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RESUMO

A enzima butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) € uma esterase sérica produzida
pelo figado e esta distribuida no organismo de forma ampla. Sua fungao ainda nao
esta completamente definida, no entanto, a BChE ja foi associada ao metabolismo
de lipides e a variaveis associadas a obesidade. No sangue humano, existem varias
formas moleculares da BChE, como BChE per se em monémeros, dimeros, trimeros
e tetrdmeros, ou associada a outras substancias, como a albumina, formando
complexos heterologos. No presente estudo, foram investigadas as bandas G4
(tetramero), G2 (dimero), G1-ALB (monbémero ligado a albumina) e G1 (mondmero)
da BChE, em plasma humano, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida e
quantificacdo das intensidades relativas pelo programa KODAK 1D Image Analysis
Software, em uma amostra masculina (145 obesos e 133 ndo obesos) e outra
feminina (56 obesas e 56 nao obesas). Foi observado padrao de correlagao entre as
intensidades relativas dessas bandas, sendo G4 correlacionada negativamente com
as demais bandas, G2 correlacionada positivamente com G1-ALB, e nao se
observou correlacdo de G1 com G2, tanto em homens como em mulheres. Na
amostra de obesos masculinos, a atividade da BChE apresentou associagao
negativa com G4 e positiva com G1, sendo que G4 diminui sua intensidade relativa
quando se passa do gendtipo LL para LM+MM do gene GHRL da grelina. No grupo
controle, G4 esta correlacionada negativamente com a atividade da BChE, tende a
ser menos intensa na presenga do alelo -116A do gene BCHE e mais intensa na
presenca do alelo 539T deste mesmo gene. Nas analises que consideraram a
amostra conjunta de obesos e ndo obesos masculinos, G4 esta correlacionada
negativamente com atividade da BChE e com obesidade, G1 esta correlacionada
positivamente com essas variaveis, enquanto que G2 e G1-ALB apresentam
associacao positiva apenas com a atividade da BChE. No caso da amostra de
mulheres, para a qual ndo havia informacéao sobre atividade da BChE, a obesidade
se mostrou associada com a intensidade relativa das seguintes bandas: G4 (-), G2
(+), G1-ALB (+) e G1 (+). As correlagdes negativas independentes das variaveis
atividade da BChE e obesidade com G4 e positivas com G1, aliadas a correlagao
negativa entre G4 e G1 parecem indicar que a associagao positiva entre obesidade e
atividade da BChE devida, provavelmente, a maior sintese dessa enzima em
homens obesos, € acompanhada de maior degradagcao de G4 em monémeros
quando comparados com nao obesos.



ABSTRACT

The enzyme butyrylcholinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) is a serum esterase
synthesized in the liver and found in various parts of the organism. Although the
function of BChE is not completely established, it has been associated to lipid
metabolism and to variables related to obesity. In human blood many molecular
forms of BChE occur, as BChE per se in monomers, dimers, trimers and tetramers or
associated to other substances, like albumin, forming heterologous complexes. In the
present study, the G4 (tetramer), G2 (dimer), G1-ALB (monomer linked to albumin)
and G1 (monomer) bands of BChE were investigated by polyacrylamide gel
electrophoresis and their relative intensities were quantified by the KODAK ID Image
Analysis Software program, in a male (145 obese and 133 non obese men) and in a
female (56 obese and 56 non obese women) sample. A pattern of correlation
between the relative intensities of these bands was observed in men and women,
being G4 negatively correlated with the other bands, G2 positively correlated with
G1-ALB and no correlation was seen between G1 and G2 bands. In the male
sample, obese individuals showed negative association of BChE activity with G4 and
positive association with G1, and G4 diminishes its relative intensity from the LL
genotype to the LM+MM genotype of the GHRL gene of ghrelin. In the respective
control group, G4 is negatively correlated with BChE activity, tends to be less intense
in the presence of the -116A allele of the BCHE gene and more intense in the
presence of the 539T allele of this same gene. In the analyses that considered the
obese and non obese males together, G4 is negatively correlated with BChE activity
and with obesity; G1 is positively correlated with these same variables, whereas G2
and G1-ALB showed positive association only with BChE activity. In the case of
women for whom no information on BChE activity was available, obesity was
associated with the following bands: G4 (-), G2 (+), G1-ALB (+) and G1 (+). The
negative independent correlations of the variables BChE activity and obesity with G4
and positive with G1, together with the negative correlation between G4 and G1
seem to indicate that the positive association of obesity with BChE activity due
probably to increased synthesis of this enzyme in obese men is accompanied by a
greater degradation of G4 into monomers in the obese individuals than in their
controls.



FIGURA 1 -

FIGURA 2 -

FIGURA 3 -

FIGURA 4 -

FIGURAS -

FIGURA 6 -

FIGURA 7 -

FIGURA 8 -

FIGURA O -

FIGURA 10 -

FIGURA 11 -

FIGURA 12 -

FIGURA 13 -

FIGURA 14 -

FIGURA 15 -

LISTA DE ILUSTRACOES

DESENHO ESQUEMATICO DO GENE BCHE, MOSTRANDO OS QUATRO EXONS
E O NUMERO DE PARES DE BASES QUE OS COMPOEM. A REGIAO COLORIDA
CORRESPONDE A PROTEINA

MADURA e ettt e e e e s e e e s 19

FIGURA 2 - [N)ESENHO’ESQUEMATICO DO GENE BCHE, MOSTRANDO A
LOCALIZACAO DOS SITIOS -116 NO EXON 1 E 1615 NO EXON 4, QUE FORAM
ESTUDADOS NO PRESENTE TRABALHO........oociiiiiiieeee e 23

ESQUEMA REPRESENTANDO PROCESSOS DE TRANSCRIGAO, TRADUGAO E
POS TRADUCAO QUE VAO FORMAR A GRELINA E A OBESTATINA................... 31

DESENHO ESQUEMATICO DO GEL DE POLIACRILAMIDA COM 2 GRADIENTES
DE CONCENTRAGAD. ..ottt 35

GEL DE POLIACRILAMIDA, MOSTRANDO TRES AMOSTRAS APOS
COLORAGAO, COM CINCO BANDAS DA BUTIRILCOLINESTERASE

INDICADAS ... et e e saee e 36

FIGURA 5 - IMAGEM CAPTADA DO PROGRAMA KODAK MOSTRANDO A CAIXA
DE DIALOGO ADJUST LANES E AO FUNDO O GEL A SER ANALISADO............ 38

IMAGEM CAPTADA DO PROGRAMA KODAK MOSTRANDO A CAIXA DE
DIALOGO ADJUST BANDS E AO FUNDO O GEL COM AS BANDAS
SELECIONADAS ... ..o s s 38

IMAGEM CAPTADA DO PROGRAMA KODAK MOSTRANDO A DELIMITACAO DAS
BANDAS PARA ANALISE .........cooiiiiiiieiieeieieieeeie e 39

DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS OBESOS E CONTROLES EM RELAGCAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G4.....oooiiiiiiie et 45

DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS OBESOS E CONTROLES EM RELAGAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G2......ooiiiiiiiieie e 46

DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS OBESOS E CONTROLES EM RELAGAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G1-ALB.......coiiiiiiiiieeeeee e 47

DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS OBESOS E CONTROLES EM RELAGAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G 48

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO NEGATIVA (R =-0,5782; P< 0,001)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G2 NO GRUPO DOS
OBESOS ... e 50

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO NEGATIVA (R =-0,5731; P< 0,001)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G1-ALB NO GRUPO
DOS OBESOS ... e e e 50

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO NEGATIVA (R =-0,7679; P< 0,001)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G1 NO GRUPO DOS



FIGURA 16 -

FIGURA 17 -

FIGURA 18 -

FIGURA 19 -

FIGURA 20 -

FIGURA 21 -

FIGURA 22 -

FIGURA 23 -

FIGURA 24 -

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO POSITIVA (R = 0,7819; P< 0,001)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G2 E G1-ALB NO GRUPO
DOS OBESOS.......co ittt e et e 51

GRAFICO MOSTRANDO A FALTA DE CORRELAGAO (R =-0,0024; P> 0,50)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G2 E G1 NO GRUPO DOS
OBESOS.... e 52

GRAFICO MOSTRANDO A FALTA DE CORRELAGAO (R =-0,0638; P> 0,45)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G1-ALB E G1 NO GRUPO
DOS OBESOS.......oo ittt sttt 52

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO NEGATIVA (R =-0,6014; P< 0,001)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G2 NO GRUPO DOS
NAQO OBESOS......cuiuiiiieieieieteieiet ettt ettt st esee 53

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO NEGATIVA (R =-0,7476; P< 0,001)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G1-ALB NO GRUPO
DOS NAO OBESOS......ciiiieiiieieeeieieie ettt 53

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO NEGATIVA (R = -0,858; P< 0,001)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G1 NO GRUPO DOS
NAQO OBESOS......cuiiiiiiieieieteiet ettt ettt s et ses e see 54

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO POSITIVA (R = 0,6802; P< 0,001)
ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G2 E G1-ALB NO GRUPO
DOS NAO OBESOS......ciiicieiitiieeeieieie ettt 54

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO POSITIVA (R =0,2212; P< 0,05) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G2 E G1 NO GRUPO DOS NAO

GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO POSITIVA (R = 0,320; P< 0,001) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G1-ALB E G1 NO GRUPO DOS
NAO OBESOS.... ..ottt sttt sttt sesesee 55



TABELA 1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELA 5 -

TABELA 6 -

TABELA 7 -

TABELA 8 -

TABELA 9 -

TABELA 10 -

TABELA 11 -

TABELA 12 -

TABELA 13 -

TABELA 14 -

TABELA 15 -

TABELA 16 -

TABELA 17 -

LISTA DE TABELAS

VARIANTES DO GENE BCHE, INCLUINDO A ALTERAGAO DE NUCLEOTIDEO E O
NOME DO ALELO ... et 21

VALORES DO iNDICE DE MASSA CORPORAL (IMC), CLASSIFICAGAO DE
CATEGORIAS DE PESO CORPORAL E RISCO DE COMORBIDADE..................... 26

VOLUMES DOS REAGENTES UTILIZADOS NO PREPARO DAS DUAS
CONCENTRACOES DO GEL PARA ELETROFORESE..........cccooiiiiiiiicnieeneeeie 36

REAGENTES QUE COMPOEM A COLORAGCAO DO GEL PARA DETECGCAO DAS
BANDAS DA BUTIRILCOLINESTERASE ... 36

FREQUENCIAS DE OBESOS E CONTROLES NOS QUAIS NAO FORAM
DETECTADAS UMA OU MAIS DAS BANDAS G1, G1-ALB E G2 DA
BUTIRILCOLINESTERASE ... e 43

MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP) DAS INTENSIDADES RELATIVAS DAS
BANDAS G4, G2, G1-ALB E G1 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E
CONTROLES COM RESULTADOS DE TESTES t E F E SEUS RESPECTIVOS
VALORES DE P e 44

DISTRIBUIGAO DE FREQUENCIA EM RELAGAO A INTENSIDADE RELATIVA DA
BANDA G4 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO OBESOS............ 45

DISTRIBUIGAO DE FREQUENCIA EM RELAGAO A INTENSIDADE RELATIVA DA
BANDA G2 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO OBESOS............ 46

DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA EM RELAGCAO A INTENSIDADE RELATIVA DA
BANDA G1-ALB DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO OBESOS.....47

DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA EM RELAGCAO A INTENSIDADE RELATIVA DA
BANDA G1 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO OBESOS............. 48

COEFICIENTES DE CORRELAGAO (r) ENTRE AS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE, NA AMOSTRA DE 145 OBESOS........ccccociiiiieiiieee 49

COEFICIENTES DE CORRELAGAO (r) ENTRE AS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE, NA AMOSTRA DE 133 CONTROLES............ccciiienn. 49

RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA,
REFERENTES A AMOSTRA DE 124 OBESOS, CONSIDERANDO-SE A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G4 COMO VARIAVEL DEPENDENTE......... 59

RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA,
REFERENTES A AMOSTRA DE 125 NAO OBESOS, CONSIDERANDO-SE A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G4 COMO VARIAVEL DEPENDENTE ........ 60

RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA,
REFERENTE A AMOSTRA TOTAL (N = 249), CONSIDERANDO-SE A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G4 COMO VARIAVEL DEPENDENTE......... 61

RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA,
REFERENTE A AMOSTRA TOTAL (N = 249), CONSIDERANDO-SE A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G1 COMO VARIAVEL DEPENDENTE......... 62

FREQUENCIAS DE OBESAS E CONTROLES NOS QUAIS AS BANDAS G1-ALB E
G2 DA BUTIRILCOLINESTERASE NAO FORAM DETECTADAS........cocoovimerriennnne. 63



TABELA 18 -

TABELA 19 -

TABELA 20 -

TABELA 21 -

TABELA 22 -

TABELA 23 -

TABELA 24 -

TABELA 25 -

TABELA 26 -

MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP) DAS INTENSIDADES RELATIVAS DAS
BANDAS G4, G2, G1-ALB E G1 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM GRUPOS DE
OBESAS E CONTROLES COM RESULTADOS DE TESTEStE F E SEUS
RESPECTIVOS VALORES DE Pu.ccuviiiiiiiiiiee e 64

DISTRIBUICAO DA AMOSTRA FEMININA EM RELAGCAO A INTENSIDADE B
RELATIVA DA BANDA G4 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO

DISTRIBUICAO DA AMOSTRA FEMININA EM RELAGAO A INTENSIDADE
RELATIVA DA BANDA G2 DA BUTIRILCOLINESTERASE, EM OBESOS E NAO
OBES O .. e eee e es e e e eee e ss e enes 65

DISTRIBUICAO DA AMOSTRA FEMININA EM RELAGCAO A INTENSIDADE
RELATIVA DA BANDA G1-ALB DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO
OBESOS..... e et 65

DISTRIBUICAO DA AMOSTRA FEMININA EM RELAGAO A INTENSIDADE 3
RELATIVA DA BANDA G1 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO
OBESOS.... e e e e 66

COEFICIENTES DE CORRELACAO (r) ENTRE AS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE, NA AMOSTRA DE 56 OBESAS..........ccciiiiiicees 66

COEFICIENTES DE CORRELACAO (r) ENTRE AS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE, EM 56 CONTROLES..........cccoiiiiiie e 66

RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA,
REFERENTE A AMOSTRA FEMININA, CONSIDERANDO-SE A INTENSIDADE
RELATIVA DA BANDA G1 COMO VARIAVEL DEPENDENTE..........ccccooiiiiiie 68

VALORES DE MEDIAS DE ATIVIDADE ABSOLUTA EM KU/I (AA), OBTIDOS DA
MULTIPLICAGAO DA ATIVIDADE MEDIA DA BUTIRILCOLINESTERASE NO
PLASMA EM OBESOS (6,4 KU/l) E NAO OBESOS (4,55 KU/Il) PELA MEDIA DA
INTENSIDADE RELATIVA (IR) DE CADA BANDA DESSA ENZIMA,
RESPECTIVAMENTE ... e 74



LISTA DE SIGLAS

AChE -Acetilcolinesterase

ACHE -Gene da acetilcolinesterase

BChE -Butirilcolinesterase

BCHE -Gene da butirilcolinesterase

CHE2 -Loco condicionador do complexo Cs da butirilcolinesterase
CONEP -Conselho Nacional de Etica em Pesquisa

CT -Colesterol total

Ccv -Coeficiente de Variacao

Cys (C) -Cisteina

DTNB -Acido 5,5'-bisditio-2-nitrobenzoico

G1 -Monémero da butirilcolinesterase

G1-ALB -Mondmero da butirilcolinesterase associado a albumina
G2 -Dimero da butirilcolinesterase

G4 -Tetrdmero da butirilcolinesterase

GHRL -Gene da grelina

HEMEPAR -Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana
IBGE -Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IMC -indice de massa corporal

NCBI -National Center for Biotechnology Information

nt -nucleotideo

OMS -Organizagdo Mundial da Saude

RCQ -Razao/cintura quadril

TBE -Tris-acido borico-EDTA

TEMED -N,N,N’,N’-Tetra metiletilenodiamina

UFPR -Universidade Federal do Parana



SUMARIO

(R ERI0] 51U 07:X 0 J ST 15
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt ettt 17
2.1 ASPECTOS GERAIS..... ..ttt 17
2.2 FORMAS MOLECULARES DA BCHE.........cccoi it 18
2.3 0 GENE BCHE ..ottt e e e e 19
2.4 LOCO CHEZ.... ittt e e e e e e e aaeaeaeeas 20
2.5 VARIABILIDADE DO GENE BCHE...........ccooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeet e 20
2.5.1 Variagbes dos exons 1 e 4 do gene BCHE .........cooviiiiiiiie 23
2.6 OBESIDADE.......ceeeiiiiiiieeee et e e e 25
2.6.1 Genes € 0bESIdAdEe. .......ccccuuuiiiiiiiiiiiii e 26
2.6.2 Butirilcolinesterase, IMC e obesidade............c..ooiveiiiiiiiiiiiiiieeeee e 27
2.6.2.1 Complexo G1-ALB e obesidade..............couuuuuiiiiiiiiiiiiieieieeeee 28
2.6.2.2 Variagbes dos exons 1 e 4 dogene BCHE e IMC............oooviiiiiiieeeennnn. 29
2.6.2.3 Grelina € 0besidade.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 29
S OBUIETIVOS. ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e sttt rrrraaaaaaaaaaaaaan 32
3.1 OBUJETIVO GERAL.... ..ttt 32
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........oceoeeeeeeeeeeeeeeee e, 32
N L S N | (@ N I PP 33
5 MATERIAL E METODOS...... ittt e e ee e 34
BAMATERIAL. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeees 34
5.2 METODOLOGIA......coeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e 35
5.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida para a detec¢ao das bandas G4, G2,
L I = = PP 35
SV ©70] (o] = Toz=To o [0 e =] HH PP PPPPRTPPP 36
5.2.3 Andlise de densitometria 6tica pelo programa KODAK ID Image Analysis
A T0 11112 T = PP PEESRPRR 37
5.2.4 Coeficiente de variagado da técniCa...........ooevveumiiiiiiiieie e 39
5.2.5 Medida da atividade da BChE...............ooooiiiiiiiicci e 40
5.2.6 Analise estatistiCa...........ccooiiiiiii 41
B RESULTADOS. ...ttt e e e e et e e e et e e e et e e e et e e e eaaeaeees 43

6.1 ANALISE DAS BANDAS G1, G1-ALB, G2 E G4 DA
BUTIRILCOLINESTERASE EM HOMENS........oooiiiiiieee e 43



6.1.1 Analises entre as intensidades relativas das bandas da butirilcolinesterase e

b= TSRz [ = AV E =] (U 0 F= T F= T 56
6.2 ANALISE DAS BANDAS G1, G1-ALB, G2 E G4 DA
BUTIRILCOLINESTERASE EM MULHERES.......c.coooiiiieieeeeeee e 63
7 DISCUSSAD. ...ttt ettt ettt er et e e te st e st e ste e eaeeteatesteeereareanes 69
7.1 INVESTIGACAO DAS BANDAS G4, G2, G1-ALB E G1 DA
BUTIRILCOLINESTERASE ........o oottt 69
7.2 RELACOES ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE ...ttt ettt 71
7.3 RELACOES ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE E AS VARIAVEIS ANALISADAS..........cccocveeenne. 72
7.4 INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS DA BUTIRILCOLINESTERASE
E OBESIDADE ...ttt 75
8 CONCLUSOES ..ottt ettt ettt e te et e et ene e see e s 77

REFERENCIAS. ... oottt ettt e e et e e e e e e e et e e e e s e e e, 79



15

1 INTRODUCAO

A enzima butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8), anteriormente chamada de
colinesterase do soro ou pseudocolinesterase, € uma esterase sérica produzida pelo
figado, e esta distribuida no organismo de forma ampla (WESCOE et al., 1947). A
BChE desempenha importante papel na hidrolise de ésteres de colina, utilizando a
butirilcolina como substrato preferencial (WHITTAKER, 1980), no entanto ainda nao
esta definida sua fungéo fisiolégica, bem como seu substrato natural.

A butirilcolinesterase € uma enzima polimérfica, e € codificada pelo gene
BCHE, que esta localizado no brago longo do cromossomo 3 (3926.1-926.2), e é
constituido de quatro exons (ARPAGAUS et al., 1990). Mas a BChE também pode
apresentar variagdo genética, devido ao loco CHEZ2, responsavel pela formacao do
complexo Cs, que é a BChE ligada a um composto ainda nao identificado, que
origina uma banda extra detectada em eletroforese (HARRIS et al.,1962). O loco
CHE2 apresenta os alelos CHE2*C5+, que caracteriza a presenga do complexo Cs,
e CHE2*C5-, a auséncia deste.

Essa enzima apresenta-se no sangue humano em varias formas moleculares,
podendo estar apenas como BChE — em monémeros (G1), dimeros (G2), trimeros
(G3) e tetrameros (G4); ou associada a outras substancias, como a albumina,
compondo assim formas heterdlogas. Juul (1968) detectou 12 bandas da BChE em
eletroforese de poliacrilamida, o que nos permite deduzir uma possivel existéncia de
8 formas heterdlogas dessa enzima. Trés dessas formas ja foram estudadas: o
complexo do mondmero associado a albumina (G1-ALB) e o tetrdmero ligado a uma
substancia ainda nao identificada, formando o complexo Cs, ambos descritos por
Harris et al. (1962), e a forma Cg5, descrita por Souza et al. (2003), na qual a BChE
esta ligada a substancia ainda ndo determinada. Um complexo formado pela BChE e
transferrina foi descrito em soro de galinha (WEITNAUER et al., 1999).

A obesidade € uma doenga caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura
no corpo. Esse acumulo pode estar associado a um aumento da ingestdo de
alimento, juntamente a diminuicdo do gasto de calorias, ou ainda a uma
predisposicao genética. Diversos estudos ja identificaram locos relacionados a

obesidade em todos os autossomos e no cromossomo X.
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Kutty (1980) correlacionou a atividade da BChE com a obesidade, e Chautard-
Freire-Maia et al. (1991) e Alcantara et al. (2001a; 2003) encontraram correlagao
entre a atividade de formas heterélogas da BChE com peso e IMC, sugerindo uma
provavel funcdo dessa enzima no metabolismo de lipides.

Este trabalho retoma estudos realizados por Cipriani et al. (1999) que detectou
falta de G1-ALB e menor atividade desse complexo em obesos, quando comparados
aos nao obesos, para avaliar o comportamento do complexo G1-ALB, bem como das
formas homodlogas G1, G2 e G4 da BChE, em relagcédo a obesidade, utilizando outras
técnicas e, ainda, acrescenta informagdes sobre as variagcbes dos exons 1 e 4 do
gene BCHE.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS

As colinesterases séo esterases que hidrolisam ésteres de colina. No sangue
humano existem dois tipos de colinesterases: a acetilcolinesterase (AChE) e a
butirilcolinesterase (BChE). Estas colinesterases tém muita similaridade, embora
por organofosfatos, sendo a BChE mais sensivel a esse tipo de inseticida que a
AChE (STURM, 2000). Além disso, a AChE ¢ inibida por altas concentragdes do
substrato acetilcolina, e a BChE tem sua atividade aumentada nessas condi¢des
(ALLES e HAWES, 1940).

A acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) é também chamada de colinesterase
verdadeira, e existe em diferentes formas moleculares. Ocorre na membrana
eritrocitaria, na placa motora de musculos esqueléticos e em areas do cérebro sem
funcdo colinérgica. E responsavel pela hidrélise da acetilcolina nas sinapses
colinérgicas (LEHNINGER, 2002).

A butirilcolinesterase (EC 3.1.1.8), antes chamada de colinesterase do soro,
pseudocolinesterase e colinesterase nao especifica, € sintetizada pelas células
hepaticas, e encontrada no plasma, musculo liso, pancreas, pele, massa branca do
cérebro e coragcdo (WESCOE et al.,, 1947). Hidrolisa varios ésteres de colina, e
também outros ésteres, como acido acetilsalicilico (HARRIS, 1980), sendo mais
eficiente na hidrélise da butirilcolina.

A butirilcolinesterase do soro tem um papel chave na hidrélise do relaxante
muscular succinilcolina que € administrado durante a anestesia (KALLOW e GUNN,
1959). Pacientes portadores de variantes genéticas da BChE, como por exemplo a
D70G, podem sofrer apnéia prolongada quando submetidos a doses padrées dessa
droga. No entanto, a funcéo fisioloégica desta enzima e seu substrato natural

permanecem desconhecidos.
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2.2 FORMAS MOLECULARES DA BUTIRILCOLINESTERASE

Apos eletroforese bi-dimensional em papel filtro e em gel de amido pH 8,6, é
possivel verificar as cinco formas moleculares principais da butirilcolinesterase
existentes no organismo humano: monémero (C4), dimero (Cs) e tetramero (C4), €
também o mondémero ligado a albumina sérica (C;) e o tetrdmero ligado a uma
substancia desconhecida (Cs).

Existe uma outra nomenclatura da BChE, que é baseada na estrutura
molecular e ndo na mobilidade eletroforética. Esta nomenclatura é fundamentada no
numero de subunidades moleculares e no fato delas serem globulares. A forma C;4
corresponde a forma globular monomérica, sendo denominada de G1, o dimero C3 é
denominado G2 e o tetrdmero C4 de G4. Um trimero, relatado por Masson (1979), de
mobilidade intermediaria entre C3 e C4, formado a partir de C4 submetido a tripsina, é
designado de G3. O mondmero ligado a albumina é referido como G1-ALB. Essa
sera a nomenclatura adotada nesse estudo.

G1 é formado por uma cadeia de 574 residuos de aminoacidos e nove
cadeias laterais de oligossacarideos ligadas a nove asparaginas, e o peso molecular
€ de cerca de 90.000 Da. E os dimeros (G2) sdo formados pela unido de
mondmeros por uma ligagao dissulfeto intercadeias (LOCKRIDGE et al., 1987).

O tetramero é a forma mais abundante da BChE no plasma. E uma molécula
tetramérica globular, com peso molecular de aproximadamente 340.000 Da. Tem
quatro subunidades idénticas arranjadas como dimero de dimeros, isto €, pares de
subunidades sédo covalentemente ligadas através de uma unica ligagao dissulfeto
dentro dos dimeros, e dois desses dimeros sdo hidrofobicamente ligados dentro do
tetramero (LOCKRIDGE e LA DU, 1982). As formas moleculares G1, G2 e G4 s&o
parcialmente interconversiveis e as formas G1 e G2 podem ser precursoras e/ou
produto da degradacéo de G4 (LA MOTTA et al., 1968; MASSON, 1979).

A BChE também apresenta-se no sangue humano em formas heterélogas,
nas quais esta associada com outras substancias. Masson (1989, 1991) evidenciou
a estrutura do complexo formado pela associacdo do monémero da BChE com a
albumina, proteinas que se ligam por uma ponte dissulfeto (Cys — 571 da BChE e
Cys — 34 da albumina). O centro ativo da subunidade da butirilcolinesterase é

parcialmente encoberto pela molécula de albumina. A formagdo do conjugado
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butirilcolinesterase-albumina (G1-ALB) muito provavelmente ocorre nas células

hepaticas e ndo no plasma.
2.3 O GENE BCHE

Arpagaus et al. (1990) mostraram evidéncias da existéncia de um unico gene
que codifica a BChE e determinaram sua estrutura.

O gene BCHE (3g26.1-g26.2) tem 64.559 pb desde o inicio do exon 1 até o
sito CA de poliadenilacdo (NCBI, on-line, 2006). E formado por quatro exons. O
exon 1 (149 pb) contém as sequéncias ndo traduzidas, e dois potenciais sitios de
inicio de tradugdo nos codons -69 e -47. O exon 2 (1.525 pb) contém 83% da
sequéncia codificadora da proteina madura, incluindo a extremidade N-terminal, a
serina do sitio ativo e um terceiro possivel sitio de inicio de tradugao, no cdédon -28.
O primeiro cdédon que codifica para o peptideo maduro € numerado como +1 e esta
localizado no exon 2. O exon 3 possui 167 pb. O exon 4 (604 pb) codifica para a
extremidade C-terminal da proteina e apresenta a regido 3’ nao traduzida que possui
dois sinais de poliadenilagédo. O intron 1 tem 6.272 pb, o intron 2 tem 43.205 pb e o

intron 3 tem 12.638 pb. A Figura 1 mostra um desenho esquematico do gene BCHE.

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4
149 pb 1525 pb 167 pb 604 pb

Al A1 ]

FIGURA 1 — DESENHO ESQUEMATICO DO GENE BCHE, MOSTRANDO OS QUATRO EXONS E
O NUMERO DE PARES DE BASES QUE OS COMPOEM. A REGIAO COLORIDA CORRESPONDE
A REGIAO CODIFICADORA PARA A PROTEINA MADURA.

Como a BChE é formada por 574 residuos de aminoacidos, apenas 1722
pares de bases codificam para a enzima madura. Os outros 723 pares de bases
correspondem ao exon 1, a parte inicial do exon 2 e a parte final do exon 4.

Jbilo et al. (1994) analisaram a regido regulatéria, a montante da regiado
codificadora, e identificaram o sitio de inicio de transcricdo, que se encontra a 157

pb a montante da Met?®

, sitio de inicio de traducgéo. O seqlenciamento dessa regiao
permitiu a identificacdo de varios sitios de ligacao para fatores de transcricao que

poderiam promover a expressdo do gene no inicio do desenvolvimento e durante a
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proliferagdo celular. Foram encontrados sitios de ligagao para o fator de transcrigao

AP1 e multiplos sitios para Oct-1, PEA-3 e topoisomerases.

2.4 O LOCO CHEZ2

A deteccdo da variabilidade desse loco é feita por eletroforese em gel de
agarose. Os fendtipos CHE2 C5+ e CHE2 C5- apresentam ou ndo a banda Cs,
respectivamente (HARRIS et al., 1962). Esses autores encontraram essa banda em
apenas 4,6% da amostra, sendo o gene responsavel pela sua determinacgéo
chamado de CHEZ2 (2933-35).

Masson (1991) sugere que Cs (denominacdo ainda conservada) seja uma
banda hibrida, formada pelo tetrdmero G4 associado a outra proteina (X).
Eletroforese em gel de poliacrilamida e comparagdo com um padrdo de peso
molecular mostraram que o peso molecular de Cs € de 400 kDa. Este valor de 400
kDa é 60 kDa maior que o peso molecular de G4, de modo que essa diferenca pode
ser atribuida a proteina X que se liga a G4 para a formacao de Cs. Contudo, o
produto do loco CHEZ2 ainda nao foi identificado.

Chautard-Freire-Maia et al. (1991) encontraram o fenétipo CHE2 C5+ com
frequéncia de 10,3%, em amostra da populagao de Curitiba. Alcantara et al. (2001b)
analisando dados diferenciais dos fenétipos CHE2 C5+ e CHE2 C5-, em relagédo ao
IMC, sugerem a influéncia do loco CHE2 no metabolismo de lipides. Furtado (2005)
verificou que o fendtipo CHE2 C5+ é menos frequente no grupo de obesos que em
seus controles de peso normal, sugerindo que esse fendtipo tem efeito protetor em
relacdo a obesidade. Alcantara (2000a), considerando que o alelo CHE2*C5+
apresenta, em geral, frequéncia bastante inferior a do alelo CHE2*C5-, inferiu que
esse fato poderia estar relacionado com menor valor adaptativo do fenétipo CHE2
C5+, em populagdes primitivas, nas quais a maior reserva de gordura seria mais

vantajosa.

2.5 VARIABILIDADE DO GENE BCHE

A variabilidade genética da enzima butirilcolinesterase comegou a ser
revelada desde a década de 50, quando se verificou que os individuos diferiam na

sua capacidade de hidrolisar a succinilcolina, um relaxante muscular hidrolisavel



21

pela BChE. A primeira enzima variante descrita (atipica; D70G) nado consegue
hidrolisar esse relaxante, em doses farmacoldgicas, o que causa paralisia muscular
e apnéia prolongada nos pacientes. McGuire et al. (1989) mostraram que o alelo
atipico D70G resulta de uma mutagao de ponto no nucleotideo 209 (exon 2), levando
a uma substituicdo do acido aspartico 70 (GAT) por glicina (CGT). Neste mesmo
trabalho, a frequéncia do alelo D70G foi estimada em cerca de 2% em populacdes
caucasoides. Mikami et al. (2008) encontraram valor semelhante (1,80%) em
doadores de sangue euro-brasileiros da populagao de Curitiba. Atualmente, mais de

65 variantes ja foram descritas (Tabela 1).

TABELA 1 - VARIANTES DO GENE BCHE, INCLUINDO A ALTERAGAO DE NUCLEOTIDEO E O
NOME DO ALELO

Posicdo do nucleotideo Nome? Referéncia

Exon 1

-116; G>A BARTELS et al., 1990

Exon 2

9-11; CATCAT—>CAT l4del MAEKAWA et al., 1997

16, ATT> TT I6fs BARTELS et al., 1992; PRIMO-PARMO et
al., 1996

35; AAA—>AGA K12R MIKAMI et al., 2008

45; GGG->GGC G15G MIKAMI et al., 2008

71; ACG—ATG T24M MAEKAWA et al., 1997

82; TTTHATT F28I 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

223; GGC—»CGC G75R SOUZA et al., 2005

270; GAA—-GAC E90D SOUZA et al., 2005

286; AAT>TAT N96Y YEN et al., 2003

297; ATTHATG 199M SOUZA et al., 2005

298; CCA—>TCA P100S MAEKAWA et al.; TAKAGI et al.; LU et
al.,1997

318; AAT>AAAT 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, TTATTT L125F PRIMO-PARMO et al., 1996

383; TAT>TGT Y128C HIDAKA et al., 1997

424; GTGHATG V142M (H)  JENSEN et al., 1992

486; GCT->GCC A162A SOUZA et al., 2005

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

continua
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Posicao do nucleotideo Nome? Referéncia

607; TCA—>CCA S203P HIDAKA et al., 2001

728; ACG—ATG 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—ATG V294M MIKAMI et al., 2008

943; ACC—HAACC T315fs HIDAKA et al., 1992

943; ACC—»TCC T315S LIU et al., 2002

988; TTA—>ATA L330I SUDO et al., 1997

997; GGT->TGT G333C MIKAMI et al., 2008

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->GTT G390V (F-2) NOGUEIRA et al., 1992

1200; TGC—HTGA C400X HIDAKA et al., 1997

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 et al., 1997

1336; TTTH>GTT F446V DEY etal., 1998

1351; GAA—-TAA E451X DEY et al., 1998

1378; GAG—AAG E460K YEN et al., 2003

1393; AGA—TGA R465X MAEKAWA et al., 1995

1408; CGG—->TGG R470W MIKAMI et al., 2008

1411; TGG—>CGG WA471R PRIMO-PARMO et al., 1996

1420; TTT-CTT F474RL ON-KEI CHAN et al., 2005

Intron 2

IVS2-8T—>G PRIMO-PARMO et al., 1996

Exon 3

1490; GAA—GTA E497V (J) BARTELS et al., 1992

1500; TAT>TAA Y500X BARTELS et al., 1992; 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) BARTELS et al., 1992

1914 A>G

BARTELS et al., 1990

“nome comum entre parénteses

Fonte: CHAUTARD-FREIRE-MAIA e SOUZA (2007).

Primo-Parmo (1993) prop6s que fossem chamadas de silenciosas as variantes

com atividade inferior a 10% da atividade da enzima usual, incluindo auséncia total

de atividade. No laboratério de Polimorfismo e Ligagdo da UFPR, onde este trabalho

foi desenvolvido, foram encontradas trés mutagdes que alteram a atividade

especifica da BChE: E90D, caracterizada como sem atividade; G75R com 45% da
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atividade usual (SOUZA et al., 2005b; MIKAMI et al., 2008); e G333C com 20%
dessa atividade (MIKAMI et al., 2008).

2.5.1. Variagdes dos exons 1 e 4 do gene BCHE

Bartels et al. (1990) descreveram a existéncia de dois polimorfismos na regiao
nao codificadora do gene BCHE, um na posigédo nt -116 (TGC/TAC) no exon 1 e o
outro na posigao nt 1914 (A/G), 189 bases depois do codon de parada no exon 4. No
nt -116, a frequéncia de G € 0,92 e de A é de 0,08, ja no nt 1914, a frequéncia de A
€ 0,74 e de G € 0,26. Esses dois polimorfismos estdo em desequilibrio de ligagao:
-116A tem sempre aparecido com 1914G. Ainda nesse mesmo trabalho, os autores
evidenciaram que a mutacao K do exon 4 esta preferencialmente na combinagao cis
com o 1914G e -116A, em vista do desequilibrio de ligagdo. A Figura 2 mostra um
desenho esquematico da localizagado das mutacdes estudadas no presente tabalho.

A enzima variante K é causada por uma mutagdo de ponto de guanina para
adenina no nucleotidio 1615 (G—A), no exon 4, levando a uma mudanga no
aminoacido alanina 539 para treonina (A539T). A mutacdo K encontra-se
preferencialmente em cis com a variante atipica do nucleotideo 209, com valor de
desequilibrio de ligagao relativo (D’) de 89% (BARTELS et al. 1992).

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4
-116 1615

FIGURA 2 - DESENHO ESQUEMATICO DO GENE BCHE, MOSTRANDO A LOCALIZAGAO DOS
SiTIOS -116 NO EXON 1 E 1615 NO EXON 4, QUE FORAM ESTUDADOS NO PRESENTE
TRABALHO.

A mutacdo K da BChE humana foi associada a reducdo de 30% no numero
de moléculas circulantes dessa enzima (RUBINSTEIN et al., 1978), sendo proposto
que esta reducao fosse devida a menores niveis de sintese ou a degradacao
acelerada. De acordo com Altamirano et al. (2000), a mutacdo K ndo parece ter
efeito na estrutura ou atividade da BChE, pois a enzima com essa mutagdo nao

apresentou diferengcas quando comparada com a BChE usual, em relacdo a
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afinidade e taxa de catalise de substratos, taxa de secrecdo da célula ou formagao
sérica de tetrameros. Os autores sugerem que o decréscimo no numero de
moléculas circulantes da BChE, associado ao fenoétipo K, pode ser causado por
outra mutagao na regiao regulatéria ou promotora do gene BCHE.

Furtado (2005) investigou, em amostra de obesos e controles, a presenca do
polimorfismo G—A na posi¢céo -116 no exon 1 do gene BCHE. Este estudo foi o
primeiro relato, em populagdo brasileira, desse polimorfismo, originalmente
identificado por Bartels et al. (1990). Neste trabalho, a autora determinou a atividade
da BChE em obesos e controles classificados de acordo com o gendétipo relativo aos
alelos —116A e —-116G do exon 1, e constatou que o gendtipo -116G/-116A esta
associado a uma diminuicdo da atividade da BChE. A autora também realizou
analises levando em conta as mutacdes K e —116A, visto que estdo em desequilibrio
de ligacdo. Foi observado que a atividade da BChE era menor somente nos
individuos portadores da mutacdo —116A, pois nao foi verificada diminuicdo da
atividade enzimatica nos individuos portadores apenas da mutacdo K. Apesar da
mutagcdo —116A ndo ocorrer na regido codificadora do peptideo maduro, pertence a
uma regiao transcrita do gene BCHE, podendo ser responsavel pela diminuicdo da
atividade da BChE, pois ocorre em regiao de transcricao, que pode estar associada
a regulacao da expresséo do gene.

Esses dados em conformidade com os obtidos por Altamirano et al. (2000),
modificaram a conclusdo antes proposta por Rubinstein et al. (1978), de que a
mutacao K seria responsavel pela diminuicao na atividade da BChE.

Furtado et al. (2008) analisaram a atividade da BChE e a variabilidade da
regidao do exon 1 que contém o sitio -116, em homens euro-brasileiros separados em
trés grupos: obesos, IMC normal, e apresentando atividade baixa da BChE (< 4,00
KU/l). A frequéncia do alelo -116A foi significativamente mais alta no grupo de
atividade baixa que nos outros dois grupos. A frequéncia desse alelo foi mais alta
também no quartil de atividade mais baixa, para obesos e individuos com IMC
normal, quando comparado com o quartil de atividade mais alta da BChE, tanto em
obesos como no grupo de peso normal. Sugeriram, entdo, que o alelo -116A esta
associado a uma diminuigdo na atividade da BChE nessas amostras, provavelmente

devido a eventos de regulagéo transcricional ou traducional.
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Em doadores de sangue de Curitiba, Souza et al. (1998) encontraram o alelo
K com frequéncia de cerca de 18% e Furtado (2005) encontrou frequéncia de cerca
9% do alelo -116A.

2.6 — OBESIDADE

A obesidade se define por um armazenamento excessivo de gordura no
organismo. Esse acumulo funciona como um estoque para o organismo, visto que os
nutrientes ndo utilizados para produgédo imediata de energia sdo armazenados em
forma de gordura para utilizagdo posterior.

Mecanismos homeostaticos regulam a relagdo entre ingestdo de comida e
gasto energético, buscando manter a massa adiposa relativamente estavel. No
entanto, esses mecanismos parecem atuar de forma mais eficiente no sentido de
possibilitar que o volume de massa adiposa seja facilmente excedido. Com isso, os
mecanismos fisioldgicos tendem a ser mais eficientes na prevencédo da perda de
peso, que no seu ganho demasiado. Essa reflexao pode ser relacionada a teoria do
genotipo frugal (thrifty genotype), proposta por Neel (1962), que diz que os alelos
que promoviam maior depdsito de energia foram selecionados favoravelmente, pois
contribuiam para aumentar a sobrevivéncia dos individuos em longos periodos de
subnutrigcao.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) sugeriu uma classificacdo do
sobrepeso e obesidade em adultos, baseada no indice de Massa Corporal (IMC),
obtido pela razao entre o peso em quilogramas e o quadrado da altura em metros,
com IMC > 25 definindo sobrepeso e IMC > 30 definindo obesidade, conforme
indicado na Tabela 2. Além disso, estudos considerando os riscos associados a
obesidade tornam-se mais precisos, levando em conta também o padréo de acumulo
de gordura intra-abdominal, através de medidas da circunferéncia da cintura e da
razao cintura/quadril, fatores associados a dieta, estilo de vida e etnia.

Segundo o estudo Doencas crbnico-degenerativas e obesidade: estratégia
mundial sobre alimentacdo saudavel, atividade fisica e saude, feito pela Organizagao
Mundial de Saude (on-line, 2007), a obesidade ja atingiu propor¢des globais, com
mais de um bilhdo de adultos com sobrepeso, sendo pelo menos 300 milhdes
clinicamente obesos. Entre as criangas abaixo de 5 anos, o numero de obesos € de

17,6 milhdes. As causas essenciais dessa epidemia crescente de obesidade séo a
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queda na atividade fisica e um aumento no consumo de alimentos hipercaldricos e
ricos em gordura. A obesidade é responsavel por 2 a 6% do custo total de atencéo a
saude em varios paises em desenvolvimento; algumas estimativas apontam para até
7%. Os verdadeiros custos sao indubitavelmente muito mais altos, uma vez que nem
toda patologia associada a obesidade é incluida nos calculos. O IMC acima do ideal
contribui para 58% do diabetes, 21% das cardiopatias isquémicas e entre 8% e 42%

de certos tipos de cancer.

TABELA 2 - VALORES DO INDICE DE MASSA CORPORAL (IMC), CLASSIFICACAO DE
CATEGORIAS DE PESO CORPORAL E RISCO DE COMORBIDADE

Categoria de peso IMC (kg/m?) Risco d?
comorbidade

Abaixo do peso IMC < 18,5 Baixo

Peso normal 18,5<IMC <25 Médio
Pré-obeso (excesso de peso) 25<IMC <30 Aumentado
Obesidade classe | (obesidade leve) 30<IMC <35 Moderado
Obesidade classe Il (obesidade grave) 35<IMC <40 Grave
Obesidade classe Il (obesidade moérbida)  IMC > 40 Muito grave

No Brasil, de acordo com Pesquisa de Orcamentos Familiares, realizada em
2002 e 2003 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE on-line, 2006),
estima-se que cerca de 40% dos individuos adultos do pais apresentam excesso de
peso, nao havendo diferenga substancial entre homens e mulheres. Ja a obesidade
afeta 8,9% dos homens adultos e 13,1% das mulheres adultas do pais.

Individuos obesos e com sobrepeso estdo mais sujeitos a apresentarem
doengas, como cancer de mama, de colon, de rim e de vesicula, hipertensao,
doenca arterial coronariana e diabetes mellitus do tipo Il. Doengas essas que
alcangam graves dimensdes sociais e psicologicas, podendo afetar qualquer faixa

etaria e classe social.

2.6.1 Genes e obesidade

A obesidade é uma doenga complexa, suas formas comuns sao poligénicas e

multifatoriais. Os genes de predisposi¢ao a esta doenca interagem entre si e com o
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ambiente de diferentes formas, com isso, a pressdo ambiental pode exceder a
capacidade de adaptacdo homeostatica em pessoas geneticamente predispostas,
levando a um desequilibrio energético e favorecendo a estocagem de gordura
(FROGUEL et al., 2000). Os genes de suscetibilidade ndo sdo necessariamente
requeridos para o desenvolvimento dessa doenca, mas podem aumentar o risco de
sua manifestagdo, sobretudo quando essa suscetibilidade genética esta aliada a
uma alimentacdo altamente calérica e ao sedentarismo. Até hoje ndo existe
consenso a respeito do grau de herdabilidade da obesidade, provavelmente em
decorréncia da natureza complexa dessa doencga, e também porque a herdabilidade
pode variar de populagao para populacao.

Perusse et al. (2005) relataram que ja foram identificados locos relacionados a
obesidade em todos os autossomos e no cromossomo X, bem como 600 casos de
genes, marcadores e regides cromossOmicas ligados ou associados a obesidade
humana, e foram descritas 69 mutagées em um unico gene, que podem explicar os
casos de obesidade patolégica humana. Ainda no mesmo trabalho foi mapeada a
maioria das formas sindrébmicas da obesidade, como Prader-Willi (15911.2), Cohen
(8922.2), Alstrom (2p13.1), Bardet-Biedl (11q13.1) e sindromes de resisténcia a
insulina (19p13.3), mas, embora tenham sido identificados genes candidatos, os
genes responsaveis ainda nado foram isolados, pois a raridade dessas mutagdes

torna dificil a busca por esses genes.

2.6.2 Butirilcolinesterase, IMC e obesidade

Embora o papel fisioldgico da BChE seja ainda desconhecido, sua
participacdo no metabolismo de lipides, bem como associacdo ao IMC, foi
evidenciada em varios estudos. Um aumento na atividade da BChE €& usualmente
observado como consequéncia de disturbios associados com o metabolismo
anormal de lipides, como na hiperlipoproteinemia, caracterizada pelo aumento de
triglicérides e/ou colesterol, excesso de acidos graxos derivado do metabolismo de
carboidratos, obesidade e diabetes (KUTTY, 1980).

Por outro lado, individuos de fendtipo CHE2 C5+ apresentam, em média,
menor peso quando comparados a seus controles CHE2 C5- (CHAUTARD-FREIRE-
MAIA et al., 1991) e menor IMC (ALCANTARA et al., 2001b) do que individuos de

fendtipo CHE2 C5-, sugerindo que a presenca do complexo Cs, que determina
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geneticamente aumento da atividade da BChE, poderia levar a uma menor
estocagem de gordura.

Investigando essa associagao da BChE e IMC em individuos obesos e nao
obesos de fendétipo CHE2 C5—, Alcantara et al. (2003) verificaram que os obesos
apresentavam atividade média da BChE maior que os controles. Quando estudaram
os obesos CHE2 C5+, esses autores inferiram que alelo CHE2*C5+ pode predispor
a uma facilidade para perder peso, pois observaram uma frequéncia maior de
individuos com fenétipo CHE2 C5+ (56%) que perderam peso, do que aqueles com
o fenétipo CHE2 C5- (21,6%).

2.6.2.1 Complexo G1-ALB e Obesidade

Alcantara et al. (1999) e Cipriani et al. (1999), estudando a participagdo das
formas moleculares da BChE em obesos e ndo obesos, verificaram a ocorréncia de
menor frequéncia de G1-ALB nos obesos em relagdo aos controles (69% e 100%,
respectivamente). Os obesos também apresentaram menor média de atividade
relativa dos dimeros e de G1-ALB, quando comparados por teste t, com os nao
obesos. O IMC dos obesos esta correlacionado negativamente com G1-ALB, tendo
os autores justificado esse resultado como devido aos altos niveis de acidos graxos
livres no sangue de obesos, a maioria dos quais ligados a albumina.

Analisando variaveis de caracteristicas gerais, antropomeétricas e bioquimico-
hormonais nos obesos de fendtipo CHEZ2 C5-, com e sem G1-ALB , Alcantara et al.
(2000b) observaram que obesos sem esse complexo apresentavam valores médios
significativamente maiores de razao cintura/quadril (RCQ de 0,94) e colesterol total
(CT de 210,4 mg/dl), e menor valor médio de estradiol (E2 de 55,6 pg/ml), quando
comparados com 0s obesos com esse complexo (respectivamente: 0,89; 188,0
mg/dl; 112,6 pg/ml). Esses resultados foram interpretados como indicativos de maior
risco de doengas cardiovasculares nos obesos que nao apresentam G1-ALB, do que
naqueles que o possuem. Os mesmos autores, em trabalho complementar
subsequente (ALCANTARA et al., 2001a), analisando ndo obesos e obesos (com e
sem G1-ALB) em relagao as variaveis acima mencionadas, verificaram também que
0s obesos apresentam, em média, menor atividade relativa de G1-ALB do que os

nao obesos; que apenas 75% dos obesos apresentaram G1-ALB, diferindo dos nao
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obesos (100%), e que obesos com e sem G1-ALB nao diferem quanto ao nivel

meédio de albumina.

2.6.2.2 Variagbes dos exons 1 e 4 do gene BCHE e IMC

Souza et al. (2005a) verificaram que os gendtipos referentes a mutagédo K
(A539T) ndo estavam homogeneamente distribuidos em uma amostra da populagao
de Curitiba, classificada em dois grupos quanto ao IMC: extremo (IMC > 30 e IMC <
20) e nao extremo, verificando uma frequéncia mais alta do gendtipo 539AT no
grupo com IMC extremo. Neste mesmo trabalho, verificaram ainda variancia de IMC
significativamente maior no genotipo 539AT, em relagdo ao genotipo 539AA.

Andrade et al. (2008), utilizando a amostra de Souza et al. (2005a),
compararam 3 classes genotipicas referentes aos exons 1 e 4 (-116GA;539AT,
-116GG;539AA, -116GG/539AT), quanto a variancia do IMC, e observaram variancia
significativamente maior na classe genotipica -116GA;539AT, quando comparada
com as outras classes. Como a distribuicdo do IMC nao diferiu entre os gendtipos
-116GG/539AT e -116GG;539AA, quanto a variancia, conclui-se que a presenca do

alelo -116A é necessaria para o aumento da variancia do IMC.

2.6.2.3 Grelina e obesidade

A grelina € um horménio peptidico produzido principalmente por células da
mucosa do estdmago (DATE el al., 2000). E um ligante endégeno do receptor
secretagogo do horménio do crescimento (GHS-R), que estimula a secregdo do
horménio do crescimento (GH) a partir da pituitaria. A grelina é formada por 28
aminoacidos, e o terceiro aminoacido, usualmente uma serina, € modificado por um
acido graxo, e essa modificagdo (octanoilizagdo) é essencial para a sua atividade
(KOJIMA et al., 2001).

No soro, a grelina esta, em sua maioria, desoctanoilada (desacilada), sendo
incapaz de se ligar ao receptor GHS-R e realizar sua fungdo enddécrina. Mas uma
outra forma circulante da grelina pode ser encontrada, em que esta acilada, ou seja,
contém o acido n-octandico na Ser3, permitindo sua ligagao ao receptor GHS-R e a

consequente secrecdo do hormdnio do crescimento.
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De acordo com De Vriese et al. (2004), a butirilcolinesterase purificada é
capaz de degradar a grelina, e ha uma correlagao positiva entre a butirilcolinesterase
e a desoctanoilizagao da grelina no soro humano.

O gene da grelina humana (GHRL) esta localizado no cromossomo 3 (3p25-
p26) (SMITH et al., 1997) e contém cinco éxons (TANAKA et al., 2001). Este gene
codifica a preprogrelina, um peptideo precursor da grelina composto por 117
aminoacidos. Este peptideo, apds sofrer clivagem, formara a progrelina de 94
aminoacidos. A partir de um processamento pos-traducional na progrelina, sao
formados dois peptideos: a grelina (28 aa) e a obestatina (23 aa), esta ultima com
acao fisioldgica oposta a da grelina (GUALILLO et al., 2006).

Em humanos, trés polimorfismos identificados no gene da grelina (GHRL)
(Figura 3) tém sido estudados em relagcdo a obesidade. Ukkola et al. (2001)
encontraram a mutacédo Arg51GIn (A51G) apenas em mulheres obesas, mas ndo em
seus controles. Essa mutagdo, que gera alteragdo no aminoacido 51 da sequéncia
da preprogrelina, que corresponde ao ultimo aminoacido da grelina madura, pode
alterar o sitio de clivagem de endoproteases e o comprimento da grelina madura. A
segunda mutagao, G274A, ndo causa modificacdo na sequéncia de aminoacidos,
pois esta localizada em regido intrénica entre os exons 1 e 2. Foi observada apenas
em dois individuos obesos. Esses autores registraram também a mutagcao Leu72Met
(L72M), codificadora de aminoacido que se encontra fora da regidao que forma a
grelina madura, e sua fungéo e significado permanecem incertos, uma vez que ha
dados mostrando que o portador dessa variante tende a se tornar obeso mais cedo
do que os homozigotos para o tipo selvagem 72L, sugerindo que o alelo 72M pode

afetar a atividade da grelina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o perfil eletroforético e as propor¢des relativas das formas
moleculares da butirilcolinesterase presentes no plasma de homens e mulheres

obesos e ndo obesos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar a intensidade relativa, presenca e auséncia das bandas G1, G1-
ALB, G2 e G4 da BChE em plasmas de 145 homens obesos e seus 133 controles e
de 56 mulheres obesas e seus 56 controles.

2. Comparar obesos e controles quanto a frequéncia e meédia das
intensidades relativas das bandas acima mencionadas.

3. Verificar os coeficientes de correlagao entre as bandas da BChE.

4. Verificar os coeficientes de correlagcao dessas bandas da BChE com idade,
indice de massa corporal, atividade da BChE, variantes dos exons 1 e 4 do gene
BCHE da butirilcolinesterase e variantes do gene GHRL da grelina.

5. Avaliar se existe associagcdo das intensidades relativas das bandas da

BChE com a obesidade e com as demais variaveis estudadas.
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4 JUSTIFICATIVA

Dados sobre presenca e auséncia das formas moleculares da BChE em gel
de poliacrilamida, suas intensidades relativas e suas relagbes com a obesidade
foram obtidos apenas no Laboratério de Polimorfismos e Ligagdo do Departamento
de Genética da UFPR, em amostra quase que exclusivamente do sexo feminino. Foi
detectado falta do complexo G1-ALB da butirilcolinesterase e menor atividade desse
complexo em obesos, quando comparados aos nao obesos.

Os obesos que nado apresentaram o complexo G1-ALB mostraram valores
médios significativamente maiores da razao cintura/quadril (RCQ) e de colesterol
total (CT), podendo a auséncia desse complexo ser interpretada como indicativa de
maior risco de doenga arterial coronariana (ALCANTARA et al., 2000b).

O trabalho atual da continuidade aos trabalhos ja realizados no Laboratério de
Polimorfismo e Ligacéao, investigando, além de G1-ALB, outras formas moleculares
da BChE em amostra de ambos o0s sexos.

Diante da preocupacido crescente com a obesidade, € pertinente que as
pesquisas acerca da fisiologia dessa doencga se intensifiquem, como seus possiveis
sinais indicativos, suas complicagdes e sua relagcdo com outras doencgas. Tendo em
vista a associacdo da BChE com o metabolismo de lipides e a diversas variaveis
relacionadas com a obesidade, a analise das formas moleculares dessa enzima
podera futuramente servir de instrumento para uma melhor avaliagdo da gravidade

dessa doenca.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL

A amostra do sexo masculino se refere a doadores de sangue, 145 obesos e
133 nado obesos, retirada de uma amostra total de 3006 pessoas, das quais 2358
eram homens com informacédo sobre IMC e idade. A amostra do sexo feminino é
formada por 56 mulheres obesas e 56 ndo obesas, de uma amostra total de 602
doadoras de sangue.

No caso da amostra masculina, sao todos euro-brasileiros pareados por idade
e de fendtipo CHE2 C5-. Os 145 obesos (IMC > 30), apresentaram média de idade
de 36,44 + 9,5 (de 18 a 59 anos), e os 133 controles (20 < IMC < 25) média de 36,44
+ 9,3 (de 18 a 60 anos). Na amostra de obesos estdo incluidos todos aqueles da
amostra total que apresentaram obesidade grave e mérbida (IMC > 35). A média do
IMC em obesos é 33,86 + 3,03 e, em controles, é 23,17 + 1,25. Essa amostra foi
utilizada por Furtado (2005), que a fenotipou para o loco CHE2 e genotipou para
variagées nos exons 1 e 4 do gene BCHE, e por Dantas (2008), que a genotipou
para o gene GHRL da grelina em relagéo a L72M.

A amostra de mulheres também é constituida apenas de euro-brasileiras,
pareadas por idade, com idade média de 39,04 + 9,95 (de 23 a 58 anos), no grupo
de 56 obesas, e de 38,91 + 9,71 (de 23 a 58 anos) nas 56 mulheres controles. A
meédia do indice de massa corporal em obesas é 33,43 + 2,70, e em controles é
22,34 +1,27.

Ambas as amostras pertencem ao banco do Laboratério de Polimorfismo e
Ligagao da Universidade Federal do Parana (UFPR). Elas foram coletadas no Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Parana (HEMEPAR), no periodo de 1995 a 1998,
permanecendo conservadas a -20° C em freezer.

O estudo desses doadores de sangue, no que se refere a indice de massa
corporal e variagdes da butirilcolinesterase, foi aprovado pelo Conselho Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP; registro 2063).
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5.2 METODOLOGIA

Esse trabalho da seguimento a pesquisa anterior (CIPRIANI et al., 1999;
ALCANTARA et al., 1999; 2000b; 2001a) e determinara parametros ja avaliados,
utilizando técnicas mais apropriadas, bem como ira acrescentar informacdes a
respeito das variagdes dos exons 1 e 4 do gene BCHE e da variagao L72M do gene
GHRL da grelina.

5.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida para a detecgédo das bandas G4, G2, G1-
ALB e G1.

Eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seguindo protocolo
semelhante ao de Sambrook et al. (1989), com dois gradientes de densidade,
padronizada em nosso laboratdrio. A preparagédo dos géis foi baseada em Alcantara
(2000a), com modificagdes. Essas modificagdes consistiram na concentracéo do gel
de separacgao, que inicialmente era de 11 %, e no tempo de corrida, que era de 20h.

No presente estudo, cada placa apresentou duas concentragbes de gel de
poliacrilamida: gel de alinhamento (5%) com 1 cm de comprimento e gel de
separacédo (7%) com 13 cm de comprimento (Figura 4). A solugédo estoque de
poliacrilamida (30%) utilizada continha 29 g de acrilamida, 1 g de bisacrilamida e
agua destilada em quantidade suficiente para completar 100 ml. Os reagentes
utilizados para o preparo dos géis sdo mostrados na Tabela 3. As amostras

aplicadas continham 7 pL de corante azul de bromofenol e 5 uL de plasma.

Hlllhiill'lll!llilllllul'llll 5

FIGURA 4 - DESENHO ESQUEMATICO DO GEL DE POLIACRILAMIDA COM 2 GRADIENTES DE
CONCENTRAGCAO.
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A placa de gel, ap6s permanecer em repouso durante a noite, foi submetida a
uma pré-corrida de 30 minutos, sem a aplicagao das amostras. Apos a aplicacao foi
realizada a corrida eletroforética por 8 horas, a uma corrente elétrica de 100V. O

tampao de corrida utilizado na cuba foi TBE 1X.

TABELA 3 - REAGENTES UTILIZADOS NO PREPARO DAS DUAS
CONCENTRACOES DO GEL PARA ELETROFORESE

Reagentes Concentracgbes do gel

5% 7%

mL mL

Poliacrilamida 29:1 1,7 5,8
Agua Destilada 6,2 14,0

TBE 5X 2,0 5,0
Persulfato de aménia 10% 0,1 0,25
TEMED 0,01 0,025

Foram feitas varias eletroforeses em gel de poliacrilamida até que se
conseguisse padronizar essa metodologia, de modo a obter distinta visualizagao das
bandas. Foram tentadas diferentes condigdes quanto ao volume de plasma, quanto

ao gel (concentragao, tampéao e comprimento), ao tempo de corrida e a voltagem.

5.2.2 Coloragao do gel

Apobs a corrida, o gel foi imerso em solugao de coloragéo e incubado a 37 °C
na estufa, por 30 a 40 minutos. A soluga de coloragéo era os reagentes relacionados

na Tabela 4.

TABELA 4 - REAGENTES QUE COMPOEM A SOLUGCAO DE
COLORAGAO DO GEL PARA DETECGAO DAS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE

Fast Red TR 150 mg

Tampao Fosfato pH 7,1 60 ml

Solugéo de acetato de a-naftila 2,1 ml




37

A butirilcolinesterase do plasma hidrolisa o acetato de a-naftila formando alfa-
naftol e acido acético. O a-naftol reage com o sal de Fast Red TR, produzindo um
azo derivado de cor purpura, que revela as bandas referentes as diversas formas
moleculares da BChE no gel, como mostrado na Figura 5.

Ao término da coloracdo, o gel foi lavado trés vezes com agua destilada, e
colocado entre duas folhas de transparéncia. Logo em seguida, foi feita uma copia
em Scanner e o registro arquivado em computador, para posterior analise pelo

programa KODAK1D Image Analysis Software.

mesee -

— — G3
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.- #% | — GI-ALB
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FIGURA 5 - GEL DE POLIACRILAMIDA MOSTRANDO TRES AMOSTRAS APOS COLORAGAO,
COM CINCO BANDAS DA BUTIRILCOLINESTERASE INDICADAS.

5.2.3 Andlise de densitometria 6tica pelo programa KODAK 1D Image Analysis

Software

Para as analises de densitometria otica foram selecionadas determinadas
condigdes do programa.

Na caixa de dialogo de Ajuste de Linhas (Adjust Lanes; Figura 6), foi usado o
modo automatico, em que o préprio programa faz cada linha vertical correspondente
a cada amostra de plasma (linhas azuis). Nessa mesma caixa de dialogo foram
estabelecidos o numero de amostras (18 no presente estudo), a sensibilidade 1 de
uma escala de -3 (menos sensivel) a +3 (mais sensivel) e o tipo de linha reta. Na
sensibilidade 1, o programa encontra o numero de linhas mais proximo de 18.
Quando o registro de linhas automatico é inferior a 18, inserem-se as linhas que

faltam.
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ApOs esse procedimento, foi realizado um ajuste manual da melhor posigéao
das linhas, a qual correspondia a regido em que todas as bandas a serem

analisadas estivessem bem definidas.

fe :
e E Adjust Lanes E]

Mode: | futomatic

Create: |18 Lanes
Senitivity. 1 ﬂ J ﬂ

Lanes: ﬂgg
,Wl Cloze

FIGURA 6 - IMAGEM CAPTADA DO PROGRAMA KODAK, MOSTRANDO A CAIXA DE DIALOGO
ADJUST LANES E AO FUNDO O GEL A SER ANALISADO.

Em seguida, foram definidas as bandas na caixa de diadlogo Ajuste de Bandas
(Adjust Bands; Figura 7). No ajuste das bandas, foram escolhidas a sensibilidade de

numero 1 (escala de -3 a +3) e a largura de perfil de 20%, que vai determinar quanto

da largura da banda sera analisada.
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FIGURA 7 - IMAGEM CAPTADA DO PROGRAMA KODAK, MOSTRANDO A CAIXA DE DIALOGO
ADJUST BANDS E AO FUNDO O GEL COM AS BANDAS SELECIONADAS.



39

Em seguida, num aumento maior (Figura 8), a regido a ser analisada de cada
banda foi delimitada. Foi a partir dessa delimitagdo (retdngulos vermelhos) que o

programa fez a analise da intensidade relativa de cada banda.
ad
-

FIGURA 8 - IMAGEM CAPTADA DO PROGRAMA KODAK, MOSTRANDO A DELIMITAGAO DAS
BANDAS PARA ANALISE.

Ficou estabelecido, durante a obtencdo das intensidades relativas pelo
programa KODAK 1D Image Analysis Software, que valor de intensidade < 0,003,
em qualquer uma das bandas, seria considerado zero, ou seja, a respectiva banda
seria considerada como ausente. Esse valor foi estipulado, uma vez que foi o valor
minimo registrado por Alcantara et al. (comunicagdo pessoal), em trabalho similar.
Além disso, quando a banda tinha sido registrada com valor < 0,003, ela ndo era
percebida visualmente, na maioria das vezes, e com o valor > 0,003 foi possivel

visualiza-la.

5.2.4 Coeficiente de variacdo da técnica

Coeficientes de variagdo da metodologia foram estimados com base nos
dados de 18 aplicagbes da mesma amostra feminina ndo obesa, em dois géis. O

coeficiente de variagao (C.V.) foi calculado através da formula:

Desvio padrao
Cvs= X100
Média
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Os valores obtidos foram os seguintes: G4 (5,11% e 5,49%), G2 (8,28% e
10,60%), G1-ALB (6,25% e 8,71%) e G1 (6,64% e 9,25%).

5.2.5 Medida da atividade da BChE

A atividade total da BChE no plasma foi obtida do banco de dados do
Laboratério de Polimorfismos e Ligagcdo, apenas para os homens, tendo sido
avaliada por outros membros desse laboratorio, seguindo a metodologia de Dietz et
al. (1972), modificada por Evans e Wroe (1978). Essa metodologia se baseia na
hidrolise da propioniltiocolina pela BChE, produzindo acido propibnico e tiocolina, a
qual reage com o DTNB (acido 5,5-bisditio-2-nitrobenzéico), gerando 5-tio-2-
nitrobenzoato de coloracdo amarela. A atividade foi calculada com o uso de
espectrofotbmetro ajustado em 410 nm e com todos os reagentes mantidos em
banho-maria a 25 °C. As médias de atividade foram 6,40 + 2,82 KU/l em obesos e
4,55 £ 1,29 KU/l em controles.

O tampao fosfato 0,1 M pH 7,6, utilizado na reagao, foi preparado pela mistura
de duas solugdes (a e b). A solugédo “a” continha 4,73 g de Na,HPQO4 anidro (PM =
141,96) em 1000 ml de agua destilada e a solugdo “b” continha 13,61 g de KH,PO4
anidro (PM = 136,09) em 1000 ml de agua destilada. O DTNB (0,423 mM) foi
dissolvido em tampao fosfato na propor¢cao de 167 g por 1000 ml. O substrato
(propioniltiocolina 100 mM) foi preparado com 303 mg de iodeto de propioniltiocolina
(PM = 303,2) em 10 ml de agua destilada.

Os tubos contendo 2,2 ml de tamp&ao-DTNB, e 0,25 ml de soro (diluido 1:100
em agua destilada), foram mantidos por trés minutos em banho-maria a 25 °C. Apds
os trés minutos, foram adicionados 0,05 ml de substrato e iniciada a leitura. A
primeira leitura, chamada Ay, deve ser efetuada imediatamente apds a colocacao
dos reagentes na cubeta termostatizada do espectrofotébmetro. As leituras Aq, Az €
A; sao efetuadas com um, dois e trés minutos a partir da leitura Ag. Apds as quatro
leituras, foi calculado o A/minuto (variagcdo de absorbancia por minuto). Para a

obtencgao da atividade (KU/I), A/minuto € multiplicado pelo fator 73,53 e por 1.000.
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5.2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizado o programa Statistica for Windows
(StatSoft, Inc., versao 5.5, 2000;).
As variaveis analisadas foram as seguintes: intensidade relativa das bandas
G4, G2, G1-ALB e G1 da BChE, IMC, idade, atividade da BChE, exons 1 e 4 do
gene BCHE, sitio do gene GHRL (grelina) codificador do aminoacido 72 e
obesidade.
Para as variaveis exons 1 e 4 do gene BCHE, 72 do gene GHRL e obesidade
foram atribuidos valores como mostrado a seguir. Os dados de gendtipos foram
obtidos do banco de dados do Laboratério de Polimorfismos e Ligagéao.
a) Exon 1 do gene BCHE : homozigoto selvagem -116GG = 1, -116GA = 2, -
116AA = 3.

b) Exon 4 do gene BCHE : homozigoto selvagem 539AA = 1, 539AT =2 e
539TT = 3.

¢) Aminoacido 72 codificado pelo gene GHRL: homozigoto selvagem 72LL =
1, 72LM + 72MM = 2.

d) Obesidade: ndo obesos = 1, obesos = 2.

Na analise da amostra feminina, as variaveis disponiveis para estudo foram
as intensidades relativas de cada banda, o IMC e a idade.

Foram realizadas analises descritivas, obtendo—se média, erro padrao, desvio
padrao, maximo e minimo das variaveis estudadas. Utilizaram-se os testes t e F para
comparar, respectivamente, médias e variancias entre os grupos de obesos e de néo
obesos. Quando necessario, foi usado o valor do teste-t que considera as variancias
em separado, no caso dessas serem significativamente diferentes. Utilizou-se ainda
o teste exato de Fisher bicaudal para comparar as freqiéncias de obesos e controles
sem deteccdo de bandas da BChE. Foram feitos calculos de correlagdo simples
entre as bandas e entre cada uma delas e as variaveis estudadas.

O programa Microsoft Excel foi usado para fazer os graficos que mostram a
distribuicdo de frequéncia dos homens obesos e controles, de acordo com a
intensidade relativa de cada banda estudada.

Com a amostra de homens, foram realizadas oito analises de regressao
multipla escalonada (quatro em controles e quatro em obesos), tendo como variaveis

dependentes as intensidades relativas de cada banda estudada. Nessas analises, as
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variaveis independentes foram as seguintes: idade, IMC, atividade da BChE, exons 1
e 4 do gene BCHE e aminoacido 72 codificado pelo gene GHRL. Também foram
realizadas 4 analises de regressao multipla escalonada com a amostra total de
obesos mais controles, considerando-se as intensidades relativas das bandas como
variaveis dependentes e as mesmas variaveis independentes acima citadas,
excluindo-se IMC e adicionando-se a variavel obesidade.

Com a amostra total de mulheres (obesas + controles), foram realizadas
quatro analises de regressdao multipla escalonada, considerando-se intensidade
relativa de cada banda como variavel dependente e as seguintes variaveis
independentes: idade e obesidade.

Nas analises de regressdo multipla, o numero total de individuos dos grupos
estudados sofreu alteragdes, devido a falta de informacgdes sobre algumas variaveis

para alguns individuos.
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6 RESULTADOS

Os dados referentes a amostra de homens serao apresentados em seguida e,
ao término desses, serdo registrados os dados obtidos a partir da amostra de
mulheres.

A metodologia, empregada para determinar presencga ou auséncia de bandas,
considerou auséncia sempre que o valor de intensidade relativa obtido pelo

programa KODAK 1D Image Analysis Software foi < 0,003.

6.1 ANALISE DAS BANDAS G1, G1-ALB, G2 E G4 DA BUTIRILCOLINESTERASE
EM HOMENS

Na Tabela 5, é apresentada a distribuicdo das frequéncias dos individuos
obesos e controles que mostraram auséncia de alguma banda e os respectivos
valores de p, obtidos pelo teste exato de Fisher bi-caudal, quando sdo comparados
0s grupos de obesos e de controles. Nado houve nenhuma amostra sem a banda G4.
Esses grupos diferem significativamente, sendo que a auséncia de qualquer dessas

trés bandas foi sempre mais elevada no grupo controle.

TABELA 5 - FREQUENCIAS DE OBESOS E CONTROLES NOS QUAIS NAO FORAM
DETECTADAS UMA OU MAIS DAS BANDAS G1, G1-ALB E G2 DA
BUTIRILCOLINESTERASE.

Auséncia de banda®

G1 G1-ALB G2
Amostras N % N % N %
Obesos (N = 145) 03 2,07 08 5,52 04 2,76
Controles (N = 133) 21 15,79 32 24,06 12 9,02
p <0,0001 <0,0001 <0,05

@< 0,003 de intensidade relativa

As médias (+ DP) das intensidades relativas das quatro bandas estudadas em
obesos e controles sdo apresentadas na Tabela 6, que também mostra a

comparagdo das meédias (teste t) e das variancias (teste F). As médias das
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intensidades relativas das bandas sdo maiores em obesos, no caso de G1 e G1-
ALB, e menores no caso de G4, quando comparadas com as dos controles. A

variancia da distribuicdo de G4 é maior em nao obesos, enquanto a de G2 é maior
em obesos.

TABELA 6 - MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP) DAS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS
G4, G2, G1-ALB E G1 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E CONTROLES COM
RESULTADOS DE TESTES t E F E SEUS RESPECTIVOS VALORES DE p.

Obesos N&o Obesos
N M + DP N M + DP t(p) F (p)
G4 145 0692+0131 133 0,768+0,156 4,410 (<0,0001) 1,411 (<0,05
G2 145 0,039+0,031 133  (033+0,026 1,590 (>0,10) 1,409 (<0,05

Gl1-ALB 145 0,081+0,058 133 0,065 + 0,064 2,231 (<0,05) 1,253 (0,15

)
)
)
G1 145 0,188+0,105 133  0,133+0,107 4,311(<0,0001) 1,054 (>0,75)

As Tabelas 7, 8, 9 e 10 e as Figuras de 9 a 12 mostram as distribui¢cdes de
freqUéncia de obesos e controles, de acordo com a intensidade relativa das bandas
G4, G2, G1-ALB e G1, respectivamente.

Os valores maximos de intensidade relativa da banda G4 foram 0,99 e 1,0 e
os minimos, 0,29 e 0,31 em obesos e controles, respectivamente. Ja para a banda
G2, os maximos foram 0,16 em obesos e 0,12 em controles e os minimos 0 em
ambos os grupos. Para G1-ALB, os maximos foram 0,33 e 0,32 em obesos e
controles, respectivamente, e os minimos foram 0 para ambos. E para a banda G1,
os valores maximos foram 0,44 para obesos e 0,49 para controles, € o minimo 0

para ambos 0s grupos.
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TABELA 7 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA EM RELACAO A INTENSIDADE
RELATIVA DA BANDA G4 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO

OBESOS
Intensidade Obesos Nao Obesos
relativa de G4 N % N %
0,2<x<0/4 207 2 1,50
0,4<x<0,6 33 22,76 17 12,78
0,6<x<0,8 80 55,17 56 42 11
0,8<x<1,0 29 20,00 58 43,61
Total 145 100 133 100
60%
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é g 30% |
Z Z 20%
=
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E 0%
020<x<040 040<x<060 060<x<080 080<x<1,0
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s ? 30%
2z
S 20%
°
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020<x<040 040<x<060 060<x<0,80 080<x<1,0

FIGURA 9 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS OBESOS E CONTROLES EM RELAGAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G4.
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TABELA 8 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA EM RELACAO A INTENSIDADE
RELATIVA DA BANDA G2 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO

OBESOS
Intensidade Obesos Nao Obesos
relativa de G2 N % N %
x=0,0 4 276 12 9,02
0,0<x<0,05 105 72,41 93 69,93
0,05<x<0,1 29 20,00 26 19,55
0,1<x<0,15 6 4,14 2 1,50
0,15<x<0,2 1 0,69 0 0,00
Total 145 100 133 100
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FIGURA 10 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS OBESOS E CONTROLES EM RELAGAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G2.
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TABELA 9 - DISTRIBUIGAO DE FREQUENCIA EM RELACAO A INTENSIDADE RELATIVA
DA BANDA G1-ALB DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO OBESOS

Intensidade Obesos N&o Obesos
relativa de G1-ALB N % N %
x=0,0 8 5,52 32 24,06
0,0<x<0,1 87 60,00 65 48,87
0,1<x<0,2 47 32,41 33 24,81
0,2<x<0,3 2 1,38 2 1,51
0,3<x<0,4 1 0,69 1 0,75
Total 145 100 133 100
TO%
B0% -
0% 4
g+

0% 4

%

freqiéncia deindividuos - cbesos

0% 4

0%
x=00 O0=<x=010 010 <x=202000<x=20,30 0,30 <x=0490

133

freqiéncia de individuos - controles
M

x=0,0 DO<x=2010 00 <x=2020 020 <x =030 050<x=040

FIGURA 11 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS OBESOS E CONTROLES EM RELAGAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G1-ALB.
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TABELA 10 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA EM RELAGCAO A INTENSIDADE
RELATIVA DA BANDA G1 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESOS E NAO OBESOS

Intensidade Obesos Nao Obesos
relativa de G1 N % N %
x=0,0 3 207 21 15,79
0,0<x<0,1 28 19,31 34 25,56
0,1<x<0,2 57 39,31 45 33,84
0,2<x<0,3 32 22,07 23 17,29
0,3<x<04 22 15,17 8 6,02
0,4<x<0,5 3 2,07 2 1,50
Total 145 100 133 100
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FIGURA 12 — DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS OBESOS E CONTROLES EM RELAGAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G1.
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Para verificar o comportamento conjunto das bandas estudadas, tanto em
obesos como em controles, foram feitas andlises de correlacdo simples, cujos

valores de r podem ser observados nas Tabelas 11 e 12.

TABELA 11 - COEFICIENTES DE CORRELACAO (r) ENTRE AS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE, NA AMOSTRA DE 145 OBESOS

Obesos
G2 (p) G1-ALB (p) G1 (p)
G4 -0,578 (< 0,001) -0,573 (< 0,001) -0,768(< 0,001)
G2 0,782 (< 0,001) -0,002 (> 0,50)
G1-ALB -0,064 (> 0,45)

TABELA 12 - COEFICIENTES DE CORRELAGAO (r) ENTRE AS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE, EM 133 CONTROLES

N&o obesos
G2 (p) G1-ALB (p) G1 (p)
G4 -0,601 (< 0,001)  -0,748 (< 0,001) -0,858(< 0,001)
G2 0,680 (< 0,001) 0,221 (< 0,05)
G1-ALB 0,320 (< 0,001)

Verificou-se que as correlagcbes entre as bandas apresentam sentidos e
magnitudes semelhantes nas duas amostras, com exce¢édo de G1 X G1-ALB e de
G2 X G1, que nos obesos ndo mostraram correlagao e nos ndo obesos mostraram
correlagao positiva.

A seguir sdo mostrados os graficos de correlagdo entre as bandas no grupo

de obesos (Figuras 13 a 18) e, em seguida, no grupo de controles (Figuras 19 a 24).
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G2 vs. G4 (Casewise MD deletion)
G4 =,78593 - 2,434 * G2
Correlation: r = -,5782

G4

o Regression

0,2
-0,02 0,02 0,06 0,10 0,14 0,18 95% confid.

G2

FIGURA 13 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO NEGATIVA (r = -0,5782; p< 0,001) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G2 NO GRUPO DOS OBESOS

G1ALB vs. G4 (Casewise MD deletion)
G4 =,79835 - 1,308 * G1ALB
Correlation: r = -,5731

1,1
1,0
09

08

0,7

G4

0,6
0,5

0,4

0,3

0,2 o Regression
0,056 000 005 010 015 020 025 030 035 040 95% confid.
G1ALB

FIGURA 14 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO NEGATIVA (r = -0,5731; p< 0,001) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G1-ALB NO GRUPO DOS OBESOS
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G1 vs. G4 (Casewise MD deletion)
G4 = ,87314 - ,9642 * G1
Correlation: r = -,7679

11

G4

0,2 ~o._ Regression
-0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 95% confid.

G1

FIGURA 15 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO NEGATIVA (r = -0,7679; p< 0,001) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G1 NO GRUPO DOS OBESOS

G1ALB vs. G2 (Casewise MD deletion)
G2 = ,00414 + 42412 * G1ALB
Correlation: r = ,78190
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0,10
N
R)
0,06
0,02
-0,02 ~o._ Regression
0,05 0,00 005 010 0,15 020 025 030 035 0,40 95% confid.
G1ALB

FIGURA 16 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO POSITIVA (r = 0,7819; p< 0,001) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G2 E G1-ALB NO GRUPO DOS OBESOS



G1 vs. G2 (Casewise MD deletion)
G2 =,03881 -,0007 * G1
Correlation: r = -,0024
0,18
o
0,14 °
o o %o
0,10 o o ° s
® °°%0
o o o
0] o o [
0,06 o %0, 9 ° %356
' . %o o ° o O
6 o0 oo°~%~°e—9—~00;0- 09 .
o 0 O o 0 0
ez 00 00 0 8 000 -
0,02 829 0° 00 0o’ € o %8 g
0 oo P (<] o000 o® o oo ° [¢]
[o] o o
-0.02 ~o._ Regression
0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 95% confid.
G1

FIGURA 17 - GRAFICO MOSTRANDO A FALTA DE CORRELAGAO (r = -0,0024; p> 0,50) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G2 E G1 NO GRUPO DOS OBESOS

G1 vs. G1ALB (Casewise MD deletion)
G1ALB = ,08804 - ,0351 * G1
Correlation: r = -,0638
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0,30
0,25

0,20 o O
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-0,05 o Regression
0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 95% confid.

FIGURA 18 - GRAFICO MOSTRANDO A FALTA DE CORRELAGAO (r = -0,0638; p> 0,45) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G1-ALB E G1 NO GRUPO DOS OBESOS
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G2 vs. G4 (Casewise MD deletion)
G4 = ,88689 - 3,569 * G2
Correlation: r = -,6014

1,1
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0.2 o Regression
‘002 000 002 004 006 008 010 012 0,14 95% confid.
G2

FIGURA 19 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO NEGATIVA (r = -0,6014; p< 0,001) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G2 NO GRUPO DOS NAO OBESOS

G1ALB vs. G4 (Casewise MD deletion)
G4 = ,88641 - 1,811 * G1ALB
Correlation: r = -,7476
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FIGURA 20 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO NEGATIVA (r = -0,7476; p< 0,001) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G1-ALB NO GRUPO DOS NAO OBESOS



G1 vs. G4 (Casewise MD deletion)
G4 = ,93447 - 1,246 * G1
Correlation: r = -,8575
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FIGURA 21 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGAO NEGATIVA (r = -0,858; p< 0,001) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G4 E G1 NO GRUPO DOS NAO OBESOS

G1ALB vs. G2 (Casewise MD deletion)
G2 =,01510 + ,27772 * G1ALB
Correlation: r = ,68019
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FIGURA 22 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO POSITIVA (r = 0,6802; p< 0,001) ENTRE
AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G2 E G1-ALB NO GRUPO DOS NAO OBESOS.
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G1 vs. G2 (Casewise MD deletion)
G2 =,02598 + ,05416 * G1
Correlation: r = ,22117
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FIGURA 23 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO POSITIVA (r =0,2212; p< 0,05) ENTRE AS
INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G2 E G1 NO GRUPO DOS NAO OBESOS
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G1ALB =,03956 + ,19197 * G1
Correlation: r = ,32011
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FIGURA 24 - GRAFICO MOSTRANDO A CORRELAGCAO POSITIVA (r = 0,320; p< 0,001) ENTRE AS
INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS G1-ALB E G1 NO GRUPO DOS NAO OBESOS
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Quando foram retirados da analise os individuos com intensidade relativa de
valor zero, obteve-se uma alteracdo apenas na correlacédo entre G1 X G1-ALB dos
controles, as quais possuiam uma correlagdo positiva (r = 0,320; p < 0,001), e

deixaram de ter essa correlagao (r = 0,061; p > 0,55).

6.1.1 Analises entre as intensidades relativas das bandas da butirilcolinesterase e as

variaveis estudadas

Foram realizadas correlagbes entre as variaveis estudadas (idade, IMC,
atividade da BChE, exon 1 e exon 4 do gene BCHE e gene GHRL da grelina) com as
intensidades relativas das bandas da BChE (G4, G2, G1-ALB e G1). Em obesos, as
correlagdes estatisticamente significativas foram entre a banda G4 e a atividade (r =
-0,24 e p < 0,01), entre G4 e a variagdo do aminoacido 72 codificado pelo gene
GHRL (r = -0,20 e p < 0,05, sendo que a intensidade relativa de G4 diminui quando
se passa do gendtipo 72LL para 72LM+MM), e entre a banda G1 e a atividade (r =
0,197 e p < 0,05). No grupo controle, houve correlagao estatisticamente significativa
apenas da banda G4 com a atividade (r = -0,21 e p < 0,05).

Foram realizadas quatro analises de regressdo multipla escalonada com os
dados de cada um dos dois grupos estudados, tendo-se considerado como variaveis
dependentes as atividades relativas de cada banda (G4, G2, G1-ALB e G1) da
BChE, e incluindo-se as seguintes variaveis como independentes: idade, IMC,
atividade da BChE, exons 1 e 4 do gene BCHE e aminoacido 72 codificado pelo
gene GHRL da grelina. Em apenas duas das oito analises de regressao multipla
escalonada, foram obtidos modelos de regressao estatisticamente significativos.

Em obesos, foi observado coeficiente de regresséao significativo da banda G4
com a atividade da BChE, num modelo de regressdo econémico que, em seguida,
também incluiu as variaveis grelina (aminoacido 72) e IMC, como exposto na Tabela
13. O coeficiente de regressdo referente a grelina esta préximo do nivel de
significancia de 5%. Pelo resultado dessa tabela, pode-se verificar que a medida que
a atividade da BChE aumenta, ocorre diminuicdo da intensidade relativa da banda
G4 dessa enzima.

Em controles, foram observados coeficientes de regressao significativos da

banda G4 com a atividade da BChE e com os exons 1 e 4 do gene BCHE, num



57

modelo de regressdo econémico, que também incluiu o IMC (Tabela 14). Como no
caso dos obesos, ha correlagdo negativa entre a atividade da BChE e a intensidade
relativa da banda G4. Neste modelo de regressao, os gendtipos com a variante
-116A do exon 1 do gene BCHE tendem a ter menor intensidade de G4 e a presenca
de 539T do exon 4 desse mesmo gene esta associada com maior intensidade de
G4, desde que se considerem as contribuicdes dadas pelas variaveis que entraram
antes nesse modelo de regressao. Nesses 125 controles ha 22 heterozigotos e um
homozigoto para o alelo -116A e 35 heterozigotos e 7 homozigotos para o alelo
539T.

Foram realizadas também analises de regressao multipla escalonada, sem
separar os obesos dos controles. Considerou-se a intensidade relativa das bandas
como variaveis dependentes e as independentes foram: idade, atividade da BChE,
exons 1 e 4 do gene BCHE, aminoacido 72 codificado pelo gene GHRL da grelina e
obesidade. A variavel obesidade diferencia os grupos de obesos e controles com
valores referenciais (controles = 1 e obesos = 2), a fim de comparar o
comportamento da intensidade relativa das bandas da BChE na amostra conjunta,
levando em conta a obesidade e demais variaveis. Dentre as quatro analises de
regressao multipla realizadas, foram obtidos modelos de regresséao estatisticamente
significativos apenas no caso das bandas G4 e G1.

No modelo econémico de regressdo da banda G4, foi observado coeficiente
de regressao significativo com a atividade da BChE e com obesidade. Os
coeficientes de regressao quanto aos genes GHRL e BCHE (exon 4) apresentaram
valores bem préximos do nivel de significancia de 5%. Esse modelo pode ser visto
na Tabela 15.

No caso da banda G1, também foi observado coeficiente de regressao
significativo com a atividade da BChE e com obesidade, num modelo econémico de
regressao que também incluiu as variaveis gene GHRL (aminoacido 72) e exons 4 e
1 do gene BCHE (Tabela 16).

Na analise de regressdao multipla escalonada da banda G2 obteve-se
resultado significante apenas com a atividade da BChE, e nenhuma outra variavel é
incluida em seu modelo de regressao. O valor de correlagdo simples entre G2 e
atividade da BChE € 0,154 (p < 0,02).

Resultado semelhante ocorreu na regressao multipla escalonada, quando a

banda G1-ALB é a variavel dependente, apresentando coeficiente de regressao
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significativo apenas com a atividade da BChE. Neste caso, o valor de r é 0,161 (p <
0,02).



TABELA 13 - RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA, REFERENTES A AMOSTRA DE
124 OBESOS, CONSIDERANDO-SE A INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G4 COMO VARIAVEL DEPENDENTE

Y+ DP =0,69 £ 0,13

Intercepto + EP = 0,65+ 0,13

Variaveis independentes Média + DP b+EP t p
Atividade da BChE (KU/l) 6,34 +£2,89 -0,0091 + 0,0040 2,29 0,024

gene GHRL ? 1,12+ 0,33 -0,0642 + 0,0353 1,82 0,071

IMC (Kg/m?) 32,79 + 2,87 0,0053 + 0,0039 1,34 0,182

Andlise de variancia
Fontes de variacao GL Soma dos Quadrados F r?
Regressao 3 0,32 4,07 0,09
Residuo 120 2,69 p <0,01
Total 123 3,01

a homozigoto selvagem 72LL = 1, 72LM + 72MM = 2. negrito: estatisticamente significativo
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TABELA 14 - RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA, REFERENTES A AMOSTRA DE
125 NAO OBESOS, CONSIDERANDO-SE A INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G4 COMO VARIAVEL DEPENDENTE

Y £+ DP=10,77 £ 0,16 Intercepto + EP= 1,30 + 0,26

Variaveis independentes Média + DP b+EP t p
Atividade da BChE (KU/l) 4,52 +1,29 -0,025 £ 0,011 2,29 0,024
Exon 1 do gene BCHE ? 1,19+ 0,42 -0,097 + 0,039 2,49 0,014
Exon 4 do gene BCHE ° 1,39 £ 0,59 0,064 + 0,028 2,29 0,024
IMC (Kg/m?) 23,11 +1,25 -0,017 £ 0,011 1,53 0,129

Analise de variancia

Fontes de variacao GL Soma dos Quadrados F r?
Regresséao 4 0,32 3,59 0,11
Residuo 120 2,69 p <0,01
Total 124 3,02

a homozigoto selvagem -116GG = 1, -116GA = 2, -116AA = 3, b homozigoto selvagem 539AA = 1, 539AT =2 e 539TT = 3.
negrito: estatisticamente significativo
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TABELA 15 - RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA, REFERENTE A AMOSTRA
TOTAL (N = 249), CONSIDERANDO-SE A INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G4 COMO VARIAVEL DEPENDENTE

Y+DP=0,73+£0,15 Intercepto + EP = 0,93 £ 0,05
Variaveis independentes Média + DP b+EP t p
Atividade da BChE (KU/l) 5,43 £ 2,41 -0,012 £ 0,004 2,87 0,005

Obesidade® 1,50 £ 0,50 -0,051 £ 0,019 2,65 0,009
gene GHRL" 1,11+ 0,32 -0,056 + 0,029 1,96 0,051
Exon 4 do gene BCHE ° 1,40 + 0,59 0,031 + 0,018 1,72 0,086
Exon 1do gene BCHE® 1 191 0.40 -0,037 + 0,027 1,36 0,175

Analise de variancia

Fontes de variacao GL Soma dos Quadrados F r?
Regressao 5 0,665 6,81 0,123
Residuo 243 4,742 p < 0,0001
Total 248 5,407

@ controle = 1, obeso = 2, P homozigoto selvagem 72LL = 1, 72LM + 72MM = 2, © homozigoto selvagem 539AA = 1, 539AT = 2 e 539TT = 3
4 homozigoto selvagem -116GG = 1, -116GA = 2, -116AA = 3, negrito: estatisticamente significativo



TABELA 16 - RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA, REFERENTE A AMOSTRA
TOTAL (N = 249), CONSIDERANDO-SE A INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G1 COMO VARIAVEL DEPENDENTE

Y +DP =0,16 £ 0,11 Intercepto + EP = 0,02 £ 0,04
Variaveis independentes Média = DP b+EP t p

Atividade da BChE (KU/l) 5,43 + 2,41 0,007 = 0,003 2,44 0,016

Obesidade® 1,50 = 0,50 0,038 +0,014 2,72 0,007

gene GHRLP 1,11+ 0,32 0,038 + 0,021 1,87 0,060

Exon 4 do gene BCHE® 1,40 + 0,59 -0,020 +0,013 1,53 0,126

Exon 1dogene BCHE® {194 040 0,023 £ 0,020 1,17 0,242

Andlise de variancia
Fontes de variagao GL Soma dos Quadrados F r?
Regresséao 5 0,30 5,91 0,108
Residuo 243 2,45 p < 0,0001

Total 248 2,75

& controle = 1, obeso = 2, b homozigoto selvagem 72LL = 1, 72LM + 72MM = 2, ® homozigoto selvagem 539AA = 1, 539AT =2 e 539TT = 3
d homozigoto selvagem -116GG = 1, -116GA = 2, -116AA = 3, negrito: estatisticamente significativo
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6.2 ANALISE DAS BANDAS G1, G1-ALB, G2 E G4 DA BUTIRILCOLINESTERASE
EM MULHERES

A analise de distribuicdo das frequéncias das mulheres obesas e controles
que mostraram auséncia de alguma banda pode ser vista na Tabela 17, bem como
os respectivos valores de p, obtidos pelo teste exato de Fisher bi-caudal, quando s&o
comparados o0s grupos de obesas e de controles. Ndo houve nenhuma amostra sem
as bandas G4 e G1. Também nao houve diferenca significativa entre os grupos,
quanto a auséncia das bandas G1-ALB e G2 no entanto, foi observada uma

tendéncia a auséncia dessas bandas ser mais elevada no grupo controle.

TABELA 17 - FREQUENCIAS DE OBESAS E CONTROLES NOS QUAIS AS
BANDAS G1-ALB E G2 DA BUTIRILCOLINESTERASE NAO FORAM

DETECTADAS
Auséncia de banda
G1-ALB G2
Amostras N % N %
Obesas (N = 56) 05 8,93 05 8,93
Controles (N = 56) 09 16,07 10 17,86
P <0,30 <0,20

Na Tabela 18, a seguir, temos as médias (+ DP) das intensidades relativas
obtidas das quatro bandas estudadas em obesas e controles, e comparagao das
médias (teste t) e das variancias (teste F) com seus respectivos valores de p. As
médias das intensidades relativas das bandas sdo maiores em obesas, quando
comparadas com as de controles, com excegdao da banda G4, que é maior em

controles.
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TABELA 18 - MEDIAS (M) + DESVIOS PADROES (DP) DAS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS
G4, G2, G1-ALB E G1 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM GRUPOS DE OBESAS E CONTROLES COM
RESULTADOS DE TESTES t E F E SEUS RESPECTIVOS VALORES DE p

Obesas N&o Obesas
N M £ DP N M £+ DP t(p) F (p)
G4 56 0.633+0,131 56 0,726 £ 0,120 3,916 (<0,0002) 1,193 (>0,05)
G2 56 0,047 +0,025 56 0,030 +0,025 3,529 (<0,0007) 1,001 (>0,09)
G1-ALB 56 0,108 £0,068 56 0,077 £ 0,064 2,481 (<0,02) 1,103 (>0,70)
Gl 56 0,213+0,116 56 0,168 + 0,088 2,315 (<0,025) 1,746 (<0,05)

As distribuicbes de freqUéncia de obesas e ndo obesas, de acordo com a
intensidade relativa das bandas G4, G2, G1-ALB e G1, podem ser vistas nas
Tabelas 19 a 22.

Os valores maximos de intensidade relativa da banda G4 foram 0,94 e 0,98 e
os minimos, 0,38 e 0,41 em obesas e controles, respectivamente. Ja para a banda
G2, os maximos foram 0,10 em obesas e 0,08 em controles e os minimos 0 em
ambos os grupos. Para G1-ALB, os maximos foram 0,24 e 0,20 em obesas e
controles, respectivamente, e os minimos foram 0 para ambos. Para a banda G1, os
valores maximos foram 0,54 para obesas e 0,44 para controles, e os minimos foram

0,2 para ambos os grupos.

TABELA 19 - DISTRIBUICAO DA AMOSTRA FEMININA EM RELAGAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G4 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESAS
E NAO OBESAS

Intensidade Obesas N&o Obesas
relativa de G4 N % N %
0,2<x<04 0 0 1 1,79
0,4<x<0,6 9 16,07 24 4286
0,6 <x<0,8 30 53,57 23 41,07
0,8<x<1,0 17 30,36 8 14,28

Total 56 100 56 100




TABELA 20 - DISTRIBUICAO DA AMOSTRA FEMININA EM RELAGAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G2 DA BUTIRILCOLINESTERASE, EM OBESAS
E NAO OBESAS

Intensidade Obesas N&o Obesas
relativa de G2 N % N %
-0,02 <x<0,0 5 8,93 10 17,86

0,0 <x<0,02 5 8,93 15 26,78
0,02 <x<0,04 14 25,00 10 17,86
0,04 <x<0,06 14 25,00 13 23,21
0,06 <x<0,08 13 23,21 8 14,29

0,08 <x<0,10 5 8,93 0 0
Total 56 100 56 100

TABELA 21 - DISTRIBUIGAO DA AMOSTRA FEMININA EM RELACAO A
INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G1-ALB DA BUTIRILCOLINESTERASE EM
OBESAS E NAO OBESAS

Intensidade relativa Obesas N&o Obesas
de G1-ALB N % N %

-0,05<x<0,0 5 8.93 9 16,07

0,0 <x<0,05 9 16,07 14 25.00
0,05 <x<0,10 9 16,07 11 19,64
0,10<x<0,15 18 32,14 11 19,64
0,15<x<0,20 11 19,64 10 17,86
0,20<x<0,25 4 7,15 1 1,79

Total 56 100 56 100
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TABELA 22 - DISTRIBUICGAO DA AMOSTRA FEMININA EM RELACAO A INTENSIDADE
RELATIVA DA BANDA G1 DA BUTIRILCOLINESTERASE EM OBESAS E NAO OBESAS

Intensidade Obesas N&o Obesas
relativa de G1 N % N %
0,0<x<0,1 7 12,50 11 19,64
0,1<x<0,2 24 42,86 27 4822
0,2<x<0,3 11 19,64 13 23,22
0,3<x<0,4 10 17,86 4 7,14
0,4<x<0,5 3 5,36 1 1,78
0,5<x<0,6 1 1,78 0 0
Total 56 100 56 100

Nas Tabelas 23 e 24 pode-se verificar o comportamento conjunto das bandas

estudadas, em ambos 0s grupos, atraves das analises de correlagao simples.

TABELA 23 - COEFICIENTES DE CORRELAGCAO (r) ENTRE AS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE, NA AMOSTRA DE 56 OBESAS

Obesas
G2 (p) GI1-ALB (p) G1(p)
G4 -0,514 (< 0,001)  -0,452 (< 0,001) -0,752(< 0,001)
G2 0,746 (< 0,001) -0,073 (> 0,50)
G1-ALB -0,235(> 0,05)

TABELA 24 - COEFICIENTES DE CORRELAGAO (r) ENTRE AS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE, EM 56 CONTROLES

N&o obesas
G2 (p) G1-ALB (p) G1(p)
G4 -0,629 (< 0,001)  -0,669 (< 0,001) -0,692 (< 0,001)
G2 0,835 (< 0,001) -0,042 (> 0,50)
G1-ALB -0,061 (> 0,50)

Verificou-se que, tanto nas mulheres obesas como nas controles, as

correlagdes entre as intensidades das bandas da BChE apresentam sentidos e
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magnitudes semelhantes. N&do foram feitos graficos de correlagdo para a amostra
feminina, pois os dados significativos sdo semelhantes em ambos os sexos, em
sentido e valores de r.

Foram realizadas ainda correlagdes entre idade e IMC com as intensidades
relativas das bandas da BChE (G4, G2, G1-ALB e G1). Apenas a banda G1, no
grupo controle, apresentou correlagédo com a idade (r = 0,396; p < 0,05).

Nessa amostra também foram realizadas analises de regressdo multipla
escalonada, considerando-se a amostra total (obesas e controles juntos). As
variaveis dependentes foram as intensidades relativas das bandas G4, G2, G1-ALB
e G1, e as independentes foram: idade e obesidade. Apenas no caso da regresséo
que considerou a banda G1 foram verificadas correlacbes multiplas significativas
(Tabela 25), sendo que a intensidade relativa de G1 aumenta com obesidade e com
a idade.

Para os casos em que houve correlagao estatisticamente significativa, apenas
entre uma banda e uma variavel unica, foram observadas as seguintes correlagdes
simples: a banda G4 esta negativamente correlacionada com obesidade (r = - 0,350
e p <0,001); a banda G2 apresentou correlagao positiva com obesidade (r = 0,319 e
p < 0,001); G1-ALB também esta correlacionada positivamente com obesidade (r =
0,230 e p < 0,02).



TABELA 25 - RESULTADOS DE ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA, REFERENTE A AMOSTRA
FEMININA, CONSIDERANDO-SE A INTENSIDADE RELATIVA DA BANDA G1 COMO VARIAVEL DEPENDENTE

Y +DP =0,19£0,11

Intercepto + EP = 0,04 £ 0,05

Variaveis independentes Média + DP b+EP t p
: a

Obesidade 1,5+0,50 0,045 + 0,019 2,34 0,021

ldade 38,07 + 9,79 0,038 + 0,001 2,17 0,032

Analise de variancia
Fontes de variagao GL Soma dos Quadrados F r?
Regressao 2 0,10 5,12 0,086
Residuo 109 1,12 p <0,01
Total 111 1,22

& controle = 1, obeso = 2, negrito

: estatisticamente significativo
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7 DISCUSSAO

Na discussao, em um primeiro momento, serao feitas consideragdes sobre a
deteccdo ou nao detecgao das bandas estudadas da BChE, e sobre a metodologia
empregada. Posteriormente, serdo comentadas as correlagdes feitas entre a
intensidade relativa dessas bandas e também correlagcbes delas com as variaveis
estudadas, expondo ainda os resultados significativos obtidos nas regressodes
multiplas realizadas nos grupos controles e obesos. Por ultimo, sera feita uma
analise comparativa entre as médias das intensidades relativas obtidas e os
resultados das regressdes multiplas feitas na amostra conjunta de obesos e nao
obesos.

A discussao dos resultados da amostra masculina e feminina sera feita em
conjunto em cada topico mencionado.

O tamanho da amostra feminina é inferior ao da masculina, bem como o
numero de variaveis disponiveis para analises. Isso se deve ao fato de a amostra do
projeto inicial ser composta apenas por homens. No entanto, devido aos resultados
obtidos no decorrer do trabalho terem sido diferentes dos encontrados em literatura
pertinente, que trata quase que exclusivamente de mulheres, fez-se necessario
acrescentar mulheres a essa amostra, com o objetivo de ampliar e adequar o estudo

para discussdes e comparagoes.

7.1 INVESTIGACAO DAS BANDAS G4, G2, G1-ALB E G1 DA
BUTIRILCOLINESTERASE

De uma amostra de 145 homens obesos, em 7,6% dos individuos néo foi
detectada pelo menos uma das bandas da BChE (G1, G1-ALB e G2); ja nos
controles (N = 133), essa frequéncia foi de 31,58%. Na Tabela 5 pode-se ver, em
maiores detalhes, as frequéncias de nédo deteccdo de cada banda em ambos os
grupos. Nota-se que estes diferem significativamente, sendo a auséncia mais
elevada no grupo controle.

Na amostra feminina, de um total de 56 obesas, a ndo deteccido das bandas
G1-ALB e/ou G2 foi observada em 10,71%, e no grupo controle, que também é
composto por 56 mulheres, esse valor foi de 21,43%. A Tabela 17 mostra as

freqUéncias da auséncia dessas bandas nos dois grupos. Nela é observado que néo
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ha diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, no entanto observa-se
que ha uma tendéncia da ndao detecg¢ao ser maior nos controles.

Sendo assim, vé-se que tanto nos homens como nas mulheres, a auséncia
dessas bandas segue 0 mesmo sentido, ou seja, € maior no grupo controle.

A falta de significancia estatistica na analise da amostra feminina pode ser
explicada, provavelmente, pelo pequeno tamanho da amostra.

Alcéantara et al. (1999) observaram auséncia da banda G1-ALB (31%) apenas
nos obesos, em amostra predominantemente de mulheres. Comparando esse dado
com os de mulheres e de homens obesos do presente trabalho, as diferengas sao
estatisticamente significativas, quando examinadas pelo teste exato de Fisher (p <
0,02 e p < 0,0001, respectivamente). Essas diferengcas podem refletir proporgdes
etioldgicas diferentes de obesidade nas duas amostras. No presente estudo, foram
obesas selecionadas de doadores de sangue e, no caso de Alcantara et al,
(comunicagéo pessoal) foram principalmente obesas submetidas a tratamento e
provenientes do Ambulatério de Obesidade do Hospital de Clinicas. O material de
Alcantara et al. (comunicagdo pessoal) parece ser constituido por obesidade mais
precoce e de tipo mais grave. Os autores justificaram a maior auséncia do complexo
G1-ALB em obesos devidos aos altos niveis de acidos graxos livres no sangue de
obesos, a maioria ligados a albumina, de certa forma diminuindo a possibilidade de
ligacao desta com a forma monomérica da BChE.

Quando se comparam dados de obesas do presente trabalho em relagao as
médias de idade e de IMC (39,04 + 9,95; 33,43 £ 2,70, respectivamente) com dados
de Alcantara et al. (comunicagcdo pessoal, 2008: 35,70 + 9,87; 39,56 = 5,91,
respectivamente), referentes apenas a 97 obesas dos dados antes publicados,
observam-se diferengas significativas entre as duas amostras: t=2,01,p<0,05et =
8,76, p <0,01, respectivamente.

O valor zero, para intensidade de banda, foi algumas vezes atribuido pelo
préprio programa (KODAK 1D Image Analysis Software) e, outras vezes, seguiu um
critério. Nesse ultimo caso, o critério adotado para se considerar uma banda ausente
dependeu de um valor minimo (< 0,003) dado pelo programa, uma vez que o menor
valor registrado por Alcantara et al. (comunicagao pessoal) foi superior a 0,003. Uma
amostragem de registros inferiores a 0,003 foi verificada visualmente e se percebeu
que, em varios casos, nao se observava banda, o que indicou um problema de

resolugao do programa, que confunde o fundo da placa com banda.
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Se na padronizagao da técnica tivesse sido estipulado um volume maior de
amostra a ser aplicada no gel, provavelmente casos em que ndo apareceram
bandas poderiam mostrar banda de pouca intensidade, significando que os
resultados obtidos se referem as condigdes especificas dessa metodologia.
Individuos com valor zero para uma dessas bandas podem apresenta-la em
quantidade muito reduzida no soro.

Contudo, a metodologia padronizada para as condigdes da eletroforese, as
concentragdes do gel, bem como a quantidade de amostra aplicada no gel, foi a que
melhor atendeu aos requisitos necessarios para a realizagdo da leitura do gel pelo
programa KODAK 1D Image Analysis Software e, consequentemente, para a
realizacao deste trabalho. Com maior volume de amostra, os testes mostraram

bandas borradas e muitos rastros na placa de gel de poliacrilamida.

7.2 RELAGCOES ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE

Nas Tabelas 11 e 12 (Figuras de 13 a 24) podem-se observar as correlagdes
entre as intensidades relativas das bandas G4, G2, G1-ALB e G1, nos homens
obesos e controles, respectivamente. As Tabelas 23 e 24 mostram os respectivos
dados em mulheres. Nos dois sexos, essas correlagdes apresentam sentidos e
valores de r semelhantes na maioria das correlagdes.

Quando os resultados obtidos em homens e mulheres sdo comparados,
chama atencédo a correlagdo sempre negativa de G4 com as demais bandas e a
correlagao positiva entre G2 e G1-ALB. Em geral, ndo ha correlagédo de G1 com G2
e de G1 com G1-ALB, com excecao de homens nido obesos, quando essas
correlagdes sao positivas significativamente.

Alcantara (2000a) observou que o tetrdmero da BChE (G4) diminui sua
atividade, com a estocagem, ao mesmo tempo em que complexos de menor
mobilidade eletroforética se tornam mais evidentes, provavelmente em consequéncia
da ligacdo de G4 com outras moléculas. Evidéncias semelhantes sobre o efeito da
estocagem, com aumento relativo das bandas com menor mobilidade eletroforética
que G4, acompanhado por uma diminuicdo da intensidade de G4, foram também
relatadas por Juul (1967) e Harris et al. (1962). No caso do presente estudo, esses

complexos de menor mobilidade eletroforética ndo sédo observados, devido as
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condigbes de concentragado do gel de poliacrilamida, as quais ndo s&o proprias pra
tal separagdo, no entanto, observou-se um aumento na intensidade relativa de
bandas de maior mobilidade, como 0 monémero e mondmero ligado a albumina nos
obesos.

Masson (1979), analisando parametros moleculares das bandas da
butirilcolinesterase, inferiu que o0 monémero representa uma subunidade que serve
de base constitutiva para as outras formas, e que o monémero, dimero e tetramero
sdo parcialmente interconversiveis. Quando a butirilcolinesterase, em seu estado
nativo, € tratada com tripsina, obtém-se quatro produtos que apresentam
mobilidades iguais as bandas que ocorrem naturalmente (monémero, dimero,
trimero e tetrdmero) de acordo com Lockridge et al. (1982). O mondmero associado
a albumina, quando tratado com tripsina, € convertido a um produto semelhante ao
mondmero e essa conversao € acompanhada por um aumento na atividade da
BChE, provavelmente devido a liberagao de um impedimento exercido pela albumina
sobre a sub unidade da BChE, que interferia em sua atividade catalitica (MASSON,
1989).

A atividade da BChE da amostra masculina, obtida no banco de dados do
Laboratério de Polimorfismos e Ligagdo, apresenta média significativamente maior
nos obesos (6,40 + 2,82 KU/I) do que em controles (4,55 £ 1,29 KU/I), sendo t =
7,159; p < 0,0001.

7.3 RELAGCOES ENTRE AS INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS DA
BUTIRILCOLINESTERASE E AS VARIAVEIS ANALISADAS

Na analise de correlagdo feita entre as intensidades relativas das bandas da
BChE e as demais variaveis (idade, IMC, atividade da BChE, exon 1 e exon 4 do
gene BCHE e gene GRHL), em homens obesos, obteve-se coeficiente de correlagéo
significativo entre G4 e atividade da BChE, entre G4 e gene GHRL, € entre G1 e a
atividade da BChE. Verificou-se que a atividade da BChE esta associada
negativamente com a intensidade relativa de G4 e positivamente com a da G1,
enquanto a intensidade relativa de G4 € menor no grupo de gendtipo LM+MM de
GHRL do que no LL. Segundo estudo realizado por Dantas (2008), foi obtida
correlacgao entre a atividade da BChE e a variagado L72M do gene GHRL, na amostra
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de obesos, mostrando tendéncia da variante M estar associada com atividade mais
alta da BChE.

No grupo controle, houve correlagdo estatisticamente significativa negativa,
apenas de G4 com a atividade da BChE.

Alcéntara et al. (2005) observaram associacdo entre a atividade total,
atividade relativa e atividade absoluta das bandas Cy45 e Cor (banda formada pelas
demais bandas da BChE), com sindrome metabdlica (SM) e com variaveis
relacionadas a essa sindrome. No grupo dos obesos de gendtipo CHE2 C5-, quanto
ao loco CHEZ2, a atividade da BChE dessas bandas foi maior no grupo com sindrome
metabdlica. Essas atividades n&o se comportam como fatores de risco
independentes da SM, mas podem ser consideradas como indicadores secundarios
para a SM em obesos de fenétipo CHE2 C5-.

No intuito de verificar quais correlagbes seriam mantidas no presente estudo,
quando essas variaveis fossem consideradas concomitantemente, foram feitas
andlises de regressao multipla escalonada na amostra masculina, tendo como
variaveis dependentes as intensidades relativas das bandas G4, G2, G1-ALB e Gf1,
e como variaveis independentes a idade, IMC, atividade da BChE, exons 1 e 4 do
gene BCHE e gene GHRL.

Nos homens obesos, obteve-se coeficiente de regressao negativo significativo
da banda G4 com a atividade da BChE, mostrado na Tabela 13. Com esse resultado
pode-se verificar que, a medida que a atividade da BChE aumenta, ocorre
diminuicdo da intensidade relativa da banda G4 dessa enzima. Considerando que a
variavel gene GHRL entrou no mesmo modelo, bem préoximo do nivel de
significancia, de certa forma concordando com os dados obtidos pelas correlagdes
simples, isso mostra a independéncia da relagado dessas variaveis com G4.

No grupo controle, a banda G4 também esta correlacionada negativamente
com a atividade da BChE, e tende a ser menos intensa nos gendétipos com a variante
-116A do exon 1 do gene BCHE e mais intensa nos gendtipos com a variante 539T
desse mesmo gene (Tabela 14), desde que se considerem as contribuicbes dadas
pelas variaveis que entraram antes nesse modelo de regressédo. Esse resultado
mostra a importancia da relagédo dos exons 1 e 4 do gene BChE com a banda G4,
que nao tinha sido detectada com a analise de correlagdo simples.

No estudo desenvolvido por Andrade et al. (2008), que analisou a relagao de

trés classes genotipicas referentes aos exons 1 e 4 do gene BCHE
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(-116GG;539AA, -116GG;539AT e -116GA;539AT) com o IMC, foi mostrado que a
associacdo com a variancia maior do IMC ocorre apenas na presenca da
variante -116A (gendtipo -116GA;539AT) e que a variante K isolada nao esta
relacionada com esse efeito.

Furtado et al. (2008), examinando a frequéncia da variante -116A e a relacao
dos gendtipos -116GG;539AA, -116GG;539AT e -116GA;539AT com a atividade da
BChE, mostraram que a variante K (539T) sozinha ndo estd associada com a
diminuicdo da atividade, sendo a variante -116A necessaria para ocorrer essa
diminui¢cdo, provavelmente por afetar a transcri¢ao ou tradugédo do gene BCHE.

Para mostrar quanto de atividade absoluta (KU/l) as diferentes bandas
apresentam, foi utilizada a média da atividade da BChE no plasma (AT; obtida do
banco de dados do Laboratério de Polimorfismo e Ligagdo) multiplicada pela média
da intensidade relativa de cada banda (IR), conforme Tabela 26. Esses dados
mostram que a obesidade é acompanhada de maior sintese da BChE e também de
maior degradagao de G4 no plasma, sendo que em todas as formas moleculares os

obesos mostram maior atividade absoluta da BChE do que os controles.

TABELA 26 — VALORES DE MEDIAS DE ATIVIDADE ABSOLUTA EM KU/I (AA) DE CADA
BANDA DA BUTIRILCOLINESTERASE, OBTIDOS DA MULTIPLICACAO DA ATIVIDADE
DESSA ENZIMANO PLASMA PELA INTENSIDADE RELATIVA (IR)

OBESOS NAO OBESOS
IR AA+ DP IR AA
G4 0,629 4,35 +1,93 0,768 3,45+ 1,16
G2 0,039 0,26 £ 0,23 0,033 0,16 £ 0,14
G1-ALB 0,081 0,54 + 0,44 0,065 0,31 +£0,35
Gl 0,188 1,25 +1,05 0,133 0,63 +0,57

Devido a pouca informacéao disponivel na amostra feminina, para esse tipo de
analise, fez-se apenas analise de correlagcao simples entre as intensidades relativas
das bandas e as variaveis idade e IMC. Obteve-se correlagdo significativa somente
no grupo controle entre G1 e idade, de sentido positivo. Alcantara et al. (1999), em
estudo de amostra predominantemente de mulheres, verificaram coeficientes de
correlagao significativos apenas no grupo controle, entre a atividade relativa das
bandas e o IMC: G1 (+), G2 (-) e G1-ALB (-).
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7.4 INTENSIDADES RELATIVAS DAS BANDAS DA BUTIRILCOLINESTERASE E
OBESIDADE

Foram feitas analises de regressao multipla escalonada, unindo-se os grupos
de obesos e controles, dentro de cada sexo, no sentido de avaliar as relagcbes das
bandas com as variaveis estudadas, levando-se em conta a presenga ou auséncia
de obesidade. Assim, pode-se verificar se as diferencas entre as médias das
intensidades relativas das bandas, registradas nas Tabelas 6 e 18, se devem a
obesidade ou a outra variavel.

Em homens, obesidade entra como variavel independente significativa apenas
no caso das intensidades relativas de G4 e de G1, em sentido negativo e positivo,
respectivamente, confirmando os dados da Tabela 6. Em ambos os modelos mais
econdmicos de regressdo multipla, a variavel independente atividade da BChE foi a
que primeiro entrou na analise, mostrando correlacdo negativa com G4 e positiva
com G1. A intensidade relativa de G2 nao mostrou diferenca média em obesos e
controles (Tabela 6) e a unica variavel independente significativa foi a atividade da
BChE.

No caso de G1-ALB, que na Tabela 6 mostra resultado significativo limitrofe
entre obesos e controles, a analise de regressao multipla ndo mostrou correlagao de
G1-ALB com a obesidade. A unica variavel significativa é a atividade da BChE, que
deve ser a responsavel pelo resultado significativo desta tabela, uma vez que esses
obesos mostram atividade da BChE significativamente mais elevada do que os
controles (t = 7,159; p < 0,0001). Neste caso, a variavel obesidade ndo se mostrou
independente da variavel atividade da BChE.

Levando-se em conta que a intensidade de G1-ALB esta positivamente
correlacionada com a atividade da BChE, e que obesos apresentam média de
atividade da BChE maior do que controles, € de se esperar que tenha sido detectada
menor freqléncia de falta de detecgao de G1-ALB em obesos do que em controles.

Considerando-se os dados obtidos na amostra total de homens, observa-se
que a atividade da BChE é a unica variavel que estd sempre associada com a
intensidade relativa das bandas da BChE. No caso de G4, os dados sugerem que
tanto a atividade mais alta da BChE, como as alteragcbes metabdlicas relacionadas
com a obesidade estdo associadas com maior degradagdo desta banda, processo

que parece depender da agao de proteases (LOCKRIDGE et al., 1982).
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No grupo de mulheres, a regressao multipla escalonada considerou apenas
duas variaveis independentes: idade e obesidade. Sempre a obesidade esteve
significativamente associada com as bandas: G4 (-), G2 (+), G1-ALB (+) e G1 (+),
confirmando os dados da Tabela 18. No caso da intensidade relativa de G1, a
variavel idade também mostrou correlagao significativa positiva (Tabela 25). Como
nao se contou com informacédo a respeito da atividade da BChE, na amostra das
mulheres, € possivel que a introducdo dessa variavel viesse a causar efeito
semelhante ao que ocorreu com a analise masculina, isto €, se mostrasse de maior
importancia do que a propria obesidade, na relagdo com a intensidade das bandas
da BChE.

Os dados de intensidade relativa das bandas da BChE obtidas no presente
trabalho indicam uma maior degradacao de G4 em individuos com atividade alta da
BChE em relacdo aos com atividade baixa desta enzima, ainda aumentada no caso
da presenca de obesidade. Assim propde-se, que os mecanismos fisioldgicos da
obesidade predisponham para essa maior degradacdo da BChE. Além disso, é
possivel que outros disturbios associados com atividade alta também sejam
responsaveis por maior degradagao da BChE.

As correlagdes negativas independentes das variaveis atividade da BChE e
obesidade com G4, e positivas com G1, aliadas a correlagdo negativa entre G4 e
G1, parecem indicar que a associagcao positiva entre obesidade e atividade da
BChE, verificada em varios estudos, devida provavelmente a maior sintese dessa
enzima, € acompanhada de maior degradacdo do tetrdmero em monémeros em

obesos do que em nao obesos.
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8 CONCLUSOES

- O estudo das bandas G4, G2, G1-ALB e G1 da butirilcolinesterase mostrou que os
nao obesos apresentaram maior auséncia de bandas quando, comparados aos

obesos, na amostra masculina.

- Obteve-se, em homens e mulheres, tanto obesos como controles, um padrao de
correlagdo entre as intensidades relativas dessas bandas, sendo o coeficiente de
correlagdo sempre negativo, entre G4 e as demais bandas, e sempre positivo entre
G2 e G1-ALB.

- As analises de regressdo multipla escalonada, feitas com a amostra masculina,
mostraram correlagdo negativa da intensidade relativa de G4 com a atividade da
BChE em obesos e ndo obesos. Observou-se também que a intensidade relativa de
G4 diminui na presenca da variante -116A e aumenta na presenga da variante 539T,

ambas do gene BCHE, somente no grupo controle.

- Quando homens obesos e ndo obesos foram considerados como uma amostra
total, analises de regressao multipla mostraram que a obesidade e a atividade da
BChE apresentam correlagdes independentes com G4 (-) e com G1 (+). Tanto G2
como G1-ALB nao apresentaram correlagcdo com a obesidade, mas apenas com a
atividade da BChE (+).

- Nas mulheres, a analise de regressao multipla escalonada realizada na amostra
total (obesas + ndo obesas), mostrou correlagdes independentes positivas entre a
intensidade relativa de G1 com idade e com obesidade. A banda G4 apresenta
correlagdo negativa com a obesidade e as bandas G2 e G1-ALB estéo

correlacionadas positivamente com a obesidade.

- As correlagbes negativas independentes das variaveis atividade da BChE e
obesidade com G4, e positivas com G1, aliadas a correlagdo negativa entre G4 e
G1, parecem indicar que a associagao positiva entre obesidade e atividade da

BChE, verificada em varios estudos, devida provavelmente a maior sintese dessa



78

7

enzima, € acompanhada de maior degradacdo do tetrdmero em monémeros em

obesos do que em nao obesos.
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