Universidade
Estadual de Londrina

ANDRE DE SOUZA NOGUEIRA

INFLUENCIA DO status DA ENZIMA PARAOXONASE1 (PON1) NO
PERFIL LIPIDICO E MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO EM
INDIVIDUOS DO MUNICiPIO DE CAMBE-PR

Londrina
2014



ANDRE DE SOUZA NOGUEIRA

INFLUENCIA DO status DA ENZIMA PARAOXONASE1 (PON1) NO
PERFIL LIPiDICO E MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO EM
INDIVIDUOS DO MUNICiPIO DE CAMBE-PR

Dissertagao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito para a
obtencdo do titulo de Mestre.

Orientadora:Prof2 Dr2 Estefania Gastaldello Moreira

Londrina
2014



Catalogacao elaborada pela Divisdo de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina

Dados Internacionais de Catalogacédo-na-Publicacdo (CIP)

N778i Nogueira, André de Souza.
Influéncia do status da enzima paraoxonasel (PON1) no perfil
lipidico e marcadores do estresse oxidativo em individuos do
municipio de Cambé-PR. — Londrina, 2014.
63 f. il.

Orientador: Estefania Gastaldello Moreira.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade
Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de P6s-
Graduacdo em Ciéncias da Saude, 2014.

Inclui bibliografia.

1. Enzimas — Teses. 2. Tabagismo — Teses. 3. Lipidios — Teses. 4.
Estresse oxidativo — Teses. |. Moreira, Estefania Gastaldello. I1.
Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias da Saude.
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude. 111. Titulo.

CDU 615.35:613.84




ANDRE DE SOUZA NOGUEIRA

INFLUENCIA DO status DA ENZIMA PARAOXONASE1 (PON1) NO PERFIL
LIPIDICO E MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO EM INDIVIDUOS DO
MUNICIPIO DE CAMBE-PR

Dissertagao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito para a
obtencgdo do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Prof2 Dr2 Estefania Gastaldello Moreira
UEL — Londrina - PR

Prof2 Dr2 Edna Maria Vissoci Reiche
UEL — Londrina - PR

Prof. Dr. Alberto Durdn Gonzalez
UEL — Londrina - PR

Londrina, 26 de fevereiro de 2014.



AGRADECIMENTOS

Antes de tudo e de todos, agradeco a Deus pelas béngdos, por Sua graga,
misericordia, companhia e capacitacdo em mais esta etapa da minha vida.

Aos meus pais, Horacio Toledo Nogueira e Mirian de Souza Nogueira, por todo amor,
carinho, compreensdo e apoio que me deram, ndo sé nestes dois anos de pds-graduacao,
mas por estarem presentes em cada dia, a cada conquista. Sem vocés, este trabalho jamais
seria possivel.

A minha noiva, Fernanda Sofia Primo, que compreensivamente, suportou e me
apoiou em cada crise de ansiedade, que com paciéncia e amor imensuraveis me ajudou nos
momentos mais dificeis e brindou comigo nos momentos de alegria. Todo o esforco foi por
nos.

A grande protagonista desta pesquisa, minha orientadora Profé¢ Dr2 Estefania
Gastaldello Moreira, que me ensinou, com todo carisma que lhe é peculiar, as facetas do
mundo académico e dividiu comigo seu grande conhecimento. Momentos dificeis vieram,
mas seu apoio e crédito depositados em mim, assim como palavras de otimismo, me
fortaleceram e me levaram a prosseguir. Muito obrigado é pouco por tanto que me foi
ofertado. Ainda mais, agradeco pelo carinho, amizade e a renova¢do do nosso “contrato”
por mais quatro anos.

Ao Prof. Dr. Décio Sabbatini Barbosa pela ajuda no Laboratério de Pds Graduacgdo, na
padronizacdao da metodologia, sua eterna disposicdo em ajudar e por suas contribuicdes sem
medida para este trabalho.

Aos meus irmaos, Juliano Augusto de Souza Nogueira e Lucas de Souza Nogueira, e a
toda a minha familia, especialmente as minhas tias Odete de Souza e Débora de Souza, por
me ajudarem a compreender a importancia das minhas realizagées.

As grandes amigas, Prof2 M2 Concei¢do Aparecida Turini e Miriam de Céssia Téffolo.
N3o tenho palavras para descrever o quanto admiro e respeito vocés. O apoio, ajuda e
incentivo que me deram foram maiores do que minhas préprias forcas e me trouxeram até
aqui. Muito obrigado por fazerem parte da minha jornada.

A toda a equipe do Laboratério de Pds Graduacdo, Ana Laura, Andressa Keiko,
Alissana Ester Camargo, Chiara Bortolasci, Carine Coneglian, Denise Santiago, Kamila

Landucci, Karine Boll, Luciana Higachi, Marcela Zambrim, Marlene Bardi, Paula Godeny e



Renata Martinez. Do mesmo modo, a todas as funciondrias da Secretaria de Pés Graduacao,
em especial a Sandra Lage, por toda a ajuda prestada.

To Dr. Clement E. Furlong and Rebecca J. Richter for all attention and reception in
your laboratory, yours collaboration for this work was immeasurable. It was a great pleasure
and satisfaction working with you. Thank you so much.

To Dr. Michael Maes, contributing with statistics analyses for this work.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio
financeiro.

Enfim, a todos que contribuiram para a realizacdo deste trabalho. Esta conquista ndo

é somente minha, pertence a todos nés.



"Porque melhor é a sabedoria do que rubis, e de tudo o
que se deseja nada se pode comparar a ela”
Provérbios 8:11



SOUZA-NOGUEIRA, André. Influéncia do status da enzima paraoxonasel (PON1) no perfil
lipidico e marcadores do estresse oxidativo em individuos do municipio de Cambé-PR.
2014. 63 f. Dissertagdo de Mestrado (Pds-Graduagao em Ciéncias da Saude). Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

A influéncia do status da enzima paraoxonasel (PON1 status — genotipagem funcional do
polimorfismo PON1 Q192R, rs662, e dosagem da atividade plasmatica total) no perfil lipidico
e sua associacdo com o tabagismo estudada em 487 individuos com mais de 40 anos. Foram
analisados os niveis de glicemia, o perfil lipidico, marcadores de estresse oxidativo e o PON1
status por trés ensaios enzimaticos, utilizando fenilacetato e 4-(clorometil)fenil-acetato
como substratos. Ademais, os indices de Castelli 1 e 2 foram calculados pelas razdes
colesterol total/lipoproteinas de alta densidade (HDL) e lipoproteinas de baixa
densidade(LDL)/HDL, respectivamente e, considerado como covariavel das andlises, o auto
relato de tabagismo. Anadlises de regressdo utilizando a medida da circunferéncia abdominal,
idade e a interagao entre o polimorfismo PON1 Q192R*tabagismo, mostrou que o tabagismo
estd associado com a diminuicdo dos niveis de HDL colesterol (p= 0,046), com o aumento
dos indices de Castelli 1 e 2 (p= 0,001; p= 0,003) e dos niveis de triglicerideos (p= 0,002),
especialmente nos individuos PON1 192R, quando comparados aos PON1 192QQ, ainda que
o polimorfismo PON1 192QR nao tenha apresentado, isoladamente, uma associacdo positiva
com o perfil lipidico. Comparados com os individuos PON1 192QQ, o gendtipo PON1 192RR
esteve associado com a diminuicdo da atividade da PON1 (p=0,04). Os marcadores do
estresse oxidativo ndo foram influenciados pelo PON1 status.

Palavras-chave: Perfil lipidico. Estresse oxidativo. Paraoxonase 1. Tabagismo.



SOUZA-NOGUEIRA, André. Paraoxonasel (PON1) enzyme status influence on lipid profile
and oxidative stress markers in subjects in the municipality of Cambé-PR. In 2014. 63 p.
Dissertation (Master's Degree Dissertation). State University of Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

The influence of enzyme paraoxonase 1 (PON1 status - functional genotyping of PON1
Q192R polymorphism, rs662, and plasmatic activity) in lipid profile and its association with
smoking has been evaluated in 487 subjects older than 40 years. We analyzed glucose, lipid
profile, oxidative stress markers and PON1 status through three kinetic assays using
phenylacetate and 4-(chloromethyl)phenyl acetate as substrates. Moreover, Castelli 1 and 2
indexes were calculated by the ratios total cholesterol/HDL cholesterol and LDL
cholesterol/HDL cholesterol, respectively and, considerate as covariate, smoking self-
declared. Regression analyses on abdominal circumference, age and the interaction PON1
Q192R polymorphism*smoking showed that smoking are associated with low HDL
cholesterol levels (p=0.046, increased Castelli 1 and 2 indexes (p=0.001; p=0.002) and
increased triglycerides levels (p=0.002), particularly in PON1 192R subjects when compared
with PON1 192QQ ones, although the PON1 192QR polymorphism wasn’t associated, singly,
with lipid profile. Compared to PON1 192QQ individuals, PON1 192RR genotype was
associated with decreased PON1 activity (p=0.04). Oxidative stresss markers were not
influenced by PONL1 status.

Keywords: Lipid profile. Oxidative stress. Paraoxonase 1. Smoking.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros relatos da produgdo e utilizagdo de compostos
organofosforados (OFs) datam do século XIX, porém, o primeiro caso de intoxicacdo por
estes agentes foi publicado somente em 1932 por Lange e Krueger (LANGE; KRUEGER, 1932
apud MAZUR; BODANSKY, 1946), relatando um quadro de neurotoxicidade em um
trabalhador britanico e propondo uma possivel relacdo do tipo causa-efeito. Alguns anos
mais tarde, um grupo de pesquisadores publicou dois trabalhos que inflamaram as pesquisas
sobre estes inseticidas: Mazur e Bodansky (1946) descreveram o mecanismo de toxicidade
dos OFs como agentes inibidores das colinesterases e Mazur (1946) comprovou a presenca
de enzimas, no plasma de coelhos, macacos e humanos, que participariam, ao menos em
parte, do processo de destoxificagdo dos OFs. Essas enzimas foram classificadas como a-
esterases.

Nessa época, a denominagao “a-esterase” fazia referéncia a um grupo de
diferentes enzimas com atividade catalitica semelhante, participando da hidrélise de
diversos substratos. Estas enzimas foram, entdo, classificadas e nomeadas de acordo com o
substrato para o qual apresentavam afinidade: atividade paraoxonase (ou POase) se
hidrolizassem paraoxon; atividade diazoxonase (ou DZOase) se hidrolizassem o diazoxon;
atividade arilesterase (ou AREase) se hidrolizassem o fenilacetato; e lactonase se
hidrolizassem ésteres de lactona. Entretanto, descobriu-se que a diferenca na afinidade
substrato-especifica tratava-se, na verdade, de seletividade distinta de uma unica enzima,
sendo entdo denominada paraoxonase ou, simplesmente, PON1 (EC 3.1.8.1). Esta
nomenclatura foi adotada pelo fato do paraoxon ser o substrato classico desta enzima,
porém a utilizacdo de diferentes metodologias nos estudos conduzidos hoje, mantém as
denominagbes antigas (POase, DZOase e AREase) como indicadores dos substratos
utilizados, muito embora sempre refiram-se a mesma enzima, a PON1 (ALBRIDGE, 1953;
SORENSON et al., 1995).

Trés isoformas desta enzima ja foram descritas: PON1, PON2 e PONS3,
nomeadas de acordo com a ordem de suas identificacdes. Os genes PON (codificados no
brago longo do cromossomo 7, entre gq21.3 e g22.1) sdo similares entre si e apresentam
grande homologia estrutural (COSTA et al., 2003b; MASELLI, 2007). Em humanos, as trés

enzimas possuem cerca de 60% de identidade em aminoacidos e cerca de 70% de identidade
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em nucleotideos.

Devido a sua recente descricdo, estudos sobre a PON2 ainda sdo escassos.
Entre os principais, um estudo conduzido por Li, Liu e Liang (2003), descreveu a importancia
fisioldgica desta enzima, comprovando que a PON2, além de apresentar importante
atividade antioxidante, é também amplamente expressa em diversos tecidos humanos,
como figado, coragdo, encéfalo, rim, pulmao, testiculo e placenta, entretanto, apresenta
baixos niveis plasmaticos, dessa forma, sua acdo antioxidante é, predominantemente,
intracelular. Em um estudo recente, Costa et al. (2013) descreveram o efeito neuroprotetor
da PON2, com concentracdo desta enzima em regides dopaminérgicas de camundongos,
podendo estar relacionada com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, como a
doenca de Parkinson.

A PON1 e a PON3 possuem algumas similaridades. Ambas sdo
glicoproteinas de sintese hepatica com atividade esterasica dependente de célcio como
cofator para suas reacdes. Todavia, ocorre importante expressao renal da PON3, ao passo
gue a expressdo renal da PON1 é reduzida. Outro ponto em comum entre as isoformas é a
ligacdo a particulas de lipoproteina de alta densidade (HDL - high density lipoprotein).
Segundo Li, Liu e Liang (2003), a afinidade da PON3 pelas particulas de HDL é cerca de 100
vezes maior e sua expressdo 200 vezes menor do que a PON1.

Dentre as trés isoformas, a PON1 é a mais estudada, podendo ser
encontrada no plasma de diferentes mamiferos, como coelhos, ratos, macacos, simios e
humanos, sempre associada as particulas de HDL. Possui 355 aminodacidos em sua estrutura,
dos quais somente uma metionina, situada na por¢dao amino-terminal, é removida entre a
secre¢do e maturagao. Como descrito anteriormente, esta enzima é uma glicoproteina de
sintese predominantemente hepatica, porém, também ha, em grau reduzido, sintese renal e
em alcas intestinais. Uma vez sintetizada, a PON1 é logo conjugada a particulas de HDL,
sendo encontrada, no plasma, somente nesta forma. Seu sitio catalitico para a
destoxificacdo de OFs utiliza ions calcio como cofator, mas ainda ndo ha relatos de que este
ion também exerca influéncia na atividade antioxidante desta enzima (COSTA et al., 2003b).

O gene codificador da enzima PON1 estd localizado em uma regido
altamente polimérfica, composta por, pelo menos, nove éxons diferentes, somando mais de
160 polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs - single nucleotide polimorphism)

descritos nas regides promotora e codificadora (CHEN et al., 2005). Dentre os polimorfismos
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presentes na regido codificadora, os mais estudados sdo: uma substituigao do aminoacido
glutamina (Glu ou Q) por uma arginina (Arg ou R) na posicdo 192 da cadeia polipeptidica
(PON1 Q192R, rs 662), e substituicdo leucina (Leu ou L) por uma metionina (Met ou M) na
posicdo 55 (PON1 L55M, rs 854560). Na regido promotora, o polimorfismo mais significativo
€ 0 que ocorre na posicdo -108, no qual ha a troca de uma citosina por uma timina (PON1 -
108 C/T, rs 705379) (BROPHY; JARVIK; FURLONG, 2002; COSTA et al., 2003b).

De fato, os SNPs sdo os mais frequentes tipos de polimorfismo genético
encontrados na popula¢do, com uma frequéncia de 1 SNP a cada 1000 pares de bases, sendo
responsaveis por cerca de 90% de todas as variacdes gendmicas humanas. Por definicdo, um
SNP é um polimorfismo no qual ocorre a alteracdo de somente um nucleotideo, com a
substituicdo de uma Unica base nitrogenada (adenina, timina, citosina ou guanina), gerando
um cdédon diferente a ser traduzido. Os SNPs ndao sao eventos do tipo indel aleatorios. Em
geral, para que uma alteragao seja considerada como polimorfismo, esta deve ocorrer com
uma frequéncia maior do que 1% na populagdo geral, caso contrario, esta troca é classificada
como uma mutacao (NUSSBAUM; McINNES; WILLARD, 2008; WYERS et al., 2009).

Existem diferentes resultados possiveis quando nos deparamos com um
SNP:

a) O cdédon alterado transcreve o mesmo aminodcido do cédon original. Esta troca é
classificada como silenciosa ou SNP sin6nimo, pois nao altera o produto final da
transcricdo (proteina ou enzima);

b) O cdédon alterado transcreve um aminoacido diferente. Neste caso existem duas
outras possibilidades: os SNPs missense, ou ndo sinbnimos, que sdo aqueles em
quem a proteina gerada nao apresenta fungao bioldgica ou apresenta uma fungao
bioldgica distinta; os SNPs nonsense, quando o cddon alterado transcreve um
cédon de parada e interrompe a traducdo antes do término da cadeia
polipeptidica.

Diversos estudos tém demonstrado que a distribuicdo dos genes PON1 é
polimérfica. As frequéncias alélicas dos gendtipos PON1 Q192R e PON1 L55M tém sido
investigadas em varias populacdes e os resultados mostram grande variabilidade
(ALLEBRANDT; SOUZA; CHAUTARD-FREIRE-MAIA, 2002; BROPHY; JARVIK; FURLONG, 2002).
Por exemplo, individuos de origem hispanica apresentam maior frequéncia do alelo PON1

192R do que os origindrios do norte europeu (GHORBANIHAGHJO et al.,, 2005). Em um
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estudo conduzido com brasileiros, foi observado que eurobrasileiros apresentam maior
frequéncia do alelo PON1 192Q e os afrobrasileiros, maior frequéncia do alelo PON1 192R
(ALLEBRANDT; SOUZA; CHAUTARD-FREIRE-MAIA, 2002). E importante mencionar que o
polimorfismo PON1 Q192R influencia a atividade catalitica desta enzima e que a direcdo
dessa modificacdo (aumento ou diminuicdo) é substrato-seletiva, ou seja, ndo existe uma
isoforma que apresente maior atividade catalitica para todos os substratos (SHIH et al.,
2006).

Estudos na ultima década ja tém mostrado que esta diferenca na
capacidade metabolizadora plasmatica da PON1 ndo se restringe a sua capacidade catalitica,
mas é influenciada, também, por sua expressdo. Dois SNPs foram estudados para justificar
esta modulacdo, um destes na regido promotora (PON1 -108C/T) e outro na codificadora
(PON1 L55M). Por fim, estudos de Costa et al. (2003a, 2003b, 2005b) e Costa, Cole e Furlong
(2003) propuseram a ocorréncia de um desequilibrio de ligacdo entre estes dois
polimorfismos, no qual o principal responsavel pela modulacdo da expressao seria o SNP
presente na regido promotora, uma vez que polimorfismos presentes nesta regido alteram a
taxa de ligacdo dos fatores de transcricio e a producdo de RNAm, modulando a taxa de
formacdo de RNAt e, consequentemente, o nivel de transcrito. O alelo PON1 55M, assim
como o PON1 -108T, estd associado a menor expressdo da enzima (BROPHY; JARVIK;
FURLONG, 2002; COSTA et al., 2003a,b, 2005b; COSTA; COLE; FURLONG, 2003).

Com o atual crescimento e avanco na area de conhecimento da biologia
molecular, diferentes técnicas tém sido desenvolvidas e empregadas. A escolha destas
metodologias varia muito de acordo com o objetivo dos estudos, entretanto, a utilizacdo da
técnica de polimorfismo por fragmento de restricdo (RFLP - restriction fragment length
polymorphism), que utiliza enzimas de restricdo, ou endonucleases, e técnicas de Multiplex
PCR (polyrmerase chain reactions — reacdao em cadeia da polimerase) parecem ser as mais
utilizadas nos estudos sobre os polimorfismos da PON1 (JARVIK et al. 2000; GNASSO et al.,
2002; VOETSH et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2004; ROBERTSON et al., 2003; RIOS et al., 2007;
HIMBERGEN et al.,, 2008; LI et al., 2009; REGIELI et al., 2009; MOHAMED et al., 2010;
FUJIHARA et al., 2011).

Um grupo da Universidade de Washington, Seattle, EUA, liderado pelo Dr.
Clemente E. Furlong tem proposto que a genotipagem funcional da PON1 forneceria dados

mais fidedignos quanto a real atividade hidrolitica plasmdatica dessa enzima, uma vez que
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esta avalia ndo somente o polimorfismo genético, mas também reflete a modulagao desta
enzima por fatores ambientais, como o uso de medicamentos, consumo de alimentos
antioxidantes, hdabitos de vida e o consumo de dlcool. A determinacdo do PON1 status é
possivel por um ensaio enzimatico triplo, descrito em duas metodologias equivalentes por
Richter e Furlong (1999) e Richter, Jarvik e Furlong (2008).

Para estratificar os individuos nos trés gendtipos funcionais para o
polimorfismo PON1 Q192R (PON1 192QQ, PON1 192QR e PON1 192RR), dois substratos sdo
usados. Originalmente, esses substratos eram o diazoxon e o paraoxon (RICHTER; FURLONG,
1999), intercambiaveis pelo fenilacetato (PA) e 4-(clorometil)fenil-acetato (CMPA), que tém
a vantagem de serem menos toxicos. A aloenzima PON1 192Q apresenta baixa eficiéncia
para metabolizar o paraoxon (ou CMPA) e alta afinidade ao metabolizar o diazoxon. A reacdo
com o diazoxon (ou PA) é realizada em condi¢bes de elevada salinidade com o objetivo de
separar os individuos PON1 192QR dos individuos PON1 192RR e PON1 192QQ, utilizando-se
a plotagem da taxa de hidrdlise do diazoxon em elevada salinidade (ou PA em alta
salinidade) versus a taxa de hidrélise do paraoxon (ou CMPA). Isso é possivel porque em
condicGes de alta salinidade, em um meio com 2,0 M de NaCl, ocorre a inibicdo da isoforma
PON1 192R (RICHTER; FURLONG, 1999). Um terceiro ensaio enzimatico conduzido com o PA
em condicOes de baixa salinidade revela a atividade plasmatica total para os trés gendtipos
PON1 Q192R, pois tanto a isoforma PON1 192Q quanto a PON1 192R, hidrolisam o PA com
eficiéncias similares em condi¢Ges de baixa salinidade (FURLONG et al., 2006).

E importante mencionar que, na popula¢do, a atividade da PON1 pode
variarde 1 0 a 50 vezes e os niveis séricos de 13 a 15 vezes. Isso demonstra a importancia
de se avaliar o PON1 status e ndo somente o gendtipo dos individuos, como descrito por
Costa et al. (2003b), Richter e Furlong (1999) e Richter et al. (2010).

Por participar da destoxificacdo de inseticidas OFs, a utilizacdo do PON1
status como biomarcador de susceptibilidade nas exposicdes a estes agentes tem sido
investigada (COSTA et al., 2005a).

O termo biomarcador é usado para quaisquer marcadores, sejam eles
bioldgicos, bioquimicos e/ou moleculares que possam ser mensurados. Em humanos, estes
marcadores devem estar acessiveis para coleta de maneira ética e simples, em materiais
como sangue, urina ou células de mucosa oral (COSTA et al., 2005a). Existem trés tipos de

biomarcadores: de exposi¢cdao ou dose interna (presenga do agente tdxico ou seu metabdlito
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em algum compartimento corporal); de efeito (alteracdo bioquimica ou fisioldgica
mensuravel decorrente do mecanismo de toxicidade do agente téxico) e de susceptibilidade
(fatores genéticos, ambientais, estilo de vida ou nutri¢cdo), os quais tornam algumas pessoas
mais susceptiveis a manifestacdo de alguma doenca ou de toxicidade (NATIONAL
ACADEMIES KECK FUTURE INITIATIVE, 2011).

Embora a atividade hidrolitica da PON1 contra agentes externos ja tivesse
sido determinada, a partir da década de 1990 houve grande dedicacdo para elucidar seu
papel fisiolégico e em 1998, Aviram et al. descreveram a atividade antioxidante desta
enzima. Segundo o autor, dos 355 aminidcidos que compde esta enzima, trés sao cisteinas,
duas situadas meio da cadeia polipeptidica e uma livre, que atua como importante doadora
de grupamento sulfidrila, responsavel por sua atividade antioxidante. O mesmo autor
sugere, em outros estudos, que esta enzima seria capaz de hidrolisar, também, o acido
araquidonico, participando, entdo, no processo inflamatodrio. Entretanto, até o momento,
estes dados ainda ndo foram totalmente elucidados (AVIRAM; VAYA, 2013).

Desta forma, a participacdao da PON1 em diversas doencgas que envolvem
estresse oxidativo ou a resposta inflamatdéria tem sido investigada. Estudos foram
conduzidos buscando a associacdo desta enzima e doengas como o Alzheimer (KLIMKOWICZ-
MROWIEC et al. 2011), Parkinson (BELIN et al. 2012), cancer (ANTOGNELLI et al., 2009),
esclerose lateral amiotrofica (VALDMANIS et al., 2008), sindrome metabdlica (RUPEREZ et al.
2013), diabetes (KOREN-GLUZER et al., 2011), dislipidemias (MACKNESS et al., 1991) e a
aterosclerose (AGRAWAL et al., 2009; HASSAN et al., 2013; TANG et al., 2012; ZHANG et al.,
2013), sendo esta ultima a mais estudada e discutida entre elas.

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem a primeira causa de morte
ndo violenta no mundo e é a principal causa mortis no Brasil. Somente no ano de 2011, o
Ministério da Saude registrou 972.048 6bitos em individuos com 40 anos ou mais, destes,
33,1% foram ocasionados por DCV, sendo 31,3% por doenga isquémica do coragdo e 30,4%
por doenca cerebrovascular. As causas atribuiveis a aterosclerose somaram 65,3% dos 6bitos
por DCV (DATASUS, 2013).

Fatores externos, como a ma alimentacdo e o sedentarismo, embora
extremamente importantes, ndo sdao os unicos relacionados ao desenvolvimento de

desordens do aparato cardiocirculatério. Na realidade, sabe-se que hd uma miscelanea de
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fatores que contribuem para tal desfecho, dentre eles, predisposicbes genéticas e
metabodlicas tém sido investigadas.

O estresse oxidativo é o desbalangco homeostasico entre a formagao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e a producdo de agentes antioxidantes (SIES,
1997), sendo a causa primaria no processo de instalacdo das DCV e aterogénicas, segundo
Afonso, Sant’Ana e Mancini-Filho (2010), uma vez que este desequilibrio leva ao processo de
lipoperoxidacao.

Sabe-se que a HDL atua inibindo ou diminuindo a oxidagao da lipoproteina
de baixa densidade (LDL - low density lipoprotein) (BLATTER et al., 1993; NAVAB et al., 1997).
Quando ha baixa quantidade de HDL no organismo, ha grande formacdao de LDL oxidado
(LDLox), o que leva a estimulacdo da quimiotaxia dos mondcitos, a formacdo de células
espumosas, a disfungao endotelial e a uma agdo direta sobre a parede do endotélio
estimulando a producdo de citocinas proé-inflamatdrias (AFONSO; SANT'ANA; MANCINI-
FILHO, 2010).

Uma vez ligada a HDL, a PON1 participa triplamente na protecdo contra o
processo de lipoperoxidacdo. Por possuir atividade catalase simile, a PON1 é capaz de reagir
com o peréxido de hidrogénio, principal pré-oxidante produzido em nosso organismo. Além
disso, por ser doadora de grupamentos sulfidrila, protege a LDL contra processos oxidativos
e, também, exerce acdo protetora na HDL. Devido a sua importante participacdo no
processo de lipoperoxidacao, diversos estudos foram conduzidos para relacionar a atividade
da PON1 e algumas doengas. Foi encontrado que niveis mais baixos da PON1 estariam
relacionados com o surgimento de aterosclerose, hipercolesterolemia familiar, hipertensdo
arterial e diabetes (AZIZI et al., 2002; CAGIRCI et al., 2009; HORTER et al., 2002; SENTI et al.,
2003; YILDIZ et al., 2007).

Por influenciar a atividade hidrolitica da PON1, ha algum tempo acredita-se
que o polimorfismo PON1 Q192R poderia influenciar a capacidade da PON1 de proteger a
LDL contra oxidacdo. Senti et al. (2003) e Costa et al. (2005b) propuseram que o alelo PON1
192Q favoreceria a saude cardiovascular por conferir maior capacidade hidrolitica de
lipideos oxidados. Aviram et al. (1998) também relacionaram o alelo PON1 192Q como maior
protetor, mas por acreditar que esta isoforma apresentasse uma maior estabilidade na

ligacdo a HDL e, consequentemente, maior atividade hidrolitica.
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Entretanto, uma meta-analise conduzida com 43 estudos mostrou
associacao fraca entre o polimorfismo PON1 Q192R e doenca corondria e concluiu que a
associacdo era de significancia incerta (WHEELER et al., 2004). Diferentemente do que
descreveram Aviram et al. (1998), Gaidukov et al. (2006) relataram que o alelo PON1 192R
favoreceria a ligacdo da PON1 a HDL, e ndo o PON1 192Q . Bhattacharyya et al. (2008)
encontraram em pacientes com gendtipo PON1 192Q, maior incidéncia de eventos
cardiacos. Outros estudos relataram falta de associacdo entre o polimorfismo PON1I Q192R e
doenca cardiovascular (GARDEMANN et al., 2000; OMBRES et al., 1998).

Esta divergéncia de resultados fortalece o que vem sendo preconizado pelo
grupo do Dr. Furlong, sugerindo que, para investigar a PON1 como biomarcador de
susceptibilidade para DVCs, precisa-se ir além da genotipagem. A determinac¢do do PON1
status seria o marcador mais fidedigno, uma vez que considera tanto o polimorfismo PON1
Q192R, quanto a atividade plasmatica total da enzima, modulada por fatores ambientais.

Vale ressaltar que a mensuragdao da atividade plasmatica total da PON1
apresenta maior fidelidade de resultados do que a prdpria analise dos polimorfismos PON1
L55M ou PON1 -108C/T, uma vez que até mesmo dentre os individuos homozigotos ou
heterozigotos para estes dois SNPs existe uma variabilidade de até 50 vezes na atividade
plasmatica. Isso ocorre devido a modulacdo da PON1 por fatores externos (COSTA et al.,
2005b; NUS et al., 2007; ROEST et al., 2007; COSTA; GIORDANO; FURLONG, 2011).

Ha consenso na literatura que a variacdo dos niveis plasmaticos da PON1 é
explicada em até 90% pelos SNPs PON1 -108C/T e PON1 L55M. Todavia, os fatores
ambientais e metabdlicos influenciam de 20% a cerca de 60% dessa variabilidade e, em
alguns casos, a expressdao da PON1 pode aumentar em até 200% devido a influéncia de
alguns alimentos (FERRE et al., 2003; RAINWATER et al., 2009; COSTA; GIORDANO;
FURLONG, 2011).

O uso de algumas classes de medicamentos e o consumo de alimentos com
alto poder antioxidante sdo os mais estudados fatores ambientais que influenciam a
atividade plasmdtica da PON1. Costa, Giordano e Furlong (2011) relatam diversos
medicamentos envolvidos nesta modulacdo, dentre os quais, os hipolipemiantes orais da
classe das estatinas e fibratos, as sulfonilureias e a aspirina, quando utilizada como
antiagregante plaquetdria, recebem destague, ndo somente pela sua ampla utilizacdo na

populacdo, mas também pela importancia na elevacdo da atividade desta enzima (5%-23%,
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18%-59%, 28%-64% e 13%, respectivamente). As sulfonilureias, entretanto, aumentam
somente os niveis hepaticos da PON1, exercendo pouca ou nenhuma influéncia nos niveis
plasmaticos.

Dentre os fatores metabdlicos que contribuem para a alteragdo dos niveis
de PON1, Costa, Giordano e Furlong (2011) citam a presenc¢a de doengas, como o diabetes,
Alzheimer, Parkinson, DCV, doenca renal crénica e transplante hepatico.

Os niveis de apolipoproteina Al e All, HDL, triglicerideos (RAINWATER et al.
2009), sobrepeso e o tabagismo (FERRE et al., 2003) ja foram descritos como fatores que
influenciam a expressdao da PON1. De fato, nos dois estudos os autores afirmam que os
niveis plasmaticos da PON1 sdo bastante influenciados pela idade, havendo pouca expressao
em neonatos, ocorrendo uma progressao até os dois anos, fato que se justificaria pela
imaturidade funcional do figado ao nascimento. Em individuos idosos, os niveis tendem a
decair, provavelmente pelo aumento do estresse oxidativo e da diminuicdo da funcdo
hepatica (COLE et al., 2003; COSTA et al., 2005b).

Dentre todos estes fatores, Mouhamed et al. (2012) destacam o tabagismo
como importante cofator capaz de influenciar a atividade da PON1. Segundo os autores, o
consumo de tabaco ndo seria prejudicial somente por sua a¢do no estresse oxidativo, mas
também por ser um importante fator na oxidacdo das particulas de LDL e por diminuir os
niveis plasmdticos dos agentes antioxidantes, com destaque para a PON1. Os autores
encontraram niveis de atividade mais baixos nos individuos tabagistas, além da capacidade
de inibi¢ao da PON1, in vitro, pelo extrato do tabaco.

Existem, também, substancias que sdo inibidoras da PON1, tanto in vitro
quanto in vivo. In vitro, a PON1 é inibida irreversivelmente pelo EDTA, devido ao sequestro
dos ions calcio, cofator indispensdvel para a atividade desta enzima. Além deste, ions de
bario, cobre, zinco, mercurio e lantanio inibem a atividade da PON1 no figado, por
mecanismo de quelagdo. Zinco, cddmio, ferro e mercurio sao potentes inibidores, in vitro, do
alelo PON1 192R, inibindo até 80% desta isoforma. A nao correlagao desta inibigdo in vivo,
provavelmente estd relacionada com a a¢do carreadora das proteinas plasmaticas, ligando-
se aos metais e protegendo a PON1 da inibicdo por estes ions (COLE et al.,, 2002 apud
MASELLI, 2007, HOFMANN et al., 2009, 2010; RICHTER, JARVIK e FURLONG, 2008). Além
destes, o alcool pode atuar inibindo ou estimulando a expressdo da PON1, isso porque, em

baixas doses, o etanol é capaz de modular os niveis de HDL, e mais, Osaki et al. (2004)
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observaram que o dlcool, mediante seu efeito na proteinaquinase C, pode fosforilar a Spl e
regular sua ligacdo no receptor de Sp1 na regido promotora da PON1. Em contrapartida, este
efeito ndo foi observado em individuos e animais com ingesta de altas doses de alcool, efeito
atribuido ao dano hepatico associado ao uso desta substancia.

Por ser facilmente inibida por agentes oxidantes, sejam eles exdgenos ou
endodgenos, buscou-se uma forma de aumentar a expressao da PON1 utilizando alimentacao
rica em antioxidantes. Costa, Giordano e Furlong (2011) descreveram a influéncia de
diversos destes alimentos, como as vitaminas C e E (aumentam de 7%-80% a atividade da
PON1), a quercitina (30%-200%), cha verde (17%-40%) e acai (75%). Entretanto, ainda ndo
foi esclarecido se todos estes alimentos aumentam a expressdao da PON1 ou se apenas
aumentam sua atividade por diminuirem os niveis de agentes oxidantes presentes no

plasma.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Em uma populagdo da cidade de Cambé, PR:

1)
2)

2.2

b)
c)
d)
e)

f)

g)

Avaliar a relagdo entre o PON1 status e o tabagismo;

Avaliar a relacdo entre o PON1 status e o perfil lipidico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Mensurar o potencial antioxidante plasmatico total (TRAP) dos individuos participantes
do projeto;

Avaliar os niveis de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) presentes no soro;

Determinar, por andlise funcional, o gendtipo para o polimorfismo PON1 Q192R,;
Avaliar a atividade plasmatica total da PON1;

Determinar o PON1 status de cada participante;

Relacionar o PON1 status com os niveis de TRAP, LOOH e com as variaveis bioquimicas
analisadas (colesterol total, HDL colesterol, LDL colesterol, triglicerideos e glicemia);
Relacionar o PON1 status com os indicadores de risco cardiovascular Castelli 1 e

Castelli 2.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo utilizou parte das amostras coletadas em um estudo de
base populacional intitulado “Doencas cardiovasculares no estado do Parana: mortalidade,
perfil de risco, terapia medicamentosa e complicagdes” (VIGICARDIO), conduzido sob a
coordenacgdo da Prof’ Dr’ Regina Kazue Tanno de Souza do Departamento de Saude Coletiva,
Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Estadual de Londrina. O Projeto de Pesquisa
(VIGICARDIOQ) visa ampliar o conhecimento do perfil de risco, das complicacdes, das
principais terapias e do acesso as acbes de prevencado, tratamento e controle das doencas
cardiovasculares no Estado do Parana.

Os principios éticos adotados estdo contemplados na resolucdo 196/96,
que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos (BRASIL, 1996). O projeto principal
(VIGICARDIO) foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UEL e a determinacdo do
PON1 status foi submetida e aprovada pelo mesmo Comité como adendo ao projeto

principal (CAAE: 0192.0.268.000-10).

3.1 POPULACAO E AMOSTRAGEM

Considerando a prevaléncia de fatores de risco e a predominancia das DCV
na populacdo residente na regido urbana do municipio de Cambé-PR, que compreende 96%
dos habitantes do municipio, o tamanho da amostra foi calculado utilizando-se o aplicativo
Epi Info 3.5.1, com uma proporcdo esperada de 50%, margem de erro de 3% e intervalo de
confianga de 95% resultando em uma amostra de 1.066 pessoas com idade igual ou superior
a 40 anos a serem entrevistadas. Prevendo possiveis perdas durante o desenvolvimento do
projeto, acrescentou-se 25% sobre este numero, totalizando 1332 sujeitos, com um total de
1336 individuos entrevistados, devido os arredondamentos nas coletas nos setores
censitdrios. Destes, 967 compareceram para coleta de amostras de sangue. Durante a coleta
de dados, varidveis antropométricas foram tomadas, como peso, altura e medicdo da
circunferéncia abdominal. As informacdes sobre o consumo de &lcool e tabaco foram
autorreferidas, assim como o uso de medicamentos para o tratamento de hipertensdo e
diabetes, que em caso de resposta positiva, solicitou-se a apresentacdao dos medicamentos.

Durante a entrevista, também foram realizadas trés tomadas da pressdao arterial em
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momentos distintos. Outras informacdes também foram obtidas, porém estes dados nao
foram utilizados nesta pesquisa. Maiores informacdes e esclarecimentos sobre o
instrumento de coleta de dados podem ser consultados em de Souza et al. (2013).

Todos os setores censitarios da regidao urbana foram incluidos no estudo. O
nimero de pessoas entrevistadas em cada setor foi calculado proporcionalmente a
guantidade de homens e mulheres, de acordo com o Censo de 2007.

Os critérios de inclusdao foram: possuir 40 anos ou mais na data da
entrevista; residir na drea urbana do municipio de Cambé - PR; ter sido sorteado (nos casos
de domicilios com mais de um individuo elegivel); aceitar participar da pesquisa assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram excluidos do estudo todos os individuos
elegiveis que ndo estavam em plenas condicGes de raciocinio e/ou comunicacdo quando ndo
acompanhado de cuidador apto a fornecer os dados necessarios.

Para o desenvolvimento deste projeto, 487 amostras foram utilizadas,

selecionadas de acordo com a disponibilidade de soro.

3.2 ANALISES LABORATORIAIS

A coleta de sangue foi previamente agendada com os participantes e foi
realizada por puncgao venosa, por técnicos do Hospital Universitario de Londrina em tubos a
vacuo, com gel separador e sem anticoagulante nas Unidades Basicas de Saude da
mesorregido correspondente das residéncias ou em locais alternativos como Centros
Comunitarios ou lgrejas, quando havia impossibilidade de utilizar as Unidades Basicas.
Coletas domiciliares realizadas pelos mesmos técnicos foram realizadas nos casos de em que
havia impossibilidade de locomog¢do ou incompatibilidade de horérios. Apds a coleta, as
amostras foram mantidas sob refrigeracdo e transportadas ao Laboratdrio de Pds
Graduacdo, no Hospital Universitdrio, sendo entdo centrifugadas por 10 minutos a 3.000
rpm para separar o soro, que foi aliquotado e mantido congelado a -80°C até o momento da

analise.



23

3.2.1 Perfil Lipidico e Glicemia

As andlises bioquimicas de perfil lipidico, composta pelos testes de
colesterol total, HDL-colesterol e triglicerideos e também os niveis de glicemia foram todos
realizados no Laboratdrio de Andlises Clinicas do Hospital Universitario de Londrina, sob a
supervisdo da Prof2 Dr2 Alissana Ester Camargo. Os parametros mensuraveis foram avaliados
por metodologia automatizada em equipamento Dimension® modelo RXL (Dade Behring,
Deerfield, IL, EUA). A dosagem de LDL foi estimada pela equag¢do de Friedewald. Para
individuos que apresentaram niveis de triglicerideos maiores que 400 mg/dL o valor de LDL
nao pode ser estimado. Foram calculados os indices de Castelli 1 e Castelli 2 para a avaliacdo
do risco cardiovascular. O indice de Castelli 1 foi determinado pela razdo entre os niveis de
colesterol total e HDL-colesterol, sendo considerados valores aceitaveis, indices inferiores a
3,3. O indice de Castelli 2 foi calculado pela razdo entre os niveis de LDL-colesterol e HDL-
colesterol, sendo considerado normal quando inferior a 2,9 (CASTELLI, ABBOTT,;

McNAMARA, 1983).

3.2.2 Estresse Oxidativo

As provas de avaliagdo do estresse oxidativo foram realizadas no
Laboratorio de Pds Graduacdo do Centro de Ciéncias da Saude da UEL. Todos os testes foram
realizados em triplicata e os resultados que apresentam variagao maior do que 10% foram

reprocessados.

3.2.2.1 Potencial antioxidante plasmatico total (TRAP)

Esta técnica baseia-se na mensuracdo de antioxidantes de origem
lipossoluvel e hidrossoluvel presentes no plasma, por metodologia de quimioluminescéncia.
Utilizou-se uma adaptacdo do método descrito por Repetto et al. (1996), conduzida em
leitor de microplaca Victor X3 (Perkin Elmer, Bridgeville, PA, EUA). A metodologia consiste
em uma leitura continua de 25 minutos, com intervalo de um minuto entre as leituras, em
um modo de contagem ndo coincidente, com uma faixa de resposta entre 300 a 620 nm, a

30°C. O sistema foi, previamente, calibrado com um analogo de vitamina E (Trolox). Os
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resultados, expressos em equivalentes de Trolox, sao referentes a comparagdao entre o
tempo de inducdo pelo reativo 2-2'azobis (ABAP) apds a adicdo de concentracbes

conhecidas de Trolox e plasma.

3.2.2.2 Hidroperdxidos lipidicos (LOOH)

A mensuracdo dos niveis de hidroperoxidos lipidicos foi realizada baseada
na capacidade destas substancias em oxidarem ions ferrosos para ions férricos, em
condicGes acidas, que por sua vez, reagem com o corante indicador (xilenol Orange — reativo
de FOX), formando um complexo colorido, que absorve luz a 560nm, comprimento de onda
no qual é realizada a andlise, de acordo com a metodologia descrita por Jiang, Hunt e Wolff
(1992). O sistema é previamente calibrado com uma solucdo padrdo de lipideos oxidados

(1,1,3,3-tetraeoxipropano) e os resultados sdo expressos em mM.

3.2.3 Determinacao do PON1 status

A determinacdao do PON1 status consiste na avaliacgdao funcional do
polimorfismo PON1 Q192R, além da mensuracdo da atividade plasmatica total da enzima. A
andlise é realizada em um ensaio enzimdtico triplo, como descrito por Richter, Jarvik e
Furlong (2008), utilizando o PA e o CMPA como substratos para as reacées. As analises foram
feitas no leitor de microplacas EnSpire (Perkin Elmer, Bridgeville, PA, EUA).

A avaliacdo funcional do polimorfismo PON1 Q192R é baseada na diferenca
catalitica que esta enzima apresenta frente aos substratos (PA e CMPA), conferida pelos
alelos PON1 192Q ou PON1 192R. De maneira breve:

Mensuragao da taxa de hidrélise do CMPA. A leitura foi realizada em
280nm por 4 minutos a 25°C, utilizando 20 pL de soro diluido 1:40 em tampao de diluicdo
composto de 20,0 mmol/L de Tris-HCI (pH 8,0), 1,0 mmol/L de CaCl,. O alelo PON1 192R
apresenta alta afinidade para degradagdao do CMPA.

Mensuracdo da taxa de hidrdlise do PA em condicdes de alta salinidade. A
leitura foi realizada em 270nm por 4 minutos a 25°C, utilizando 20 plL de soro diluido 1:40
em tampdo de diluicio. O meio salino foi preparado adicionando 2,0 mol/L de NaCl ao

tampdo. O alelo PON1 192R é inibido nestas condicGes de salinidade, portanto, a leitura
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consiste na atividade do alelo PON1 192Q, ndo inibida pela adigao do sal.

Mensuracdo da taxa de hidrélise do PA sem a adicdo de sal. A leitura foi
realizada em 270nm por 4 minutos a 25°C, utilizando 20 pL de soro diluido 1:80 em tampao
de diluicdo. O sitio catalitico para a hidrdlise do PA ndo estd localizado na regido do
polimorfismo PON1 Q192R, portanto, em condigdes de baixa salinidade, este SNP nao
influencia a hidrdlise do PA, indicando a atividade total da enzima circulante.

Os resultados obtidos nos dois primeiros ensaios foram plotados em um
grafico bidimensional (hidrélise do PA em elevada salinidade versus hidrdlise do CMPA),
obtendo-se a separacao dos individuos nos trés gendtipos: PON1 192QQ, PON1 192QR e
PON1 192RR.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi conduzida uma andlise exploratdria para avaliar se as
varidveis apresentavam distribuicido normal (teste de Kolmogorov-Smirnov) e se havia
homogeneidade de variancia entre os grupos (teste de Levene). Os niveis de HDL-colesterol,
LDL-colesterol, colesterol total, triglicerideos e os indice de Castelli 1 e 2 apresentaram
distribuicdo normal apds sofrerem transformacao logaritmo natural. A glicemia e LOOH nao
apresentaram distribuicdo normal mesmo apds transformacao e, portanto, foram analisados
utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Para se avaliar a distribuicdo das varidveis entre os trés gendtipos
funcionais do polimorfismo PON1 Q192R, as variaveis continuas (idade, peso corporal,
circunferéncia abdominal, atividade plasmatica total da PON1, TRAP, LOOH, perfil lipidico,
Castelli 1 e 2) foram analisadas utilizando-se ANOVA e o sexo (varidvel categorica),
utilizando-se o teste de Chi-quadrado.

Analises de covariancia (ANCOVA) foram empregadas para se investigar
diferencas em varidveis continuas (perfil lipidico, indices Castelli, TRAP) quando controladas
algumas covaridveis. Nesse delineamento, os fatores fixos foram polimorfismo funcional
PON 1 Q192R e o sexo enquanto as covariaveis foram atividade plasmatica da PON1, idade e
circunferéncia abdominal. Quando os fatores fixos se mostraram estatisticamente
significantes na ANCOVA, o teste de Tukey foi utilizado para comparacdo entre os grupos.

Quando as covaridveis se mostraram significantes na ANCOVA, andlise de regressao foi
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realizada para se obter informacdo sobre a direcdo da relacdo entre as variaveis continuas.
Todos os testes estatisticos foram conduzidos no programa SPSS (IBM,
versdo 17) e o nivel de significancia adotado para o estabelecimento das conclusées foi

o=0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO NO FORMATO DE ARTIGO CIENTIFICO

Artigo a ser submetido a Clinical Biochemistry

Interactions between paraoxonase 1 Q192R polymorphism and smoking are associated
with a high Castelli 1 and 2 index, LDL cholesterol and triglycerides levels and low HDL

cholesterol levels.

André de Souza-Nogueira', Alissana Ester Camargo®, Ménica Maria Bastos Paoliello?
Rebecca J. Richter®, Clement E. Furlongs, Michael Maes*? Décio Sabbatini Barbosa™?,

Estefinia Gastaldello Moreira®Y*.

Abstract

Objectives: To evaluate the influence of paraoxonase 1 (PON1) status (functional PON1
Q192R polymorphism and plasmatic activity) in lipid profile and its association with smoking.
Design & Methods: Anthropometric data were collected. We analyzed glucose and lipid
profile, oxidative stress markers and PON1 status through three kinetic assays using
phenylacetate and 4-(chloromethyl)phenyl acetate as substrates in 487 subjects older than
40 vyears. Moreover, Castelli 1 and 2 indexes were calculated by the ratios total
cholesterol/HDL and LDL/HDL, respectively.

Results: Regression analyses on abdominal circumference, age and the interaction PON1
Q192R polymorphism*smoking showed an association between smoking and decreased HDL
cholesterol levels and increased triglycerides levels, Castelli 1 and 2 indexes, particularly in

PON1 192R phenotype carriers. Compared to PON1 192QQ, PON1 192RR genotype was
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associated with decreased PON1 activity (p=0.04). Oxidative stress markers were not
influenced by PON1 status.

Conclusions: PON1 Q192R polymorphism was not significantly related to lipid profile but a
significant interaction between this polymorphism and smoking was observed. The effects of
smoking on HDL cholesterol, triglycerides and Castelli indexes were more deleterious in

PON1 192R individuals than in PON1 192QQ or PON1 192QR subjects.

Keywords: lipid profile; oxidative stress; paraoxonase 1; smoking.

1 Introduction

Human serum paraoxonase 1 enzyme (PON1; EC 3.1.8.1) is a glycoprotein
synthesized in the liver and mostly bound to high density lipoproteins (HDL) particles. PON1
protects low density lipoproteins (LDL) [1] and HDL [2] from oxidation possibly by
hydrolyzing phospholipid or cholesteryl ester hydroperoxides [3]. Evidence for the role of
PON1 in the anti-oxidative properties of HDL is provided by the fact that PON1 knockout
mice are more susceptible to atherosclerosis when fed on a fat-rich diet [4].

PON1 has a polymorphic distribution in humans and many single
nucleotides polymorphisms (SNP) have been described both in the promoter and coding
regions of PON1. The most studied polymorphism in the coding region (rs 662) results in an
exchange of a glutamine (Q) by an arginine (R) at position 192 of the amino acid sequence. It
is important to note that PON1 Q192R polymorphism influences the catalytic activity of
PON1 but the direction of this change, i.e., increase or decrease, is substrate-dependent.
Even though the PON1 192R isoform is more efficient at hydrolyzing paraoxon than the
PON1 192Q one [5], it has been reported to be less efficient in hydrolyzing lipid peroxides
than the PON1 192Q allozyme as well as hydrolyzing the nerve agents soman and sarin with
in vitro assays [6].

Different PON1 genotypes have been investigated as markers of
susceptibility to several diseases, including cardiovascular disease [7]. Since PON1 Q192R
polymorphism influences PON1 hydrolytic activity, it is believed that it could influence the
ability of this enzyme to protect LDL particle against oxidation. There is, however, a great

controversy in the literature since both PON1 192Q allele [8,9] and PON1 192R allele [10-12]
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have been associated with increased risk for cardiovascular disease. Moreover, studies
describing lack of association between PON1 Q192R genotype and cardiovascular disease
risk have also been published [13-15). One factor that may play a role in this controversy is
the approach used to evaluate PON1. Most of the studies have investigated only PON1
genotype and did not include the measurement of plasma PON1 activity. It has been
described that total PON1 plasmatic activity per se has a negative relationship with increased
risk for cardiovascular disease [8,16-18]. In this way, the determination of PON1 status, i.e.
PON1 Q192R polymorphism and PON1 activity [19] has been reported to be a more reliable
marker than genotype or plasmatic total activity measurement alone [7,20].

PON1 status may be measured by a triple enzymatic assay. To stratify
individuals in the three functional genotypes for the PON1I Q192R polymorphism (PON1
192QQ, PON1 192QR, PON1 192RR) two substrates are used. Originally, these substrates
were diazoxon and paraoxon [21] but they may be substituted by phenylacetate (PA) and 4-
(chloromethyl)phenyl acetate (CMPA), respectively [22]. PON1 192Q allozyme presents low
efficiency to metabolize paraoxon (or CMPA) whereas both alloforms hydrolyze diazoxon (or
PA) with approximately the same efficiency. The reaction with diazoxon or PA is conducted
under high salt condition in order to separate the PON1 192QR data points from the PON1
192R data points with the plot of diazoxon (or PA) versus paraoxon (or CMPA) hydrolysis
rates, since high salt condition inhibits hydrolysis of diazoxon (or PA) by the R192 allozyme
[21]. A third enzymatic assay conducted with PA in low salt condition reveals plasma PON1
activity levels for all 3 PON1 Q192R genotypes because, as mentioned previously, both
alloforms hydrolyze PA with approximately the same efficiency under conditions of low salt
[23].

Dyslipidemia is recognized as one of the major risk factors for
cardiovascular disorders and low total cholesterol and LDL levels are known to have a
protective effect for these disorders. Moreover, high HDL protects against atherosclerosis by
increasing reverse transport, i.e., by transporting cholesterol to the liver to be cleared. Risk
assessment of cardiovascular diseases includes LDL cholesterol and total cholesterol as well
as HDL cholesterol. Moreover, Castelli 1 and 2 indexes, which represent the relation
between total cholesterol per HDL cholesterol and LDL cholesterol per HDL cholesterol,
respectively, have also been successfully employed to predict risk for cardiovascular diseases

[24]. Also, smoking is an important factor in cardiovascular risk analyses, influencing LDL
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oxidation and decreasing plasmatic antioxidants agents levels, including the PON1 activity
[25].

This study aimed to evaluate the influence of PON1 status in lipid profile, a
well established risk factor for cardiovascular outcomes. Moreover, considering that PON1
has antioxidant properties [26], the influence of PON1 status on plasma markers of oxidative

stress was also evaluated.

2 Methods

2.1 Subjects

A subset of 487 individuals was selected, based on serum availability, from
a main project (cross section, population basis, 1336 respondents, 967 sampled) on
cardiovascular health that is being conducted by the Public Health Department, State
University of Londrina, Brazil. All subjects were older than 40 years and lived in Cambé,
Parana State, Brazil.

The study was approved by the local Ethics Committee on Human Research
(CAAE: 0192.0.268.000-10). All subjects gave written informed consent to participate in the

study.

2.2 Demographic and anthropometric data

All subjects were interviewed before blood sampling, in order to get socio-
demographic data (sex, age, self-declared smoking and use of medication) and
anthropometrics variables (weigh, height and abdominal circumference). Blood pressure was

verified. For more information about data collection, please refer to de Souza et al. [27].

2.3 Laboratory measurements

Blood samples were collected by venipuncture into tubes without

anticoagulant fasted for twelve hours. The samples were collected in Health Centers or at

home, if any mobility inability, after venipuncture, the samples were refrigerated (4°C) and
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transported to Laboratory, been centrifuged and the serum was aliquoted and stored at -
80°C until processing. Different aliquots were used for the analysis in order to avoid
repeated unthawing.

Glucose and lipid profile were assessed by enzymatic colorimetric methods
in an automated clinical chemistry system (Dimension RXL, Siemens Healthcare Diagnostics
Inc, USA), except for LDL cholesterol that was determined by Friedewald calculation [27]. LDL
was not estimated in individuals with tryglicerides values higher than 400 mg/dL (9
individuals). The interassay coefficients of variation for the lipid measures were lower than
10%.

Castelli 1 index was determined by the ratio between total cholesterol and
HDL cholesterol whereas Castelli 2 by the ratio between LDL cholesterol and HDL cholesterol
[29].

Two markers of oxidative stress were evaluated: the total peroxyl radical
trapping antioxidant parameter (TRAP) and lipid hydroperoxides (LOOH). TRAP was
determined by chemiluminescence according to Repetto et al. [30], adapted to serum
analysis in a microplate reader (Victor, Perkin Elmer, USA). LOOH were assayed
spectrophotometrically (560nm) using ferrous oxidation in xylenol orange as described by
Jiang et al. [31].

PON1 status (functional PON1 Q192R genotype and plasmatic activity)
were determined through three kinetic assays as described in Richter et al. [22]. The
substrates used were PA (Sigma, USA) and CMPA (Sigma, USA) and the analysis was
conducted in a spectrophotometer reader (EnSpire, Perkin Elmer, USA) using ultraviolet
transparent 96-well microplates. All assays were carried out in triplicate and replicates that
varied by 10% were repeated.

Functional determination of PON1 Q192R polymorphism is based on the
difference in catalytic activity against the substrates (PA and CMPA) presented by the PON1
192Q or PON1 192R allele. Briefly, CMPA hydrolysis was measured at 280nm for 4 minutes at
25°C using 20 uL of plasma diluted 1:40 in dilution buffer [20 mmol/L Tris-HCI (pH 8.0), 1.0
mmol/L CaCl2]. PA hydrolysis under high salt conditions were measured at 270nm for 4
minutes at 25°C using 20 pL of plasma diluted 1:40 in dilution buffer. High salt media was
composed by PA added to 2 mol/L NaCl, 20 mmol/L Tris-HCI (pH 8.0), 1.0 mmol/L CaCl2. The

results obtained with these two assays were used to plot a 2-dimensional enzyme activity
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graphic that displays rates of PA hydrolysis under high salt conditions versus CMPA
hydrolysis.

A third assay that measures rates of PA hydrolysis at low salt concentration
reveals plasma PON1 activity since under these assay conditions, the PON1 Q192R
polymorphism does not influence PON1 catalytic activity against PA [23]. For this assay, rates
of hydrolysis of PA were measured at 270nm for 4 minutes at 25°C using 20 L of plasma

diluted 1:80 in dilution buffer.

2.4 Statistics

An exploratory analysis was conducted to evaluate normal distribution
(Kolmogorov-Smirnov) and homogeneity of variance (Levene test) of each variable. In order
to normalize data distribution, HDL, LDL and total cholesterol, as well as tryglicerides, Castelli
1 and Castelli 2 indexes data were subjected to natural log transformation. Even after
transformation, LOOH and glucose data did not present normal distribution and were
analyzed through the Kruskal-Wallis test.

In order to ascertain the distribution of variables among PON1 Q192R
functional genotypes, continuous variables (age, body weight, abdominal circumference,
PON1 activity, TRAP, LOOH, lipid profile, Castelli 1 and 2) were evaluated through ANOVA
and the discrete variable (sex) through the Chi-square test.

Factorial design univariate analysis (ANCOVA) were employed to delineate
the differences in continuous variables (lipid profile, Castelli indexes, TRAP) while controlling
for covariates. In this design, fixed factors were PON1 Q192R polymorphism and sex whereas
covariates were PON1 activity, abdominal circumference and age. If the fixed factors were
significant, the Tukey test was employed to check planned comparisons among multiple
treatment means. If the covariates were significant, regression analysis were performed in
order to get the direction of the relation. The SPSS package (IBM, Version 17) was employed

to analyze all data. Statistical significance was set at a=0.05, two tailed.
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3 Results

3.1 Demographic data

The 487 participants were divided into three different groups according to their
PON1 Q192R polymorphism: 192 individuals (39.4%) were homozygous for PON1 192Q allele; 216
(44.4%) were heterozygous (PON1 192Q/R) and 79 (16.2%) were homozygous for PON1 192R allele,
and this distribution is in Hardy-Weinberg equilibrium. Figure 1 shows the classification of the

subjects from this study and its distribution according functional genotyping.

Figure 1 - Distribution of PON1 Q192R polymorphism according to functional genotyping,
with plot of hydrolysis of 4-(chloromethyl)phenyl acetate versus phenylacetate
= PON1192Q (n=192)

4 PON1192Q/R (n=216)
210 *+ PON1192R (n=79)

140 4

70

Hight Salt AREase Activity (U/mL)

CMPAse Activity (U/mL)

Each data point indicates one individual. ® represents PON1 192QQ individuals (39.4%); ® represents
PON1 192QR individuals (44.4%); A represents PON1 192RR individuals (16.2%).

As shown in Table 1, there was no significant difference between the PON1
Q192R polymorphisms related to sex ratio, age, body weight, abdominal circumference,
TRAP, LOOH, LDL cholesterol, total cholesterol, triglycerides, glycemia and self-declared
arterial hypertension, smoking and use of antihypertensives and hypoglycemics (P>0.05). On
the other hand, compared to PON1 192QQ individuals, the PON1 192RR phenotype was
associated with decreased PON1 activity whereas the PON1 192QR phenotype was
associated with decreased HDL cholesterol and, consequently, increased Castelli 1 and 2

indexes (p<0.05, ANOVA complemented with Tukey).



Table 1 - Demographic, anthropometric and

laboratorial

individuals by PON1 Q192R polymorphism.

characteristics according to

PON1 Q192R polymorphism

Variable Qa QR RR P value
Number of individuals 192 216 79 -
Sex (female/male)? 0.43

Female 116 (60.4%) 118 (54.6%) 48 (60.7%)

Male 76 (39.6%) 98 (45.4%) 31 (39.3%) -
Age (years)® 54.9+10.4 55.1+10.2 54.149.9 0.77
Body weight (Kg)" 71.0+14.3 73.3115.1 72.1+13.3 0.31
Abdominal circumference (cm)® 93.8+11.9 94.9+13.6 96.0+11.2 0.38
Arterial hypertension (yes/no)*® 0.98

Yes 80 (41.7%) 91 (42.1%) 34 (43.0%)

No 112 (58.3%) 125 (57.8%) 45 (57.0%) -
Antihipertensives (yes/no) ad 0.67

Yes 62 (32.3%) 73 (33.8%) 30 (38.0%)

No 130 (67.7%) 144 (66.2%) 49 (62.0%) -
Hypoglycemiants (yes/no)*® 0.82

Yes 15 (7.8%) 19 (8.8%) 9 (10.1%)

No 177(92.2%) 197 (91.2%) 71 (89.9%) h
Smoking (yes/no)® 0.44

Yes 29 (15.1%) 36 (16.7%) 17 (21.5%)

No 163 (84.9%) 180 (83.3%) 62 (78.5%) -
PON1 activity (U/mL)° 187.6162.1 180.1+61.4 167.54+45.2* 0.04
TRAP (trolox equivalents)b 963.8+173.1 983.2+169.4 964.1+164.9 0.46
LOOH (mM)© 0.77+0.29 0.78+0.34 0.79+0.33 0.85
LDL cholesterol (mg/dL)b 128.1+33.2 130.7£33.5 132.7+29.9 0.54
HDL cholesterol (mg/dL)® 49.8+13.3 46.2+12.8* 48.6+13.2 0.01
Total cholesterol (mg/dL)b 205.3+39.9 207.2+41.0 210.2+37.2 0.60
Castelli 1 index® 4.36+1.28 4.76+1.44* 4.62+1.51 0.01
Castelli 2 index® 2.72+0.99 2.96+0.97* 2.861+0.98 0.04
Tryglicerides (mg/dL)® 141.8495.1 162.8+178.9  172.9+224.2 0.40
Glucose (mg/dL)* 102.4+22.9 105.5+33.8 104.1+22.1 0.53

Data are means + SD. *Chi-square test; *ANOVA complemented with Tukey; “Kruskal-Wallis; *p<0.05

compared to QQ; dself-declared.



35

3.2 PON1 status and lipid profile

The results of ANCOVAs on lipid profile are presented in Table 2. The
evaluation of the impact of each explanatory variable (abdominal circumference, age, PON1
activity, PON1 QI192R polymorphisms, smoking and interaction PON1I Q192R
polymorphisms*smoking) on lipid profile showed that abdominal circumference was
significantly related to all the variables measured/calculated, except for LDL cholesterol that
was marginally altered (p=0.052). As expected, regression analysis indicated that abdominal
circumference was shown to be negatively related to HDL cholesterol but positively related
to LDL cholesterol, total cholesterol, triglycerides and Castelli 1 and 2 indexes.

The regression analyses on abdominal circumference, age and the
interaction PON1 Q192R polymorphism*smoking showed that they explained 14.2% of the
variance in HDL cholesterol (F=9.78, df=8/475, p<0.001). Age was positively related to HDL
cholesterol levels. Smokers presented significantly decreased levels of serum HDL
cholesterol (46.26+1.44 mg/dL) when compared to non-smokers (48.83+0.69 mg/dL). The
significant interaction shows that smoking is associated to decreased HDL cholesterol in
particular in persons with the PON1 192RR phenotype (non smokers: 50.82+1.57 mg/dL;
smokers: 42.97+2.99 mg/dL) while no or smaller effects are detected in those with a PON1
192QQ (non smokers: 50.01+0.97 mg/dL; smokers: 46.74+2.31 mg/dL) or PON1 192QR (non-
smokers: 45.66+0.92 mg/dL; smokers: 49.06+2.08 mg/dL in smokers) phenotype.

Even though PON1 activity and smoking were related to LDL cholesterol
levels, only 3.3% of the variance in this particle is explained by these variables combined
(F=1.97, df=8/457, p=0.049). PON1 activity was inversely associated with LDL cholesterol,
while smoking was associated with increased LDL cholesterol (non-smokers: 128.67+1.84
mg/dL; smokers: 137.714£3.96 mg/dL).

Regarding triglyceride levels, 16.2% in the variance of this variable
(F=11.47, df=8/475, p<0.001) was explained by the regression on abdominal circumference
and PON1 Q192R polymorphism*smoking interaction. The significant interaction pattern
shows that smoking was associated with increased levels of triglycerides in PON1 192RR
individuals (non-smokers: 137.25+19.79 mg/dL; smokers: 282.05+37.70 mg/dL) while no or
smaller effects were detected in PON1 192QQ (non-smokers: 140.20+12.20 mg/dL; smokers:
168.45£29.11 mg/dL) or PON1 192QR (non-smokers: 168.66+11.63 mg/dL; smokers:
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129.68+26.25 mg/dL).

3.3 PON1 status and Castelli 1 and Castelli 2 indexes

Table 2 shows the results of univariate ANCOVAs with the Castelli 1 or 2 indexes
as dependent variable and abdominal circumference, age, PON1 activity, PON1 Q192R
polymorphisms, smoking and interactions PONI Q192R polymorphisms*smoking as explanatory
variables. Both indexes were significantly influenced by abdominal circumference, age, smoking and
the interaction PON1 Q192R polymorphisms*smoking. The regression on these variables explained
18.1% of the variance in Castelli 1 index (F=13.09, df=8/475, p<0.001) and 11.6% in the Castelli 2
index (F=8.11, df=8/457, p<0.001). Age was negatively associated, while abdominal circumference
and smoking were positively associated with both indexes. The interaction term shows that smoking
is related to increased Castelli 1 index in particular in PON1 192RR individuals (non-smokers: 4.29;
smokers: 5.56) and had less effects in those with a PON1 192QQ (non-smokers: 4.30, smokers: 4.93)
or a PON1 192QR phenotype (non smokers: 4.79; smokers: 4.57). Similar results were observed for
Castelli 2 index which were in non-smokers 2.67+0.12 (PON1 192RR), 2.68+0.08 (PON1 192QQ) and
2.9810.07 (PON1 192QR), whereas in smokers, 3.48+0.24 (PON1 192RR), 3.121+0.18 (PON1 192QQ)
and 2.8510.16 (PON1 192QR).

The effects of other variables were also investigated but only use of
antihypertensive drugs was significantly associated with Castelli 1 index (F=5.26, df=1/469, p=0.02).
The use of these drugs was associated with increased Castelli 1 index (non-users: 4.60+0.10; users:
5.0510.16). The following variables did not significantly contribute to the variance in the Castelli 1
index: glucose (F=1.94, df=1/474, p=0.16), body weight (F=3.24, df=1/457, p=0.07), diabetes (F=0.00,
df=1/469, p=0.95), use of hypoglycemic (F=0.02, df=1/471, p=0.90), self-declared arterial
hypertension (F=0.58, df=1/469, p=0.45), TRAP (F=0.92, df=1/474, p=0.34) and LOOH (F=0.91,
df=1/460, p=0.34).

34 PON1 status and oxidative stress parameters

TRAP was significantly influenced only by abdominal circumference (Table
2) and these variables were positively related (F=5.53, df=1/483, p=0.02). Due to the lack of
normal distribution of the LOOH data even after transformation procedures, this variable

could not be analyzed through ANCOVA.
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Table 2 - Results of ANCOVAs, with HDL, LDL, total cholesterol, tryglicerides, Castelli 1 and 2 indexes and TRAP as dependent variables and
abdominal circumference, age, PON1 activity, PON1 Q192R polymorphisms, smoking and interactions smoking by PON1 Q192R

polymorphisms as explanatory variables.

Explanatory variables HDL LDL Total Tryglicerides Castelli 1 Castelli 2 TRAP
cholesterol
Abdominal circumference (cm)?
F 55.17 3.81 6.49 74.32 72.68 39.86 6.48
p value <0.001 0.052 0.01 <0.001 <0.001 <0.001 0.01
Age (years) ?
F 9.49 0.16 0.06 0.55 8.48 9.11 3.63
p value 0.002 0.69 0.80 0.46 0.004 0.003 0.06
PON1 activity (U/mL)?
F 0.29 4.07 1.66 0.14 0.16 1.17 0.12
p value 0.59 0.04 0.20 0.70 0.69 0.28 0.73
PON1 Q192R polymorphism®
F 0.66 1.05 1.37 1.12 0.68 0.67 0.32
p value 0.52 0.35 0.26 0.33 0.51 0.51 0.72
Smoking (yes/no)?
F 4.26 4.27 2.57 2.23 9.11 6.44 2.67
p value 0.04 0.04 0.11 0.14 0.003 0.01 0.10
Ponmorphism*smokingb
F 3.09 2.48 2.98 6.12 7.60 5.81 0.12
p value 0.04 0.09 0.05 0.002 0.001 0.003 0.89

®1 degree of freedom; 2 degrees of freedom. PON1 Q192R polymorphism, smoking and polymorphism*smoking were entered as factors whereas the

other variables were entered as co-variates.
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Discussion

The present study investigated a possible relationship between PON1
Q192R polymorphism and/or PON1 activity on some laboratory markers in a population
from the South Brazil. The results revealed interactions between PON1 Q192R
polymorphism and smoking: smoking is related to increased Castelli indexes, LDL cholesterol
and triglycerides and decreased HDL cholesterol especially in PON1 192R individuals.

PON1 polymorphisms distribution has been studied for decades and great
attention has been devoted to the PON1 Q192R variants. Population-based studies and
meta-analysis have shown PON1 192R allele to be more common in African population,
whereas PON1 192Q isoform to be more frequent in Caucasians [6]. Maciel et al. [32]
developed an ancestry study in individuals from a city located in the same state (Parana)
from where our subjects were sampled and reported that self-declared white population
carried up to 17% of Afro-ancestry whereas the self-declared black population carried about
50% of European ancestry. These results demonstrate the high interbreeding of our
population and the high influence of European colonization. Supporting the high influence of
European colonization in the south of Brazil, the present study as well a study published in
2002 [33] describe a higher frequency of PON1 192QQ and PON1 192QR than PON1 192RR.

Taking into account the factors and covariates evaluated in the present
study, PON1 activity was inversely associated with LDL cholesterol. PON1 has been described
to present antioxidant and anti-inflammatory activities, which are supposed to be mediated
by the reducing capacity of sulfhydryl groups present in this enzyme [34]. Different
mechanisms have been proposed to explain how increased plasmatic antioxidant activity
could reduce LDL cholesterol and they include: increased activity of cholesterol-7a-
hydroxylase and, consequently, increased elimination of cholesterol by the formation of bile
acids; decreased expression of 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase, the key enzyme
for cholesterol biosynthesis; and increased expression for LDL receptors [35-39]. Regarding
HDL cholesterol, a positive relationship with activity was expected since the majority of
PON1 proteins are bound to HDL particles. It is difficult to compare results from different
studies that evaluated activity due to the different substrates used for this determination.
Roest et al. [40] have evaluated activity using PA and they also described a weak association

between PON1 activity and HDL cholesterol. These authors offered two possible
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explanations for this lack of/weak association: 1) PON1 may be associated only with specific
subspecies of HDL; 2) the low saturation rate of HDL with PON1 (there is a sevenfold excess
of HDL particles to bind only one PON1 molecule) which would explain the limited impact of
fluctuations in HDL on PON1 concentration in blood.

In the present study, PON1 Q192R polymorphism was not significantly
related to lipid profile but a significant interaction between this polymorphism and smoking
was observed. The association of smoking with HDL cholesterol, triglycerides and Castelli
indexes were more deleterious in PON1 192R individuals. Even though there are conflicting
results in the literature, which may be explained by differences in study design, worse lipid
profile has been described in PON1 192R individuals [11,41,42] and PON1 192R smokers
[25]. The PON1 192R allozyme is suggested to present lower hydrolytic activity towards lipid
peroxides than PON1 192Q isoform [6] and smoking is known to induce oxidative stress and
to decrease PON1 activity [39,43,44]. Increased oxidative stress (induced by smoking)
associated to decreased hydrolysis of lipid peroxides (induced by decreased catalytic activity
of PON1 192R allozyme and smoke-induced decrease in PON1 activity) are expected to result
in decreased levels of HDL cholesterol and, consequently, increased Castelli 1 and 2 indexes,
due to a decreased protection of this particle against oxidative damage. Moreover, a
decrease in the synthesis of HDL cholesterol may also occur. The enzyme lecithin-cholesterol
acyltransferase (LCAT) can be inactivated by lipid hydroperoxides [45], which may be
increased in PON1;9,r/r Smokers.

Our results reinforce the concept that PON1 status determination is a
better approach to investigate PON1 influence on lipid profile once activity was negatively
related to LDL cholesterol whereas HDL cholesterol was related to an interaction between
PON1 Q192R polymorphism and smoking. Having both data sets in multivariate models is
certainly a step forward for meaningful interpretation of the results. Moreover, our data also
reinforce the great impact that abdominal circumference has on lipid profile and, as such, it
should always be taken into account when evaluating the influence of possible risk factors
on lipid parameters or cardiovascular diseases.

Regarding the oxidative stress markers evaluated (TRAP and LOOH), no
significant influence of PON1 status was observed. Even though the antioxidant activity of
PON1 has been described [34] and a positive relationship was expected, it is important to

take into account that PON1 is only one out of a myriad of physiological antioxidants that
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synergistically modulate oxidative stress. Moreover, even though the markers chosen have
been used by different laboratories, they may not have been sufficiently sensitive to detect
alterations in oxidative balance in this population. Actually, not even smoking influenced
TRAP levels. This variable was only influenced by abdominal circumference and it was a
positive relation, i.e., the greater the abdominal circumference, the higher the TRAP levels.
Considering the high availability of lipids to be oxidized in individuals with great abdominal
circumference, one might expect decreased TRAP levels as observed in previous studies
[46,47]. However, it is noteworthy that about 60% of the TRAP value is influenced by uric
acid, a marker that is positively related with abdominal circumference [48]. In this way, even
though uric acid has not been determined in the present study, the positive relation

between TRAP values and abdominal circumference is not surprising.

Study limitations and strengths

Considering the factors that have been described to influence PON1
activity (for a review, please refer to Costa et al. [49]) limitations of our study include lack of
information on nutrition (which may be influenced by a myriad of factors, such as addictive
behaviors, social and marital status) and nutritional supplements consumed, alcohol
consumption and some specific drugs, such as hormonal contraceptives. Strengths of our
study are that we adjusted our results for many potential confounders, including age, sex,
abdominal circumference, smoking habit, use of antihypertensive and antidiabetic drugs.
Most importantly, we included a determination of PON1 status which includes a functional
measure of PON1 activity for each subject within each PON1 Q192RR phenotypic group
(PON1 192QQ, PON1 192QR and PON1 192RR). The data in Figure 1 show a large variability
of PON1 activity in each functional genotype: 46.9 to 377.3 for PON1 192QQ individuals, 45.3
to 348.6 for PON1 192QR individuals and 81.29 to 269.8 for PON1 192RR individuals (the
range represents the variability of arylesterase activity in U/mL). These values represent
important differences in the individual’s rates of detoxication of endogenous toxic
metabolites as well as xenobiotics including metabolites of the insecticides diazinon and
chlorpyrifos oxon. These data also point out the lack of information generated from
genotyping alone, which provides no information on PON1 activity level for each individual

in a study.
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Conclusion

PON1 Q192R polymorphism was not significantly related to lipid profile but
a significant interaction between this polymorphism and smoking was observed. The
association between smoking and HDL cholesterol and triglycerides levels as well as Castelli

indexes were more deleterious in PON1 192RR individuals.
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5 CONCLUSAO

Estudos populacionais trazem a vantagem de garantirem a validagao
externa dos resultados. Entretanto, estudos genéticos com popula¢cdes amostrais menores
se valem dos calculos do Equilibrio de Hardy-Weinberg para garantirem que a distribuicao
polimdrfica estd corretamente alocada entre todos os gendtipos, equilibrio este que foi
encontrado na distribuicdo encontrada neste trabalho. Com esta distribuicdo encontrada,
outras conclusdes podem ser obtidas, como a heranga genética encontrada em nossa
populagdo, com baixa frequéncia do polimorfismo PON1 192RR, mais comum em negros e
asiaticos, e uma alta frequéncia de heterozigotos, o que indica a alta miscigenacdo de nossa
populagao.

Embora a relagdo entre o polimorfismo PON1 Q192R e a atividade total da
enzima ndo tenha sido descrita, nds encontramos essa relacdo estatistica, na qual os
individuos PON1 192RR apresentaram niveis de atividade mais baixos que os PON1 192QQ, e
esta diferenca de atividade se mostrou importante na modulacdo dos niveis de LDL
colesterol. Outro dado encontrado foi a estreita relagao entre o polimorfismo e o tabagismo,
com niveis mais baixos de HDL colesterol e mais altos de triglicerideos e nos indices de
Castelli 1 e 2 nos individuos PON1 192RR, ainda que, isoladamente, este SNP ndo tenha
apresentado relagdo estatistica com o perfil lipidico.

Niveis de atividade sérica da PON1 ja foram descritos como variando de 10
a 50 vezes, isso ocorre devido a fatores externos, ou ambientais, como alimentacdo, pratica
de exercicios fisicos e o consumo de algumas substancias, e também decorrente de fatores
genéticos. Nas amostras analisadas, em todos os gendtipos para o polimorfismo PON1
Q192R, a diferenca na atividade plasmatica da PON1 foi de, aproximadamente, oito vezes.

Tanto os niveis de antioxidantes, avaliados pela metodologia do TRAP,
guanto os hidroperdxidos lipidicos (LOOH), avaliados pela metodologia de xilenol Orange

(FOX), ndo se mostraram influenciados pelo PON1 status.
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ANEXO A

Termo de aprovagao de pesquisa

Universidade _ PARANA
“=i= FEsiadual de Londrina Eem

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 268

Parecer de Emenda CEP/UEL: |236/2010

CAAE: 0192.0.268.000-10

Processo: 3355/2012

Folha de Rosto: 368859

Pesquisador(a): Monica Maria Bastos Paoliello
Unidade/Orgao: CCS — Departamento de Saude Coletiva

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 268) — de acordo com as
orientagdes da Resolugcdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolugdes
Complementares, avaliou o projeto:

“DOENCAS CARDIOVASCULARES NO ESTADO DO PARANA: MORTALIDADE,
PERFIL DE RISCO, TERAPIA MEDICAMENTOSA E COMPLICACOES.”

Emenda: realizac&o adicional de determinantes: 1) parametros bioquimicos relacionados
ao estresse oxidativo; 2)determinacdes de metais essenciais e ndo essenciais ao
organismo; 3) determinagéo da enzima Paraoxonase 1 (PON1) /

Situacéo da Emenda: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificacdo que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério
final da pesquisa.

Londrina, 28 de fevereiro de 2012.

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitdrio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), Km 380 - Fone (43) 3371-4000 - PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 6001 - CEP 86051-990 - Internet http://www.uel.br
LONDRINA - PARANA - BRASIL
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ANEXO B

TRAP em Microplaca

(Adaptado de Repetto, 1996)
Reagentes
1. ABAP200mM (Sigma-Aldrich®, EUA): Preparo no dia de uso
Pesar216,96mg de ABAP e dissolver em 4mL H,0 destilada
Agitar no vortex

Proteger com papel aluminio

2. LuminoI(Sigma-AIdrich®, EUA)

Pesar 3,98mg de Luminol e dissolver em 10mL H,0 destilada
Agitar em vortex

Forma corpo de fundo

Proteger com papel aluminio

Conservar em geladeira

3. Luminol - Solugdo de trabalho: Preparar no dia do uso

A partir da Solugcdao Mae, agitar o tubo e pipetar:

400pL LUMINOL — SOLUCAO MAE e diluir com 3600puL de H,O destilada
Proteger com aluminio

Agitar em vortex

4. TROLOX - Solucdo mae (20uM) (Sigma-AIdrich®, EUA)
Pesar 5mg e dissolver em 10mL Tampao Glicina pH=8,6
Proteger com papel aluminio

Agitar em vortex

Conservar em geladeira

5. TROLOX - Solugdo de trabalho: Preparo no dia de uso
Agitar e pipetar 8uL TROLOX SOLUCAO MAE e diluir com 1592pL de Tamp3o Glicina
pH=8,6
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Agitar em vortex

6. Tampao glicina (Synth®, Brasil)
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Pesar 3,75g de glicina dissolver com+400mL H,0 destilada em béquer de vidro

Acertar pH em 8,6 com KOH 1M

Transferir o tampao para balao volumétrico de 500mL e completar o volume

Transferir o tampao para frasco de vidro identificado e conservar em geladeira.

Procedimento

v Antes de iniciar as rea¢bes com soro, fazer as curvas ABAP e com TROLOX

Curva ABAP raween
Tampado Glicina___ 171pl
Luminol 9,5uL
ABAP 9,5uL

Homogeneizar bem.

Curva Trolox (em triplicata)

Tampdo Glicina 171 ulL
Luminol 9,5 uL
Trolox 9,5 uL
ABAP 9,5 uL

Tempo da curva Trolox entre 12 e 14 min

Homogeneizar bem.

Reagdo com Soro (fazer em triplicata)
Tampao Glicina 171 uL
Luminol 9,5 uL

Soro diluido 1:20com H,0__ 5uL
ABAP 9,5 uL

Homogeneizar bem.

1000000 =

——— ABAP

10w~

1a0i0

1200000 -

00w -

L
13

¥ axis title

— TROLDX
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Este experimento foi conduzido em um leitor de microplaca Victor X-3, Perkin
Elmer®, (Waltham, MA, EUA) em um modo de contagem ndo coincidente por 25 minutos e
uma faixa de resposta entre 300 a 620 nm com controle de temperatura de 30 °C. Os
resultados foram expressos em contagem por minuto (c.p.m.). O cdlculo do valor de TRAP

foi realizado seguindo a equacgao:

TRAP = D x FIII"J’].P.TE{"E'

Treoiox

Onde D é o fator de diluicdo da amostra (780, para as reagbes em microplaca),
Tamostra, € O tempo de inducdo da amostra e Trroix, € 0 tempo de indugdo provocada pela

adicdo de 1uM Trolox. Os resultados sdo expressos em uM Trolox.
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ANEXO C

Hidroperéxidos Lipidicos por Espectrofotometria

(Adaptado de Nourooz-Zadeh, Tajaddinisarmadi e Wolff, 1994)

Reagentes
1. H,504250mM(Merck’, Germany)
Em um baldo de 10mL colocar um pouco de agua (em torno de 2mL). Adicionar

245uL de H,SO4 e completar o resto do baldo com agua.

2. Padrio: 1,1,3,3 tetraethoxypropane (TEP) 4mM (Sigma-Aldrich’, EUA)
Em um baldo de 50mL colocar um pouco de dgua (em torno de 20mL). Adicionar 48uL

de TEP e completar o resto do baldo com agua.

3. Reagente de FOX

Em um frasco que comporte 100mL adicionar os reagentes na seguinte ordem:
1) 90mL metanol (Vetec®, Brasil) puro;

2) 10mL de H,SO4 250mM (preparado conforme item acima);

3) 88mg BHT (Vetec®, Brasil);

4) 7,6mg de xylenol orange (Acros *, Bélgica);

5) 9,8mg de sulfato de ferro amoniaco hexahidratado (Synth®, Brasil).

O reagente deve ser armazenado em geladeira e ao abrigo da luz, podendo ser
utilizado por até 2 dias.

A leitura da curva de calibracdo e das amostras processadas deverad ser realizada apds
incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente e depois centrifugacdo das mesmas por
10 minutos a 3000rpm. Realizar a leitura em espectrofotometro Helios a, Thermo
Spectronic® (Waltham, MA, EUA), em comprimento de onda de 560nm. A concentragao de

LOOH é expressa em mM.



Curva de calibragao

59

REAGENTES BRANCO P1 P2 P3 P4 P5
Concentragao (mM) - 4,0 2,0 1,0 0,500 0,250
H,0 deionizada (uL) - - 100 100 100 100
Padrdo TEP (uL) - - 100 100 100 100
Reagente de FOX (uL) 900 900 900 900 900 900

Procedimento - amostra
REAGENTES BRANCO AMOSTRA
Amostra (uL) (triplicata) 100
Reagente de FOX (uL) 900 900
Calculo do fator:
Concantracio do Padrio

Fatar =

bt da Padrian

Obs.: Fator deverd ser de aproximadamente 6,0

Calculo da concentracdo da amostra:

Concentragao = fator x leitura da amostra
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ANEXO D

Determinacao do PONL1 status

(Adaptado de Richter, Jarvink e Furlong, 2008)

Preparo da Solugao de Estoque de Tampao TRIS-HCI 1M
Pesar 39,41g e diluir em 250mL de H,0 (utilizar baldo volumétrico)
*Ajustar o pH para 8,0 (antes de acertar o menisco) e armazenar em geladeira

**Corrigir pH todos os dias antes de utiliza-lo

Preparo da Solugdo de Estoque de CaCl, 1M
Pesar 7,35g e diluir em 50mL de H,O (utilizar baldo volumétrico)

*Filtrar a solugcdo em papel de filtro apds o preparo e armazenar em geladeira.

Preparo do Tampao A — Preparar no dia do uso
20mM TRIS-HCI (pH=8,0) e 1mM CaCl,
** Tampao para a diluigdo das amostras e preparo do Substrato de CMPA (cloro-metil-fenil-
acetato)
Para 100mL de H,0: 2mL Solugao Estoque de TRIS-HCI pH8,0

100uL Solugdo Estoque de CaCl,

Preparo do Tampao B — Preparar no dia do uso
20mM TRIS-HCI (pH=8,0), 1mM CacCl, e 2M NaCl
** Tampado para o preparo do Substrato de PA-High Salt (fenil-acetato em alta concentracao
de sal)
Para 50mL de H,O: 1mL Soluc¢do Estoque de TRIS-HCI pH8,0
50uL Solugdo Estoque de CaCl,
5,84g de NaCl

Preparo do Tampao C — Preparar no dia do uso
9,0mM TRIS-HCI (pH=8,0) e 0,9mM CaCl,

** Tampado para o preparo do Substrato de PA-No Salt (fenil-acetato sem a adigdo de sal)
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Para 50mL de H,0O: 450uL Solucdo Estoque de TRIS-HCI pH8,0
45uL Solugdo Estoque de CaCl,
Preparo das amostras:
Antes de diluir as amostras, os tubos/criotubos de armazenamento deverdo ser

centrifugados a 10000 RPM, por 5 minutos e refrigerados a 10°C.

» Reagao 1 - Atividade CMPAse
* Leitura avalia a formacgao do produto de hidrélise do CMPA (o 4-clorometil-fenol)

durante 4 minutos

PROCEDIMENTO:
Diluir a amostra 1:40 — 10uL da amostra e 390uL do Tampao A
*Utilizar tubos de vidro

As amostras, apds serem diluidas, deverdo ser processadas em até 30 minutos.

Preparo do Substrato de CMPA: CgH;0,CH,Cl - PM: 184,62; Conc. final: 3mM
10mL do Tampao A + 4,6l do Reagente CMPA
*Esta solucdo de substrato deve ser preparada em Tubo tipo Falcon, ao abrigo de luz, no
momento do uso e ndo devera ser utilizada apds 1 hora de seu preparo.
**Agitar vigorosamente por 30 segundos.
Adicionar 20pL da amostra diluida 1:40 nos pogos em que ocorrerao a reagao. Ao fim,
adicionar 200uL da solugdo do Substrato de CMPA e proceder a leitura.
Parametros de leitura: Leitura cinética a 25°C — 16 leituras, em 280nm, com intervalo de 15

segundos entre as leituras; o tempo total da reacdo é de 4 minutos.

» Reacdo 2 - Atividade AREase em alta concentragdo de sal
* Leitura avalia a formagao do produto de hidrdlise do fenil-acetato (fenol) durante

4 minutos

PROCEDIMENTO:
Diluir a amostra 1:40 — 10uL da amostra e 390uL do Tampdo A

*Utilizar tubos de vidro
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As amostras, apds serem diluidas, deverdo ser processadas em até 30 minutos.

Preparo do Substrato de PA-High Salt: CgH;0, - PM: 136,15; Conc. final: 5,52mM

10mL do Tampao B + 10uL do Reagente PA (fenil-acetato)

*Esta solucdo de substrato deve ser preparada em Tubo tipo Falcon, ao abrigo de luz, no
momento do uso e ndo devera ser utilizada apds 2 horas de seu preparo.

**Agitar vigorosamente por 30 segundos.

Adicionar 20uL da amostra diluida 1:40 nos pocos em que ocorrerdo a reacao. Ao fim,
adicionar 200uL da solugdo do Substrato de PA-High Salt e proceder a leitura.

*Adicionar o substrato com cuidado, para ndo fazer bolhas.

Parametros de leitura: Leitura cinética a 25°C — 16 leituras, em 270nm, com intervalo de 15

segundos entre as leituras; o tempo total da reacdo é de 4 minutos.

» Reagdo 3 — Atividade AREase sem adic¢do de sal
* Leitura avalia a formagao do produto de hidrdlise do fenil-acetato (fenol) durante

4 minutos

PROCEDIMENTO:
Diluir a amostra 1:80 — 5uL da amostra e 395uL do Tampao A
*Utilizar tubos de vidro

As amostras, ap0s serem diluidas, deverdo ser processadas em até 30 minutos.

Preparo do Substrato de PA-No Salt: CgH;0, - PM: 136,15; Conc. final: 3,26mM
10mL do Tampao B + 5uL do Reagente PA (fenil-acetato)
*Esta solucdo de substrato deve ser preparada em Tubo tipo Falcon, ao abrigo de luz, no
momento do uso e ndo devera ser utilizada apds 2 horas de seu preparo.
**Agitar vigorosamente por 30 segundos.
Adicionar 20puL da amostra diluida 1:80 nos pocos em que ocorrerdo a reacao. Ao fim,
adicionar 200uL da solugdo do Substrato de PA-No Salt e proceder a leitura.
Parametros de leitura: Leitura cinética a 25°C — 16 leituras, em 270nm, com intervalo de 15

segundos entre as leituras; o tempo total da reagdo é de 4 minutos.
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ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados das 16 leituras em todas as reacdes deverdo ser corrigidos da mesma
forma;

* A primeira etapa é a correcdo por baseline correction, que deverd ser feita para
realizar a comparacdo da atividade da cinética enzimatica;

* As amostras cujas replicatas variarem mais de 10% ou que apresentarem um valor
de r* inferior a 0,99 dever3o ser reprocessadas;

* Somente a primeira porc¢ao linear da curva devera ser utilizada na analise final;

* A analise devera ser feita em mDO, e o valor das médias das leituras devera ser

utilizado na formula de célculo de atividade (expresso em U/mL).

FORMULA

sty = mP@ ¥ Vel.tetal da reaclio (mL) X Fater de diluicie
= g ¥ Volums de amestra (uk)

Onde:

€ > Coeficiente de extingdo molar
Para o produto de hidrélise do CMPA (4-clorometil-fenol) = 1,30mMol/Lcm™

Para o produto de hidrdlise do fenil-acetato (fenol) = 1,31mMol/Lcm™



