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1.INTRODUCAO

Segundo a organizacdo mundial da saude (OMS) as doencas
cardiovasculares (DCV) sao a causa de maior mortalidade no mundo. No Brasil,
estima-se que até o ano de 2040 o pais tornar-se-a 0 com maior morbidade e
mortalidade relacionada as DCV (CHAGAS et al., 2009). Sabe-se que cardiopatas
apresentam maior risco de reincidéncia de eventos cardiovasculares caso ndo
manejem os fatores de risco associados aos habitos de vida inadequados
(FRANKOLA et al., 2018). Inclusive, é descrito que as DCV podem ser evitadas
através da adoc¢ao de um estilo de vida saudavel (OMS, 2007).

A paraoxonase-1 (PON1) é uma enzima associada as moléculas de
lipoproteina de alta densidade (HDL), sintetizada pelo figado (JAMES et al., 2010;
MACKNESS et al.,, 1991; PRIMO-PARMO et al., 1996). A PON1 detém efeito
antioxidante, antiagregador plaquetario, assim como hidrolisa organofosfatos,
propriedades essas que conferem protecdo contra 0 processo aterosclerotico
(MAZUR et al., 1946; MENESES et al., 2019; MACKNESS et al., 1991). Desta
maneira, a PON1 possui relevancia na saude cardiovascular e ha necessidade de
estudos sobre a modulacao da sua atividade.

Sao diversos os fatores que podem impactar os niveis de atividade sérica da
PON1, incluindo a genética e escolhas alimentares (SANTOS et al., 2016). Até o
momento séo conhecidos mais de 160 polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
no gene da PON1 (KIM et al, 2012). Sendo que um dos polimorfismos mais
relevantes é o situado na regido promotora C(-107)T (rs705379), que é responsavel
por 12% da variacéo total do nivel de atividade sanguinea da enzima (KIM et al,
2012). Observa-se que individuos portadores do alelo C/G demonstram niveis de
atividade sérica de PON1 duas vezes maior em relacdo aos que possuem o alelo
T/A (SANTOS et al., 2016; RITTA et al., 2019). Portanto, o alelo C no rs705379 por
conferir maior atividade sérica da PON1 proporcionaria protecdo contra eventos
cardiovasculares (COSAN et al, 2016).

O impacto da dieta nos niveis de atividade da PON1 é dependente do
genatipo individual (SANTOS et al., 2016). Ainda que controverso, o tipo de gordura
ingerida poderia influenciar estes niveis (KIM et al, 2012; SANTOS et al., 2016;
RITTA et al., 2019). O consumo de dietas ricas em &cidos graxos saturados,
demonstrou reduzir a concentracdo sérica da PON1 nos individuos CC, sem
diferenca em outros genotipos (SANTOS et al., 2016). Dado a relevancia dessa
enzima contra eventos cardiovasculares, o objetivo do atual estudo foi avaliar as
alteracdes na atividade sérica da PON1 em pacientes cardiopatas da cidade de
Pelotas-RS.
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2. METODOLOGIA
2.1 Dados Amostrais

O estudo transversal foi conduzido em Pelotas, Rio Grande do Sul, mediado
pela Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). Aprovado pelo comité de ética local
sob o numero 1.555.290. A amostra foi composta por voluntarios com 45 anos ou
mais com doenca aterosclerética manifesta diagnosticada nos ultimos 10 anos,
participantes do Programa Alimentar Brasileiro Cardioprotetor (DICABr) do
municipio de Pelotas/RS, coordenado pelo Hospital do Coracdo em Sao Paulo, em
parceria com o Ministério da Saude, a partir do Programa de Apoio ao
Desenvolvimento Institucional do Sistema Unico de Satde. Todos os participantes
assinaram o termo de consentimento para inclusdo no estudo.

2.2 Genotipagem

Para extrair o DNA, amostras de sangue foram utilizadas de acordo com um
protocolo validado por KANAI et al. (1994). Para a amplificacdo da regido onde esta
localizado o SNP PON1 C(-107)T a PCR foi feita utilizando 10 pyL de mistura
GOTag® (Promega, Madison, WI, EUA), 1uL(concentragdo de 10uM) do primer
forward AGCTAGCTGCGGACCCGGCGGGGAGGaG e 1 pL de o primer reverse
GGCTGCAGCCCTCACCACAACCC. A letra minuscula no primer forward indica
uma incompatibilidade que introduz um sitio de restricdo para a enzima BsrBI
(Thermofischer, Waltham, MA, EUA). Para a etapa de digestao, as amostras foram
incubadas por 2 horas a 37 ° C com 3 U da enzima de restricdo 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 (pb), enquanto a
presenca do alelo T ndo digerido, representado por um fragmento de 240 pb
(CAMPO et al., 2004).

2.3 Atividade Sérica da PON1

A atividade da PON1 foi mensurada através dos niveis de atividade da
arilesterase e da formacao de fenol, conforme validado por BROWNE et al.(2007).
As amostras, antes de serem adicionadas ao reagente de trabalho, foram diluidas
1:3 no tampéo sem fenilacetato. Para mensuragao da atividade as amostras foram
misturadas ao reagente de trabalho (Tris/HCI 20 mM, CaCl2 1 mM, 1 mM de
fenilacetato, pH 8,0) e a mudanca na absorbancia foi gravada 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 contendo apenas agua
foram utilizadas para corrigir a hidrélise ndo enzimatica.

2.4 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o software SAS University Edition
(SAS, Cary, NC, USA). Idade e género foram cofatores na andlise. O procedimento
MIXED foi usado para testar o efeito dos SNPs na atividade sérica de PONL.
Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamentes significante.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo a distribuicdo dos genadtipos para o polimorfismo PON1
T(-107)C foi 18%, 51% e 30% para CC, CT e TT, respectivamente. Estas
proporcdes alélicas foram similares as relatadas por RITTA et al.(2016) em estudo
conduzido na mesma cidade, mas com mulheres saudaveis (CC 25%:CT 44%:TT
32%). Visto que a presenca do alelo C esta associada com maiores niveis de
atividade sérica da PON1 e menor risco cardiovascular (DECHARATCHAKUL et
al., 2020), pode-se inferir que a menor presenca deste alelo em nosso estudo
decorre da caracteristica amostral, cardiopata.

Interessantemente ndo encontramos associacao entre o genotipo PON1 C(-
107) T e a atividade sérica da PON1. Achados similares foram vistos em individuos
diabéticos (FLEKAC et al., 2008). Evidéncias sugerem que o estado inflamatario,
presente em comorbidades, atuaria na reducao da atividade da PON1 (FEINGOLD
et al., 1998). Justificando possivelmente nossos achados, visto que todos pacientes
foram e sdo acometidos por doencgas cardiovasculares, isto pode influenciar a
relacdo genética e atividade de PON1. Assim, percebe-se que outros fatores além
da genética podem ser relevantes na determinagcdo dos niveis de atividade sérica
da PON1 em pacientes com histérico de DCV. Isto também indica que o gendtipo
da PONL1 pode n&o ser um bom marcador da reincidéncia de DCV.

Mulheres apresentam niveis maiores da PON1 devido o papel cardioprotetor
do estradiol (AHMAD et al, 2010). Tal beneficio é reduzido pela menor producéo de
estrogeno que discorre do envelhecimento e menopausa (KUMRU et al, 2005).
Nosso n amostral era predominantemente composto por homens, e as mulheres
tinham idades acima de 50 anos, indicando possivel relagdo com os resultados
obtidos.

Por fim, a dieta ndo demonstrou associa¢do com os niveis da PON1. Além
disso, os portadores do gendétipo CC apresentavam menores niveis de pressao
sistdlica em comparacdo com os demais genétipos (p<0,05), conferindo aos
portadores do genétipo CC maior protecdo contra novos eventos cardiovasculares.

4, CONCLUSOES

De acordo com o exposto, conclui-se que ndo houve interagdo do genotipo
sobre os niveis de atividade sérica da PON1. Além disso, destaca-se que a
literatura ainda ndo fornece estudos comparando o efeito dos genétipos PON1 C (-
107)T na atividade sérica de PON1 em pacientes com DCV, sendo este estudo
pioneiro. Portanto, novos estudos devem ser realizados para melhor elucidacao
deste fendbmeno.
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