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1. INTRODUGCAO

A prevaléncia de individuos com 40 anos ou mais apresentando pelo
menos uma doenca cardiovascular no Brasil € de aproximadamente 35% (MALTA
et al, 2011). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), doencas
cardiovasculares (DCVs) podem ser prevenidas por meio da ado¢éao de padrdes
alimentares saudaveis, bem como a pratica de atividade fisicas e 0 ndo tabagismo
(OMS, 2007).

Dentre os fatores de risco para a incidéncia de DCVs, enzimas da familia
Paraoxanases, com destaque para a Paraoxanase-1 (PON-1), tornaram-se foco
de estudos de diversos pesquisadores ao redor do mundo. Sintetizada no figado,
a PON-1 é uma enzima com capacidade de inibir a agregacéo plaquetaria e tem
alta atividade antioxidante, sendo a mesma associada a molécula de lipoproteina
de alta densidade (HDL) (JAMES et al, 2010). Além disto, a PON-1 demostra
efeito protetivo contra o processo aterosclerético por inibir a oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (HASSELWANDER et al, 1999). Desta
forma, ficam claros os possiveis efeitos benéficos da PON-1 para a saude
cardiovascular, bem como a importancia de estudar fatores que modulam sua
atividade.

Em meio a complexidade de fatores que afetam a PON1, estudos
anteriores evidenciam a influéncia de fatores genéticos na atividade sérica da
PON-1 (RITTA et al, 2019). Neste cenario, mais de 160 polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms) no gene da
PON-1 sao conhecidos (COSTA et al, 2005), contudo o SNP localizado na regido
promotora, conhecido como C(-107)T ou rs705379 € um dos mais estudados e
relevantes moduladores da atividade sérica da PON-1 (KIM et al, 2012). A
presenca do alelo C no rs705379 esta relacionado com maior atividade sérica da
PON-1 e assim menor suscetibilidade a desfechos cardiovasculares negativos
(COSAN et al, 2016).

Ainda mais, a atividade enzimatica da PON-1 revela também ser modulada
pelo ambiente, presenca de doencas e habitos alimentares individuais. Onde que
por mais que ainda controversos, estudos deixam claro que o perfil do consumo
de gorduras apresenta importantes efeitos na PON-1 (KIM et al, 2012; RITTA et
al, 2019), sendo isto ainda dependente de fatores genéticos. Ao exemplo, o
trabalho realizado por SANTOS et al (2016) expds que apenas sujeitos com o
genotipo CC no rs705379 apresentaram reducéo da atividade sérica da PON1 em
resposta a dietas ricas em acidos graxos saturados. Levando em consideracao
todos os aspectos entdo relatados, o objetivo do atual trabalho consiste em
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avaliar fatores associados com a atividade enzimética da PON-1 em pacientes
com doencgas cardiovasculares.

2. METODOLOGIA

Caracteristicas e amostra

Trata-se de um estudo transversal realizado na cidade Pelotas, Rio Grande
do Sul, mediado pela Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). O mesmo foi
submetido ao comité de ética local e aprovado pelo nimero 1.555.290, bem como
todos os participantes assinaram o termo de consentimento para incluséo no
estudo.

A amostra foi formada por voluntarios com 45 anos ou mais com doenca
aterosclerdtica manifesta diagnosticada nos udltimos 10 anos, participantes do
Programa Alimentar Brasileiro Cardioprotetor (DICABr) do municipio de
Pelotas/RS, coordenado pelo Hospital do Coracdo em S&o Paulo, em parceria
com o Ministério da Saude, a partir do Programa de Apoio ao Desenvolvimento
Institucional do Sistema Unico de Saude.

Avaliagéo dietética

Os dados de ingestdo alimentar foram obtidos por meio de recordatorios
alimentares de 24 horas e registrados no software Nutriquanti (Sdo Paulo, SP,
Brasil), um software brasileiro que prioriza a composi¢cdo das tabelas brasileiras
de alimentos. Um album de fotos contendo imagens de tamanhos de porcdes de
alimentos padronizados, foi usado para auxiliar na avaliacdo da ingestao
alimentar (WEBER et al, 2016)

Genotipagem

Para extracdo de DNA, amostras de sangue total foram utilizadas de
acordo com um protocolo validado por KANAI et al (1994). Para amplificar a
regido onde o SNP PONL1 T (-107) esta localizado, a PCR foi realizada usando 10
ML de mistura GOTag® (Promega, Madison, WI, EUA), 1 uL (concentracéo de 10
MM) do primer AGCTAGCTGCGGACCCGGCGGGGAGGaG e 1 uL de o primer
reverso GGCTGCAGCCCTCACCACAACCC. A letra minascula no primer direto
indica uma incompatibilidade que introduz um sitio de restricdo para a enzima
BsrBl (Thermofischer, Waltham, MA, EUA). Para a etapa de digestdo, as
amostras foram incubadas por 2 horas a 37 ° C com 3 U da enzima de restricao
BrsBl. Em seguida, os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em
gel em agarose 3% com SYBR Safe (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
A presenca do alelo C foi identificada por fragmentos de 28 e 212 pares de bases
(bp), enquanto a presenca do alelo T ndo digerido, representado por um
fragmento de 240 bp (CAMPO et al, 2004).

Atividade sérica da PON-1

A atividade da PONL1 foi medida por meio da formacéo de fenol, conforme
validado anteriormente (29). O reagente de trabalho consistia em tamp&o Tris /
HCI 20 mM, pH 8,0, incluindo CaCl> 1 mM e fenilacetato 1 mM como substrato. As
amostras, antes de serem adicionadas ao reagente de trabalho, foram diluidas 1:
3 no tampéao sem fenilacetato e a alteracdo da absorbancia foi registrada por 60
segundos a 270 nm. Uma unidade de atividade de arilesterase foi considerada
igual a 1 mM de fenol formado por minuto e expresso em U / mL. Amostras em
branco contendo apenas agua foram usadas para corrigir a hidrélise néo
enzimética.
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Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando a plataforma (SAS) University Edition
(SAS, Cary, NC, USA). Onde um procedimento de regressao logistica stepwise foi
realizado para identificar as variaveis independentes que mais contribuiram para a
previsdo da atividade sérica de PON1. O valor de P < 0,05 foi considerado
significativo para todas as variaveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo multivariado regressivo logistico demonstrou que as variaveis
com maior capacidade de modular a atividade sérica da PON-1 séo,
respectivamente, o consumo de acidos graxos saturados (p=0.03), gendtipo
(p=0.09), género (p=0.04), idade (p=0.07) e consumo de carboidratos (p=0.16).

Ao encontro do demonstrado por outros autores, € bem conhecido que o
perfil de consumo de &cidos graxos é um forte modulador da atividade da PON-1
e das concentracOes sericas de HDL, moléculas intimamente relacionadas. A
literatura indica que dietas com alto consumo de colesterol, acidos graxos
saturados monoinsaturados e trans resultaram em menor atividade da enzima,
ainda que alguns autores ndo tenham encontrado tal correlagdo (ROOS et al,
2002; RITTA et al, 2019). Somando-se a isto, a interacdo entre genotipo e dieta
aparenta formar um contexto determinante para a atividade da enzima, em que
nao apenas a presenca do alelo C, o qual esta relacionado a atividade sérica 2
vezes maior que diante ao alelo T, mas também que o gendtipo do individuo ira
responder de forma especifica a habitos alimentares. Por exemplo, no trabalho
realizado por SANTOS et al (2016) apenas sujeitos do genétipo CC mostram
menor atividade da PON-1 em resposta a dietas ricas em acidos graxos
saturados.

Aléem das interacdes citadas, caracteriscias hormonais como maiores
concentracbes de estrogenos, situacdo encontradas em mulheres, regulam a
atividada da PON-1. O estrogénio demonstra efeito cardioprotetor, tendo em vista
gue sua presenca esta associada a maior atividade da PON-1 (AHMAD et al,
2010). Entretanto, esta situacdo € revertida ao avancar da idade quando a
producdo de estrogenos € reduzida pelo inicio da menopausa (KUMRU et al,
2005). Outro fator relevante demonstra ser o consumo de carboidratos, o qual é
sabido que conforme fonte e se excesso contribuem para diversos desfechos
negativos a saude como obesidade, doencas cardiovasculares e diabetes
(GRUNDY, 2016).

4. CONCLUSOES

Dado o exposto, fica claro que a atividade sérica da PON-1 sera resultado
da interacdo entre fatores ambientais, genéticos, presenca de doencas e
individuais, ou seja, sera determinado por um conjunto de variaveis com suas
respectivas capacidades de modulacdo, assim ressaltando a complexidade
multifatorial de doencas cardiovasculares e metabdlicas.
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