢coes de neostigmine. .
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V/S

FPigura IV.9 - Variag@o de v em fungdo de v/s para a variante atipica
de pseudccolinesterase em diferentes concentracOes de

neostigmine.
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CONCENTRAGAO IE

Km v

NEOSTIGMINE
- 0,282 mM 0,549
3,7 x 1078 M 0,248 mM 0,401

3,7 % 1077 0,261 mM 0,291

3,7 X 10‘6 M 0,227 mM 0,141

b 0,75 223,524
G.L. 3524 3;27
P >O,50 <0,0l

Km = constante de Michaelis

V = velocidade maxima

Tabela IV.5 - Estimativas dos valores de Km do acetato de al
fa-naftilae de V para a pseudocolinesterase
presente no soro de individuos com fendtipo
intermediario, em diferentes concentragdes de
neostigmine.
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v/s mostradas na figura IV.10. As retas contidas nessa figu-
ra podem ser coneideradas paralelas, seguindo-se a conclusao
de que ¢ mecanismo de inibicao da pseudocolinesterase corres
pondente ao fendtipo intermedidrio, utilizando-se o acetato
de alfa-naftila como substrato, igualmente pode ser tido co-
mo nao-competitivo puro.

As estimativas de Ki da neostigmine _bare as
variantes usual e atipica de pseudocollnesterase s20 mostra-
das na tabela IV.6. A menor afinidade da variante atipica pe
lo inibidor € evidenciada por um Ki cerca de 11 vezes maior
que 0 apresentado pela variante usual para a mesma substan-
cia.

0 histograma da distribuicio das porcentagens
de inibi¢ao da pseudocolinesterase obtidas segundo a tecnlca
de MORROW e MOTULSKY (1968), de 80 amostras de scro, é mos-
trado na figura IV.11-A. A figura IV.11-B mostra o histogra-
ma da distribuig¢aoc das porcentagens de inibigao da pseudoco-
linesterase nas mesmas amcstras de soro, obtidas segundo o}
procedimento descrito em III.9. Pode-ge observar nso haver in
terpenetragdao entre as dlstrlbulgoes dog dois grupos amos—
trais (58 individuos do fendtipo usual e 22 do fendtipo in -
termedlarlo) A média de 1n1blgao para o fenotlpo intermedi-
ario foi de 51% com desvio padrac de 5%, enquanto que para ©
fendtipo usual a média de inibigao foi de 75% com desvio pa-
drao de 3%.
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0,60-

vV/S$S

Figura IV.10 - Variagaoc de v em fungdo de v/s para a variante de
pseudocolinesterase presente no soro de individuos
do fenétipo intermediario em diferentes concentra-

¢Oes de neostigmine.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRA)



- 51 -

VARTANTE i Ki ATTPICA
ENZIMATICA , : Ki USUAL
Usual 2,41 x 1077 M

, 6 10,83
Atipica 2,61 x 10 M

Ki = constante do inibidor

Tabela IV.6 - Estimativas dos valores de Ki da neostigmine pa
ra as variantes usual_e atipica de pseudocoli-

nesterase.
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CAPITUIO V
DISCUSSAD E CONCLUSOES

O emprego clinico da neostigmine (3~dimetilca£
bemoxifenil trimetilamdnio) foi iniciado em 1931, devido & sua
agao estimulante do trato gastrointestinal. Essa substancia ,
de grande estabilidade, possui um €ster de dcido carbamico as
sociado a um nitrogénic quaternario (grupo aménioc) na molécu-
. la (figura V.1l). E apresentada comercialmente sob a forma de

bromete ou metilsulfato, sendo esse ultimo comercializadc pa-
ra usc parenteral em ampolas contendo solugdes de 0,25, 0,5
ou 1 mg/ml (Prostigmine, Roche).

_ — _ _ _ut
Hy C T h: 0 N"(CHy )y
CHy O

Figura V.1l - Formula estrutural da neostigmine.

Considerada um inibidor reversivel de colines-
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terase, a neostigmine €, na realidade, um substrato dessa en
zima, cuja velocidade de hidrdlise € extremamente baixa. Des
se modo, & neostigmine liga-se ao0s s{tios anidnico e esters-
tico da enzima, seguindo-se a liberagao de 3~hidroxifenil tri
metilaménio. A enzima carbamilada reage entdo com agua, res-—
tando a enzima Tregenerada e acido carbamico. A taxa de combi
nag&o da neostigmine com a enzima pode ser considerada gran-
de quando comparada com 0s passos seguintes da hidrdlise,que
880 extremamente lentos. A inibigd@o exercida sobre a colines
terase por esse substancia deve-se, portanto, ao fato de ela
ser um substrato competitivo da enzima, cuja hidrdlise se pro
cessa muito lentamente (GOLDSTEIN, 19513 KOELLE, 19703).

A curva de inibigéo da pseudocolinesterase em
fungdo do 1ogar1tmo da concentragao de neostigmine mostra ha
ver relacao eqliimolar entre a enzima e o inibidor, situando-
-8e o valor de pIl da variante usual em torno de 7,0,enquan
to que no caso da“variante atipica esse valor € de aproxima-
damente 5,5 (GOLDSTEIN, 1951; KAIOW e DAVIES, 1958).

Apegar de a neostigmine ser, do ponto de vis-
ta molecular, um substrato competitivo da pseudoccolinestera-
se, 0 mecanismo de inibigdo enzimatica por essa  substancia
esta diretamente relacionado a uma pré-incubagio com a enzi-
ma. Quando essa ocorre, a inibicgZo € predominantemente nao-
—competitiva. Por outro lado, quando substrato e inibidor
sao simultaneamente misturados a enzima, a inibigao faz - se
de modo competitivo e € menos intensa do que a obtida quando
a enzima é pré-incubada com 0 inibidor. A inibig¢&oc nao-compe
titiva da pseudocolinesterase pela neostigmine pode ser ex -
plicada por meio de uma constante de dissociagao do complexo
enzima-inibidor extremamente baixa. Em outras palavras,o com
plexo enzima-inibidor, uma vez formado, € extremamente esta-
vel, residindo, nesse fato, a capacidade inibitéria da neos-
tigmine (GOLDSTEIN, 1951).

Os primeiros estudos comparativos da inmibigao
exercida pela neostigmine sobre as variantes usual e atipica
de pseudocolinesterase mostraram a importancia da pre~1ncuba
gao da enzima com essa substan01a, que foi, entac, incluida
entre os inibidores de agao lenta (KALOW e DAVIES, 1958).Tal
fato tornou necessaria a avaliagao da velocidade de inibigao
das variantes de pseudocolinesterase em fung¢ac 4o tempo de
pré-incubacgdo com essa substéncia, Os experimentos realiza-
dos a temperatura ambiente e a 37 C, cujos resultados sdc i-
lustrados nas figuras IV.1l e IV.3, mostraram que a inibigao
enzimatica aumenta com o tempo de pré-incubacdo, com tendén-
cia a atingir um valor constante de acordo com a concentra -
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¢do do inibidor utilizada, como se pode Observar pela curva
de inibigdo da variante usual em ambos 0s casos. Essa tendén
cia torna-se evidente quando se faz s pré~incubag£o a 3700 ’
ocasidao em que a inibigao da variante usual torna-se constan
te em 20 minutos. A temperatura ambiente, entretanto, essa
constancia sd € atingida no quadragésimo minuto. Durante o
intervalo de tempo no qual fol realizado o experimento, a va
riante atipica mostrou aumento linear da inibig&o, porém com
maior inclinagaoc da curva a 3700, engquanto gque a curva inter
medigéria, em ambos o0s casos, foi bastante semelhante.

A variacgao das diferencas das porcentagens de
inibig¢ao de pseudocolinesterase, tomados dois a dois, em fun
¢cdo do tempo de pré-incubagdo com neostigmine, & temperatura
ambiente e a 37°C, ¢ semelhante nos dois casos, uma vez gue
tais diferen¢as aumentam atée um determinado pontg, & partir
do qual decrescem, exceto as diferengas U-I a 37 C. Esse ma-
ximo valor diferencial corresponde, obviamente, ao tempo de
pré-incubacga@o associado a maior discriminagdo entre os fend-
tipos de pseudocolinesterase considerados. A maxima diferen-
¢a U-I, mais importante por relacionar os dois fendtipos mais
frequentes, requer pré-incubagao de 40 minutos & temperatura
ambiente para a sua obtencao. Esse tempo esta distante do ne
cessario a obtengao da melhor discriminagdo U-A e I-A, situ-
adas no intervalo de 20 a 30 mjnutos. Por outro lado, as mai
ores diferengas U-A e I-A a 37 C =30 coincidentes para um
tempo de pre-incubagao de 15 minutos e, nesse tempo, a dife-
renga U-I €igual a obtida com 40 minutos de pré-incubacao &
temperatgra ambiente. Desse mgdoa aAfixagéo do tempo de préu
-incubagao de 15 minutos a 37 C e a medida mais indicada ten
do em vista a discriminacdo simulténea dos fendtipos usual ,
intermidiério e atipico de pseudocolinesterase (figuras IV.2
e IV.4).

A variacgao da inibigao da pseudocolinesterase
em fungao de concentragles crescentes de neostigmine, compre
~incubagdo de 15 minutos a 37 C, permitiu avaliar os valores
de pI o bara as variantes usual e atipica em 6,85 e 5,65 res
pectitvamente (figura IV.5 e tabela IV.1l). Com relagao & pseu
docolinesterase presente no soro de individuos do fendtipo
intermediario, sabe-se gue ela €, na realidade, uma mistura
das variantes usual e atipica, participando essa Ultima com
cerca de 30% a 44% do total (KALOW e DAVIES, 1958; LIDDELLet
al., 1962). Com base nos dados da figura IV.5, pode-se esti-
mar em 40% o componente da pseudocolinesterase atipica pre-
sente no soro intermediario. Tevando-se em conta esse dado ’
8 estimativa do pIsQ pera a pseudocolinesterase do soro de
individuos do fendtipo intermediario, a partir dos valores de



- 56 -

plsp para as variantes usual e atipica, fornece um valor i-
gual a 6,37, muito prdximo do valor 6,40, encontrado grafica
mente.

Uma vez gue as curvas de inibicao da pseudoco
linesterase usual e atlplca, mostradas na figura IV.5, s80
de conformagao 81gm01de, situando-se entre elas a curva de i
nibigao da enzima presente no soro de individucs do fendtipo
intermedigrio, o pIsp dessa ultima deve corresponder a0 pon-
to de seu maior afastamento das outras curvas. De fato, a va
riagao das dlferengas das porcentagens de inibigao U-A, I- A
e U-I, em fungao de concentragdes crescentes de neostigmine,
atingem valor maximo, nos trés casos, na concentracgio 3,7 X
10-TM do 1n1b1dor, correspondente ao plgp da pseudocolineste
rase do fendtipo intermediario (figura IV.6). Essa concentra
cao de neostlgmlne mostrou-se, entao, como a melhor dlscrlml
nadora dos fendtipos usual, intermedidrio e atipico de pseu-—
docolinesterase, sendo, assim, escolhida com esse proposito.

A escolha do acetato de alfa-naftila come subg
trato de pseudocollnesterase prendeu gse ao fato de essa Subs
tancia, ao sofrer hldrollse por acgao da enzima, produzir, co
mo produto da reagao, O composto alfa-naftol. A concentragao
desse ultlmo, por sua vez, € facilmente determinada por 1in-
termédio de método colorimétrico, uma vez que ele se acopla
& 5-cloro-o-toluidina produzindo um composto de cor purpura,
cujo pico de absorgao maxima encontra-se em 555 nm {GOMORI,
1953; BAMFORD e HARRIS, 1964; MORROW e MOTULSKY, 1968).

A cinética da hidrdlise do acetato de alfa -
-naftila pela variante usual & significativamente diferente
daquela mostrada pela variante atipica. Essa Ultima mostra u
ma velocidade maxlma de hidrodlise do substrato iguasl a me ta—
de da velocidade maxima da reagac catalisada pela variante u
sual. Por outro lado, o Km do acetato de alfa-naftila parza =z
variante atlplca é pratlcamente ¢ dobro do Km para a varian-
te usual. Ja o Km para s pseudocollnesterase presente no so-
ro de individuos com ferdtipo intermediario pode ser con51de
rado igual ao da variante usual, embora a velocidade maxima
seja menor que a dessa Ultima. Além disso, o valor de V esti
mado para a pseudocolinesterase do soroc intermediario conflr
ma o fato de que esse fendtipo € constituido por 60% de pseu
docolinesterase usual e 40% de atipica (tabela IV.2 e figura
Iv.7).

Parece importante assinalar que, apesar de os
valores estimados de Km do acetato de alfa-naftila para as
variantes usual e atlplca de pseudocolinesterase serem dife—
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rentes dos relatados por BAMFORD e HARRIS (1964), os dados do
presente trabalho sdo consistentes com a hipdtese de que as
diferengas principais entre essas variantes dizem respeito
20 sitio anidnico. De fato, 0 acetato de alfa-naftila liga-
—se a0 sitio esteratico e a afinidade da enzima usual por es
se substrato € cerca de duas vezes maior gque a afinidade da
enzima atipica. A neostigmine, por sua vez, prende-se a am-
bos os sitios ativos, isto &, aos sitios anidnico e esterati
co, e seu efeito inibidor deve-se, basicamente, a ligagao do
nitrogénio quaterndtio ao sitio anidnico (KOELLE, 1970_). Co
mo se pode observar na tabela IV.6, a estimativs do Ki da
neostigmine para a enzima atipica € cerca de onze vezes maior
que o Ki estimado para a variante usual, isto é, a pseudoco-
linesterase usual mostra uma afinidade pela neostigmine cer-
ca de oOnze vezes maior que a revelada pela variante atipica.
Essa diferenca de afinidade € muito maior que a observada em
relagac ao acetato de alfa-naftila e ressalta a maior impor-
tancia do papel do sitio anidnico na determinagao das dife-
rengas existentes entre essas duas variantes.

0 mecanismo de inibigao da pseudocolinestera-
Se pela neostigmine, usando-se ¢ acetatc de alfa-naftila co-
mo substrato, apos preé-incubagao de 15 minutos a 37 C com o©
inibidor, € nao-competitivo puro, tanto para a variante usu-
al quanto para a atipica. A pseudocolinesterase presente no
soro de individuos do fendtipo intermedigrio também é inibi-
da da mesma forma nessas condig¢les, uma vez gue € uma mistu-
ra das outras duas (tabelas IV.3, IV.4 e IV.5 e figuras IV.8,.
IV.9 e IV.10). Desse modo, a porcentagem de inibigac exerci-
da por uma determinada concentracao do inibidor independe da
concentracao do substrato utilizada.

A determinagdo dos fendtipos usual, intermedi
ario e atipico de pseudocolinesterase, usando a neostigmine
como inibidor para a discriminacaoc da variante atipica da en
zima, pode ser feita, portanto, de acordo com © procedimento
descrito em III.9. O esquema seguinte pode ser usade como pro
tocolo:

Reagentes

1. Tamp&o de fosfato 200 mM, pE 7,1.

Substrato (solugao~estoque): acetato de alfa-naftila 30 mM
em acetona, guardade em geladeira, que deve ser diluido
em tampac de fosfato 200 mM e pH 7,1, no momento do uso ,
para fornecer uma solugao contendo 0,6 mM de acetato de
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alfa-naftila.

-6 ~
3. Inibidor: neostigmine 4,4 x 10 M em tampao de fosfato
200 oM e pH 7,1.

4. Duponal (laurilsulfato de sddio) a 1,2%.

5. 5-cloro-o-toluidina 4 mg/m]l em duponzl a 1,2%, preparada
no momento do uso.

Procedimento

TUBO

CONTROLE TESTE BRANCO

Soro ou plasma a 1% em tampao

de fosfato 200 mM e pH 7,1 0,05 m1 0,05 ml -

Tampao de fosfato 200 mm e

0 _
oH 7,1 0,05 ml 0,1 ml
Neogtigmine 4,4 x lO_sM - 0,05 ml -

Incubar durante 15 minutos a 3700

Acetato de alfa-naftila 0,6 mM ¢,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

Incubar durante 30 minutos a 3700

5—cloro-o-toluidina 4 mg/ml

em duponal a 1,2% 0,05 ml 0,05 m1 0,05 ml

Aguardar 15 minutos antes de proceder a medida da absorban-
cia em 555 nm, para gque se permita o completc desenvolvimen-—
to da cor.

A porcentagem de inibi¢a@o € calculada de acor
Absorbancia do tubo teste ) x 100
Absorbancia do tubo controle )

do com a Fformula (1 -

0 histograma das porcentagens de inibicac da
pseudocolinesterase de 80 amostras de soro (58 do fendtipo u
sual e 22 do fendtipc intermediarioc), obtidas segundo o pro-
tocolo acima, esta apresentado na figura IV.11-B. A figura
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IV.11-A mostra o histograma da distribuicao das porcentagens
de inibigdo da pseudocollnesterase nas mesmas amostras de so
ro, obtidas segundo a téenica de MORROW e MOTULSKY (1968). Co
mo ge pode observar, a discriminagdo dos fenotipos usual e
intermedidrio de pseudocolinesterase ¢ completa e idéntica a
discriminagao conseguida com o uso da técnica de MORROW e
MOTULSKY (1968),exceto que essa Ultima técnica permite um
major afastamento entre cos valores das porcentagens de inibi
¢80 representativos de cada um desses dois fendtipos.De qual
quer modo, & partir das estimativas da media e desvio padrio
da inibigao, pela neostigmine, da pseudocolinesterase usual
e do fendtipo intermedidrio, pode-se considerar, ac nivel de
5%, o intervalo de 69% a 81% de inibicdo enzimiatica para o
primeiro e 41% a 61% para o segundo. Mesmo ao nivel de 1%,as
distribuicdes nao mostram interpenetragao, ficando as porcen
tagens de inibigao da variante usual entre 67% e 83% e de
37% a 65% as porcentagens de inibicao da enzima presente no
soro de individuos do fendtipo intermedisrio.

A determinagdo dos fendtipos de pseudocolines
terase, segundo a técnica descrita no presente trabalho, for
nece, portantc, ¢s seguintes resultados: as porcentagens de
inibigao inferiores a 37% sao representativas do fendtipo a-

tipico (gendtipo mais provavel E 1), as porcentagens de ini
bigao maiores que 37% e menores que 65% indicam o fendtipo
intermediario (gendtipo mais provavel EuE ), enquanto que va-
lores acima de 67% indicam o fendtipo usual (genotipo mais
provavel EEE?). 0O Ynico soro at{piéo disponivel para os es-

tudos realizados neste trabalho, dada a raridade de sua o -
corréncia na populagao, mostrou inibicao de 15% pela neostig
mine nas condigoes mencionadas.

Parece importante assinalar, ainda, que a.dis
criminagaoc dos fendtipos usual, intermedidrio e atipico podg
tambem ser obtida sem o uso de espectrofotdmetro para o cgl-
culo da porcentagem de inibigao, uma vez gue a intensidade da
cor produzida reflete a quantidade de substrato hidrolisado
pela agao enzimatica. Assim, segundo a técnica descrita,o tu
bo teste mostra cor purpura fraca, discretamente mais inten-
sa que a presente nc tubo branco, e nitidamente mencr que a
do tuboaontrole , 8¢ 0 soro examinado e do fendtipo usual,
Quando o soro € do fendtipc atipico, a intensidade da corpur
pura produzida € igual nos tubos teste e controle, e nitida-
mente mais intensa que a do tubo branco. Os soros do fendti-
po intermedidrio, por sua vez, mostram a cor do tubo  teste
com intensidade intermedizria em relacac aos tubos controle e
branco.
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RESUMO

0 autor descreve uma técnica simples e nova
para a discriminacac dos fendtipos usual, intermediario e a-
tipico de pseudocolinesterase que utiliza a neostigmine a
3,7 x 10-7M como inibidor dessa enzima e o acetato de alfa-
-naftila a 0,5 mM como substrato. A pseudocolinesterase ati-
Pica mostra porcentagens de inibic¢ao menores que 37%, o feno
tlpo intermedidrio € caracterizado por porcentagens de inibi
gao entre 37% e 65%, enquanto gque valores superiores a 67%de
inibigao corresp0ndem a variante usual. Essa mesma técnica
permlte, também, a discriminacdo dos trés fendtipos citados
a vista desarmada.
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SUMMARY

The author describes a gimple and new tech-
nique for discriminating the usual, intermediate and atyp-
ical pseudocholinesterase phenotypes. Such technigue re -
quires the use of 3.7 x 10~7M neostigmine for inhibiting
pseudocholinesterase, and 0.5 mM alpha-naphtyl acetate as
the substrate. Inhibition percentages lower than 37% indicate
the atypical phenotype, values ranging from 37% to 65% char-
acterize the intermediate phenotype, while percentages high
er than 67% determine the usual phenotype. The discrimination

of those phenotypes can alsc be performed without the use of
a spectrophotometer.
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