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1. INTRODUCAO

O consumo adequado de frutas, verduras e legumes (FV&L) tem sido
associado a protecdo contra diversas doencas crbnicas nao transmissiveis
(DCNT), especialmente a doenca cardiovascular (DCV). Outro importante fator
preventivo da DCV com destaque na area clinica é a atividade da enzima
antioxidante paraoxonase 1 (PON1) (SCHRADER, RIMBACH, 2011; KLEMOLA,
2011). Por outro lado, a exposicao a fatores de risco como uma alimentacéo
habitual de ma qualidade, a presenca de dislipidemia e de obesidade relacionam-
se a lesdo endotelial e ao aumento da DCV (PANAGIOTAKOS, 2003). Esses
fatores de risco tém alta prevaléncia na infancia, caracterizando a populacdo
pediatrica como altamente vulneravel para o inicio de lesdes endoteliais
(PANAGIOTAKOQOS, 2003). As FV&L podem auxiliar na prevencdo da DCV por
meio de substancias protetoras como vitaminas e minerais antioxidantes e
diferentes componentes fenodlicos. Panagiotakos et al. identificaram que os
individuos que consumiram FV&L por mais de 3 dias por semana tinham 70%
menor risco de doencas cardiovasculares e, verificaram também que um aumento
de uma porc¢éao de fruta por dia reduziu o risco de DCV em 10%.

Estudos mostram que uma baixa concentracdo sérica da particula de
lipoproteina de alta densidade (HDL) € um fator de risco independente para DCV.
Em contraste, uma alta concentracdo de HDL protege contra o surgimento e o
avanco de lesfGes endoteliais, sendo as fungdes antiaterogénicas do HDL
atribuidas a enzima antioxidante paraoxonase 1 (PON1). Baixos niveis de
atividade da PON1 séo consistentemente correlacionados ao aumento da DCV. A
PON1 tem capacidade de mediar a protecdo das particulas de lipoproteina de
baixa densidade (LDL) contra alteracdes oxidativas e consequentes eventos
desencadeantes do ateroma. Uma modificacdo da atividade sérica da PON1 tem
sido verificada frente ao consumo de alimentos ricos em substancias
antioxidantes e sugere uma modulacdo dietética da enzima (JARVIK, 2002;
DANIELS, 2014). Jarvik et al.(2002), observaram que a atividade arilesterase da
PON 1 mostrou correlacdo positiva quando relacionada a maior ingestdo de
vitaminas.

A ma qualidade da alimentacdo das criancas tem sido amplamente
investigada quanto a sua relac¢do ao risco cardiovascular precoce. Entretanto, sdo
escassos 0s estudos sobre a relacdo entre o consumo alimentar na infancia e um
importante fator cardioprotetor, a atividade arilesterase da PON1. Este estudo
teve como objetivo avaliar a associacdo entre o consumo de frutas, verduras e
legumes, o perfil lipidico e a atividade da PON1 em criancas de 5 a 7 anos de
idade.
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2. METODOLOGIA

Foi realizado um estudo transversal no Ambulatério de Pediatria da
Universidade Federal de Pelotas-RS, no periodo de janeiro a outubro de 2014. A
amostra foi constituida por criancas de ambos os géneros, com idades entre 5e 7
anos de idade que procuraram atendimento durante o periodo do estudo. Foram
excluidas criancas que apresentaram doencas hepéticas, paralisia cerebral,
displasia 6ssea ou neoplasias, portadoras de necessidades especiais e alteracdes
genéticas. Inicialmente, os responsaveis foram devidamente esclarecidos e, ap6s
autorizarem a participacdo da crianca, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Os dados foram obtidos por entrevista e dosagens
bioguimicas. No momento da entrevista foram coletados os dados: género, idade,
peso, estatura e frequéncia de consumo alimentar. Na entrevista foi entregue a
solicitacdo para coleta de sangue. As dosagens bioquimicas de HDL e LDL foram
realizadas apoés jejum de 12h, em laboratério de andlises bioquimicas com
certificacdo de qualidade nos servicos.

Os dados de peso (kg) e estatura (cm) foram utilizados para o calculo do
IMC(kg/m2), e o diagnostico nutricional baseou-se na classificagdo percentil do
indice IMC-para-idade, tendo como referéncia as curvas da Organizacdo Mundial
da Saude de 2007. O consumo de FL&V foi avaliado através do formulario de
marcadores de consumo alimentar, adotado pelo Sistema de Vigilancia Alimentar
e Nutricional proposto pelo Ministério da Saude do Brasil.

Do soro coletado em laboratério duas aliquotas foram separadas e
estocadas a -20°C para analise da atividade da PON1 no soro e nas fragbes HDL
e N-HDL. A atividade arilesterase da PON1 foi medida a partir da velocidade de
formacéo de fenol através do aumento da absorbancia a 270nm, temperatura de
25°C, em espectrofotbmetro. As amostras foram diluidas 1:3 em 20mM de
Tampao Tris/HCI, pH 8,0, contendo 1mM de CaCl, a qual foram adicionados 4mM
de fenilacetato. A reacdo foi determinada apos 20 segundos de retencdo e a
absorbancia foi medida por 60 segundos. Uma unidade de atividade arilesterase
da PONL1 foi considerada igual a 1uM de fenol/minuto e expressa em kU/L, com
base no coeficiente de extincdo de fenol. Amostras em branco contendo agua
foram utilizadas para corrigir a hidrolise ndo enzimatica.

A medida da atividade arilesterase da PONL foi realizada nas fragcdes HDL e

N-HDL, mediante precipitacdo do HDL e das fracbes LDL e VLDL por método
indireto. ApGs precipitacdo com Tungsténio e consequente centrifugacao a 3500
rpm por 15" a fragcdo HDL obtida foi retirada, seu volume medido e atividade da
PON1 dosada conforme descrito anteriormente. O precipitado constituido,
essencialmente, de VLDL e LDL foi reconstituido em tampao PBS em volume
similar ao extraido na fracdo HDL. Na sequéncia, a atividade da enzima na fracdo
N-HDL foi medida conforme descrito anteriormente.
Os dados coletados foram analisados utilizando-se o software BioEstat 5.0.
Inicialmente, a normalidade dos dados foi testada a partir do teste Kolmorogov-
Smirnov. A descricdo das variaveis foi realizada usando frequéncias absolutas e
relativas para variaveis categéricas. Para as variaveis numéricas utilizou-se média
e desvio padrao (DP). Médias e DP do desfecho segundo as principais
exposicdes categoricas foram comparadas por teste t de Student ou ANOVA.
Adotou-se um nivel de significancia de 5%. O protocolo deste estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina da UFPEL
(504.362/2013).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo contou com a participagéo de 81 criangas, sendo 50,6% (n=41) do
masculino, com média de idade de 5,4+2,2 anos. A atividade arilesterase da
PONL1 no HDL significou, aproximadamente, 40% da atividade encontrada no soro
total. Estudos sugerem que a atividade arilesterase da PON1 é majoritaria no
HDL, quando comparada as demais lipoproteinas, alcancando até 85% da
atividade sérica total (SCHRADER, 2011; KLEEMOLA, 2011; LEVIEV et al., 2001).
Ja no LDL, seria esperada uma atividade da PON1 de aproximadamente, 3% a
5%. No presente estudo encontrou-se 9%, mas deve-se considerar a associagao
ao VLDL, o qual tem quantidade igualmente pequena de apolipoproteinas A-l e J,
mas que asseguram atividade da PON1 (SCHRADER, 2011; KLEEMOLA, 2011).

Neste trabalho a PON1 ndo se modificou com a idade (Tab.1), resultado
que condiz com o encontrado em outros estudos com criancas (SUMEGOVA et al.,
2007). Entretanto, na coorte CHAMACOS, foi mostrado que aos sete anos de
idade a média da PON1 eleva-se comparada aos 5 anos. Em relacdo ao sexo,
foram observadas médias superiores entre as meninas, tanto em soro total quanto
nas fragbes HDL e N-HDL, sendo diferenga significativa apenas na fragdo HDL
(p<0,01) (HUEN et al., 2009). Outro trabalho mostrou maior atividade da PON1 no
sexo feminino (KLEEMOLA et al.,, 2011). No entanto, esse efeito protetor
relacionado a PON1 ja na infancia é um resultado que motiva uma maior
investigagdo. Em relagdo ao estado nutricional, a atividade da enzima foi maior
nas criangas com sobrepeso.

Tabela 1. Analise da atividade arilesterase da PON1 (kU/L) em soro total, nas
fracbes HDL e N-HDL, segundo o sexo, a idade e o estado nutricional em
criangas entre 5 e 7 anos de idade, RS-Brasil, 2014 (n 81).

SORO TOTAL FRACAO HDL FRACAO N-HDL
N MEDIA DP p N MEDIA DP p N MEDIA DP p

Sexo 0,38 0,004* 0,57
Feminino 40 91,5 27,9 37 415* 184 37 9 4,6
Masculino 41 86,4 24,6 38 29,7 16,7 37 8,3 5,7

Idade (anos) 0,59 0,6 0,49
5 30 85,3 21,3 27 36,9 189 27 9,2 5,7
6 29 92,3 30,4 28 365 17,5 28 8,8 5,6
7 22 88,9 26,3 20 31,8 186 19 7,4 3,5

HDL (mg/dL) 0,07 0,01* 0,08
<45 30 82 28,2 27 288 11,4 27 7,3 5,6

245 51 92,9 24,4 48 39,3 20,2 47 9,4 48 10

EN 0,05* 0,16 0,06
Eutréfico 46 83 24,8 44 329 17,6 43 7.8 4,6
Sobrepeso 15 99,8 22,4 14 436 18,7 14 7,5 2,5
Obesidade 20 94,2 29,3 17 354 18,2 17 11,2 7,2

O consumo de FV&L foi capaz de alterar a PON1, mas os efeitos diferem
guando isolamos os grupos alimentares (Tab.2). O consumo de salada crua em
uma frequéncia igual ou superior a 4 vezes por semana impactou em aumento
significativo (p<0,05) da PON1 em soro total. J& o maior consumo de V&L cozidos
refletiu em um aumento da atividade arilesterase na fracdo HDL. Essa diferenca
nao foi observada quando comparadas as frequéncias de consumo semanal de
frutas (Tab.2).
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Tabela 2: Andlise da atividade arilesterase da PON1 (kU/L) em soro total, nas
fracbes HDL e N-HDL, segundo o consumo alimentar em criancas entre 5 e 7
anos de idade, RS-Brasil, 2014 (n 81).

SORO TOTAL FRACAO HDL FRACAO N-HDL
N MEDIA DP p N MEDIA DP p N  MEDIA DP p
Consumo de Frutas 0,6 0,85 0,52
< 3 Vezes 31 90,8 26,6 29 35 19.5 29 8,1 4,2
>4 Vezes 50 87,7 26,2 46 35,8 17,5 45 8,9 5,8
Consumo de
salada crua 0,001* 0,14 0,27
< 3 Vezes 64 84,2 23,8 58 338 17.8 57 8,3 4,9
>4 Vezes 17 106,6 28,1 17 41,1 18,5 17 9,8 5,9
Consumo de
V&L Cozidos 0,1 0,05* 0,78
< 3 Vezes 69 86,9 23,5 63 338 16,8 62 8,5 53
> 4 Vezes 12 100,1 37,7 12 445 229 12 9 49

4. CONCLUSOES

Conclui-se que o consumo regular de salada crua relacionou-se a niveis
mais elevados de atividade da PONL1 ja em criancas entre 5 e 7 anos de idade. O
método desenvolvido para a dosagem da PON1 nas fracbes HDL e N-HDL
permitiu uma abordagem inicial e devera ser ajustado para reavaliagcdo e emprego
em futuras abordagens.
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