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RESUMO 
 
 
Introdução: Os transtornos do humor são as doenças mais incapacitantes atualmente. É 
uma doença crônica associada com o aumento do estresse oxidativo e de marcadores 
inflamatórios. Apresenta comorbidades como a síndrome metabólica (SM) e é 
acompanhada pelo aumento de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio (ROS/RNS) e 
pela redução dos níveis de antioxidantes que podem ser mensurados perifericamente 
através do potencial antioxidante total plasmático (TRAP). Paraoxonase-1 (PON1) é um 
potente antioxidante ligado à lipoproteína de densidade alta (HDL) que protege da 
lipoperoxidação principalmente a lipoproteína de densidade baixa (LDL). Tem sido 
relatado uma diminuição nos níveis de PON1 em pacientes psiquiátricos e o mesmo 
acontece em indivíduos fumantes. Pouco se sabe ainda sobre a influência do 
polimorfismo da PON1 nessas condições supracitadas. 
Objetivos: Delinear as associações da atividade da PON1 e os genótipos funcionais nos 
transtornos do humor e suas relações com tabaco, estresse oxidativo, resistência à 
insulina e SM. 
Métodos: As análises foram realizadas em 191 indivíduos nunca fumantes e 144 
fumantes; 91 com depressão e 45 com transtornos bipolares; 97 com SM. PON1, que 
compreende a atividade plasmática da PON1 e os 3 genótipos Q192R funcionais (QQ, 
QR e RR), foi avaliada em todas as amostras. Outros parâmetros, como TRAP, 
malondialdeído (MDA), ácido úrico, HDL, triacilgliceróis, índice de massa corporal, índice 
de HOMA, índice aterogênico do plasma e severidade da dependência da nicotina foram 
medidos. 
Resultados: Os níveis de PON1 apresentaram-se diminuídos em pacientes depressivos, 
mas não bipolares. A atividade da PON1 mostrou-se reduzida pelo tabaco e em 
pacientes com depressão e genótipo QQ. Os genótipos QQ e QR mostraram-se 
protetores contra a SM, enquanto o tabaco aumentou o risco metabólico apenas no 
genótipo QQ. Os níveis de TRAP foram associados com um aumento na atividade da 
PON1, genótipo RR e não fumantes. O risco no subgrupo com baixos níveis de TRAP 
mostrou-se aumentado pelo tabaco e diminuído pelo genótipo RR e atividade da PON1. 
MDA está associado com os níveis de triacilgliceróis. Transtornos do humor e 
transtornos por uso de tabaco estão associados com aumento do potencial aterogênico. 
Conclusão: Existem diferentes interações dos diferentes Q192R genótipos da PON1 e 
fatores ambientais nos transtornos do humor. Níveis reduzidos da atividade da PON1 e 
sua interação com outros fatores de risco podem contribuir para o advento das 
comorbidades depressão e SM. As interações dos genótipos e o tabaco nos transtornos 
do humor também contribuem para alterações nos níveis de antioxidantes. Interações 
entre os transtornos de humor, transtorno por uso de tabaco, altos níveis de ácido úrico 
e MDA contribuem para o aumento do potencial aterogênico e resistência à insulina. 
 
Palavras-chave: Transtorno do humor. Paraoxonase-1. Síndrome metabólica. Estresse 

oxidativo. Perfil lipídico. Transtorno por uso de tabaco. 
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ABSTRACT  
 
 

Background: Mood disorder is one of the most disabling diseases nowadays. It is a 
chronic disease associated with the increase of oxidative stress and inflammatory 
markers. It’s related to comorbities like metabolic syndrome (MS) and accompanied 
by an increase in reactive oxygen and nitrogen species and a reduction of antioxidant 
levels that can be measured peripherally by the total radical trapping antioxidant 
potential (TRAP). Paraoxonase-1 (PON1) is a potential antioxidant bound to high 
density lipoprotein (HDL) that protects from lipid peroxidation, specially the low 
density lipoprotein. It has been reported that PON1 activity is lower in psychiatric 
patients and the same happens in smokers. The influence of PON1 polymorphism in 
these conditions is not clear yet. 
Aims: Define the associations of PON1 activity and functional PON1 Q192R 
genotypes in mood disorders and the relations with TRAP, tobacco and MS. 
Methods: The analyses were performed in 191 non-smoking subjects and 144 
smokers; 91 depressive and 45 bipolar disorder patients; 97 with MS. PON1 status 
was measured in all samples and comprehends plasma PON1 abundance and three 
functional PON1 Q192R genotypes (QQ, QR and RR). Others parameters like TRAP, 
malondialdehyde (MDA), uric acid, HDL, triglycerides, body mass index and severity 
of nicotine dependence were measured. 
Results: PON1 levels were decreased in depressive patients but not in bipolar 
patients. The PON1 activity was reduced by smoking and in major depression with a 
QQ genotype.  QQ and QR genotypes were protective against MS, while tobacco 
increased the metabolic risk only on QQ genotype. TRAP levels were associated with 
increased PON1 activity, RR genotype and non-smokers. The risk in the subgroup 
with low TRAP is increased by smoking and reduced by RR genotype and PON1 
activity. MDA is associated with triglyceride levels. Comorbid mood disorders and 
TUD further increase AIP. 
Conclusion: There are differential interactions between PON1 Q192R functional 
genotype x environment factors in mood disorder. Lowered levels of PON1 activity 
and it interactions with other risk factors may contribute to comorbidity between 
depression and MS. The interactions between genotypes and tobacco in mood 
disorders also contributed to changes in antioxidant levels. Interactions between 
mood disorders, tobacco user disorder, high levels of uric acid and MDA contribute to 
an increase in the atherogenic potencial and insulin resistance.  

 
Keywords:  Mood disorder. Paraoxonase-1. Metabolic syndrome. Oxidative stress. 

Lipid profile. Tobacco use disorder. 
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1 INTRODUÇÃO    

Os transtornos do humor se caracterizam pela alternância de estados de 

depressão, mania e eutmia. O transtorno depressivo maior compreende episódios 

depressivos únicos ou que se repetem ao longo da vida (2). Já no transtorno bipolar, ocorre 

a alternância de episódios de mania (ou hipomania), depressão e eutmia (3). Os transtornos 

do humor estão classificados, de acordo com a Classificação Internacional de Doenças – 

CID 10 da Organização Mundial da Saúde (OMS), nos grupos F30-F39 (1).  

Essas são algumas das doenças mais incapacitantes no mundo, gerando 

altos custos econômicos e sociais para os governos, devido aos gastos com tratamentos 

para a população e às perdas de produtividade. A prevalência do transtorno depressivo 

maior, em um ano, nos Estados Unidos gira em torno de 7% na população geral (4). Já os 

transtornos bipolares I e II apresentam uma prevalência estimada de 0,6% a 0,8% (5). De 

acordo com a OMS, até o ano de 2030 os transtornos depressivos serão os maiores 

contribuintes para a carga global de doenças (6). No Brasil, cerca de 17% da população 

sofre depressão ao longo da vida. Considerando a doença nos cuidados primários, essa 

taxa eleva-se para 29,5% (7). 

Vários mecanismos têm sido propostos pra explicar a fisiopatologia dos 

transtornos do humor, incluindo ações das monoaminases, eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal, glutamato e vias de sinalização secundárias (8). Quatro principais teorias são 

apresentadas, porém é importante ter em mente que os transtornos do humor são 

resultados das interações entre as alterações discutidas em todas as teorias, ao invés de 

alterações em apenas uma delas (9). 

Na teoria das monoaminases, a depressão está relacionada com a 

redução nos níveis extracelulares de monoaminas (serotonina, dopamina e norepinefrina) e 

redução da neurotransmissão monoaminérgica. Estudos demonstram concentrações 

reduzidas de metabólitos das monoaminas no fluido cérebro-espinhal, sangue, urina e 

tecidos cerebrais de pacientes depressivos (9).  

Na teoria do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal, há uma desregulação e 

inúmeros estudos mostram uma associação entre transtornos do humor e níveis elevados 

de cortisol, corticotrofina e hormônio liberador de corticotrofina. Além disso, há um controle 

no feedback debilitado (9).  

Na teoria inflamatória, há processos flogísticos envolvidos nos transtornos 

do humor tais como: aumento nos níveis de marcadores pró-inflamatórios, como fator de 

necrose tumoral (TNF-α), interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 (IL-1), proteína C reativa (PCR) 

e interferon gama (IFN-γ) e redução nos níveis de marcadores anti-inflamatórios como a 

interleucina 4 (IL-4) e a interleucina 10 (IL-10) (9). 
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Na teoria da neurogênese e da neuroplasticidade há redução da 

neurogênese no hipocampo e os níveis de fatores neurotróficos podem estar relacionados 

aos transtornos do humor (no que diz respeito ao desenvolvimento e na persistência da 

doença). O fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) é a neurotrofina mais estudada 

com relação aos transtornos de humor e meta-análises confirmam a correlação entre a 

redução dos níveis de BDNF e os transtornos do humor (9). 

A baixa função do GABA também foi proposta como um marcador 

biológico herdado de susceptibilidade para o desenvolvimento de transtornos do humor 

(10). Com relação ao glutamato, evidências sugerem que pacientes com depressão 

apresentam níveis elevados de glutamato em algumas regiões do cérebro. Mediadores 

inflamatórios podem potencializar as ações do glutamato através de 3 vias diferentes: a) 

aumento da produção de ácido quinolínico (através da ativação da via da quinurenina), b) 

aumento da liberação de glutamato e c) inibição da remoção de aminoácidos excitatórios 

pela astroglia.(11). Além disso, tem sido relatado na literatura que a ativação de vias imune-

inflamatórias e do estresse oxidativo estão relacionados com os sintomas e estágios da 

depressão e com processos neuroprogressivos (12).  

Estresse oxidativo é o termo dado ao desequilíbrio causado pela produção 

excessiva de radicais livres, representados pelas espécies reativas de oxigênio/nitrogênio 

(EROs/ERNs) e/ou redução nos níveis de antioxidantes (13). Os radicais livres podem ser 

gerados de fontes exógenas como radiação, poluição e cigarro ou por fontes endógenas 

como inflamação e explosão (do inglês burst) respiratória. Os antioxidantes podem ser 

endógenos, como a glutationa peroxidase, ácido úrico e a catalase ou obtidos pela dieta, 

como os polifenóis, vitaminas A, C, E e carotenoides (14). As EROs/ERNs podem causar 

dano ao ácido desoxirribonucleico (DNA), proteínas e iniciar o processo de lipoperoxidação, 

daí a importância do sistema antioxidante na defesa do organismo (15). Considerando que 

a concentração de um único antioxidante não é representativa, surgiu o conceito de 

capacidade antioxidante total que auxilia na avaliação das condições que afetam o estresse 

oxidativo in vivo. 

A capacidade antioxidante total considera a ação de todos os 

antioxidantes presentes no plasma e garante assim uma análise mais integrada quando 

comparada à soma de vários antioxidantes medidos separadamente. Isso, pois considera 

as interações sinérgicas além de considerar a ação de antioxidantes conhecidos ou não 

(16).  

Indivíduos com depressão uni e bipolar apresentam desregulação na 

sinalização redox. EROs atuam como mensageiros secundários e afetam vias inflamatórias 

pela ativação do fator nuclear ƘB. Quando em excesso, as EROs/ERNs levam à produção 

de  malondialdeído (MDA), 8-iso-prostano e óxido nítrico. Estudos demonstram também a 
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redução no sistema antioxidante, representado por baixos níveis de vitamina E, superóxido 

dismutase e glutationa peroxidase. Considerando que alguns antioxidantes possuem 

atividades anti-inflamatórias, a redução nos níveis desses compostos aumenta a inflamação 

(12).  

Interações da inflamação com radicais livres e baixos níveis de 

antioxidantes podem ocorrer através de alterações na via dos catabólitos do triptofano 

(TRYCAT). Os TRYCATs são depressores, ativam vias oxidativas, causam disfunções 

mitocondriais e possuem efeitos neurotóxicos que podem levar à neurodegeneração (17). A 

inflamação e o estado redox regulam a utilização do triptofano, o que causa consequências 

em processos associados à depressão. Além disso, baixos níveis de triptofano e altos níveis 

de TRYCATs causam supressão na resposta imune-inflamatória (12). 

  Quando as células falham na adaptação a essas mudanças no sistema 

redox, isso causa morte celular e, em conjunto com o dano causado pelos mediadores 

inflamatórios, que são considerados as maiores causas da neuroprogressão e, 

consequentemente, da depressão (18).  

Os transtornos do humor são doenças neurodegenerativas. A 

neuroprogressão, um desdobramento no processo da neurodegeneração, possui estágios 

presentes nos transtornos psiquiátricos, a saber: apoptose, diminuição da neurogênese, 

perda neuronal, resiliência celular e diminuição da plasticidade sináptica. A função e 

integridade mitocondrial são afetadas em pacientes com transtornos psiquiátricos, causados 

pelo dano ao DNA mitocondrial, aumento das EROs e de cálcio. O tabagismo também pode 

ser responsável pela disfunção mitocondrial (19). 

 A disfunção mitocondrial é caracterizada pela redução na atividade da 

cadeia transportadora de elétrons e de suas enzimas, diminuição na produção de adenosina 

trifosfato (ATP), alterações nas estruturas mitocondriais no cérebro (córtex pré-frontal e 

frontal) e deleções no DNA (20). 

Existem evidências de que, além de fatores genéticos, há fatores de risco 

comportamentais e fisiopatológicos que contribuem para as doenças psiquiátricas (21). O 

estilo de vida é fator determinante nos níveis de inflamação: dietas ricas em antioxidantes, 

vitaminas, minerais e fibras são associadas com a redução na inflamação sistêmica. Da 

mesma forma, atividade física está associada com a redução nos marcadores inflamatórios. 

Já o hábito de fumar aumenta a inflamação e o estresse oxidativo (21). Outra consequência 

de um estilo de vida não saudável é a obesidade. Obesidade e depressão possuem uma 

relação bi-direcional: obesidade contribui com a depressão pelo aumento de marcadores 

pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6, IL-1, PCR) e a depressão contribui com o acúmulo de tecido 

adiposo (21). A desregulação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal em pessoas com 

depressão pode resultar em níveis elevados de cortisol que, por sua vez, podem inibir a 
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ação da insulina na regulação dos níveis plasmáticos de glicose ou causar depósito de 

gordura no abdômen (adiposidade visceral), que é fator de risco no desenvolvimento de 

diabetes e componente da síndrome metabólica (SM) (22). 

A prevalência de SM é alarmantemente alta em pacientes com transtorno 

do humor (23). Essas doenças apresentam um alto grau de comorbidade com condições 

crônicas como doença cardiovascular e diabetes, doenças diretamente ligadas ao aumento 

de morbidade e mortalidade (8,24). 

A SM é uma condição multifatorial que leva à aterosclerose acelerada, 

aumento do risco de diabetes e que tem alcançado proporções epidêmicas na última 

década. Essa condição é caracterizada pela combinação de três ou mais fatores: obesidade 

abdominal, hipertensão, hiperglicemia e dislipidemia (HDL baixo e/ou triacilgliceróis 

aumentados) (25,26). Além disso, outras comorbidades têm sido relatadas, entre elas: 

esteatose hepática, liberação de substâncias proinflamatórias pelos adipócitos, aumento da 

atividade dos fatores de coagulação, disfunção endotelial, inflamação e estresse oxidativo 

(15). 

Evidências sugerem uma estreita ligação entre a SM, onde há um 

processo inflamatório crônico em baixo nível e estresse oxidativo, sendo esse último um 

mecanismo importante também na hipertensão, diabetes e obesidade e suas complicações. 

A produção excessiva de radicais livres e danos oxidativos parecem explicar, pelo menos 

em parte, a perpetuação da resistência à insulina, alterações na produção de energia, a 

disfunção endotelial e o aparecimento de complicações vasculares na SM (27). Evidências 

também sugerem que EROs/ERNs podem estar envolvidas com eventos cardiovasculares e 

altas taxas de mortalidade (25). 

Não se sabe ao certo se a depressão causa aumento no risco de 

desenvolvimento de diabetes independentemente ou age através de fatores de risco como 

obesidade, sedentarismo, hábitos alimentares e o cigarro (22). 

O ácido úrico, produto final do metabolismo das purinas, é um importante 

removedor de EROs/ERNs (responsável por mais de 60% da atividade antioxidante do 

organismo). Além disso, é capaz de suprimir a cascata inflamatória, diminuir a 

permeabilidade da barreira hematoencefálica, diminuir dano nos tecidos do sistema nervoso 

central e morte neuronal (28). O ácido úrico, em altas concentrações, está associado à 

resistência a insulina, aterogenicidade e SM (29). Indivíduos com SM apresentam atividade 

aumentada da xantina oxidase e os níveis aumentados de ácido úrico têm sido relacionados 

com a redução da excreção renal (29). 

Estudos relatam níveis reduzidos de ácido úrico em pacientes com 

depressão maior (28) e níveis aumentados em indivíduos com transtorno bipolar (30). 



15 

 

O uso do tabaco é altamente ligado com transtornos do humor. No 

National Comorbidity Survey, aproximadamente 59% os indivíduos com um histórico de 

depressão são ou foram fumantes, comparado a menos de 39% daqueles sem o histórico 

de depressão (31).  

O “Transtorno por Uso de Tabaco” (TUT), antigamente chamado de 

“Síndrome da Dependência da Nicotina” é descrita na 5ª edição do Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5) da American Psychiatric Association (2013). 

Para o diagnóstico do TUT segundo o DSM-5, o indivíduo precisa apresentar pelo menos 2 

dos 11 seguintes critérios no último ano: 

a) Crescente uso do tabaco ou aumento do período de tempo de consumo; 

b) Desejo persistente ou falha no controle do uso do tabaco; 

c) Gasto de tempo significativo na obtenção e consumo do tabaco; 

d) Urgência ou forte desejo de consumo do tabaco; 

e) Uso recorrente do tabaco gerando transtornos ou complicações nas outras 

atividades diárias sejam elas no trabalho, escola ou ambiente doméstico; 

f) Ininterrupção do uso do tabaco, mesmo após o surgimento de problemas sociais 

ou interpessoais causados pelos efeitos do tabaco; 

g) Abandono ou redução de atividades sejam elas recreativas, ocupacionais ou 

sociais por causa do consumo do tabaco; 

h) Consumo do tabaco mesmo em situações de risco; 

i) Uso contínuo do tabaco apesar da ciência das consequências físicas e 

psicológicas causadas pelo mesmo; 

j) Tolerância, avaliada pelo aumento significativo das quantidades de tabaco 

necessárias para alcançar o efeito ou redução significativa do efeito mesmo 

utilizando a mesma quantidade de tabaco; 

k) Abstinência, manifestada pela síndrome de abstinência típica ou pelo consumo 

do tabaco para aliviar/evitar os sintomas da abstinência. 

A comorbidade entre o transtorno por uso de tabaco e transtornos 

depressivos pode ser explicada através de vias e fatores predisponentes (genéticos e 

ambientais) em comum. Os efeitos de diversos neurotransmissores como glutamato, 

serotonina e dopamina têm sido demonstrados tanto na dependência quanto na regulação 

do humor (32). O polimorfismo genético do transportador da serotonina está envolvido no 

TUT e na depressão. A função serotoninérgica está reduzida em indivíduos fumantes 

depressivos (33). 

Há indícios de que as vias inflamatórias podem ser um elo entre o tabaco 

e a depressão. Fumantes depressivos possuem maiores níveis de citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-6, PCR) quando comparados a fumantes não depressivos (32). A 
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exposição ao tabaco afeta o sistema imune e neurotransmissor; causa disfunção 

mitocondrial e estresse oxidativo, todos relacionados com a etiologia dos transtornos de 

humor e ansiedade (34). 

O cigarro contém vários componentes que são oxidantes e pró-oxidantes, 

capazes de produzirem EROs/ERNs. Esse aumento na produção destas espécies 

radicalares pelo cigarro está diretamente relacionado ao estresse oxidativo (35). Há relatos 

de que o tabaco aumenta o dano oxidativo ao DNA em 35-50% (36). A exposição ao cigarro 

está associada com baixos níveis de antioxidantes como catalase, vitaminas A, C, E, 

glutationa e superóxido dismutase (12). 

Outra enzima, relacionada com a atividade antioxidante, é a Paraoxonase 

1 (PON1). A PON1, membro da família das paraoxonases (que consiste em PON1, PON2 e 

PON3), é uma enzima sintetizada principalmente no fígado e localizada, em grande parte, 

em HDL. É composta de 355 aminoácidos e é capaz de hidrolisar organofosforados (como 

paraoxon e diazon) e ésteres aromáticos (como fenilacetato-PA) e por isso recebe esse 

nome (38,41). Além de sua atividade como esterase, também atua como lactonase, sendo 

capaz de hidrolisar uma variedade de lactonas entre elas algumas drogas e compostos 

endógenos (42,43). 

A PON1 está relacionada com a redução na oxidação da LDL e na 

inativação dos fosfolipídeos oxidados derivados desta lipoproteína. A oxidação da LDL é um 

processo chave na fisiopatologia da aterosclerose e, por consequência, da doença 

cardiovascular. A atividade antioxidante da HDL e a sua susceptibilidade à modificações 

aterogênicas (oxidação e glicação) estão associadas com a atividade da PON-HDL (44). 

O gene que codifica a PON1 está localizado no braço longo do 

cromossomo 7 e já foram relatados mais de 160 polimorfismos de um único nucleotídeo (do 

inglês, SNPs – single nucleotide polimorphism), sendo alguns na região codificadora e 

outros na região promotora (43,45). 

Dentre esses polimorfismos, dois da região codificadora tem destaque na 

literatura: a) PON1 Q192R, rs 662: a substituição de uma glutamina (Q) por uma arginina 

(R) na posição 192 da cadeia polipeptídica e b) PON1 L55M, rs 854560: a substituição de 

uma leucina (L) por uma metionina (M) na posição 55. O polimorfismo Q  R é responsável 

por uma notável diferença na especificidade do substrato relacionada à atividade hidrolítica 

da enzima. Além disso, o polimorfismo do gene da PON1 também contribui para variações 

nos níveis plasmáticos de HDL, agindo como protetor da oxidação da mesma e, dessa 

forma, preservando a integridade desta lipoproteína. Estudos sugerem que o alelo Q (mais 

abundante que o alelo R), é responsável pelo efeito protetor da PON contra aterosclerose 

(41,46). As frequências genéticas para alta ou baixa atividade hidrolitica da enzima variam 

entre os grupos de diferentes etnias e áreas geográficas. 
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O consumo de álcool, de cigarro e uma dieta rica em gordura são os 

fatores ambientais que mais interferem nos níveis da enzima PON1 (37). Existem alguns 

estudos que relatam os que transtornos do humor podem estar associados com uma 

diminuição da atividade da PON1 (38–40). 

Em um estudo recente, foi descoberto que o genótipo Q192R da PON1 

está relacionado com um aumento dos índices de Castelli I, sugerindo um aumento no 

potencial aterogênico. Porém, os efeitos da atividade da PON1 na SM ainda não estão bem 

estabelecidos (47).  

Grande parte dos pacientes com transtornos do humor são fumantes (a 

probabilidade de fumar é duas vezes maior em pacientes psiquiátricos). Além disso, 

indivíduos fumantes com níveis reduzidos de PON1 apresentam aumento no risco para o 

desenvolvimento de transtorno depressivo maior ou transtorno bipolar (48). 

Adicionalmente, o cérebro consome grandes quantidades de oxigênio e, 

por consequência, produz grande quantidade de radicais livres comparados às defesas 

antioxidantes. Assim, o possível envolvimento do estresse oxidativo na patogênese da 

depressão e do transtorno bipolar ligados aos níveis reduzidos de PON1 justificam as 

análises das associações da atividade dessa enzima e dos seus genótipos com os 

principais fatores de risco relacionados a essas doenças psiquiátricas. Isto, para tentarmos 

entender melhor os mecanismos fisiopatológicos dos transtornos do humor. 

Considerando que os transtornos do humor têm alta comorbidade com o 

TUT e com a SM, que contribuem para o aumento da inflamação e do estresse oxidativo, 

justifica-se a realização do presente trabalho para a avaliação das possíveis associações 

entre esses fatores e seu impacto nos transtornos psiquiátricos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

Avaliar as associações do status da PON1 nos transtornos do humor 

(bipolaridade e depressão) com comorbidade pelo transtorno por uso de tabaco e síndrome 

metabólica. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

- Avaliar a atividade plasmática da PON1 nos transtornos do humor. 

 

- Avaliar os efeitos do polimorfismo da PON1 Q192R nos transtornos do humor. 

 

- Avaliar a atividade da PON1 nos transtornos do humor, relacionado com o TUT. 

 

- Avaliar a relação entre a capacidade antioxidante total plasmática (TRAP) e a atividade da 

PON1, os genótipos da PON1 Q192R e cigarro. 

 

- Avaliar as interações dos genótipos da PON1 x tabaco e transtornos do humor. 

 

- Avaliar se a atividade da PON1 e seus genótipos, tabaco e transtornos de humor podem 

elevar a chance de desenvolver SM. 

 

- Avaliar a resistência à insulina e o potencial aterogênico nos transtornos de humor e nos 

transtornos pelo uso de tabaco. 

 

- Avaliar os efeitos do MDA e ácido úrico na resistência à insulina e no potencial aterogênico 

de indivíduos com transtornos de humor, transtornos pelo uso de tabaco e SM. 
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

3.1 DELINEAMENTO 

Caso controle. 

3.2 POPULAÇÃO 

Todos os pacientes foram esclarecidos sobre os procedimentos do estudo 

e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido em duas vias. Este estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade 

Estadual de Londrina (UEL), sob Parecer PF N.º 250/10 - Folha de Rosto N° 376220 (Anexo 

1). A pesquisa fez parte do projeto 07517, cadastrado na Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-

Graduação da UEL, intitulado Marcadores Biológicos em Fumantes de um Centro de 

Referência de Abordagem e Tratamento do Tabagismo.  

Os participantes apresentaram idade entre 18 a 60 anos, de ambos os 

sexos com valores dentro do limite de referência para os seguintes exames: hemograma, 

aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e creatinina. Os 

casos foram recrutados no Centro de Referência de Abordagem e Tratamento do 

Tabagismo (CRATT), localizado no Ambulatório do Hospital de Clínicas (AHC) da UEL. O 

grupo controles foi composto de trabalhadores da mesma universidade. 

Indivíduos com delirium, demência, amnésia e outros transtornos 

cognitivos, doenças infecciosas como Hepatite B e C, HIV, doenças crônicas como 

insuficiência renal, doença pulmonar obstrutiva e autoimune, tratamento com intérferon, uso 

patológico de substâncias psicoativas e consumo de substâncias antioxidantes foram 

excluídos do estudo. 

 

3.3 AMOSTRAGEM 

O cálculo do tamanho da amostra foi baseado em indivíduos fumantes e 

nunca fumantes com ou sem depressão. Uma amostra de 34 indivíduos não fumantes e 27 

fumantes (n total= 61) seria capaz de detectar 59% da prevalência de transtornos 

depressivos entre os fumantes, comparados com 17% de desordens depressivas entre não 

fumantes (OR= 7,03) com um intervalo de confiança com um nível de 0,95 e um poder de 

95%. A razão entre casos e controles foi estimada em 1,27. Como obtivemos uma amostra 

de 191 indivíduos nunca fumantes e 144 dependentes de nicotina, o tamanho da amostra 

apresentava um poder adequado para detectar a prevalência de transtornos depressivos 

entre dependentes de nicotina e nunca fumantes. 
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O recrutamento aconteceu no período de março de 2011 a agosto de 

2012. O estudo contou com um total de 335 participantes. Dentre esses, 191 indivíduos 

nunca fumantes e 144 fumantes; 91 com depressão e 45 com transtornos bipolares; 97 com 

SM. 

 

3.4 INSTRUMENTOS 

3.4.1 Questionários 

Os participantes foram submetidos a um questionário para a coleta dos 

seguintes dados: sócio-demográficos, história de hospitalizações, história tabagística, 

história pregressa de doenças, capacidade de trabalho e para atividades domésticas, 

condicionamentos relacionados ao tabagismo, motivações para cessar o tabaco, história 

familiar para o tabagismo, tratamentos efetuados anteriores, além do registro de outras 

comorbidades médicas, psiquiátricas e tentativas de suicídio (Anexo 2). 

3.4.2 Avaliação do Diagnóstico de Transtorno do humor e de Dependência de 

Nicotina 

Os critérios diagnósticos para pesquisa de transtornos do humor, bem 

como de dependência de nicotina foram avaliados por um psiquiatra treinado de acordo 

com a Entrevista Clínica Estruturada para o DSM - IV” – versão clínica traduzida e validada 

para o português (49). 

3.4.3 Avaliação da Gravidade da Depressão 

A avaliação da severidade da depressão dos participantes do estudo foi 

realizada utilizando a Escala de Avaliação para Depressão de Hamilton (HDRS), traduzida e 

adaptada para a população brasileira (50). Uma pontuação de 20 ou mais indica depressão 

moderada a grave. 

3.4.4 Avaliação do Uso de Substâncias Psicoativas 

Para a triagem do uso de substâncias psicoativas, utilizou-se o teste de 

triagem do envolvimento com álcool, tabaco e outras substâncias (ASSIST), questionário 

desenvolvido pela OMS (51) e adaptado para o português (52) para o rastreamento do uso 

de: tabaco, álcool, canabinóides, cocaína, estimulantes do tipo anfetamina, sedativos, 

alucinógenos, inalantes, opióides e outras drogas. Para o rastreio do uso do álcool, utiliza-



21 

 

se a seguinte pontuação: baixo risco (0-10), moderado risco (11-26) e alto risco (≥27). O 

ponto de corte utilizado neste trabalho foi o de alto risco. 

3.4.5 Triagem da Gravidade da Dependência de Nicotina 

O teste de Fagerström para Dependência da Nicotina (FTND), traduzido e 

adaptado para a população brasileira, foi utilizado para avaliar a gravidade da dependência 

de tabaco (53). Os escores para dependência de nicotina permitem a classificação em cinco 

níveis: muito baixo (0 a 2 pontos); baixo (3 a 4 pontos); moderado (5 pontos); alto (6 a 7 

pontos); muito alto (8 a 10 pontos). O ponto de corte de FTND para a dependência de 

nicotina foi ≥ 5. 

 

3.5 AVALIAÇÃO DO DIAGNÓSTICO DE SÍNDROME METABÓLICA 

 O diagnóstico de SM foi determinado utilizando os critérios da Federação 

Internacional de Diabetes, os quais o indivíduo deve possuir pelo menos 3 dos 5 critérios 

listados abaixo (sendo um deles, obrigatoriamente a obesidade abdominal): 

a) Obesidade abdominal (circumferência da cintura ≥ 90 cm para 

homens e ≥ 80 cm para mulheres em asiáticos e sul-americanos e ≥ 94 cm para homens e 

≥ 80 cm para mulheres em caucasianos); 

b) Baixos níveis de HDL-C (< 40 mg/dl em homens e  < 50 mg/dl em 

mulheres ou em uso de medicamentos hipolipêmicos); 

c) Hipertrigliceridemia (≥ 150 mg/dl ou em uso de medicamentos 

hipolipêmicos); 

d) Glicose em jejum aumentada (≥ 100 mg/dl ou em uso de 

medicamentos hipoglicemiantes); 

e) Pressão arterial aumentada (≥ 130/85 mmHg ou em uso de 

medicamentos antihipertensivos).  

3.6 CÁLCULO DO IMC 

O Índice de Massa Corpórea (IMC) foi calculado dividindo-se o peso (kg) 

pela altura² (m²). 

3.7 DETERMINAÇÃO DA PRESSÃO ARTERIAL 

A pressão arterial foi aferida utilizando-se um esfigmomanômetro no braço 

direito e o valor utilizado foi a média de duas leituras com um intervalo de 5 minutos entre 

cada aferição. 
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3.8 DETERMINAÇÃO DA CIRCUNFERÊNCIA DA CINTURA 

A circunferência da cintura foi medida durante a expiração com o indivíduo 

em pé e com o abdome relaxado sobre o ponto médio entre a última costela e a crista ilíaca, 

paralelo ao chão. 

 

3.9 AVALIAÇÕES LABORATORIAIS 

As coletas das amostras de sangue periférico para todos participantes 

foram realizadas pela manhã no AHC de Londrina após um jejum de 12 a 14 horas. As 

avaliações laboratoriais, tais como hemograma, lipidograma, glicose, insulina, creatinina, 

ácido úrico, AST, ALT, gama glutamil transferase, marcadores para hepatite C e B e 

sorologia para HIV foram realizados pelos setores de rotina do Laboratório de Análises 

Clínicas do Hospital Universitário de Londrina.  

Para a dosagem da glicose foram coletados 5 mL de sangue em tubos 

com vácuo (vacutainer®) contendo EDTA como anticoagulante e fluoreto de sódio como 

inibidor da glicólise. Para o hemograma foram coletados 5 mL de sangue em tubos com 

vácuo (vacutainer®) contendo EDTA como anticoagulante. Também foram coletados um 

tubo com vácuo (vacutainer®) com 5 mL e um tubo com 20 mL de sangue sem 

anticoagulante para alguns parâmetros bioquímicos quantificados de rotina além da 

dosagem de TRAP, MDA e PON-1. Os tubos para dosagem de TRAP, MDA e PON-1 foram 

centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (EVLAB®, Londrina, PR, Brasil), sendo o soro 

aliquotado em criotubos e armazenado em freezer -70ºC (Kendro®, Asheville, NC, EUA) 

para a realização dos testes. As outras amostras foram processadas no mesmo dia da 

coleta. 

O doseamento de HDL-C, triacilgliceróis e glicose foram realizados 

utilizando o sistema bioquímico automatizado Dimension® RxL (Siemens, Newark, EUA).  

O doseamento de insulina foi realizado por imunoensaio enzimático de 

micropartículas (MEIA) utilizando o sistema automatizado AXSYM (Abbotts Laboratory, 

Germany). 

O potencial aterogênico foi calculado através da fórmula: log10 

(triacilgliceróis/HDL-C).  

Os índices HOMA2IR (Homeostasis model assessment para medir 

resistência à insulina), HOMA2S% (Homeostasis model assessment para medir 

sensibilidade à insulina) e HOMA2B% (Homeostasis model assessment para medir função 

da célula β) foram calculados de acordo com Levy et al. (1998) (54). 
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3.9.1 Determinação do Malondialdeído 

Para avaliar os níveis de MDA foi utilizado a metodologia descrita por 

Jentzsch et al. (1996) (55) (Anexo 3). A formação de MDA ocorre pela decomposição dos 

hidroperóxidos lipídicos e sua concentração tem sido utilizada para estimar a intensidade da 

peroxidação lipídica em sistemas biológicos, em células e tecidos. Este método consiste na 

medida de um cromógeno róseo formado pela reação do MDA com duas moléculas de 

ácido tiobarbitúrico, em meio ácido e alta temperatura. A quantificação do MDA é feita em 

espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 535 e 572nm. Os valores encontrados são 

ajustados pelo valor de proteína e apresentados na unidade nmol MDA/g de proteína. 

3.9.2 Determinação do Potencial Antioxidante Total Plasmático 

O TRAP foi avaliado por quimiluminescência em uma adaptação do 

método da técnica descrita por Repetto e colaboradores, 1996 (56) (Anexo 4). Esta 

metodologia detecta antioxidantes hidro e/ou lipossolúveis presentes no plasma.  

Ao meio de reação (1,8 mL de tampão glicina 0,1 M, pH 8,6) foram 

acrescidos 100 L de luminol em solução aquosa 200 M, 5 L de plasma diluído 50% em 

tampão glicina e 100 L de solução aquosa de 2,2’ azo-bis (2-amidinopropano) 200 mM. O 

2,2’ azo-bis gera radicais peroxil rapidamente, via interação com radicais centrados em 

carbono e oxigênio molecular. Estes radicais livres reagem com o luminol (que atua como 

um amplificador de sinal), produzindo quimiluminescência (QL). Esta reação é inibida pela 

superóxido dismutase, catalase e análogos da vitamina E.  

A adição de plasma diminui a QL em níveis basais por um período (tempo 

de indução ti) proporcional à concentração plasmática de antioxidantes até que os radicais 

livres sejam regenerados, restituindo-se os níveis iniciais de QL. O sistema foi calibrado 

com análogo de vitamina E (Trolox), 100 L na concentração de 20 M em tampão glicina 

pH 8,6. Uma comparação do tempo de indução depois da adição de concentrações 

conhecidas de Trolox e plasma permite obter valores de TRAP em equivalentes de Trolox.  

Este experimento foi conduzido em um contador  marca Beckman LS 

6000 (Fullerton, CA, EUA), em um modo de contagem não coincidente por 25 minutos e 

uma faixa de resposta entre 300 a 620nm. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata, sendo que as replicatas com variação > 10% foram repetidas. 

3.9.3 Determinação do “Status” da Paraoxonase-1  

A determinação da PON1 foi realizada segundo a metodologia descrita por 

Richter e colaboradores, 2008 (Anexo 5) (57). A hidrólise do 4-(clorometil)fenil acetato 
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(CMPA) foi medida em 280nm por 4 minutos a 25°C utilizando 20µL de plasma diluído 1:40 

em um tampão de diluição (20 mmol/l Tris/HCl (pH 8.0), 1mmol/l CaCl2). A hidrólise do PA 

em alta concentração salina foi medida em 270nm por 4 minutos a 25°C utilizando 20µL de 

plasma diluído 1:40 em tampão de diluição (2 mol/l NaCl, 20 mmol/l Tris/HCl (pH 8.0), 

1mmol/l CaCl2).  

Os resultados obtidos foram plotados em um gráfico de atividade 

enzimática (Figura abaixo) que apresenta as taxas de atividade da arilesterase (hidrólise do 

PA em alta concentração salina) versus atividade da CMPase (hidrólise do CMPA). 

Considerando que o polimorfismo Q192 da PON1 confere diferentes atividades catalíticas 

frente a estes dois substratos, o gráfico abaixo divide a população em 3 genótipos (QQ, QR 

e RR): 

 

 
Figura. Genotipagem funcional para o polimorfismo Q192R da Paraoxonase 1 através da  

hidrólise do CMPA x PA em altas concentrações salina. Cada ponto indica um indivíduo. 

 

A dosagem da hidrólise do PA em baixa concentração salina representa a 

atividade total plasmática da PON1, já que nessa condição o polimorfismo Q192R da PON1 

não influencia a atividade catalítica da PON1 frente ao PA. Essa reação foi medida a 270nm 

por 4 minutos a 25°C utilizando 20μl de plasma diluído 1:80 em tampão. 

Todas as reações foram realizadas em microplacas ultravioleta de 96 

poços utilizando uma leitora de microplaca EnSpire (Perkin Elmer, NY, EUA). Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata, sendo que as replicatas com variação > 10% 

foram repetidas. 

 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Análises de variância (ANOVAs) e covariância (ANCOVAs) foram 

realizadas para examinar as diferenças entre os grupos, seguidos do teste Tukey. Análises 
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de contingência (Chi-quadrado) foram utilizadas para checar a distribuição das variáveis nas 

diferentes categorias.  

As correlações entre as variáveis foram checadas utilizando correlações 

de Pearson e modelo linear generalizado. 

As análises foram realizadas no SPSS para Windows, versões 15 e 19. O 

nível de significância foi fixado em α = 0,05 (bicaudal). 

Particularidades de cada análise serão apresentadas nos respectivos 

artigos apresentados a seguir. 
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4 ARTIGOS 

 

Os resultados e discussões serão apresentados na forma de artigos 

científicos publicados em periódicos internacionais indexados. 

O artigo 1, intitulado “Lowered plasma paraoxonase (PON1) activity is a 

trait marker of major depression and PON1 Q192R gene polymorphism-smoking interactions 

differentially predict the odds of major depression and bipolar disorder”  foi publicado no 

Journal of Affective Disorder (fator de impacto: 3.705), volume 159 de 2014, páginas 23 à 

30. 

O artigo 2, intitulado “Paraoxonase 1 status and interactions between 

Q192R functional genotypes by smoking contribute significantly to total plasma radical 

trapping antioxidant potential” foi publicado no Neuroscience Letters (fator de impacto: 

2.055), volume 581 de 2014, páginas 46 à 51. 

O artigo 3 intitulado “Paraoxonase (PON)1 Q192R functional genotypes 

and PON1 Q192R genotype by smoking interactions are risk factors for the metabolic 

syndrome, but not overweight or obesity” foi publicado no Redox Report (fator de impacto: 

1.710), volume 19 de 2014, páginas 232 à 241. 

O artigo 4 intitulado “Factors influencing insulin resistance in relation to 

atherogenicity in mood disorders, the metabolic syndrome and tobacco use disorder” foi 

publicado no Journal of Affective Disorder (fator de impacto: 3.705),  volume 179 de 2015, 

páginas 148 à 155. 
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4.1 LOWERED PLASMA PARAOXONASE (PON1) ACTIVITY IS A TRAIT MARKER OF MAJOR 

DEPRESSION AND PON1 Q192R GENE POLYMORPHISM-SMOKING INTERACTIONS 

DIFFERENTIALLY PREDICT THE ODDS OF MAJOR DEPRESSION AND BIPOLAR DISORDER. 
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4.2 PARAOXONASE 1 STATUS AND INTERACTIONS BETWEEN Q192R FUNCTIONAL 

GENOTYPES BY SMOKING CONTRIBUTE SIGNIFICANTLY TO TOTAL PLASMA RADICAL 

TRAPPING ANTIOXIDANT POTENTIAL 
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4.3 PARAOXONASE (PON)1 Q192R FUNCTIONAL GENOTYPES AND PON1 Q192R 

GENOTYPE BY SMOKING INTERACTIONS ARE RISK FACTORS FOR THE METABOLIC 

SYNDROME, BUT NOT OVERWEIGHT OR OBESITY 
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4.4 FACTORS INFLUENCING INSULIN RESISTANCE IN RELATION TO ATHEROGENICITY IN MOOD 

DISORDERS, THE METABOLIC SYNDROME AND TOBACCO USE DISORDER 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Existem diferentes interações dos diferentes Q192R genótipos da PON1 e 

fatores ambientais nos transtornos do humor. Níveis reduzidos da atividade da PON1 e sua 

interação com outros fatores de risco podem contribuir para o advento das comorbidades 

entre depressão e SM. As interações dos genótipos e o uso de tabaco além de predizerem 

os transtornos de humor, também contribuem para alterações nos níveis de antioxidantes. 

Interações entre os transtornos de humor, transtorno por uso de tabaco, altos níveis de 

ácido úrico e malondialdeido contribuem para o aumento do potencial aterogênico. 

É importante a detecção de diferentes interações e possíveis 

comorbidades para uma avaliação mais precisa e individualizada do paciente. Dessa forma, 

na prática clínica deve-se atentar não apenas para o tratamento do transtorno do humor, 

mas também para a intervenção em outros fatores que influenciam diretamente no 

desenvolvimento e progressão desta doença. Essa intervenção pode envolver o auxílio à 

cessação do tabaco e o uso de antioxidantes. 
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ANEXOS 

Anexo 1 - Parecer de Aprovação do Comitê de Ética 
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Anexo 2 – Questionário 

 

  



67 

 

 

 

 

  

 



68 

 

 

 

 

  

 



69 

 

 

 

  



70 

 

 

 

  

 



71 

 

 

 

 

 



72 

 

 

 

 

  

 

 

 



73 

 

 

 

 

 

 



74 

 

 

 

  

 

 

 



75 

 

 

 

  

 

 



76 

 

 

 

  



77 

 

 

 

 

  

 



78 

 

 

 

  

 

 



79 

 

 

 

 

 

 



80 

 

Anexo 3 – Determinação do Malondialdeído 

 
MDA (MALONALDEIDO) - TBARS – Colorimétrico 

(JENTZSCH, M. A.; BACHMANN, H.; FURST, P. Improved analysis of malondialdehide in human body fluids. 
Free Radic. Bio. Med., Tarrytown, v. 20, p. 251-256, 1996.) 

 
 
REAGENTES 
 
 - Todos os reagentes podem ficar a temperatura ambiente, apenas são guardados 
em isopor. 
 
1 - Ácido ortofosfórico 0,2 mol/L (1,685/ml) 
 
 - Em balão volumétrico pipetar 1,163mL de ácido fosfórico e completar com  
água destilada 
 - Transferir para frasco de vidro 

- Pode ser estocado por tempo indeterminado, mas sempre verificar se há a 
presença de fungos 
 
2 - NaOH 0,1 mol/L 
 

- Pesar 4,0 g de NaOH, colocar em balão volumétrico de 1000mL e completar com 
água destilada 

- Preparar a quantidade que for usar 
- Pode ser armazenado por tempo indeterminado 

 
3 - TBA 0,11 mol/L 
 

- Pesar 800 mg TBA e dissolver em 50 mL de NaOH (0,1 mol/L) 
 
4 - NaCl Saturado 
 

- Adicionar NaCl em água até não dissolver mais (formar corpo de fundo) 
 - Pode ser armazenado por tempo indeterminado 
 
PADRÃO 
 
Solução de 0,03 μmol MDA  
 

- PIPETAR 5μl de MDA + 50 ml de H2O 
- Diluir esta solução 1/20 (1mL do padrão + 19mL de água 
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PROCEDIMENTO 
 
 - Realizado em tubos de vidro de 8mL 
 - 1 tubo – Branco 
 - 6 tubos para a curva padrão – P1 a P6 
 - E os tubos das amostras 

 

Reagentes Branco 01 02 03 04 05 06 Amostra 
 

Agua 
 

0,8 ml        

Padrao 
 

 0,8 
ml 

0,8 
ml 

0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml  

Plasma 
heparina 

       0,8 ml 

BHT 
 

0,1 ml 0,1 
ml 

0,1 
ml 

0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 

Ac. Ortofosfo. 0,8 ml 0,8 
ml 

0,8 
ml 

0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 

Concentr. 
 

0,0 0,03 0,015 0,0075 0,00375 0,001875 0,000937 X 

 

 Agitar por 10 segundos (mixer) 
 Adicionar 1,0 ml de TBA – agitar (mixer) 
 Incubação 45 minutos (banho maria a 90º c) 
 No banho maria, tampar os tubos com bolinhas de vidro (evita a evaporação da 

reação) 
 Resfriar os tubos – em um recipiente com água fria ou colocar os tubos na geladeira  
  Adicionar 0,2 ml de NaCl saturado (presença de corpo de fundo) 
 Adicionar 2,0 ml de n-butanol (na capela) 
 Agitar por 40 segundos 
 Centrifugar 3.000 rpm por 10 minutos 
 Leitura – ler em 572 nm e ler em 535 nm (ler contra o branco) 
 
CURVA DE CALIBRAÇÃO DO MDA 
 
1 MOL – 164,2g – 1.000 ml 
1 mmol – 0,1642 g – 1.000 ml 
10 mmol – 1,642 g – 1.000 ml 
 
Concentração do padrão   0,99 g – 1 ml 
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Anexo 4 – Determinação do Potencial Antioxidante Total Plasmático 

 

TRAP SÉRICO 
(Repetto, M. Oxidative stress in blood of HIV infected pacients.  

Clin Chim Acta, 107-117, 1996) 

 
REAGENTES 
 
1. ABAP (azobis, PM = 271,2) 200mM 

Pesar  54,24mg de ABAP e dissolver em 1mL H2O destilada em tubo de ensaio de 
8mL 
Agitar no vórtex e preparar no dia de uso.  
Proteger o tubo com papel alumínio 
Manter no gelo 

 
2. Luminol (PM = 199,1) – Solução mãe 

Pesar 3,98mg de Luminol e dissolver em  10mL H2O destilada em tudo de ensaio de 
8mL 
Agitar em vórtex 
Forma corpo de fundo 
Proteger o tubo com papel alumínio 
Conservar em geladeira 

 
3. Luminol – Solução de trabalho 

Preparar  no dia do uso 
A partir da Solução Mãe, agitar o tubo e pipetar  100μL LUMINOL – SOL. MÃE e 
diluir com  900μL de H2O destilada 
Proteger o tubo com alumínio 
Agitar em vórtex 

 
4. TROLOX (PM = 250,29) - Solução mãe (20μM)  

Pesar 5mg e dissolver em 10mL Tampão Glicina pH=8,6 em tubo de ensaio de 8mL 
Proteger com papel alumínio 
Agitar em vórtex 
Conservar em geladeira 

  
5. TROLOX - Solução de trabalho – PREPARO NO DIA DE USO 

Agitar e pipetar 4μL TROLOX SOL. MÃE e diluir com 796μL de Tampão Glicina  
pH = 8,6 
Manter no gelo 

 
6. Tampão glicina 

Pesar 3,75g de glicina dissolver com  +400mL H2O destilada em béquer de vidro 
Acertar pH em 8,6 com KOH 1M 
Transferir o tampão para balão volumétrico de 500mL e completar o volume 
Transferir o tampão para frasco de vidro identificado e conservar em geladeira 
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PROCEDIMENTO 

 
 Antes de iniciar as reações com soro, fazer as curvas ABAP e com TROLOX 

 
Curva ABAP 
Tampão Glicina ______ 1,8mL 
Luminol ____________ 0,1mL 
ABAP ______________ 0,1mL 

 

 
Curva Trolox 

       Tampão Glicina ______ 1,8mL 
       Luminol ____________ 0,1mL 
       Trolox ______________0,1 mL 
       ABAP ______________ 0,1mL 

Tempo da curva Trolox entre 12 e 14 min 

 
Reação com Soro 
Tampão Glicina ______ 1,8mL 
Luminol ____________ 0,1mL 
Soro diluido 1 :2 c H2O__ 5 uL 
ABAP ______________ 0,1mL 
 

Trolox entre 12 e 14 min 
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PROGRAMAÇÃO DO APARELHO 

 
 Main Menu – sel review and edit user program 
 Review/Edit – sel luminescencia 
 Review/Edit – sel counting time:25min 

 Edit Other Parameters 
 Edit Other Parameters – sel data calculation 
 Data calculation – sel number of data points: 25 

 sel count time/data point: 0,10 
 sel count sample set: 1 
 sel factor: 0,01 

 Voltar ao menu principal: sel count single rack 
 Count single rack: sel select user program 
 User selection: sel luminescencia 
 Count single rack: sel count with program user: 1 
 Count single rack: sel [START] 

 
Selecionar previamente os passos acima e deixar a tela start até que a rack contendo o 
frasco esteja na posição 
 
 
CÁLCULO 

 
TRAP = 802 x  Tempo da amostra  = cpm 
             Tempo de trolox 
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Anexo 5 – Determinação do Status da Paraoxonoxase 1 

 

Determinação do PON1status 

Ensaio triplo enzimático - Espectrofotometria 
Richter, R.J.; Jarvink, G. P.; Furlong, C. E. Determination of Paraoxonase 1 status Without the Use of Use of 

Toxic Organophosphate Substrates. Circulation: cardiovascular genetics (2008) 1:147-152 

 

 Preparo da Solução de Estoque de Tampão TRIS-HCl 1M 

(C4H11NO3 . HCl = 157,64) 

Pesar 39,41g e diluir em 250mL de H2O (utilizar balão volumétrico) 

CUIDADO: reação exotérmica! 

*Ajustar o pH para 8,0 (antes de acertar o menisco) e armazenar em geladeira 

**Corrigir pH todos os dias antes do uso – para o uso, o pH poderá variar entre 8,0 e 8,5 

 

 Preparo da Solução de Estoque de CaCl2 1M 

(CaCl2 . 2H2O = 147,02) 

Pesar 7,35g e diluir em 50mL de H2O (utilizar balão volumétrico) 

CUIDADO: reação exotérmica! 

*Filtrar a solução em papel de filtro após o preparo e armazenar em geladeira. 

 

 Preparo do Tampão A – Preparar no dia do uso 

20mM TRIS-HCl (pH=8,0) e 1mM CaCl2 

** Tampão para a diluição das amostras e preparo do Substrato de CMPA (cloro-metil-

fenil-acetato) 

Para 100mL de H2O: 2mL Solução Estoque de TRIS-HCl pH8,0 

   100µL Solução Estoque de CaCl2  

 

 Preparo do Tampão B – Preparar no dia do uso 

20mM TRIS-HCl (pH=8,0), 1mM CaCl2 e 2M NaCl 

** Tampão para o preparo do Substrato de PA-High Salt (fenil-acetato em alta 

concentração de sal) 

Para 50mL de H2O: 1mL Solução Estoque de TRIS-HCl pH8,0 

 50µL Solução Estoque de CaCl2  

 5,84g de NaCl 

 

 Preparo do Tampão C – Preparar no dia do uso 

9,0mM TRIS-HCl (pH=8,0) e 0,9mM CaCl2 

** Tampão para o preparo do Substrato de PA-No Salt (fenil-acetato sem a adição de sal) 

Para 50mL de H2O: 450µL Solução Estoque de TRIS-HCl pH8,0 

 45µL Solução Estoque de CaCl2  
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**Preparo das amostras: 

Antes de diluir as amostras, os tubos/criotubos de armazenamento deverão ser 

centrifugados a 10000 RPM, por 5min e refrigerados a 10ºC. 

 

 Reação 1 – Atividade CMPAse 

 

 
* Leitura avalia a formação do produto de hidrólise do CMPA (o 4-clorometil-

fenol) durante 4 minutos 

 

Diluir a amostra 1:40 – 10µL da amostra e 390µL do Tampão A 

*Utilizar tubos de vidro 

As amostras, após serem diluídas, deverão ser processadas em até 30min. 

 

 

Preparo do Substrato de CMPA: C8H7O2CH2Cl - PM: 184,62; Conc. final: 3mM 

10mL do Tampão A + 4,6µL do Reagente CMPA  

*Esta solução de substrato deve ser preparada em Tubo tipo Falcon, ao abrigo de luz, NO 

MOMENTO DO USO e não deverá ser utilizada após 1 hora de seu preparo. 

**Agitar vigorosamente por 30 segundos! 

 

PROCEDIMENTO: 

Adicionar 20µL da amostra diluída 1:40 nos poços em que ocorrerão a reação. Ao fim, 

adicionar 200µL da solução do Substrato de CMPA e proceder a leitura. 

 

Parâmetros de leitura – Utilizar modelo pré-definido no leitor de microplacas 

EnSpire®: Protocolo “CMPAse” 

Leitura cinética a 25ºC – 16 leituras, em 280nm, com intervalo de 15 segundos entre as 

leituras; o tempo total da reação é de 4min. 

Após as leituras cinéticas, serão realizadas mais duas leituras (em 900nm e 977nm) 

para a correção do path length (caminho ótico); 

*ver cálculos de correção ao final. 

 

 Reação 2 – Atividade AREase em alta concentração de sal 
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* Leitura avalia a formação do produto de hidrólise do fenil-acetato (fenol) 

durante 4 minutos 

 

Diluir a amostra 1:40 – 10µL da amostra e 390µL do Tampão A 

*Utilizar tubos de vidro 

As amostras, após serem diluídas, deverão ser processadas em até 30min. 

 

Preparo do Substrato de PA-High Salt: C8H7O2 - PM: 136,15; Conc. final: 5,52mM 

10mL do Tampão B + 10µL do Reagente PA (fenil-acetato) 

*Esta solução de substrato deve ser preparada em Tubo tipo Falcon, ao abrigo de luz, NO 

MOMENTO DO USO e não deverá ser utilizada após 2 hora de seu preparo. 

**Agitar vigorosamente por 30 segundos! 

 

PROCEDIMENTO: 

Adicionar 20µL da amostra diluída 1:40 nos poços em que ocorrerão a reação. Ao fim, 

adicionar 200µL da solução do Substrato de PA-High Salt e proceder a leitura. 

*Adicionar o substrato com cuidado, para não fazer bolhas! 

 

Parâmetros de leitura – Utilizar modelo pré-definido no leitor de microplacas 

EnSpire®: Protocolo “AREase” 

Leitura cinética a 25ºC – 16 leituras, em 270nm, com intervalo de 15 segundos entre as 

leituras; o tempo total da reação é de 4min. 

Após as leituras cinéticas, serão realizadas mais duas leituras (em 900nm e 977nm) 

para a correção do path length (caminho ótico); 

*ver cálculos de correção ao final. 

 

 Reação 3 – Atividade AREase sem adição de sal 

 

 
* Leitura avalia a formação do produto de hidrólise do fenil-acetato (fenol) 

durante 4 minutos 

 

Diluir a amostra 1:80 – 5µL da amostra e 395µL do Tampão A 

*Utilizar tubos de vidro 

As amostras, após serem diluídas, deverão ser processadas em até 30min. 

 

Preparo do Substrato de PA-No Salt: C8H7O2 - PM: 136,15; Conc. final: 3,26mM 

10mL do Tampão B + 5µL do Reagente PA (fenil-acetato) 

*Esta solução de substrato deve ser preparada em Tubo tipo Falcon, ao abrigo de luz, NO 

MOMENTO DO USO e não deverá ser utilizada após 2 hora de seu preparo. 
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**Agitar vigorosamente por 30 segundos! 

 

PROCEDIMENTO: 

Adicionar 20µL da amostra diluída 1:80 nos poços em que ocorrerão a reação. Ao fim, 

adicionar 200µL da solução do Substrato de PA-No Salt e proceder a leitura. 

 

Parâmetros de leitura – Utilizar modelo pré-definido no leitor de microplacas 

EnSpire®: Protocolo “AREase” 

Leitura cinética a 25ºC – 16 leituras, em 270nm, com intervalo de 15 segundos entre as 

leituras; o tempo total da reação é de 4min. 

Após as leituras cinéticas, serão realizadas mais duas leituras (em 900nm e 977nm) 

para a correção do path length (caminho ótico); 

*ver cálculos de correção ao final. 

 

 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

Os resultados das 16 leituras em todas as reações deverão ser corrigidos da mesma 

forma; 

* A primeira etapa é a correção por base line correction; esta correção deverá ser feita 

para realizar a comparação da atividade da cinética enzimática; 

* As amostras cujas replicatas variarem mais de 10% ou que apresentarem um valor de  

r2 inferior a 0,99 deverão ser reprocessadas; 

* Somente a primeira porção linear da curva deverá ser utilizada na análise final; 

* A análise deverá ser feita em mDO, e o valor das médias das leituras deverá ser 

utilizado na fórmula de cálculo de atividade (expresso em U/mL). 

 

FÓRMULA 

 
Onde: 

ε  Coeficiente de extinção molar 

Para o produto de hidrólise do CMPA (4-clorometil-fenol) = 1,30mMol/Lcm-1 

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

 

Correção do caminho ótico (Path length correction) 
Greiner bio-one. Aplication Note: UV/VIS Spectroscopy in Microplates UV-Star®, μClear®, MICROLON® and 

CELLSTAR® < http://www.greinerbioone.com/en/row/articles/literatures/application_notes/> 

 

a) Correção pela geometria da placa – para placas com poços cilíndricos de fundo 

chato: 

U tilizando as especificações do fabricante quanto ao diâmetro dos poços, fazer o 

seguinte cálculo: 

http://www.greinerbioone.com/en/row/articles/literatures/application_notes/
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Onde: 

h = fator de correção para a placa 

V = volume final que será utilizado 

d = média dos diâmetros especificados 

 

b) Correção por volume de água: 

Utilizando as leituras em 900nm e 977nm, é possível realizar a correção do path 

length para cada poço de reação, utilizando-se a seguinte fórmula: 

 
 

** Como referência para água, utilizar o valor padrão de 0,180. 


