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Resumo

ULIANO, Gabriela de Lemos. Atividade da paraoxonase-1: estudo da associacéo a
polimorfismos genéticos, fatores bioquimicos e nutricionais em criangas. 2015.
120p. Dissertacédo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) - Programa de Pds-Graduacéo
em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2015.

A infancia € um periodo vulneravel para o inicio das lesGes endoteliais, as quais podem
ser agravadas pela exposicdo a fatores nutricionais de risco. Por outro lado, esta
comprovado que uma elevada concentracdo de lipoproteina de alta densidade (HDL)
protege contra o0 surgimento destas lesdes, refletindo em menor risco de
desenvolvimento da doenca cardiovascular (DCV). A principal enzima antioxidante e
antiinflamatéria que contribui com a propriedade antiaterogénica atribuida ao HDL é a
paraoxonase 1 (PON1). Sua atividade sérica pode ser influenciada por diversos
parametros incluindo polimorfismos genéticos, fatores nutricionais, estilo de vida, idade,
farmacos, estado de salde e estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi investigar a
atividade da PONL1 e sua associacao a polimorfismos genéticos, fatores bioquimicos e
nutricionais em criancas de 5 a 7 anos de idade atendidas em ambulatorios de pediatria
de duas cidades do sul do Rio Grande do Sul. Foi realizado um estudo transversal no
periodo de Janeiro de 2014 a Fevereiro de 2015. O consumo alimentar foi avaliado pelo
questionario do SISVAN. Medidas de peso, altura e circunferéncia da cintura da crianca
foram utilizadas para avaliar o estado nutricional. Uma amostra de sangue foi coletada
e utilizada para avaliacao do perfil lipidico e da atividade arilesterase da PON1, medida
utilizando fenilacetato como substrato. A amostra biolégica também serviu para a
determinacao do polimorfismo PON1 C(-107)T, realizada pela amplificacdo por reagao
em cadeia da polimerase (PCR) seguida de digestdo com enzima de restricdo. Os
dados coletados foram analisados no programa Stata versdo 12, assumindo-se um
nivel de significancia de 5%. A mediana da atividade arilesterase da PON1 foi de
89,4kU/L, semelhante entre meninos e meninas. A analise do polimorfismo revelou que
0 genotipo mais frequente foi o heterozigoto CT (52,1%). O polimorfismo se mostrou em
equilibrio de Hardy-Weinberg. O gendtipo CC mostrou valores mais elevados de
atividade enzimatica do que os apresentados pelo genotipo TT (p<0,01). Niveis
desejaveis de HDL relacionaram-se a um incremento significativo da enzima na
populacao total. As concentracdes desta lipoproteina foram significativamente maiores
apenas nas criancas eutréficas portadoras do gendtipo CC em comparagdo as
portadoras do alelo T. Este é o primeiro estudo investigando o consumo alimentar como
possivel determinante dos niveis enzimaticos da PON1 em criangas. Foi verificado que
aquelas que consumiram salada crua regularmente mostraram maiores niveis (p<0,01)
de atividade enzimatica. A associacdo entre o genotipo -107CC, consumo regular de
salada crua, maior atividade da PON1 e concentracdo de HDL-C em criangas eutroficas
sugere que os fatores genéticos e suas interacdes com o ambiente estdo relacionados
a um perfil protetor contra o desenvolvimento de DCV.

Palavras-chave: PON1; polimorfismo genético; criangas; consumo alimentar; estado
nutricional; perfil lipidico.



Abstract

ULIANO, Gabriela de Lemos. Paraoxonase-1 activity: study of association to
genetic polymorphisms, biochemical and nutritional factors in children. 2015.
120p. Dissertation (Master degree em Nutricdo e Alimentos) - Programa de Pos-
Graduacao em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

Childhood is a vulnerable period for the start of endothelial lesions, which may be
aggravated by exposure to nutritional risk factors. On the other hand, it is proven that an
elevated concentration of high density lipoprotein (HDL) protects against the emergence
of these lesions, resulting in a lower risk of cardiovascular disease (CVD) development.
The main antioxidant and anti-inflammatory enzyme that contributes to the
antiatherogenic property attributed to HDL is paraoxonase 1 (PON1). Its serum activity
may be influenced by several parameters including genetic polymorphisms, nutritional
factors, lifestyle, age, drugs, health status and oxidative stress. The aim of this study
was to investigate the serum PON1 activity and its association to genetic
polymorphisms, biochemical and nutritional factors in children aged 5-7 years, attending
pediatric clinics in two cities in southern Rio Grande do Sul. A cross-sectional study was
conducted from January 2014 to February 2015. Dietary intake was assessed by
SISVAN questionnaire. Weight, height and waist circumference of the child were used to
evaluate nutritional status. A blood sample was collected and used to assess lipid profile
and PONL1 arylesterase activity, measured using phenylacetate as substrate. The
biological sample was also used to determine the polymorphism PON1 C(-107)T,
genotyped by PCR amplification followed by restriction digestion. Data were analyzed in
Stata program version 12, assuming a 5% significance level. The median PON1
arylesterase activity was 89,4kU/L, similar between boys and girls. The polymorphism
analysis revealed that the most common genotype was the heterozygous CT (52.1%).
The polymorphism was in Hardy-Weinberg equilibrium. The CC genotype showed higher
levels of enzyme activity than those presented by TT genotype (p<0.01). Desirable
levels of HDL were related to a significant increase of the enzyme in the entire
population. These lipoprotein concentrations were significantly higher only in normal
weight children carrying the CC genotype compared to those carrying the allele T. This
is the first study investigating food consumption as a potential determinant of PON1
enzymatic levels in children. It was verified that those who regularly consumed raw
vegetables showed higher levels (p<0.01) of enzyme activity. The association between -
107CC genotype, regular consumption of raw vegetables, higher PON1 activity and
HDL-C concentration in normal weight children suggests that genetic factors and their
interactions with the environment are related to a protective profile against the
development of CVD.

Keywords: PONL1; genetic polymorphism; children; food consumption; nutritional status;
lipid profile.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a doenca cardiovascular
(DCV) é a principal causa de morte no mundo, perfazendo 30% das mortes globais,
taxa semelhante a encontrada no Brasil (WHO, 2011; SBC, 2007). As DCV tém como
caracteristicas a presenca da aterosclerose, acumulo de placas de gorduras nas
artérias que impedem a passagem do sangue, e a elevada associacdo a comprovados
fatores de risco, como a obesidade e a dislipidemia (SBC, 2007).

Deve-se considerar que os primeiros estagios da aterosclerose podem ter inicio
na vida intrauterina ou nos primeiros anos de vida da crianca (CARVALHO et al., 2007;
REGO; CHIARA, 2006) e, mesmo na infancia, a progresséo das lesdes endoteliais esta
na dependéncia de fatores de risco e de suas inter-relagées (KELISHADI, 2010).

A elevacdo dos niveis séricos de colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e da
fracdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), além da reducdo na fracdo das
lipoproteinas de alta densidade (HDL) também estdo intimamente associadas as DCV
(SPEDM, 2009). Assim, uma alta concentracdo de HDL protege contra o surgimento e o
avanco das lesbes endoteliais, com efeito antioxidante, anti-inflamatério e
antiaterogénico (SCHRADER; RIMBACH, 2011).

Uma das enzimas que contribui significativamente com a propriedade
antiaterogénica atribuida ao HDL é a paraoxonase 1 (PON1) (SCHRADER; RIMBACH,
2011). A PONL1 é uma enzima antioxidante que circula no plasma junto as particulas de
HDL, contribuindo com suas propriedades antiaterogénicas. A PON1 atua na prevencgao
do aumento da quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO) e na hidroélise dos
peréxidos lipidicos, diminuindo a suscetibilidade do HDL a peroxidacédo, e no aumento
do efluxo de colesterol a partir de macréfagos. Uma reducgdo na atividade da PON1 esta
relacionada ao aumento do risco de DCV (DURRINGTON; MACKNESS; MACKNESS,
2001).

A atividade sérica da PONL1 varia entre individuos e € influenciada por fatores
genéticos e nutricionais, estilo de vida, idade, uso de farmacos, estado de saude e
estresse oxidativo (SCHRADER; RIMBACH, 2011). Ha evidéncias de que os niveis da

PON1 aumentam em criancas a partir do nascimento, estabilizando-se ao redor dos



dois anos de idade e alcancando um platé em torno dos 7 anos, quando observam-se
niveis semelhantes aos de adultos (HUEN et al.,, 2009). Ja os dados sobre a
associacao entre a atividade da PON1 e estado nutricional em criangas séo limitados e
divergentes (SUMEGOVA et al., 2007; KRZYSTEK-KORPACKA; PATRYN; HOTOWY,
2013; KONCSOS et al., 2010; RUPEREZ et al. 2013; GRACES et al., 2007).

Dentre as alteracdes genéticas, o polimorfismo genético caracterizado na regiao
promotora C(-107)T exerce efeitos extremamente significativos na atividade da enzima.
Individuos portadores do gendtipo -107CC apresentam niveis de PON1 até duas vezes
mais elevados que aqueles observados nos portadores do alelo -107T (BROPHY et al.,
2001). Na populacdo infantil brasileira, a frequéncia deste polimorfismo ainda é
desconhecida.

Hoje esta claro que diferentes padrdes dietéticos modulam os fatores envolvidos
no processo ateroscleroético, incluindo a atividade da PON1 (SANTOS et al., 2013).
Estudos em humanos mostraram que dietas ricas em acidos graxos monoinsaturados
aumentaram a atividade pdés-prandial da enzima. O contrério ocorreu com uma dieta
rica em gordura saturada. Os alimentos ricos em polifendis estiveram associados de
maneira positiva a PON1, aumentando significativamente seus niveis (SCHRADER,;
RIMBACH, 2011). Além disso, estudos indicam que, mesmo na presenca de
polimorfismos genéticos implicados em menor expressdo da PON1, alguns fatores
dietéticos, a exemplo dos antioxidantes, podem estimular sua atividade enzimatica
(PRECOURT et al., 2011).

Sabe-se que as alteragcbes metabodlicas ligadas a DCV ocorrem ainda na
infancia, ndo somente por influéncia genética, mas principalmente em decorréncia da
dislipidemia associada ao excesso de peso e ao consumo de alimentos ndo saudaveis
(SBP, 2012). Nesta faixa etaria, potenciais fatores de confusédo para avaliacdo da acéo
da PONL1, como influéncia hormonal, tabagismo e consumo de alcool ainda ndo estdo
presentes. Entretanto, nenhum artigo revisado investigou a atividade da PON1 em
criangcas e sua associacdo com fatores genéticos e nutricionais, sendo este um dos
aspectos motivadores deste estudo.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo investigar a atividade da

PON1 e sua associacdo a polimorfismos genéticos, fatores bioquimicos e nutricionais
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em criancas de 5 a 7 anos de idade atendidas em ambulatorios de pediatria de duas
cidades do sul do Rio Grande do Sul. Mediante os dados resultantes desta pesquisa
sera possivel beneficiar a populacao infantil atendida em nivel ambulatorial, propiciando
uma conduta nutricional direcionada a fim de protegé-la do dano endotelial e da doenca
aterosclerotica.

Este volume de dissertacéo esta estruturado em trés partes. A primeira refere-se
ao projeto de pesquisa com as modificacdes sugeridas pela banca de qualificagdo. A
segunda parte trata do relatério de trabalho de campo, desenvolvido entre janeiro de
2014 e fevereiro de 2015, e engloba a coleta e analise dos dados. Optou-se por dividir
0os resultados desta pesquisa em dois artigos iniciais. O primeiro artigo intitulado
“Influéncia do consumo alimentar, estado nutricional e perfil lipidico sobre a atividade da
paraoxonase 1 em crian¢as de 5 a 7 anos de idade.” serd submetido ao British Journal
of Nutrition. O segundo artigo “Associacao entre a atividade enzimatica e o polimorfismo
C(-107)T do gene da paraoxonase 1, estado nutricional e perfil lipidico em criancas de 5
a 7 anos de idade.” serd submetido ao periédico Genes & Nutrition. Ambos serao
traduzidos para a lingua inglesa antes da submissao e constituem a terceira parte desta
dissertacdo. Por fim, as conclusbes desta pesquisa, suas referéncias, apéndices e

anexos.
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Resumo

ULIANO, G. Atividade da paraoxonase-1: estudo da associagdo a polimorfismos
genéticos, fatores bioquimicos e nutricionais em criancas. 2013. 59p.

As doencas cardiovasculares (DCV) tém como caracteristicas a presenca da
aterosclerose e a elevada associacdo a fatores de risco, como obesidade e
dislipidemias. Estas patologias manifestam-se, em geral, em adultos, porém o processo
de disfuncdo endotelial tem inicio ja na fase intrauterina. A obesidade infantil esta
geralmente ligada a uma alimentacdo ndo saudavel, e a relacdo entre estes fatores
pode explicar a alta prevaléncia de dislipidemia nesta populacdo. Esta comprovado que
uma alta concentracdo de lipoproteina de alta densidade (HDL) protege contra o
surgimento das lesdes endoteliais, com efeito antioxidante, anti-inflamatorio e
antiaterogénico. Uma das enzimas que contribui significativamente com estas
propriedades é a paraoxonase-1 (PON1). A atividade sérica da PON1 varia entre as
pessoas sendo influenciada por fatores genéticos, nutricionais, estilo de vida, idade,
farmacos, estado de salde e estresse oxidativo. Apesar da diminuicdo da capacidade
antioxidante na obesidade infantil, dados sobre a associacdo do estado nutricional e
atividade da PON1 em criancas sédo limitados e divergentes. O objetivo deste estudo é
investigar a atividade da PON1 e sua associacdao a polimorfismos genéticos, fatores
bioquimicos e nutricionais, em criangas de 5 a 8 anos de idade atendidas no
Ambulatério de Pediatria da Faculdade de Medicina/UFPEL, na cidade de Pelotas — RS.
O estudo terd um delineamento transversal e sera realizado no periodo de Janeiro a
Junho de 2014. As informacOes serdo coletadas mediante assinatura do termo de
consentimento pelo responsavel, que devera responder a um questionario com
perguntas sobre salude e comportamento da crianca. Para avaliar a qualidade da
alimentacdo, sera aplicado o questionario de consumo alimentar do SISVAN. Seréo
feitas medidas de peso, altura e circunferéncia da cintura da crianga para avaliar o
estado nutricional. O paciente serd encaminhado para uma coleta de sangue para
avaliacdo da variavel de desfecho através da determinacgéo da atividade arilesterase da
PON1, que serd dosada no soro. A amostra bioldgica também servira para analise do
polimorfismo genético -107C/T da enzima PONL1 e dos triglicerideos, colesterol total e
suas fragbes. Os dados coletados serdao analisados utilizando-se o software STATA
versao 12, assumindo-se um nivel de significancia de 5%.

Palavras-chave: Paraoxonase-1. Criangas. Estado nutricional. Polimorfismo genético.
Consumo alimentar.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a doenca cardiovascular
(DCV) é a principal causa de morte no mundo, perfazendo 30% das mortes globais,
taxa semelhante a encontrada no Brasil (WHO, 2011; SBC, 2007). As DCV tém como
caracteristicas a presenca da aterosclerose, acumulo de placas de gorduras nas
artérias que impede a passagem do sangue, e a elevada associacdo a comprovados
fatores de risco, como a obesidade e as dislipidemias (SBC, 2007). Estudos recentes
indicam que as lesdes endoteliais podem desenvolver-se na fase fetal e em fases
precoces da vida, contribuindo para a precocidade dos eventos mérbidos (NAPOLI et
al., 2012). Evidéncias epidemioldgicas indicam que as manifestagfes clinicas das DCV,
como infartos, aumentaram entre os adultos na faixa etaria entre 20 e 40 anos e
mostram grande relacdo com a obesidade (WHO, 2011).

A obesidade € uma doenca crbnica que esta intimamente relacionada ao
surgimento de lesdes endoteliais e a progressao do processo aterogénico (KELISHADI,
2010). A doenca tem etiologia multifatorial e resulta de um balanco energético positivo.
Seu desenvolvimento ocorre, na maioria dos casos, pela associacdo entre fatores
genéticos, ambientais e comportamentais. A heranca genética na determinacdo da
obesidade parece ser de natureza poligénica, ou seja, as caracteristicas fenotipicas do
individuo obeso sao resultantes da interacdo de varios genes (SBP, 2012).

Um dos periodos criticos para o desenvolvimento da obesidade € a infancia. O
aumento da prevaléncia do excesso de peso nessa fase € preocupante devido sua
associacdo a complicagbes metabdlicas, cardiovasculares, pulmonares, ortopédicas,
psicologicas e algumas formas de cancer. Um ponto relevante da prevaléncia de
gordura corporal excessiva na infancia refere-se a precocidade com que podem surgir
efeitos danosos a saude, além das relacdes existentes entre obesidade infantil e sua
persisténcia até a vida adulta (SBP, 2012).

Em relacdo a obesidade na infancia, de acordo com a Pesquisa de Orcamento
Familiar (POF), realizada entre 2008 e 2009 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), uma em cada trés criancas com idade entre 5 e 9 anos estd com
peso acima do recomendado pela OMS. Para essa faixa etaria, estudos nacionais

demonstram prevaléncias de excesso de peso que variam entre 10,8% e 33,8%, em
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diferentes regides do Brasil (SBP, 2012). Schuch e colaboradores (2013) estudando a
prevaléncia de excesso de peso em criancas de 4 a 6 anos, matriculadas em escolas
publicas do Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC), encontraram uma
prevaléncia de obesidade infantil de 14,4% no RS e de 7,5% em SC.

Ainda quanto a relacao entre obesidade e o processo aterogénico tem-se que o
agravo da disfuncdo endotelial estd fortemente relacionado ao aumento do fluxo
endotelial de mediadores inflamatorios provenientes do tecido adiposo, em especial do
tecido adiposo visceral, e aos disturbios no metabolismo das lipoproteinas plasmaticas
(AGGOUN, 2007). Deve-se considerar que 0s primeiros estagios da aterosclerose, as
estrias gordurosas, podem ter inicio na vida intrauterina ou nos primeiros anos de vida
da crianca (CARVALHO et al., 2007; REGO; CHIARA, 2006).

Mesmo na infancia, a progressao das lesdes endoteliais estd na dependéncia de
fatores de risco e de suas inter-relacbes (KELISHADI, 2010). O excesso de tecido
adiposo, e 0 subsequente aumento da gordura visceral, verificados na obesidade,
desencadeiam resisténcia insulinica, com amplos efeitos negativos sobre o
metabolismo glicidio e lipidico, culminando na acelerac¢édo do processo aterosclerético.

Também estdo intimamente associadas as DCV a elevacao dos niveis séricos de
colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e da fracdo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), além de uma reducédo na fracdo das lipoproteinas de alta densidade
(HDL) (SPEDM, 2009). Nesta situacdo, niveis de colesterol LDL, composto
predominantemente por apolipoproteina B (apoB), estdo aumentados quando
comparados a niveis de HDL, cujo principal componente antiaterogénico é a
apolipoproteina A (apoA-1) (KONTUSH AND CHAPMAN, 2006). Assim, uma baixa
concentracdo de HDL circulante é um fator de risco independente para doenca arterial
coronariana com consequente aumento de eventos moérbidos como acidente vascular
cerebral e infarto agudo no miocardio (SBC, 2007). Por outro lado, uma alta
concentracdo de HDL protege contra o surgimento e 0 avanco das lesdes endoteliais,
com efeito antioxidante, anti-inflamatério e antiaterogénico (SCHRADER; RIMBACH,
2011).

Uma das enzimas que contribui significativamente com a propriedade
antiaterogénica atribuida ao HDL é a paraoxonase-1 (PON1) (SCHRADER; RIMBACH,
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2011). A PONL1 é uma enzima antioxidante que circula no plasma exclusivamente ligada
ao HDL, contribuindo com suas propriedades anti-inflamatérias e antiaterogénicas ao
prevenir o aumento da quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO), hidrolisar os
peréxidos lipidicos, diminuir a suscetibilidade do HDL a peroxidacdo e aumentar o
efluxo de colesterol a partir de macrofagos. Quando a atividade da PON1 esté reduzida
foi verificado aumento do risco de DCV (DURRINGTON; MACKNESS; MACKNESS,
2001). A atividade sérica da PONL1 varia entre individuos e € influenciada por diversos
parametros, incluindo fatores genéticos, nutricionais, estilo de vida, idade, uso de
farmacos, estado de salde e estresse oxidativo (SCHRADER; RIMBACH, 2011).

Dentre as alteracdes genéticas que influenciam a atividade da enzima, o
polimorfismo genético caracterizado na regido promotora -107 exerce efeitos
extremamente significativos. Individuos portadores do alelo —107C apresentam niveis
de PONL1 até duas vezes mais elevados que aqueles observados nos portadores do
alelo —-107T (BROPHY et al., 2001).

Em relacdo a idade, ha evidéncias de que os niveis da PON1 em recém-
nascidos sdo mais baixos quando comparados a adultos. Entretanto, a atividade da
enzima em criangas aumenta conforme o avango da idade, estabilizando ao redor dos
dois anos e alcancando um platd em torno dos 7 anos, quando observam-se niveis
semelhantes aos de adultos (HUEN et al., 2009).

Hoje estd claro que diferentes padrdes dietéticos modulam o processo
aterosclerotico, fatores de risco cardiovasculares e fatores protetores, a exemplo da
atividade da PON1 (SANTOS et al., 2013). Estudos em humanos mostraram que dietas
ricas em acidos graxos mono e poli-insaturados aumentaram a atividade pos-prandial
da PONL1. O contrario ocorreu quando foi utilizada uma dieta rica em gordura saturada.
Os alimentos ricos em polifendis estiveram associados de maneira positiva a PON1,
aumentando significativamente seus niveis (SCHRADER; RIMBACH, 2011). Além
disso, estudos indicam que, mesmo na presenca de polimorfismos genéticos implicados
em menor expressdo da enzima, alguns fatores dietéticos, a exemplo dos antioxidantes,
podem estimular a atividade enzimatica da PON1 (PRECOURT et al., 2011).

Embora os fatores dietéticos sejam alvo de inUmeras pesquisas em relacao a

seu papel protetor na reducéo de lesdes endoteliais e de DCV, nenhum artigo revisado
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investigou a associagao da atividade da PON1 com aspectos da alimentacao e o estado

nutricional na infancia, sendo este um dos aspectos motivadores deste estudo.

1.1 Justificativa

Um terco das criangas brasileiras apresenta excesso de peso. A obesidade
infantil estd geralmente ligada ao consumo de marcadores de alimentagdo né&o
saudavel, e a relacdo entre estes dois fatores pode explicar a alta prevaléncia de
dislipidemia nesta populacao (SBP, 2012).

Sabe-se que as alteracdes metabdlicas ligadas a DCV ocorrem ainda na
infancia, principalmente em decorréncia dos fatores mencionados. Apesar disto, esta
faixa etaria encontra-se relativamente livre de potenciais fatores de confusdo para
avaliacdo da acdo da PON1, como influéncia hormonal, tabagismo e consumo de
alcool. No entanto, dados sobre a associacdo entre a atividade da PON1 e obesidade
em criancas sdo limitados e divergentes (SUMEGOVA et al., 2007; KRZYSTEK-
KORPACKA; PATRYN; HOTOWY, 2013; KONCSOS et al., 2010; RUPEREZ et al.
2013; GRACES et al., 2007).

A frequéncia do polimorfismo genético na regidao promotora -107 ainda nao é
conhecida na populacéo infantil brasileira. Até o0 momento, dados sobre a atividade da
PONL1 em criancas do Brasil e sua associacao a fatores de risco para DCV também sao
escassos. Ainda que a ma qualidade da alimentacdo seja amplamente aceita como
principal contribuinte para o desenvolvimento da obesidade em criancas, e que a dieta
seja alvo de pesquisa em relacdo a seu papel protetor na DCV, ndo ha registro de
estudo que tenha associado a qualidade da alimentacéao infantil a atividade da PON1.

Mediante os dados resultantes desta pesquisa serd possivel identificar
alteracdes em fatores genéticos, suas relagbes com o estado nutricional, bem como o
impacto destes na atividade da PON1. Os resultados poderédo beneficiar a populacdo
infantil, propiciando uma conduta nutricional direcionada a fim de protegé-la do dano

endotelial e da doenca aterosclerotica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a atividade da PON1 e sua associacdo a polimorfismos genéticos,
fatores bioguimicos e nutricionais em criancas de 5 a 8 anos de idade atendidas no
Ambulatorio de Pediatria da Faculdade de Medicina/UFPEL.

2.2 Objetivos especificos
- Caracterizar a populacéo estudada no que diz respeito a:
a) estado nutricional;
b) consumo alimentar;
c) atividade arilesterase da paraoxonase-1;
d) frequéncia do polimorfismo genético da PON1 na regido -107;
e) perfil lipidico;
- Descrever as associagdes entre a atividade da PONL1, polimorfismo genético,

perfil lipidico, estado nutricional e consumo alimentar entre a populacéo.



24

3 HIPOTESES

- A prevaléncia de excesso de peso sera de 30%;

- A maior parte das criancas tera consumido marcadores de dieta de menor
qualidade (batata frita, hamburguer, biscoitos, refrigerante) pelo menos 3 dias na ultima
semana;

- A média da atividade arilesterase da PON1 ser&a de 120 kUI/L;

- A frequéncia do polimorfismo genético sera igual para ambos os alelos (0,5);

- A prevaléncia de dislipidemia sera de 25%;

- A média da atividade arilesterase dos portadores do genétipo -107 CC sera
significativamente maior do que a média dos portadores do genoétipo -107 TT;

- A atividade arilesterase da PON1 sera maior nas criancas:

a) com peso adequado para estatura e idade;

b) com melhor qualidade da dieta;

C) que apresentem genotipo -107 CC;

d) que tenham niveis de HDL elevados.

- Uma menor atividade arilesterase da PONL1 sera verificada nas criancas:

a) com obesidade central;

b) com excesso de peso;

c) que consumam dieta de menor qualidade;

d) que apresentem genétipo -107 TT;

e) que apresentem dislipidemia.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica foi realizada através das bases de dados PubMed,
Bireme, Lilacs, Scielo. A busca foi realizada utlizando-se como descritores
“paraoxonase”, “PON1”, “children” e “obesity”, “polymorphism -107" e “diet’, e suas
respectivas tradugcbes para a lingua portuguesa. Nao houve restricdo ao ano de
publicacdo. Primeiramente, os artigos foram selecionados através de seus titulos e,
posteriormente, através da leitura de seus resumos. Os artigos dos quais 0s resumos
atendiam as necessidades da pesquisa foram lidos na integra e selecionados para

comporem a revisao de literatura.

4.1 Impacto da obesidade na funcao cardiovascular

A aterosclerose representa 0 processo patolégico que tipicamente precede a
formacéo de placas nas paredes arteriais intima e média. Tais placas séo resultado de
um acumulo progressivo de colesterol e de diversos lipideos nas suas formas nativas e
oxidadas, material de matriz extracelular e células inflamatérias. A dislipidemia esta
intimamente associada a aterosclerose prematura e corresponde a um desequilibrio
entre fatores pré e antiatierogénicos (KONTUSH; CHAPMAN, 2006).

A obesidade esta relacionada a disturbios no metabolismo da glicose, resisténcia
insulinica e disfuncao endotelial. Com isso, é importante destacar a associacdo entre
obesidade central e sindrome metabdlica como fator de risco cardiovascular. As
citocinas secretadas pelos adipdcitos, como a interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose
tumoral (TNFa) e o inibidor do ativador de plasminogénio 1 atuam de maneira
importante na atividade inflamatéria vascular, predispondo a formacdo de estrias e
placas ateromatosas (AGGOUN, 2007).

Estes produtos liberados principalmente pelo tecido adiposo visceral, acidos
graxos livres e seus metabdlitos, entram na circulacdo portal e banham o figado,
desencadeando respostas que ativam componentes da via inflamatéria como o fator
nuclear kappa-B (NFKappaB), inibindo a sinalizacéo da insulina. Outro fato importante &
gue o tecido adiposo visceral possivelmente seja mais insulinorresistente que o

subcuténeo por, dentre outros fatores, ser menos vascularizado (SPEDM, 2009).



26

A resisténcia insulinica, uma condi¢do patologica na qual a acdo da insulina esta
prejudicada, tem papel central na patogénese da sindrome metabdlica (SBP, 2012).
Sob o ponto de vista metabdlico, esta resisténcia evidencia-se nas células musculares,
hepaticas e adiposas. Neste caso, os niveis de insulina circulante estado frequentemente
elevados, pois 0 pancreas secreta mais insulina tentando compensar a resisténcia
(RAO, 2001).

A insulina, dentre diversos outros fatores, pode afetar a regulacdo do
metabolismo lipidico. No tecido adiposo, ha diminuicdo da inibicdo da lipdlise e da
captacdo de acidos graxos livres que, em niveis elevados, inibem a utilizacao periférica
da glicose e aumentam a gliconeogénese hepatica, contribuindo assim para a
hiperglicemia e consequente resisténcia insulinica. A hiperinsulinemia também pode
ocorrer devido a uma reducéo na captacao de insulina pelo figado, em resultado a uma
exposicdo a niveis elevados de &cidos graxos (SPEDM, 2009).

Sabe-se ainda que a hiperinsulinemia e a obesidade central contribuem para
uma excessiva producdo hepatica de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),
podendo ocasionar uma reducdo de HDL. A resisténcia insulinica esta ligada ao
aumento de TG no figado, o que inibe a degradacao da apoB, a diminuicdo dos niveis
de lipase lipoproteica, aumento da sintese de apolipoproteina C-1l e queda na producao
de apoA-I (SPEDM, 2009).

A apoB apresenta-se sob duas formas, B-48 e B-100, diferenciadas pelo peso
molecular. A apoB-48, sintetizada do intestino, é constituinte dos quilomicrons (QM) e
seus remanescentes. A apoB-100, sintetizada no figado, faz parte das principais
fragcOes lipoprotéicas consideradas aterogénicas. Esta proteina representa um fator
desencadeante para 0 processo aterogénico, pois é essencial para a ligagdo das
particulas de LDL aos receptores celulares, permitindo sua entrada nas células (FORTI,;
DIAMENT, 2007).

4.2 Lipoproteina de alta densidade (HDL)
As lipoproteinas, compostas por lipideos e proteinas, sdo divididas em classes,
que se diferenciam pelo tamanho, densidade e pela composicéo tanto lipidica como

apoprotéica: quilomicrons (QM), lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),
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lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), LDL e HDL. As HDL s&o constituidas
por 50% de apoproteinas (Al em maior quantidade), 20% de -colesterol livre e
esterificado, 15% de fosfolipideos e 5% de TG (Fig. 1) (FORTI; DIAMENT, 2006).

Fig. 1 - Constituicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL). FL= fosfolipideos; apo = apoproteina; CL=
colesterol; CE = colesterol esterificado; TG = triglicérides.

Fonte: FORTI; DIAMENT, 2006, p. 671.

As fracdes podem ser identificadas em laboratério pela separacdo das
lipoproteinas por ultracentrifugacdo, eletroforese e ressonéancia magnética nuclear.
Quando fracionadas por ultracentrifugacdo sdo normalmente separadas em duas
principais subfragbes: HDL2 (d 1.063-1.125 g/ml) e HDL3 (d 1.125-1.21 g/ml). A
separacdo por eletroforese resulta em cinco subpopulagbes distintas de tamanho
decrescente: HDL2b, 2a, 3a, 3b e 3c (KONTUSH; CHAPMAN, 2006; FORTI; DIAMENT,
2006).

As apoA-I participam da formacao de HDL por trés vias. Primeiramente, por meio
da captacao de colesterol livre e fosfolipideos das células periféricas, formando a pré-B-
HDL. Sob a influéncia da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), o colesterol livre é
esterificado, formando a HDL madura, esférica, rica em colesterol esterificado. Ainda
sob a agdo da LCAT, a HDL madura transforma-se em HDL3 (mais densa e ainda mais
rica em colesterol esterificado); posteriormente, sob a acdo da proteina de transferéncia
de fosfolipideo, adquirindo fosfolipideos, forma-se a HDL2 (menos densa). E
conveniente lembrar que, na parede arterial e no plasma, existe interconversao entre
HDL2 e HDL3 (Fig.2) (FORTI; DIAMENT, 2006).



28

’ Aquisicao de
Hidrdlise 9 Vil colesterol livre e
de TG . 4 esterificacéo

Troca de colesterol-éster
por TG

Fig. 2 - Interconversdo das fracbes HDL2 e HDL3. HDL = lipoproteina de alta densidade; TG =
triglicerideos; LH = lipase hepatica; LCAT = lecitina-colesterol aciltransferase; CETP = proteina de
transferéncia do colesterol esterificado; CE = colesterol esterificado.

Fonte: FORTI; DIAMENT, 2006, p. 672.

A segunda via ocorre por meio da secrecao, pelo figado e intestino, de particulas
discéides contendo apoA-I, fosfolipideos e colesterol livre, que sdo transformadas, sob
a acao da LCAT, em HDL maduras. A terceira e Ultima via acontece por meio da acao
da lipase lipoprotéica sobre as lipoproteinas ricas em TG, liberando fragmentos
contendo fosfolipideos, colesterol livre e pequenas apoproteinas (KONTUSH,;
CHAPMAN, 2006; FORTI; DIAMENT, 2006).

As particulas de HDL diferem das lipoproteinas aterogénicas apoB por sua
capacidade de exercer inUmeras atividade biologicas antiaterogénicas. Especialmente
por possuir apoA-I, essas particulas podem mediar o efluxo de colesterol agindo como
aceptores primarios e assim, facilitar o transporte reverso de colesterol da parede
arterial e tecidos periféricos para o figado. O HDL ainda protege o LDL do estresse
oxidativo, tem acdo anti-inflamatoria nas células da parede arterial, além de possuir
atividade antiapoptotica, vasodilatadora, antitrombdtica e anti-infecciosa. Estas
propriedades antioxidantes do HDL estdo atribuidas em grande parte a presenca de
apolipoproteinas e enzimas associadas, principalmente a apoA-l e a PON1 (KONTUSH,;
CHAPMAN, 2006; DUNET et al., 2011).
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4.3 Paraoxonase-1: caracteristicas e funcdes

A paraoxonase-1 € uma esterase calcio-dependente, sintetizada principalmente
no figado, que circula no plasma ligada ao HDL agindo como antioxidante. A enzima é
membro de uma familia génica composta por trés genes (PON1, PON2, PONB3)
localizada no cromossomo humano 7. O gene da PONL1 exibe 9 exons e codifica uma
proteina de 354 aminoacidos (PRIMO-PARMO et al., 1996).

A PON1 foi a primeira da familia a ser descoberta em 1946, no entanto, o
interesse pela enzima aumentou quando Mackness e seus colaboradores (2003)
realizaram um estudo longitudinal prospectivo e revelaram que uma baixa atividade
enzimatica é fator de risco independente para eventos coronarianos em homens com
alta predisponibilidade para DCV devido a doenca preexistente ou outros fatores de
risco.

A PONL1 contribui com as propriedades antiaterogénicas e anti-inflamatorias do
HDL prevenindo o aumento da quantidade de ERO ao hidrolisar os peroxidos lipidicos
(prevenindo as particulas LDL de sofrer modificacdo oxidativa), diminuir a
suscetibilidade do HDL a peroxidacdo, e aumentar o efluxo de colesterol a partir de
macrofagos. Niveis reduzidos de atividade da PON1 refletem aumento do dano
endotelial e, consequentemente, do risco de DCV (DURRINGTON; MACKNESS;
MACKNESS, 2001).

A associacdo da PON1 com HDL, mais especificamente com a apoA-I, é um pré-
requisito para a estabilidade da atividade sérica da enzima. Entretanto, a apoA-l ndo é
necessaria para a secrecao e ligagdo da PON1 com o HDL, uma vez que a enzima
também pode estar ligada a apoA-ll, apoE e apoJ. O HDL €& um Otimo receptor
fisiologico para a PON1l em termos de estimulacdo da secrecdo enzimética e
estabilizacdo do peptideo secretado (FORTI; DIAMENT, 2006).

O tamanho e o formato da particula de HDL parecem ser cruciais para a ligacao
da PONL1. In vivo, a enzima se apresenta preferencialmente associada a particulas
grandes, porém pode estar junto a particulas pequenas e densas através de
ultracentrifugacdo. Como consequéncia, as particulas de HDL sdo heterogéneas quanto
sua atividade antioxidante, sendo maior conforme aumenta a densidade: HDL2b <
HDL2a < HDL3a < HDL3b < HDL3c. Portanto, o HDL3 atua de maneira mais potente ao
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proteger o LDL da oxidagdo in vitro quando comparado ao HDL2 (KONTUSH,;
CHANTEPIE; CHAPMAN, 2003).

Ligada ao HDL, a PONL1 circula no plasma, onde exerce sua atividade enzimatica
com uma ampla gama de substratos. Originalmente, a enzima foi identificada por
hidrolisar organofosfatos. O nome se refere a habilidade da PON1 para degradar
paraoxon, 0 metabdlito toxico do pesticida parathion. Além desta atividade
organofosfatase, a enzima exibe ainda atividade arilesterase e lactonase, de acordo
com o substrato hidrolisado (DURRINGTON; MACKNESS; MACKNESS, 2001).

Os polimorfismos genéticos da enzima, em especial a mutacdo Q192R, afetam a
eficiéncia catalitica dos substratos paraoxon e clorpirifés-oxon. Portanto, o uso de
fenilacetato ou diazoxon como substratos fornece uma melhor indicacdo de niveis
gerais de atividade da PON1 (COSTA et al., 2005).

A atividade sérica da PON1 é importante para a protecdo dos fosfolipideos do
LDL contra oxidagdo. A retencdo do LDL na parede arterial torna esta lipoproteina um
importante substrato para oxidacdo. Diversos sistemas oxidativos contribuem
potencialmente para a oxidacdo do LDL in vivo, entre eles NAD(P)H oxidases, xantina
oxidase, mieloperoxidase, 6xido nitrico sintase desacoplada, lipoxigenases e também a
cadeia mitocondrial de transporte de elétrons (MADAMANCHI; HAKIM; RUNGE, 2005;
MUELLER et al., 2005).

Particulas de LDL oxidado (LDL-0x) exibem multiplas propriedades aterogénicas,
bem como atividades pro-inflamatoérias, imunogénicas, apoptoéticas e citotdxicas. As
atividades pro-inflamatérias incluem acédo quimiotactante nos mondcitos circulantes,
inducdo da expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais, promocéo da
diferenciacdo de monécitos em macréfagos, indugéo da sintese e liberagédo de citocinas
pro-inflamatérias e quimiocinas de macréfagos e ainda, inibicdo da motilidade dos
macrofagos. Como resultado, a oxidacdo do LDL propaga o processo inflamatorio da
parede arterial, acelerando a aterogénese (CHISOLM; STEINBERG, 2000).

4.4 Modulag&o da atividade da paraoxonase-1
A atividade sérica da PON1 difere consideravelmente entre individuos e

populacdes sendo influenciada por diversos parametros incluindo fatores genéticos,
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nutricionais, comportamentais, ambientais, idade, uso de farmacos e estado de saude
(SCHRADER; RIMBACH, 2011).

4.4.1 Inflamacao

Inflamacgdo € uma resposta corporal sistémica com objetivo de reduzir agentes
toxicos ou nocivos e reparar dano tecidual. A inflamacéo crbnica representa um grande
fator de risco para DCV (RIDKER et al., 2004).

Um aspecto essencial da resposta inflamatoria envolve a ativacdo de células
fagociticas que atuam na defesa do hospedeiro. Infec¢des locais e sistémicas, lesdes
da parede arterial e retencdo excessiva de LDL podem potenciar a ativacdo de
macrofagos na parede arterial, provocando assim a producdo excessiva de espécies
pré-oxidantes (KONTUSH; CHAPMAN, 2006).

A atividade anti-inflamatéria do HDL é ilustrada por sua capacidade de reduzir a
expressdo de moléculas de adesao induzida por citocinas em células endoteliais e de
inibir a adesdo de mondcitos a estas células. Esta capacidade esta relacionada a
presenca de apoA-lI, apoA-ll, apoA-IV, e de espécies moleculares distintas de
fosfolipideos. A acdo anti-inflamatdria também envolve a hidrélise de lipideos oxidados
por enzimas associadas ao HDL, especialmente a PON1(KONTUSH; CHAPMAN,
2006).

Estas enzimas associadas podem estar depletadas ou apresentando alteracdes
funcionais sob condi¢c6es inflamatérias, em doencas metabdlicas que envolvam baixos
niveis de HDL e na DCV prematura, provavelmente devido a substituicdo de PON1 por
SAA - proteina amiloide sérica A, na inducdo da resposta inflamatoria (NAVAB et al.,
1997; VAN LENTEN et al., 2001).

A SAA é uma proteina que desempenha importante funcéo biol6gica durante
processos inflamatérios, quando se associa ao HDL, deslocando a apoA-I. Tanto na
inflamacdo de fase aguda quanto em processos crénicos, como no caso da
aterosclerose, a SAA tem seus niveis plasmaticos permanentemente aumentados
(SANDRI, 2008).
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4.4.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre fatores pro-
oxidantes e antioxidantes, onde os primeiros prevalecem. Este desequilibrio ocorre
gquando ha uma producéo excessiva de espécies reativas de oxigénio pelos sistemas
biolégicos. Estas espécies que incluem radical superdxido (O;), radical hidroxila ((OH)
e peroxido de hidrogénio (H20,), junto a espécies reativas de nitrogénio como Oxido
nitrico (NO) e o radical peroxinitrito (ONOQ), desempenham um papel importante na
biologia vascular (ROBERTS; SINDHU, 2009).

Se os sistemas antioxidantes celulares ndo neutralizam as ERO, elas podem
reagir com macromoléculas e desencadear o0 processo de peroxidacdo lipidica,
causando dano ao DNA, a proteina e alteracGes celulares. Este processo implica em
diversos estados patogénicos, dentre eles, inflamacdo e aterosclerose (ROBERTS;
SINDHU, 2009).

Os lipideos e as lipoproteinas também sdo afetados pelas ERO. Assim, o
estresse oxidativo esta associado a peroxidacéo lipidica das lipoproteinas e das células
arteriais, incluindo os macrofagos. Estes “macréfagos oxidados” possuem uma maior
capacidade de converter LDL na sua forma nativa em LDL-ox. As particulas pequenas e
densas de LDL sdo mais sensiveis a oxidacdo quando compradas as particulas
maiores (FUHRMAN; VOLKOVA; AVIRAM, 2002).

O mecanismo provavel pelo qual a PON1 protege as lipoproteinas e a célula
arterial da oxidacdo é a hidrélise de peroxidos lipidicos, como ésteres de colesterol
oxidados especificos e fosfolipideos (Fig. 3) (ASKAR; BUYUKLEBLEBICI, 2012).

Cholesterol
influx

Fig 3. Papel da PON1 associada ao HDL na oxidag&o do LDL.

Fonte: ASKAR; BUYUKLEBLEBICI, 2012, p.151.
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A PON1 mostrou-se eficiente em utilizar ndo sé peroxidos lipidicos, como
também H,O,. Por estas propriedades, pode-se dizer que esta enzima tem atividade
semelhante a peroxidase (AVIRAM et al., 1998).

4.4.3 Fatores comportamentais e uso de farmacos

Diversos fatores comportamentais como tabagismo, consumo de alcool e a
pratica de atividade fisica vém sendo associados a modificacbes nos niveis séricos de
PON1.

O tabagismo é um potente fator de risco modificavel que demonstra o maior
impacto na DCV. Tanto o uso do tabaco quanto a fumaca do cigarro levam ao estresse
oxidativo induzindo a inflamacéo sistémica e disfuncdo endotelial. Estudos comprovam
qgue o fumo reduz significativamente a atividade da enzima (RAINWATER et al., 2009;
JAMES; LEVIEV; RIGHETTI, 2000; THYAGARAJAN et al., 2008; SENTI et al.,2003).

Em relacdo ao consumo moderado de alcool, as evidéncias de que este exerce
um papel protetor na DCV acarretam a necessidade de estudos sobre a possibilidade
de seu efeito na modulacdo da PON1. Doses moderadas de bebida alcodlica, em
especial o vinho tinto, elevam a atividade plasmética da enzima. Isto pode ser atribuido
em parte ao aumento concomitante do HDL, uma vez que ambos estdo intimamente
relacionados. Por outro lado, o consumo excessivo de alcool mostra efeitos opostos,
reduzindo significativamente os niveis de PON1 comparados aos de individuos que nao
bebem (RAO et al., 2003).

A prética regular de atividade fisica tem efeitos positivos sobre o sistema
cardiovascular. Ela induz a perda de excesso de peso, aumenta a sensibilidade a
insulina, diminui a concentragdo de fibrinogénio no plasma e também a pressédo
sanguinea. Seu papel na melhoria do perfil lipidico sérico aparece principalmente pelo
aumento do HDL e uma diminuicdo nas taxas de VLDL e TG. Apesar desta
constatacdo, dados sobre o papel da atividade fisica na modulacdo da PON1 ainda séo
contraditorios. A maioria dos autores mostra que individuos fisicamente ativos tém
niveis mais elevados de PON1 quando comparados aqueles que sdo sedentarios
(SENTI et al.,2003).
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Um possivel mecanismo do impacto da atividade fisica regular sobre nivel de
atividade da PON1 seria a estimulagdo dos sistemas antioxidantes enddgenos,
resultando na reducdo do estresse oxidativo. Exercicios aerdbicos diarios exercem
outros efeitos benéficos sobre o endotélio vascular que tém impacto favoravel na
biodisponibilidade do Oxido nitrico, reduzindo a trombogenicidade, e a inflamacéo
(OTOCKA-KMIECIK; ORLOWSKA-MAJDAK, 2009).

O contrario pode ser notado em individuos que praticam exercicios de alta
intensidade. Ao realizar exercicio extenuante, o consumo de oxigénio em humanos
aumenta em até 20 vezes. Além de fornecer energia para os musculos em trabalho,
ERO sao gerados de forma excessiva. Isto pode aumentar o estresse oxidativo,
expondo o endotélio aos efeitos negativos destas substancias (OTOCKA-KMIECIK;
ORLOWSKA-MAJDAK, 2009).

Muitos estudos investigando a modulacdo da PON1 envolvem também farmacos,
particularmente aqueles capazes de alterar o metabolismo das lipoproteinas, utilizados
para tratamento dos niveis elevados de colesterol plasmatico, como estatinas e fibratos.
Os metabdlitos da atorvastatina e do genfibrozil tém acédo antioxidante contra a
peroxidacdo das lipoproteinas, portanto eles preservariam a atividade da PON1
(OTOCKA-KMIECIK; ORLOWSKA-MAJDAK, 2009).

Os resultados sobre o impacto do uso destes medicamentos na regulacdo da
PON1 séo contraditérios. A maioria dos estudos comprova que as estatinas tém efeitos
indiretos benéficos tanto através da acéo redutora do colesterol quanto pela diminui¢ao
do estresse oxidativo. Esta diminuicdo seria a causa mais provavel da ligacdo das
estatinas com o aumento da atividade da PON1 (PRECOURT et al., 2011). Ja alguns
estudos em animais e in vitro forneceram resultados contrastantes, onde as estatinas
reduziram a atividade da PON1 (GOUEDARD et al., 2003).

Achados importantes revelam ainda que os polimorfismos genéticos teriam
influéncia sobre a acédo destes farmacos. Deakin, Guernier e James (2007) mostraram
que pacientes hipercolesterolémicos homozigotos para o alelo C na posi¢cdo -107
respondem ao tratamento com sinvastatina, ao contrario daqueles homozigotos para o

alelo T.
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Outros farmacos utilizados no tratamento e prevencdo das DCV tiveram seus
efeitos avaliados. A aspirina elevou significantemente os niveis da PONL1,
possivelmente por seu efeito anti-inflamatério. O orlistat, usado no combate a
obesidade e melhora do perfil lipidico, também mostrou influéncia benéfica na atividade
da PON1 (BLATTER-GARIN et al., 2003; AUDIKOVSZKY et al., 2001).

4.4.4 Fatores nutricionais

4.4.4.1 Estado nutricional

Atualmente esta bem demonstrado que a obesidade é um preditor independente
de risco cardiovascular e mortalidade. Ferreti e seus colaboradores (2005), em estudo
de caso-controle, verificaram que o valor médio da atividade da PONL1 isolada a partir
de plasma de mulheres obesas foi cerca de 4 vezes menor do que o valor encontrado
entre o grupo controle, formado por mulheres com indice de Massa Corporal (IMC)
normal. Uma correlacdo negativa significativa foi estabelecida entre atividade da PON e
IMC em pacientes obesos sugerindo que os individuos com maior IMC tém uma menor
atividade enzimatica.

Uma recente revisdo sobre a relacdo da atividade sérica desta enzima com a
obesidade, publicada por Kota e colegas (2013), leva a concluir que a obesidade esta
associada a uma reducdo de 50-60% na atividade da PON1, acompanhada por queda
significativa dos niveis de HDL e aumento de LDL, refletindo um maior potencial
aterosclerotico.

Apesar destes resultados, um estudo de caso-controle em uma populacéo
mexicana avaliando a atividade da enzima em um grupo de peso normal e outro de
obesos, constatou que ndo houve diferenca entre as atividades da PON1 nos dois
grupos de estudo (MARTINEZ-SALAZAR et al., 2011).

4.4.4.2 Dieta
Hoje esta claro que diferentes padrbes dietéticos modulam alguns aspectos do
processo aterosclerético e fatores de risco cardiovasculares, como niveis lipidicos no

plasma, resisténcia a insulina e metabolismo glicidico, presséao arterial, fenébmenos
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oxidativos, fungcdo endotelial e inflamacdo vascular (SANTOS et al, 2013).
Consequentemente, alteracdes na atividade sérica da PON1 tém sido relatadas de
acordo com o consumo de certos nutrientes, o que levanta a hipétese de uma possivel
modulacao dietética dessa enzima.

A atividade da PON1 é modificada especialmente pelo consumo de &cidos
graxos, sendo gorduras mono e poli-insaturadas as maiores responsaveis pelo aumento
da atividade enzimatica. Quatro grupos de ratos foram alimentados com dieta controle,
dieta suplementada com trioleina, com tripalmitina ou com 6leo de peixe. A dieta com
trioleina aumentou significativamente a atividade da PON1, enquanto que aquela com
Oleo de peixe causou uma diminuicdo significativa na atividade enzimética. A dieta
enriquecida em tripalmitina teve efeito similar & do grupo controle (KUDCHODKAR et
al., 2000).

Segundo estudo de revisdo sobre os determinantes dos niveis da PON1, estudos
em humanos mostraram que dietas adicionadas de azeite de oliva ou ricas em acidos
graxos mono e poli-insaturados aumentaram a atividade poés-prandial da enzima. O
contrario ocorreu quando utilizada uma dieta rica em gordura saturada, confirmando
gue o consumo de gordura saturada e trans esta relacionado a elevag¢do do LDL e
aumento de risco cardiovascular (SCHRADER; RIMBACH, 2011).

Em uma intervencdo com 32 voluntarios, de Roos (2002) verificou que substituir
a gordura saturada por gordura trans na dieta de pessoas saudaveis resultou em
diminuicdo do HDL e da atividade da PONL1. A atividade da enzima foi maior ao fim de 4
semanas de consumo de uma dieta com 22,9% de energia proveniente de gordura
saturada quando comparada a uma dieta onde 9,3% da energia de gorduras saturadas
foi substituida por gordura hidrogenada.

Refei¢des ricas em 6leo de cozinha reutilizado, simulando alimentos servidos em
restaurantes de fast food, induziram uma diminuic&do na atividade pos-prandial da PON1
em homens apés 4 horas. Este efeito durou até 8 horas apos a refeicdo ter sido
realizada (SUTHERLAND et al., 1999).

A baixa incidéncia de doencas cardiovasculares em paises banhados pela bacia
do Mediterraneo, onde o azeite de oliva é a principal fonte de gordura da dieta, motivou

outro estudo de revisdo que sugere por evidéncias acumuladas que o HDL e a apoA-I,
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podem ser aumentados pelo consumo de azeite de oliva virgem (M LOU-BONAFONTE
et al., 2012).

A composicao lipidica da dieta modula muitos constituintes das lipoproteinas e
desta maneira influencia de modo consideravel os niveis de PON1. Enquanto a dieta
aterogénica pode nao afetar diretamente a enzima, isto pode ocorrer indiretamente por
meio de estresse oxidativo, o que reduz os transportadores da PONL1.

O impacto dos alimentos e de suas propriedades antioxidantes na modulacao
enzimatica também foi estudado. Varios estudos em animais € humanos examinaram
os efeitos da vitamina C (acido ascérbico) e vitamina E (a-tocoferol) indicando efeito
protetor na atividade da paraoxonase, especialmente em relagdo a vitamina C. Estas
observacbes poderiam ser explicadas por uma melhora na defesa antioxidativa,
resultando na protecdo da PON1l. (COSTA; GIORDANO; FURLONG, 2011;
SCHRADER; RIMBACH, 2011). Dentre os alimentos ricos em compostos antioxidantes,
a roma foi o que se associou de maneira mais positiva com a enzima (SCHRADER;
RIMBACH, 2011).

Mesmo que grandes estudos epidemiolégicos tenham demonstrado
repetidamente que pessoas com dietas ricas em frutas e vegetais reduziram o risco
cardiovascular, Kleemola e colegas (2002) concluiram que a atividade da PON1 foi
negativamente correlacionada com o consumo de vegetais, fibras soluveis e
betacaroteno. Corroborando com este achado, Rantala e colaboradores (2002)
administraram para um grupo de mulheres por cinco semanas uma dieta rica em
vegetais e, apos trés semanas de intervalo, introduziram outra pobre em vegetais pelo
mesmo periodo. No outro grupo a ordem das dietas foi invertida. Ao avaliar a diferenca
entre o efeito de ambas, os autores verificaram que houve redugcdo da atividade
enzimatica apos o consumo da dieta rica em vegetais. Entretanto, a variacdo genética
parece ter um impacto sobre a resposta a uma dieta rica em vegetais, ja que a reducao
na atividade da PONL1 foi mais importante em mulheres que carregam o genotipo 192R
e 55L.
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4.4.5 Fatores genéticos

Ha poucas informacdes na literatura sobre a regulacdo da expressdo do gene
PON1. Mais de 160 polimorfismos ja foram descritos neste gene, alguns em regides
codificantes, outros em introns ou ainda em regides reguladoras, necessitando serem
mais adequadamente caracterizados. Amplamente investigados e descritos na literatura
estdo dois polimorfismos comuns na regido codificante do gene, com substituicdo dos
aminoacidos Glutamina (Q) por Arginina (R) na posicdo 192 e de Leucina (L) por
Metionina (M) na posicao 55. (COSTA et al., 2005).

Estudos de genotipagem da PONL1 realizados em uma populagdo saudavel
estabeleceram que os polimorfismos sé&o frequentes e tém um forte impacto na
expressdo génica e nas concentracfes seéricas da enzima, em especial aquele
encontrado na regido promotora -107. Este polimorfismo contribui em até 25% das
variagdes na expressdo da PON1 em adultos de raga branca e o alelo -107C
proporciona niveis de PON1 até duas vezes mais elevados que aqueles observados
com o alelo —107T. A distribuicdo da frequéncia deste polimorfismo é aproximadamente
igual (0.5) para ambos os alelos na populagdo. Outros polimorfismos nas regifes
promotoras -162 e -909 podem ter efeitos menos significativos sobre a expressao
génica e estdo em forte desequilibrio com o polimorfismo na regido -107 (HUEN et al.,
2010; HOLLAND et al., 2006; JAMES et al., 2000; BROPHY et al., 2001).

Apesar desta constatacdo, os resultados referentes ao polimorfismo na posicéo -
107 séo contraditorios. Najafi, Gohari e Firoozrai (2009) encontraram que 0s portadores
do alelo -107C apresentam um risco elevado de DCV ao passo que Campo e
colaboradores (2004) relataram um risco aumentado para portadores da variante -107T.

4.5 Atividade da paraoxonase na infancia

A PONL1 esta intimamente relacionada a inibicdo de processos oxidativos. Esta
descoberta indica que a determinagdo da atividade da enzima pode ser benéfica para
criangas expostas a fatores de risco para DCV, a fim de protegé-las da aterosclerose no
futuro (SUMEGOVA et al., 2007).

Ha evidéncias que os niveis da PON1 em recém-nascidos sdo mais baixos

quando comparados a adultos e que a atividade da enzima em criancas aumenta
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conforme o avanco da idade. Em estudo que acompanhou nove criangas
longitudinalmente, os niveis da enzima atingiram o platd, comparaveis com a média de
adultos, entre 6 e 24 meses de idade (COLE et al., 2003). Huen et al. (2007, 2009)
porém afirmam que a atividade da PONL1 continua a aumentar apés os 2 anos de idade
tendendo a assemelhar-se aos niveis na vida adulta aos 7 anos de idade. Além disso,
os polimorfismos da PON1 modificam o efeito da idade na atividade da enzima.

Em relacdo aos fatores genéticos, alguns estudos desenvolvidos em populacdes
infanto-juvenis do continente europeu e da regido do Vale do Salinas nos Estados
Unidos objetivaram genotipar e identificar a frequéncia de polimorfismos genéticos.
Além disso, buscaram descrever a atividade da PON1 e associar esta atividade aos
polimorfismos, idade, estado nutricional e marcadores bioquimicos (HUEN et al., 2009,
2010, 2013; HOLLAND et al., 2006; GARCES et al., 2007, 2008; SUMEGOVA et al.,
2007; KONCSOS et al., 2010; KARIKAS et al.,, 2006; RUPEREZ et al., 2013;
KRZYSTEK-KORPACKA; PATRYN; HOTOWY, 2013). Os autores mostram que a
frequéncia para o polimorfismo na regido promotora -107 foi muito semelhante para
ambos os alelos. A atividade arilesterase da PON1 foi significativamente maior nos
portadores do gendtipo -107 CC do que naqueles portadores do alelo T (HUEN et al.,
2009, 2010; HOLLAND et al., 2006).

Ja dados sobre a relagdo entre PON1 e obesidade, especialmente em criancgas,
sdo divergentes. Sumegova et al. (2007) ndo comprovaram relacdo direta entre a
atividade enzimatica e o excesso de peso, porém mostraram que o aumento do IMC é
um fator de risco para a reducao da capacidade antioxidante total e, estaria ligado ao
dano oxidativo e consequente desenvolvimento de doencas associadas. Ja Krzystek-
Korpacka, Patryn e Hotowy (2013), estudando criangas polonesas, verificaram que a
reducdo da atividade da PON1 esteve mais associada a obesidade central do que a
obesidade diagnosticada por IMC elevado. Koncsos e colaboradores (2010) também
encontraram uma reducdo significativa da atividade da enzima em criancas obesas
guando compradas as que tinham peso normal.

Em recente pesquisa, Rupérez et al. (2013) conduziram um estudo de caso-
controle investigando diferentes atividades da PON1 e polimorfismos genéticos

correlacionando esses dados com obesidade infantil e marcadores plasmaticos em uma
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populacdo pré-pubere da Espanha. Nenhuma das atividades da PON21 diferiu
significativamente entre as criancas obesas e aquelas com peso normal. Apenas o
polimorfismo rs854566 sugeriu um papel protetor em respeito a obesidade.

Por outro lado, o estudo das Quarto Provincias, que analisa fatores de risco para
DCV em criancgas, coletou dados de mais de 1200 crian¢as espanholas entre 6 e 8 anos
com altos niveis de HDL e verificou que a atividade da PON1 era significativamente
mais elevada em obesos do que na populacéo pré-ptbere com peso normal (GARCES
et al., 2007).

Apesar da intima relacdo da PON1 com HDL, estudos que investigaram esses
dados na populagéo infantil ndo encontraram associac¢des significativas entre atividade
da enzima e niveis séricos de lipideos (GARCES et al., 2008; SUMEGOVA et al., 2007).
Entretanto, Rupérez et al. (2013) ao realizarem estudo caso-controle com um grupo de
criancas obesas e outro com peso normal, mostraram que colesterol total, HDL e apoA-I
estavam significativamente correlacionados de maneira positiva a atividade arilesterase
da PONL1.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento
O presente estudo terd um delineamento transversal.

5.2 Populag&o em estudo
A populacdo do estudo sera composta por criancas de 5 a 8 anos de idade,
atendidas no Ambulatério de Pediatria da Faculdade de Medicina/UFPEL, na cidade de

Pelotas — RS, no periodo de Janeiro a Junho de 2014.

5.3 Amostra
A amostra sera composta por criancas de 5 a 7 anos de idade, atendidas no
Ambulatério de Pediatria da Faculdade de Medicina/UFPEL, que atenderem aos

critérios de inclusdo no periodo da coleta de dados, conforme calculo amostral.

5.3.1 Critérios de incluséo e excluséo

Serdo incluidas no estudo criancas de 5 a 8 anos incompletos, de ambos 0s
sexos, independente do estado nutricional, atendidas no Ambulatério de Pediatria da
Faculdade de Medicina/UFPEL, no periodo de Janeiro a Junho de 2014.

Serdo excluidas do estudo aquelas que apresentarem diagnéstico médico de
doencas hepaticas, paralisia cerebral, displasia 6ssea ou neoplasias. Também serdo
excluidas as criancas portadoras de necessidades especiais (fisicas ou motoras) e

alteracdes genéticas, como Sindrome de Down e talassemia.

5.3.2 Célculo do tamanho amostral

O calculo do tamanho da amostra partiu da revisao de literatura e foi realizado no
programa aberto online de estatisticas epidemiologicas OpenEpi - Open Source
Epidemiologic Statistics for Public Health, versdo 3.01. Considerou-se um nivel de
confianca de 95% e o calculo amostral foi realizado individualmente para cada variavel
de interesse, conforme dados fornecidos pela revisédo, por diferenca de média entre os

grupos (Fig. 4). Além disso, foram acrescentados 10% para eventuais perdas e recusas
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e 15% para controlar fatores de confusdo. Desta forma, para obtencdo de poder
amostral de 80% foi estimada a necessidade de inclusdo de 84 pacientes no estudo.

Variavel/ Atividade arilesterase da ~Relag::?lo ]
EXOSICA0 PON1 N&o exposto/ N n
Exposto Nao exposto exposto
Polimorfismo TT CC 1,5 20 26
103,3+ 23,7 | 138,5+30,3 28,3%/18,4%
Obesidade Obeso Normal 1,75 53 68
136,1 + 24,9 159,2 + 33 82/47
Sexo Masculino Feminino 0,75 4 6
773+2,3 85,8 £ 3,7 27/36
Obesidade central Sim Nao 2 66 84
1352+28,9 | 157,6 £+32,8 104/52

% Namero total de criancas incluindo 10% para perdas e recusas e 15% para controle de fatores de
confuséo.

Figura 4 - Célculo do tamanho de amostra para as diversas exposi¢des.

5.4 Logistica e caracterizacdo do local

O estudo sera desenvolvido no Ambulatério de Pediatria vinculado a Faculdade
de Medicina/UFPEL, localizado no bairro Fragata, na cidade de Pelotas, Rio Grande do
Sul. O Ambulatério de Pediatria € parte integrante do Ambulatério Central da faculdade,
que atende também diversas outras especialidades como cardiologia, cardiologia
infantil, cirurgia, clinica geral, endocrinologia, nefrologia, oncologia, além de ser
referéncia no atendimento de AIDS.

O Ambulatério de Pediatria realiza atendimentos diariamente em dois turnos, de
segunda a sexta-feira, com uma média de 35 atendimentos por dia.

Toda criangca encaminhada ao Ambulatorio de Pediatria no periodo da coleta de
dados, sera avaliada quanto aos critérios de inclusdo e exclusdo. Apds esta triagem, os
responsaveis devidamente esclarecidos e que autorizarem a participagdo das criancas
no estudo, deverdo assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE
(Apéndice A). Em seguida, os responsaveis responderdo a questionarios contendo
informacdes relativas a dados sociodemograficos, de saude, comportamento (Apéndice

B) e consumo alimentar da criangca (Anexo A). Algumas informacfes contidas nos
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questionarios poderdo ser utilizadas para ajustes posteriores nas analises. Dados nao
contemplados na entrevista serdo coletados diretamente no prontuério.

Nesta mesma ocasido, serdo realizadas medidas antropométricas e solicitada a
coleta de sangue em laboratorio de analises clinicas. A amostra sanguinea coletada no
laboratério sera analisada para determinac@o das variaveis bioquimicas de exposi¢éo,
sendo o soro preservado a fim de analisar a atividade arilesterase da PON1. O material
também serd utilizado para extracdo do DNA gendmico e identificacdo do polimorfismo
genético. A analise da atividade enzimatica e a pesquisa do polimorfismo genético
serao feitas no Laboratério de Nutricdo Experimental da Faculdade de Nutricdo/UFPEL.

O recrutamento e fluxograma de coleta de dados estao caracterizados na Fig. 5.

Ambulatério de Pediatria

l’ TCLE

Critérios de inclusdo e exclusdo |=9 Aspectos éticos
¢ Assentimento (oral)

Questionérios + Antropometria

¥

Coleta sanguinea em Laborat6rio de Andlises Clinicas

| v

Atividade da PONL1 e pesquisa de
polimorfismo genético

Perfil lipidico

Ambulatério
(laudo de exames e acompanhamento nutricional)

Figura 5 - Recrutamento e fluxograma de coleta de dados.

5.5 Definicao do desfecho

5.5.1 Atividade arilesterase da PON1

O soro obtido serd mantido a -20°C até a analise. A atividade arilesterase da
PON-1 sera medida a partir da velocidade de formacao de fenol através do aumento da
absorbancia a 270nm, temperatura de 25°C, em espectrofotdmetro. As amostras serao
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diluidas 1:3 em 20mM de Tampéao Tris/HCI, pH 8,0, contendo 1mM de CaCl,. A solucao
reagente sera de tampdo Tris/HCI, pH 8,0, contendo 1mM de CaCl,, a qual sera
adicionado 1mM de fenilacetato. A reacdo sera determinada apds 20 segundos de
retencdo e a absorbancia sera medida por 60 segundos. Uma unidade de atividade
arilesterase da PON1 sera considerada igual a 1uM de fenol/minuto e expressa em
kU/L, com base no coeficiente de extingcdo de fenol. Amostras em branco contendo

agua serao utilizadas para corrigir a hidrélise ndo enzimatica.

5.6 Definicdo das variaveis de exposicao

5.6.1 Polimorfismo genético -107C/T da enzima PONL1

Para extracdo de DNA gendmico, o sangue coletado (300uL de sangue total)
sera adicionado de tampéo de quebra de hemacias (Tris-HCI 10mM, pH 7,6, 109,549
de sacarose, 1,01g de MgC1, e 10ml de Triton X-100) e centrifugado por 2 minutos a
7000 rpm. O processo sera repetido por até 3 vezes para remover a hemoglobina. O
sedimento sera adicionado de 400ul do tampdo para quebra de ndcleo mais 5uL de
proteinase K (20mg/mL) com homogeneizacgéo e incubac¢do da mistura por 1 hora a 55°
C, visando a completa digestdo das células lisadas. Em seguida, serdo adicionados
100ul de NaCl saturado (5M) e 600l de cloroférmio e a solugédo sera centrifugada. O
sobrenadante, com o DNA, ser& adicionado de 800ul de etanol, previamente resfriado a
-20°C, centrifugado e reidratado com 50ul de TE Buffer. O DNA sera quantificado em
espectrofotometro e sua integridade avaliada em gel de agarose 0,8%.

A determinacdo do polimorfismo sera obtida por reacdo em cadeia de
polimerase, seguido por digestdo com enzima de restricdo. A amplificagdo da regiao
promotora do gene da PON1 onde esta localizado o polimorfismo T(-107)C sera feita
com o uso dos primers: forward 5’AGCTAGCTGCGGACCCGGCGGGGAGGaG3 e
reverse 5GGCTGCAGCCCTCACCACAACCCSZ'. Serao utilizadas as condi¢bes padréo
para realizacdo da PCR, com temperatura de anelamento de 67°C.

A letra minuscula no primer forward indica um erro de pareamento que introduz
um sitio de restricdo para a enzima BsrBl (New England Bio Labs, Cambridge, UK), pois

nao ha sitio de restricdo especifico cortando a sequéncia original do DNA. Apods a
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digestéo, o alelo C serd identificado pelos fragmentos de 28 e 212 pb, enquanto o alelo
T resultard no fragmento 240 pb n&o digerido. Os fragmentos de DNA serdo separados
por eletroforese em gel de agarose de 3%, corados com SYBR Safe (Applied
Biosystems) (CAMPO et al., 2004).

5.6.2 Antropometria

As medidas antropométricas de peso e estatura serdo coletadas para realizacao
do calculo do IMC. A circunferéncia da cintura sera aferida para obtencao da variavel
obesidade central. As medidas serdo coletadas por nutricionistas/académicos de
Nutricdo treinados, sempre com 0S mesmos equipamentos.

As criancas serdo pesadas e medidas usando roupas leves, descalcas, com os
bracos caidos ao longo do corpo e olhando para frente. A avaliacdo do estado
nutricional das criancas serd realizada por meio do indice IMC-para-idade em escore-z.
Para tanto, sera utilizada como referéncia a proposta da OMS, de 2007, para criancas e
adolescentes de 5 a 19 anos. Os pontos de corte utilizados para classificacdo do estado

nutricional estdo relacionados na Fig. 6.

Diagnostico nutricional Escore-z Percentil
Magreza acentuada <-3 <0,1
Magreza >2-3e<-2 20,1e<3
Eutrofia >-2es<+1 23e<85
Sobrepeso >+1e<+2 >85e<97
Obesidade >+2 e <+3 >07 e 99,9
Obesidade grave > +3 >99,9

Figura 6 - Valores de referéncia de IMC/idade propostos para a populacdo de 5 a 19 anos pela
Organizacdo Mundial da Saude.

Fonte: ONIS, et al. 2007.

A circunferéncia da cintura sera obtida através da medida da linha da cintura, no
ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca. O referencial a ser utilizado para

comparacao é o proposto por Freedman (1999) (Fig. 7).




Idade
(anos)

10
11
12
13
14
15
16
17

n
28
44
54
95
53
72
97

102
82
88
58
41

22

Meninos
Percentil
50
52
54
55
59
62
64
68
70
77
73
73
77
79

BRANCOS

90
59
61
61
75
77
88
90
89
95
99
99
97
90

Fonte: Freedman et al (1999)

Figura 7 - Distribuicdo em percentis da circunferéncia abdominal segundo sexo e idade.
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78
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Meninas
Percentil
50
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54
58
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66

920
57
60
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73
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54
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53
58
60
49

62

41

31

Meninos
Percentil
50
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64
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68
J2
72
75
78

5.6.3 Determinacdo dos niveis séricos dos lipideos
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T4
79
79
87
87
85
81
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34
52
52
54
56
49
67
73
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51
54
34

35
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Percentil
50
52
53
56
58
61
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67
67
67
68
72
75
71

20
56
59
67
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78
79
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81
92
85
90
105
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Serao coletados cerca de 5mL de sangue por puncdo venosa, de cada individuo,

apos jejum de 12 horas, em frascos secos para as taxas bioquimicas. As amostras de

sangue serdo processadas e o0 soro imediatamente analisado em equipamento

automatico. O colesterol total, o HDL, o LDL e os triglicerideos serdo determinados por

método colorimétrico enzimatico, seguindo as instrucdes do fabricante. A analise sera

realizada em parceria com um Laboratorio de Analises clinicas, localizado na cidade do

estudo.

A analise do perfil lipidico seguira os valores de referéncia propostos na | Diretriz

de Prevencdo da Aterosclerose na Infancia e na Adolescéncia, desenvolvida pela

Sociedade Brasileira de Cardiologia (2005), que estdo descritos na Fig. 8. Seréo

consideradas dislipidémicas, as criancas que apresentarem pelo menos um fator de

risco aterogénico, ou seja, no minimo um valor de lipideo alterado.
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Lipideos Desejaveis Limitrofes Aumentados
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Colesterol Total <150 150-169 2170
LDL-Colesterol <100 100-129 =130
HDL-Colesterol 245
Triglicerideos <100 100-129 2130

Figura 8 - Valores de referéncia lipidica propostos para a populacdo de 2 a 19 anos pela | Diretriz de
Prevencéo da Aterosclerose na Infancia e na Adolescéncia.

Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2005.

5.6.4 Consumo alimentar

O consumo alimentar sera avaliado utilizando-se o formulario de marcadores do
consumo alimentar adotado pelo Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional
(SISVAN), proposto pelo Ministério da Saude do Brasil (Anexo A). A partir deste
formulario é possivel conhecer o consumo de dez itens/grupos alimentares (salada
crua, legumes e verduras cozidos, frutas, feijao, leite ou iogurte, batata frita e salgados,
embutidos, bolachas e salgadinhos, doces e refrigerante) nos sete dias anteriores ao da
entrevista. Os cinco primeiros serdo considerados alimentos marcadores de

alimentacao saudavel e os cinco ultimos, marcadores de alimentacdo ndo saudavel.

5.7 Instrumentos

O peso das criancas sera aferido utilizando balanca plataforma digital da marca
Welmy, com capacidade para 200kg e precisdo de 100g. Para obter a medida da altura
sera utilizado estadidbmetro acoplado a balanca, com capacidade de 200cm e precisao
de 0,5cm. A circunferéncia da cintura sera aferida com fita métrica inextensivel.

As exposicdes serdo coletadas através de questionarios padronizados (Apéndice
B e Anexo A) com questdes abertas e fechadas sobre caracteristicas comportamentais,
familiares e biologicas.

O material biolégico coletado serd acondicionado em dois tubos. O primeiro tubo
sera utilizado para analise dos lipideos séricos e determinagéo da atividade arilesterase
da PON1. O outro tubo, adicionado de EDTA, servird para extracdo de DNA e

identificacdo do polimorfismo genético.
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5.8 Selecdao e treinamento dos entrevistadores

Havera uma selecdo de entrevistadores para a realizagdo do trabalho de campo.
Esses entrevistadores deverdo ser alunos do curso de Nutricdo, cursando no minimo o
6° semestre e terem disponibilidade de dois turnos livres por semana. Os alunos
receberdo treinamento de 20h e, ao término deste, deverdo estar aptos a coletar dados
de prontuério, realizar antropometria, aplicar questionarios sobre dados de identificacéo
e consumo alimentar do paciente e encaminha-lo para a coleta de amostra bioldgica
para exames laboratoriais. O treinamento serd coordenado pelas pesquisadoras do
estudo, com objetivo principal de explicar a pesquisa e a logistica do trabalho a ser

desenvolvido.

5.9 Estudo Piloto
Com o objetivo de testar os instrumentos de coleta de dados e a logistica do
trabalho de campo seré realizado um estudo piloto no Ambulatério de Nutricdo/UFPEL,

com criangas a partir de 5 anos de idade.

5.10 Controle de qualidade

A qualidade dos dados sera assegurada por um conjunto de medidas adotadas
previamente ao trabalho de campo. As pesquisadoras realizardo ainda reunides
semanais com a equipe de entrevistadores para acompanhamento do trabalho e
esclarecimento de duvidas relativas ao preenchimento dos questionarios. Os
guestionarios serdo revisados com dupla digitacdo de dados, seguida por avaliacdo e
analise de consisténcia dos dados digitados. Além disso, sera mantido contato
telefébnico com 10% dos responsaveis para checar a duracdo da aplicacdo dos
questionarios e o tratamento dos entrevistadores com as criancas e seus
acompanhantes. Havera uma planilha para controle das criancas ja entrevistadas, a fim
de evitar questionarios duplicados decorrentes de duas entradas de dados da mesma

criancga.
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5.11 Analises dos dados

Os dados coletados serao analisados utilizando-se o software STATA verséo 12.
Os resultados das andlises biolégicas serdo expressos através de média e desvio
padrdo. Inicialmente, a normalidade nos dados sera testada com a aplicacdo do teste
Shapiro-Wilk. Para os dados que apresentarem distribuicdo normal a comparacao entre
duas ou mais variaveis sera realizada, respectivamente, por meio do Teste t de Student
ou ANOVA de 1 via, seguido do post-hoc de Tukey. Ja para os dados ndo parameétricos
serdo aplicados os testes estatisticos equivalentes para analises entre dois ou mais
grupos, U de Mann Whitney e Kruskal Wallis. O nivel de significancia adotado sera de
p<0,05.

5.12 Aspectos Eticos

O projeto serd submetido ao Comité de Etica e Pesquisa, via Plataforma Brasil.
Antes do inicio das avaliacdes, os responsaveis legais pelas criancas selecionadas, e
gue concordarem em participar do estudo, receberdo um termo de consentimento livre e
esclarecido (Apéndice A), devendo este ser obrigatoriamente preenchido pelos pais ou
respectivos responsaveis, autorizando o uso dos dados da crianca. O assentimento da
crianca sera respeitado e obtido oralmente.

O sigilo e a confiabilidade das informacdes coletadas seréo preservados, ficando
0 material com os dados sob a guarda da pesquisadora. Os participantes receberao
uma coépia do TCLE e poderdo fazer quaisquer perguntas antes, durante ou depois da
pesquisa, com direto a retirar a participagdo a qualquer momento, sem qualquer
prejuizo ou impedimento ao atendimento da crianga no ambulatorio.

A coleta de sangue podera trazer desconforto para a crianca. Por isso, foi
escolhido um laboratério de referéncia na cidade, com profissionais técnicos
experientes, responsaveis e treinados para esse procedimento dentro das técnicas
estabelecidas.

As criancas que apresentarem alteracdes que representem fator de risco para
DCV nas variaveis coletadas serdo encaminhadas para intervengcdo nutricional no

Ambulatorio de Nutrigdo da Faculdade de NutricAo/UFPEL.
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As analises bioquimicas de perfil lipidico serdo realizadas em parceria com um

Laboratorio de Andlises Clinicas, localizado na cidade do estudo, e financiadas por

apoio a projetos de pesquisa. As analises de biologia molecular serdo custeadas com

verba do PPGNA (Fig. 9).

Material Valor unitario (R$) | Valor total (R$)
Analises de Biologia molecular 961,63 961,63
Andlise do perfil lipidico 14,08 1408,00
Material de expediente (folhas, canetas, toner) 200,00 200,00
Valor total (R$) 1175,71 2569,63

Figura 9 - Orcamento do projeto de pesquisa.

5.14 Divulgacéao de resultados

O produto final deste projeto serd divulgado na forma de dissertacdo de

mestrado e como artigo para publicacdo em revista cientifica.




6 CRONOGRAMA DE EXECUCAO
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FASES

1° sem.
2013

2° sem.
2013

1° sem.
2014

2° sem.
2014

Revisao Bibliografica

Qualificacao do projeto

Treinamento da equipe

Estudo piloto

Acompanhamento da equipe

Coleta dos dados

Digitacdo e sistematizacdo dos dados

Andlise dos resultados

Elaboracéo da dissertacéo e redacédo de
artigos

Defesa da dissertacao

Figura 10 - Cronograma de atividades.
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1 Logistica do trabalho de campo
O trabalho de campo iniciou em novembro de 2013 e foi concluido em fevereiro
de 2015, sendo coordenado pela mestranda, que realizou as seguintes atividades:

e Submissédo do Projeto Geral para o Comité de Etica e Pesquisa;
e Formatacéo dos questionarios;

e Selecao e treinamento das entrevistadoras;

e Estudo piloto;

¢ Administracdo dos insumos e materiais biol6gicos da pesquisa;
e Treinamento em técnicas bioquimicas e de biologia molecular;

e Analises laboratoriais.

2 Selecao e treinamento dos entrevistadores

Para a realizacdo do trabalho de campo houve uma selecédo de entrevistadores,
junto ao curso de Nutricdo da UFPEL. Esses entrevistadores deveriam ser alunos de
Nutricdo, cursando no minimo o 6° semestre e com disponibilidade de no minimo um
turno livre por semana. No total, 10 alunas participaram do projeto. As alunas
receberam treinamento de 20 horas e, ao término deste, estavam aptas a coletar dados
de prontuario, realizar antropometria, aplicar questionarios sobre dados de identificacdo
e consumo alimentar do paciente e encaminha-lo para a coleta de amostra biol6gica
para exames laboratoriais. O treinamento foi coordenado pelas pesquisadoras do
estudo, com objetivo principal de explicar a pesquisa e a logistica do trabalho a ser

desenvolvido. As entrevistadoras receberam certificado conforme as horas trabalhadas.

3 Estudo Piloto

O estudo piloto serviu, basicamente, para testar o entendimento do questionario
pela populacdo e para avaliar o desempenho das entrevistadoras no manuseio dos
questionarios. O estudo piloto foi realizado no Ambulatério de Nutricdo/UFPEL, com
criancas a partir de 5 anos de idade, na segunda semana de janeiro de 2014.
Observou-se a necessidade da elaboracdo de um encaminhamento proprio para

facilitar a identificacdo dos pacientes pelo laboratério (Apéndice C) e de material de



64

orientacdo para 0s pacientes que apresentaram alteracées nos resultados dos exames

laboratoriais (Apéndice D).

4 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada no periodo de 22 de janeiro a 30 de outubro de
2014. Diariamente, as entrevistadoras se apresentaram nos ambulatérios portando
crachéd de identificagdo e vestindo jaleco. Periodicamente, eram realizadas reunifes
entre todos 0s integrantes da pesquisa com o objetivo de fazer um balango da coleta de
dados (nimero de entrevistas, perdas e recusas), resolver problemas e encaminhar
novas acoes.

As entrevistas foram realizadas individualmente com os pacientes, mediante o
assentimento oral da crianga e a assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido pelo responsavel.

4.1 Controle de qualidade dos dados

A qualidade dos dados foi assegurada por um conjunto de medidas adotadas
previamente ao trabalho de campo. As pesquisadoras realizaram ainda reunides
periddicas com a equipe de entrevistadores para acompanhamento do trabalho e
esclarecimento de duvidas relativas ao preenchimento dos questionarios. Os
questionarios foram revisados com dupla digitacdo de dados, seguida por avaliacdo e
analise de consisténcia dos dados digitados. Além disso, foi mantido contato telefénico
com 10% dos responsaveis para checar a duracdo da aplicagdo dos questionarios e o
tratamento dos entrevistadores com as criangas e seus acompanhantes. Uma planilha
para controle das criancas ja entrevistadas foi mantida no local de coleta, a fim de evitar

questionarios duplicados decorrentes de duas entradas de dados da mesma criancga.

4.2 Digitacao e processamento de dados

Esta etapa foi realizada utilizando-se do programa Microsoft Excel 2010 com os
questionarios sendo duplamente digitados. Em seguida, estas digitacbes eram
comparadas e corrigidas. Ao final, os dados foram transportados para o pacote

estatistico STATA versao 12.0, onde foram analisados.
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5 Perdas

Foram consideradas perdas os individuos que ndo completaram o processo de
coleta e analises de dados. O total de perdas para a amostra de 120 individuos foi de
39 (32,5%) pacientes. Dentre 0s motivos para as perdas encontram-se criangas que
nao compareceram ao laboratorio para coleta de sangue (n=34) e amostras em
guantidade insuficiente para analise da atividade enzimatica (n=5). Ao final do processo

de coleta de dados 81 criancas foram incluidas nas analises.

6 Analises laboratoriais

As analises laboratoriais foram realizadas entre marco de 2014 e fevereiro de
2015, concomitantemente com a coleta dos dados. Antes do inicio das analises, a
mestranda passou por treinamento no laboratério de Nutrigenémica da UFPEL.

As amostras de sangue e soro foram coletadas em um laboratério de analises
clinicas com sede localizada na cidade de Pelotas e posto de coleta na cidade de
Pinheiro Machado. Primeiramente, o soro era analisado para determinacdo do perfil
lipidico na sede do laboratério. As amostras eram recolhidas periodicamente,
identificadas e armazenadas a -20°C no laboratorio da UFPEL, onde a mestranda
realizou as andlises da atividade enzimatica e do polimorfismo genético.

O soro foi utilizado para a dosagem da atividade sérica da PON1. Apds esta
primeira dosagem, as amostras foram novamente processadas em duplicata e
analisadas, todas com a mesma solucao tampao, para obtencdo da média da atividade
enzimatica de cada paciente.

Das 81 criancas avaliadas, 73 foram avaliadas para o polimorfismo genético. O
DNA gendmico foi extraido do sangue coletado e quantificado em espectrofotometro. A
determinacao do polimorfismo foi obtida por reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
seguido por digestdo com enzima de restricdo. Os fragmentos de DNA foram entao

separados por eletroforese em gel de agarose.

7 Modificagfes do projeto de pesquisa
O Ambulatério de Pediatria da FAMED/UFPEL, local de pesquisa inicial, passou

por uma reforma estrutural durante o periodo de coleta de dados e com isso foi
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deslocado para outro endereco. Com esta mudanca, os atendimentos foram
significativamente reduzidos, dificultando a obtencdo do niumero minimo de sujeitos a
serem pesquisados, conforme calculo de amostra do projeto de pesquisa.

Neste sentido, foi necesséario ampliar o local de pesquisa e o periodo de coleta
de dados. O local escolhido foi 0 ambulatério de pediatria da Secretaria Municipal de
Saude de Pinheiro Machado, localizado no municipio de Pinheiro Machado, que
também realiza atendimentos pelo Sistema Unico de Salde. A escolha deste segundo
local considerou as caracteristicas da populacdo e a facilidade de acesso aos
pacientes, visto que a mestranda trabalhava no local. A expansdo da pesquisa para
outro ambulatério ndo demandou alteracfes no projeto, visto que os procedimentos se

mantiveram inalterados. Os dados foram coletados até outubro de 2014.
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Resumo

A infancia € um periodo vulneravel para o inicio das lesdes endoteliais, as quais podem ser
agravadas pela exposicdo a fatores nutricionais de risco. Por outro lado, a paraoxonase 1 (PON1)
protege contra a lesdo endotelial e 0 aumento de sua atividade reflete em reducdo da doenga
cardiovascular (DCV). Este trabalho teve como objetivo avaliar a relagdo entre a atividade da PON1
e 0 consumo alimentar, estado nutricional e perfil lipidico em criancas. Foi realizado um estudo
transversal com 81 criancas de ambulatorios de pediatria de dois municipios do sul do Brasil.
Avaliou-se a frequéncia de consumo de dez grupos alimentares nos sete dias anteriores a entrevista,
0 IMC para idade calculado em escore-z, o perfil lipidico sérico e a atividade arilesterase da PONL1,
medida utilizando fenilacetato como substrato. A atividade da enzima foi semelhante entre meninos
e meninas. As criangas que consumiram salada crua >5 dias na semana mostraram maior atividade
enzimatica (p=0,003). Niveis desejaveis de HDL relacionaram-se a um incremento significativo da
enzima e essa correlacdo foi positiva e moderada entre as criangas eutrdficas (r=0,318 e p=0,03).
Conclui-se que o consumo regular de salada crua e niveis desejaveis de HDL, em especial quando
associados ao peso adequado, resultaram em niveis mais elevados de atividade da PON1 em
criancas. Este é o primeiro estudo abordando a associa¢do entre 0 consumo alimentar e 0s niveis
enzimaticos nesta populacdo. A medida da PON1 pode colaborar com a identificagdo do risco

cardiovascular ja na infancia, propiciando uma conduta nutricional direcionada.
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Introducéo

A infancia e a adolescéncia sdo periodos particularmente vulneraveis aos efeitos dos fatores
de risco cardiovasculares e o posterior desenvolvimento de aterosclerose”. A doenca
cardiovascular (DCV) é a principal causa de mortalidade nos paises ocidentais e esta relacionada ao
processo aterosclerotico que tem inicio ja nas primeiras décadas de vida, geralmente evoluindo de
forma assintomatica, sem manifestacdes clinicas até a idade adulta®. Um estudo conduzido em
populacdo norte-americana, utilizando ultrassom intravascular, detectou lesGes ateroscleroticas nas
artérias coronéarias de 17% dos individuos estudados com idade entre 12 e 19 anos, comprovando
estes dados®.

Mesmo na infancia, a progressdo das lesdes endoteliais estd na dependéncia de fatores de
risco e de suas inter-relacdes™®. Evidéncias enfatizam os efeitos negativos da ingestdo excessiva de
gorduras saturadas, trans e colesterol, bem como da ingestdo de carboidratos, obesidade e
inatividade fisica sobre o aumento do risco de DCV na vida adulta®. Por outro lado, o consumo
regular de frutas e vegetais tem se mostrado um fator protetor ao desenvolvimento de doencas
cronicas, incluindo a aterosclerose®.

Um dos efeitos favoraveis atribuidos a estes alimentos é a capacidade, conferida pelo seu
teor de substancias antioxidantes, de proteger a particula de LDL frente o dano oxidativo,
prevenindo assim o desenvolvimento do processo aterosclerético®'®. Em contraste, dietas ricas em
gordura aumentam a captacdo de oxigénio e a producdo de radicais livres, induzem a peroxidacao
lipidica, o prejuizo a moléculas biolégicas, como lipidios e proteinas, e a oxidacdo da particula de
LDL. Os nutrientes derivados destes grupos de alimentos ainda podem exercer efeito direto sobre 0s
sitios cataliticos de enzimas antioxidantes e interferem diretamente no equilibrio entre a formacéo e
a eliminacdo enddgena de substancias citotoxicas™”. Esse equilibrio 6 um ponto chave no
desenvolvimento de multiplas doengas, em especial de DCV. Ha evidéncias de que a paraoxonase 1
(PONL1), enzima antioxidante associada a particula de HDL, previne a peroxidacao lipidica tanto do
LDL, quanto do préprio HDL®?. A reducdo da atividade da PON1 reflete aumento do dano
endotelial e, consequentemente, do risco de DCV®.

A PONL1 (PON1; EC 3.1.8.1) é uma enzima expressa essencialmente no figado. O nome se
refere a habilidade em degradar paraoxon, o metabolito toxico do pesticida parathion. Além desta
atividade organofosfatase, a enzima exibe atividade arilesterase (fenilacetato) e lactonase (lactonas),
de acordo com o substrato hidrolisado®?. A atividade sérica da PON1 varia entre individuos sendo
influenciada por diversos parametros, incluindo polimorfismos genéticos, estado nutricional, dieta,

estilo de vida, idade e estado de satde®®.
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Alteragdes na atividade sérica desta enzima tém sido relatadas de acordo com o consumo de
certos nutrientes, o que levanta a hipdtese de uma possivel modulacdo dietética. A atividade da
PON1 é modificada especialmente pelo consumo de gorduras sendo que o0s &cidos graxos
monoinsaturados, juntamente com o colesterol dietético, aparecem como 0s maiores responsaveis
por seu aumento**®. Varios estudos também examinaram os efeitos das vitamina C e E, indicando
que a vitamina C exerce efeito protetor em relacdo a atividade da enzima. Entretanto, estes
resultados sdo controversos®™® . Mesmo que grandes estudos epidemiolégicos tenham
demonstrado que pessoas com dietas ricas em frutas e vegetais apresentam menor risco
cardiovascular®”, dois estudos em populacdes finlandesas relataram que a alta ingestéo de vegetais,
possivelmente ricos em vitaminas antioxidantes, esteve negativamente correlacionada com a
atividade sérica da PON1819,

Embora estes fatores dietéticos sejam alvo de inUmeras pesquisas em relacdo a seu papel
protetor nas lesdes endoteliais e DCV, a maioria dos estudos que avaliaram a atividade da PON1 em
criancas relata sua associacdo apenas com o estado nutricional e variaveis bioguimicas. Até hoje
ndo héa relatos abordando o consumo alimentar como possivel determinante dos niveis enzimaticos
nesta populacgéo.

Com base nestas informacdes, 0 presente estudo teve como objetivo determinar a atividade
arilesterase da PONL1 e investigar sua relacdo com o consumo alimentar, o estado nutricional e o
perfil lipidico de criancas atendidas em ambulatorios de pediatria de duas cidades do sul do Rio
Grande do Sul, Brasil.

Metodologia

No periodo de janeiro a outubro de 2014 foi realizado um estudo transversal com criancas
com idades entre 5 e 7 anos, de ambos os sexos, atendidas no Ambulatério de Pediatria da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), na cidade de Pelotas - RS, e
no Ambulatério de Pediatria da Secretaria Municipal de Saude de Pinheiro Machado - RS. Foram
excluidas as criancas que apresentaram diagndstico médico de doencas hepaticas, paralisia cerebral,
displasia 6ssea ou neoplasias e aquelas portadoras de necessidades especiais (fisicas ou motoras) e
alteracdes genéticas, como Sindrome de Down e talassemia.

O calculo do tamanho da amostra foi realizado no programa Open Source Epidemiologic
Statistics for Public Health, versdo 3.01 (OpenEpi). Para tanto, foram utilizados os seguintes
pardmetros e estimativas: diferenca de média da PON1 segundo sexo, estado nutricional e

circunferéncia da cintura; poder de 80%; nivel de confianca de 95%; acréscimo de 10% para
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compensar possiveis perdas e recusas e 15% para fatores de confusdo. Dessa forma, a amostra final
necessaria foi de 84 criancas.

Durante a coleta de dados, todas as criancas encaminhadas aos ambulatdrios de pediatria
tiveram seu prontudrio examinado, sendo convidadas a participar do estudo aquelas que nao
possuiam qualquer critério de exclusdo. Apds esta triagem, 0s responsaveis devidamente
esclarecidos e que autorizaram a participacdo das criancas no estudo assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O assentimento da crianca foi obtido oralmente e respeitado
antes do inicio das avaliagoes.

Na sequéncia, 0s responsaveis responderam a um questionario contendo informacdes
relativas ao sexo, idade e consumo alimentar da crianca. Nesta mesma ocasido foi realizada a
afericdo de medidas antropométricas e solicitada a coleta de sangue em laboratorio de analises
clinicas. A amostra sanguinea coletada no laboratério foi utilizada para determinacdo das variaveis
bioquimicas, sendo o soro preservado a fim de analisar a atividade arilesterase da PON1, definida
como desfecho do estudo.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de
Medicina da UFPEL (504.362/2013).

Antropometria

Dados de peso e altura foram coletados utilizando uma balanca plataforma digital (Welmy®)
com capacidade de 150kg e preciséo de 100g, e estadiometro acoplado com capacidade de 200cm e
precisdo de 0,5cm. Para avaliagdo do estado nutricional utilizou-se o Indice de Massa Corporal
(IMC) para idade em escore-z, segundo recomendacdo da Organizacdo Mundial da Salde de
20079, através do programa AnthroPlus®Y. Criancas cujo IMC-para-idade estava entre >+1DP e
<+2DP foram classificadas com sobrepeso. J& aquelas com IMC-para-idade >+2DP foram
consideradas obesas.

A circunferéncia da cintura (cm) foi aferida com fita métrica inextensivel. As criancas com
circunferéncia da cintura acima do percentil 90 foram classificadas com obesidade central,
conforme proposto por Freedman®®. As medidas antropométricas foram coletadas duas vezes, por

entrevistadores treinados, sendo utilizada nas analises a média entre as duas medidas.

Consumo alimentar
O consumo alimentar foi avaliado utilizando-se o formulario de marcadores do Sistema de
Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAN), proposto pelo Ministério da Saude do Brasil para

individuos maiores de 5 anos de idade®®. Este formulario possibilita conhecer, nos sete dias
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anteriores ao da entrevista, o consumo de dez itens/grupos alimentares: salada crua, legumes e
verduras cozidos (V&L cozidos), frutas, feijdo, leite e iogurte, batata frita e salgados fritos
(frituras), embutidos e hambdrgueres, bolachas e salgadinhos industrializados (salgadinhos),
bolachas doces e chocolates (doces) e refrigerante. O consumo alimentar foi considerado regular se

>5 dias na ultima semana.

Analises bioquimicas

Apo6s jejum de 12 horas, amostras de 7ml de sangue foram coletadas em laboratdrio de
andlises clinicas, entre 8:00h e 10:00h da manh&. As amostras foram centrifugadas e o soro foi
imediatamente utilizado para verificacdo dos lipideos séricos. O colesterol total (CT) (Biosystems,
RJ, BR), o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) (Biosystems, RJ, BR), e 0s
triglicerideos (TAG) (Doles, GO, BR) foram determinados por método colorimétrico enzimatico,
seguindo as instrucdes do fabricante. O LDL-C foi calculado pela férmula de Friedewald: LDL-C=
CT — HDL-C - (TAG/5). Foram considerados adequados os valores de referéncia propostos na |
Diretriz de Prevencdo da Aterosclerose na Infancia e na Adolescéncia, desenvolvida pela Sociedade

Brasileira de Cardiologia®®.

Determinacéo da atividade da paraoxonase 1

Para a mensuracédo da atividade arilesterase da PON1, as amostras de soro foram congeladas
e mantidas a -20°C até posterior anélise. A atividade arilesterase da PON1 foi medida em duplicata,
utilizando fenilacetato como substrato. A atividade enzimatica foi calculada a partir da velocidade
de formacdo de fenol através do aumento da absorbancia a 270nm, temperatura de 25°C, em
espectrofotometro (FEMTO®). As amostras foram diluidas 1:3 em 20mM de Tampéo Tris/HCI
(Sigma Chemical Co, St. Louis, USA), pH 8,0, contendo 1mM de CaCl, (Vetec Chemical Co, RJ,
BR). A solucéo reagente foi composta pelo tampéo, ao qual foi adicionado 1 mM de fenilacetato
(Sigma Chemical Co, St. Louis, USA). A reacdo foi determinada ap6s 20 segundos de retencédo e a
absorbancia medida por 60 segundos. Considerou-se uma unidade de atividade arilesterase da
PONL1 igual a 1pM de fenol/minuto e esta foi expressa em kU/L, com base no coeficiente de
extincdo de fenol. Amostras em branco contendo agua deionizada foram utilizadas para corrigir a

hidrélise ndo enzimatica.

Anélises estatisticas
Os dados coletados foram duplamente digitados no Microsoft Excel 2010 e analisados no
programa Stata versdo 12.0 (Stata Corp., College Station, USA). Inicialmente, a normalidade dos
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dados foi testada a partir do teste Shapiro-Wilk. A descricdo das variaveis foi realizada usando
frequéncias absolutas e relativas para variaveis categoricas. Para variaveis numéricas utilizou-se
média e desvio padrdo (DP) e mediana e amplitude interquartil (p25-p75) no caso de variaveis
assimétricas. A avaliacdo do desfecho segundo as principais exposi¢des categoéricas foi realizada
por meio do teste Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, dependendo da natureza das variaveis. O grau
de associacdo entre as variaveis bioquimicas e a atividade da PON1 foi avaliado por meio do

coeficiente de correlacdo de Spearman. Adotou-se um nivel de significancia de 5%.

Resultados

De uma amostra inicial de 120 criancas, 39 (32,5%) ndo completaram integralmente o
processo de coleta de dados e foram consideradas como perdas. Dentre os motivos para as perdas
encontram-se 0 ndo comparecimento ao laboratério para coleta de sangue (n=34) e amostras
coletadas em quantidade insuficiente para o conjunto de analises bioquimicas previamente definidas
(n=5). Das 81 criancas avaliadas, 41 (50,6%) eram do sexo masculino. A mediana da atividade
arilesterase da PON1 foi de 89,4kU/L, sendo semelhante entre meninos e meninas (87,6kU/L e
89,6kU/L, respectivamente; p=0,49). Em relacdo a idade, a mediana da atividade enzimaética foi de
87,6kU/L nas criancas de 5 anos, de 91,1kU/L nas criancas de 6 anos e de 85,9kU/L naquelas com 7
anos de idade (p=0,75, dados ndo apresentados em tabelas e figuras). As demais caracteristicas
antropomeétricas e bioguimicas avaliadas estdo apresentadas na Tabela 1.

A Tabela 2 mostra a atividade enzimatica segundo o estado nutricional para o total de
criangas avaliadas e estratificada por sexo. O estado nutricional mostrou-se associado de forma
significativa com os valores enzimaticos apenas no sexo feminino, onde aparentemente meninas
com sobrepeso apresentam maior atividade da PON1. Os valores de circunferéncia da cintura nao se
mostraram associados com a atividade enzimatica (dados ndo apresentados em tabelas e figuras).

O consumo alimentar interferiu nos niveis enziméticos, conforme apresentado na Tabela 3.
As criancas que consumiram salada crua regularmente tiveram atividade da PONL1
significativamente maior (102,6kU/L) do que aquelas que consumiram esses alimentos menos de 5
dias na semana (85,5kU/L). O consumo de frituras ndo foi incluido nas analises visto que apenas
uma crianca relatou ter consumido este tipo de alimento regularmente.

As correlacdes entre as concentragfes dos lipideos séricos e a atividade da PON1 também
foram investigadas. As concentracbes de CT (r=0,277 e p=0,01), HDL-C (r=0,262 e p=0,01) e
LDL-C (r=0,238 e p=0,03) correlacionaram-se positivamente, porém de maneira fraca com a
atividade da enzima (Figura 1). Ja a correlacdo da atividade enzimatica com a concentracdo de
HDL-C foi positiva e moderada entre os meninos (r=0,374 e p=0,01), em comparagdo com as
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meninas (r=0,196 e p=0,22), e entre os pacientes eutrdficos (r=0,318 e p=0,03) quando comparados
com o0s obesos (r=0,178 e p=0,45). Os pacientes com niveis desejaveis de HDL-C para a faixa etaria
estudada (>45mg/dL) mostraram maior atividade enzimatica que aqueles com HDL-C<45mg/dL

(91,1kU/L e 78,1kU/L, respectivamente; p=0,03, dados ndo apresentados em tabelas e figuras).

Discusséo

Ainda que a méa qualidade da alimentacdo seja amplamente aceita como principal
contribuinte para o desenvolvimento da obesidade em criancas, e que a dieta seja alvo de pesquisa
em relagdo ao seu papel protetor na DCV, pouco se sabe sobre a atividade sérica da PON1 em
criancas, sobretudo sua relacdo com o consumo alimentar.

A mediana da atividade da PONL1 neste estudo foi de 89,4kU/L, e como esperado, similar
em ambos 0s sexos. Estes valores estdo proximos dos encontrados em populacfes infantis de
estudos que avaliaram a atividade arilesterase e utilizaram fenilacetato como substrato® 2®, porém
mais elevados do que os apresentados em criancas da Turquia®”. Na coorte mexicana
CHAMACOS, os autores observaram gque a média da atividade da PON1 nas criancas aos 5 anos foi
de 84,0+22,3U/L, aumentando para 121,5+30,3U/L aos 7 anos. Além disso, os autores ndo
verificaram diferenca entre os géneros®®.

A maioria dos estudos sobre a PON1 conduzidos em populac@es infantis tem como foco a
relacdo entre a atividade enzimatica e o estado nutricional. Neste estudo, a associacdo entre a
atividade enzimatica e o estado nutricional foi verificada somente no sexo feminino. Muitos autores
sugerem que ha uma reducdo na atividade da enzima em criancas e adolescentes obesos quando
comparados aqueles com peso normal® 27 23D Entretanto, dois trabalhos que avaliaram criancas
pré-puberes e outro avaliando adolescentes mostraram que a atividade enzimatica era
significativamente mais elevada em criancas obesas do que nagquelas com peso normal®3334),

Estas divergéncias entre os dados podem ser explicadas por dois principais fatores.
Primeiramente, os estudos utilizaram diferentes substratos para avaliacdo da atividade da PON1,
sendo mais comum a medida da atividade com paraoxon (atividade paraoxonase) ou fenilacetato
(atividade arilesterase). Em segundo lugar, a maioria das populacgdes investigadas foi composta por
criangas e adolescentes e ndo podem ser totalmente definidas como pré-puberes.

Condicdes de ingestdo caldrica excessiva e obesidade podem estar relacionadas ao estresse
oxidativo e, nesta situacdo, ativar os sistemas antioxidantes. Quando o equilibrio oxidante-
antioxidante estd comprometido, varias mudancas adversas ocorrem no organismo predispondo ao

dano endotelial®. Apesar de ser evidente que a obesidade e o desenvolvimento das DCV estio
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relacionados aos héabitos alimentares, ndo foram encontrados registros de estudos prévios que
tenham relacionado a atividade da PON1 ao consumo alimentar em criancas.

Alteracdes na atividade sérica da enzima tém sido relatadas de acordo com o consumo de
certos nutrientes em adultos. Ha evidéncias de que o consumo de colesterol e das vitaminas C e E
esteja positivamente relacionado a PONL1, contribuindo com aproximadamente 6% de sua variacdo
enzimatica®. No presente estudo, criancas com consumo regular de salada crua tiveram maior
atividade da enzima. Esta elevacdo poderia ser explicada por uma melhora na defesa antioxidativa
em resposta ao contelido de carotenoides destes alimentos, resultando na protecdo da PON1®9.
Corroborando com estes resultados, dados mostraram que o consumo de frutas e vegetais por
pacientes diabéticos elevou o nivel sérico de carotenoides influenciando os niveis enzimaticos da
PON1¢9),

Os alimentos ricos em polifendis seriam também responséaveis por um aumento na expressao
génica da PON1 e na ligacdo da enzima ao HDL-C. Esses resultados mostram que além das
propriedades antioxidantes, os polifendis estariam envolvidos em um mecanismo molecular com
efeitos benéficos na prevengdo de DCV®3®).

Estudos realizados com populagfes infantis e que relacionaram a dieta com a atividade
enzimatica limitam-se a duas intervencfes. A primeira, conduzida em um pequeno numero de
criangas hungaras com excesso de peso, mostrou que, apos 2 semanas de um programa de
exercicios fisicos e dieta hipocalérica rica em fibras, ndo houve alteracdo da atividade
arilesterase®®. O segundo estudo, realizado na Turquia com criancas e adolescentes, mostrou que,
apos 6 meses de dieta de restricdo caldrica, houve uma melhora nos niveis enzimaticos de criangas
com excesso de peso, aproximando-se dos niveis de PON1 das criancas eutréficas®?.

Por outro lado, nossos resultados diferem de estudos que avaliaram a relagdo entre o
consumo de vegetais e a atividade da PON1 em adultos e mostraram uma baixa atividade da enzima

associada com uma alta ingestdo de vegetais™® ¥

. Possivelmente, outros fatores tais como o
gendtipo e estilo de vida, tenham interferido nestes resultados.

Observou-se também correlacdes significativas entre os niveis de colesterol total, HDL-C e
a atividade da PON1. A relagdo com o HDL-C foi mais forte em criancas eutréficas e isto pode ser
devido & presenca de produtos de peroxidacdo lipidica circulantes em pacientes obesos™ 2. A
atividade da PON1 nas criangas com concentragcdes desejaveis de HDL-C foi significativamente
maior do que naquelas com HDL-C baixo. O incremento do numero de particulas de HDL e,
consequentemente, de ApoA-I e J podem estar implicados nesse aumento. Também foi verificada

uma relagéo positiva entre os niveis da enzima e de CT e LDL-C. Outros estudos confirmam estes
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resultados mostrando correlagdo positiva e significativa entre a atividade da PON1 com CT, LDL-
C, HDL-C e APOA-|° 4349,

Uma possivel limitacdo do estudo refere-se ao préprio método de avaliacdo dietética. Se, por
um lado, o uso do questionario de frequéncia de consumo alimentar resumido apresenta vantagens
sobre versdes ampliadas, por outro lado ele pode levar a uma subestimagdo do consumo de alguns

alimentos, o que pode ter ocorrido no caso das frituras.

Concluséo

Os resultados mostram que o consumo regular de salada crua esteve associado a uma maior
atividade da PON1 em criancas, o que poderia influenciar a capacidade antioxidante da enzima,
melhorando seu potencial antiaterogénico jd nesta faixa etaria. A relacdo entre a atividade
enzimatica e o estado nutricional requer maiores investigacdes, pois foi verificada diferenca
somente para o sexo feminino. A maior atividade da PON1 observada em criangas com maior
concentracdo de HDL-C sugere uma relacdo ja evidenciada em outros trabalhos. A dosagem da
atividade da PONL1 ¢é rapida e de baixo custo. Esta analise pode servir como alternativa para o
acompanhamento do risco cardiovascular ja na infancia e, junto a anamnese nutricional, basear a
conduta dos profissionais na prevengdo e tratamento dos fatores de risco para DCV. Dada a
importancia desta enzima, mais estudos avaliando as interacfes gene-ambiente, especialmente as
ligadas ao consumo alimentar, sdo necessarios para melhor elucidar os determinantes da atividade

enzimética da PONL1.
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TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas demogréaficas, antropométricas e bioquimicas de criangas entre 5 e 7 anos
de idade, Pelotas, RS, Brasil, 2015. (n 81)

(\VValores em média e desvio padrdo; mediana e amplitude interquartil)

Variavel Média DP
Idade (anos) 5,9 0,8
Altura (cm) 1174 7,6
CT (mg/dL) 156,7 32,0
HDL-C (mg/dL) 51,6 13,8
LDL-C (mg/dL)* 90,2 29,7
Mediana p25-p75
Peso (kg) 23,7 20,5-26,6
Circunferéncia da cintura (cm)* 57,0 53,0-63,0
IMC (kg/m?) 16,7 15,1-18,9
TAG (mg/dL) 63,0 52,0-83,0
Atividade arilesterase PON1 (kU/L) 89,4 67,5-103,7

CT, colesterol total: HDL-C, colesterol HDL: LDL-C, colesterol LDL: IMC, Indice de Massa

Corporal; TAG, triglicerideos; PON1, paraoxonasel.
* Informacdo ignorada para uma crianga.
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Tabela 2. Atividade arilesterase da PON1 segundo estado nutricional, para todas as criangas de 5 a 7 anos de idade avaliadas e estratificado por sexo,
Pelotas, RS, Brasil, 2015. (n 81)

(NUmero de sujeitos e porcentagens; valores em mediana e amplitude interquartil)

Estado nutricional

Eutrofia Sobrepeso Obesidade valor-p*
n(%) Mediana p25-p75 n(%) Mediana p25-p75 n(%) Mediana p25-p75
Todos 46(56,8) 826 64,2-96,1 15(185) 103,7  76,9-1130 20(24,7) 96,0 79,7-102,1 0,02
Meninas 22(55,0) 78,8 64,4-90,4 7(17,5) 105,9 98,2-132,0  11(27,5) 94,9 81,7-102,4 0,01
Meninos 24(58,5) 85,5 62,5-102,8  8(19,5) 98,4 68,1-109,5 9(22,0) 100,4 66,5-101,8 0,58

*Teste de Kruskal-wallis
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Tabela 3. Atividade arilesterase da PON1 segundo a frequéncia de consumo alimentar em criangas
de 5 a 7 anos de idade, Pelotas, RS, Brasil, 2015. (n 81)

(NUmero de sujeitos e porcentagens; valores em mediana e amplitude interquartil)

Consumo alimentar n (%) I_DONl valor-p*
Mediana  p25-p75
Salada crua
<5 dias/semana 65 (80,2) 85,5 65,0-101,4 0,003
>5 dias/semana 16 (19,8) 102,6 92,5-120,8
V&L cozidos
<5 dias/semana 71 (87,7) 87,6 66,9-103,4 0,36
>5 dias/semana 10 (12,3) 93,9 78,7-129,4
Frutas
<5 dias/semana 36 (44,4) 85,9 64,3-101,9 0,47
>5 dias/semana 45 (55,6) 90,4 69,1-105,3
Leite e iogurte
<5 dias/semana 9(11,1) 72,3 66,5-85,5 0,08
>5 dias/semana 72 (88,9) 90,8 67,6-105,4
Feijao
<5 dias/semana 20 (24,7) 85,9 68,2-101,4 0,74
>5 dias/semana 61 (75,3) 90,4 66,9-104,1
Embutidos
<5 dias/semana 74 (91,4) 90,2 67,5-103,7 0,94
>5 dias/semana 7 (8,6) 85,9 66,9-113,0
Salgadinhos
<5 dias/semana 48 (59,3) 90,8 68,2-102,1 0,97
>5 dias/semana 33 (40,7) 87,6 66,6-109,2
Doces
<5 dias/semana 54 (66,7) 89,6 67,5-101,8 0,66
>5 dias/semana 27 (33,3) 87,6 66,9-109,2
Refrigerante
<5 dias/semana 75 (92,6) 89,4 67,5-104,1 0,95
>5 dias/semana 6 (7,4) 88,0 65,0-100,9

PONL1, paraoxonase 1; V&L, verduras e legumes. *Teste de Mann-Whitney.
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Figura 1. Atividade arilesterase da PONL1 e sua relacdo com os parametros do perfil lipidico de
criangas de 5 a 7 anos de idade. Pelotas, RS, Brasil, 2015 (n 81): (a) CT; (b) HDL-C; (c) LDL-C;
(d) Triglicerideos. HDL-C, colesterol HDL; LDL-C, colesterol LDL. Correlacdo de Spearman.
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Resumo

A enzima paraoxonase 1 (PON1) tem funcéo antioxidante e protege contra lesGes endoteliais. Sua
atividade sérica pode ser influenciada por diversos parametros incluindo polimorfismos genéticos e
estado nutricional. O estudo teve como objetivo investigar a atividade enzimatica e o polimorfismo
C(-107)T do gene da paraoxonase 1 e suas relacdes com o estado nutricional e o perfil lipidico em
criancas. Foi realizado um estudo transversal, incluindo 73 criancas com idades entre 5 e 7 anos do
Rio Grande do Sul, Brasil. A determinacdo do polimorfismo PON1 C(-107)T foi realizada pela
amplificagdo por reagdo em cadeia da polimerase seguida de digestdo com enzima de restricdo. A
atividade arilesterase da PON1 foi medida utilizando fenilacetato como substrato. Avaliou-se
também o indice de massa corporal (IMC) para idade, calculado em escore-z, e o perfil lipidico
sérico. A atividade da enzima foi maior em criangas com excesso de peso comparadas as eutréficas.
A frequéncia genotipica ndo diferiu entre os dois grupos. O geno6tipo -107CC mostrou valores mais
elevados de atividade enzimatica do que aqueles apresentados pelos portadores do alelo T, mesmo
apos estratificacdo por estado nutricional. As concentracdes séricas de HDL foram maiores apenas
entre as criancgas eutroficas portadoras do genétipo -107CC em comparacéo as portadoras do alelo
T. A associacdo entre o polimorfismo genético, a atividade da enzima e as concentracbes de HDL
em criancas eutroficas sugere que os fatores genéticos e suas interaces com o ambiente estdo

relacionados a um perfil protetor contra o desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Palavras-chave: PON1: Polimorfismo genético: Criancas: Estado nutricional: Perfil lipidico
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Introducéo

A paraoxonase 1 (PON1) e uma esterase calcio-dependente, sintetizada principalmente no
figado, que circula no sangue ligada a lipoproteina de alta densidade (HDL). A PON1 tem uma
expressiva ac¢ao antioxidante, prevenindo a peroxidacdo lipidica da lipoproteina de baixa densidade
(LDL), e o aumento de sua atividade reflete em reducdo do dano endotelial e da doenca
cardiovascular (DCV) (Mackness et al. 2003).

A enzima é membro de uma familia génica composta por trés genes (PON1, PON2, PON3)
localizada no cromossomo humano 7. O gene da PON1 exibe 9 exons e codifica uma proteina de
354 aminoécidos (Primo-Parmo et al. 1996). Originalmente, a PONL1 foi identificada por hidrolisar
organofosfatos e seu nome faz referéncia a habilidade da enzima para degradar paraoxon, o
metabolito toxico do pesticida parathion. Além da atividade organofosfatase, a PON1 exibe ainda
atividade arilesterase (fenilacetato) e lactonase (lactonas), de acordo com o substrato hidrolisado
(Durrington et al. 2001). Os polimorfismos genéticos, em especial a mutacdo Q192R, afetam a
eficiéncia catalitica da enzima frente alguns substratos como, por exemplo, o paraoxon. Portanto, o
uso de fenilacetato fornece uma melhor indicacdo da atividade enzimatica (Costa et al. 2005).

A atividade sérica da PON1 varia entre individuos sendo influenciada por diversos
pardmetros, incluindo polimorfismos genéticos, estado nutricional, dieta, estilo de vida, idade e
estado de saude (Schrader and Rimbach 2011). Dentre as alteracdes genéticas que influenciam a
atividade da enzima, o polimorfismo caracterizado na regido promotora -107 exerce efeitos
extremamente significativos. Este polimorfismo contribui com até 25% das variacfes na expressao
da PON1 em adultos da raca branca e o alelo —107C proporciona niveis de PON1 até duas vezes
mais elevados que aqueles observados para o alelo —107T (Brophy et al. 2001; Deakin et al. 2003;
Huen et al. 2010). Apesar desta constatacdo, os resultados sobre a associacdo deste polimorfismo
com o risco de DCV sdo contraditérios. Pesquisadores mostraram que os portadores do alelo C
apresentaram um risco elevado de DCV (Najafi et al. 2009), ao passo que Campo e colaboradores
(2004a) relataram um risco aumentado para portadores da variante -107T.

Até 0 momento, dados sobre a atividade da PON1 em criancgas e sua associacéo a fatores de
risco para DCV sdo escassos. Apenas um estudo objetivou genotipar e identificar a frequéncia do
polimorfismo C(-107)T para uma populacdo infantil. Os resultados mostraram que a frequéncia
deste polimorfismo foi muito semelhante para ambos os alelos. A atividade arilesterase da PON1
foi significativamente maior nos portadores do genétipo -107CC do que nos portadores do alelo T
(Huen et al. 2010). Na populacgdo infantil brasileira, a frequéncia deste polimorfismo genético ainda

é desconhecida. Portanto, o presente estudo tem como objetivo investigar a distribuicdo do
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polimorfismo C(-107)T do gene da paraoxonase 1 e sua relacdo com a atividade enzimatica, o
estado nutricional e o perfil lipidico em uma populacdo de criangas entre 5 e 7 anos de idade,

atendidas em ambulatorios de pediatria de duas cidades do sul do Rio Grande do Sul, Brasil.

Metodologia

A amostra deste trabalho faz parte de um estudo transversal sobre a atividade da PON1 e
fatores associados em criangas entre 5 e 7 anos de idade, do Rio Grande do Sul (RS), Brasil. O
estudo foi realizado no periodo de Janeiro a Outubro de 2014 com criangas atendidas no
Ambulatdrio de Pediatria da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL),
na cidade de Pelotas — RS, Brasil e no Ambulatorio de Pediatria da Secretaria Municipal de Saude
de Pinheiro Machado — RS, Brasil. Foram excluidas as criangas que apresentaram diagnostico
médico de doencas hepaticas, paralisia cerebral, displasia 6ssea ou neoplasias e aquelas portadoras
de necessidades especiais (fisicas ou motoras) e alteracdes genéticas, como Sindrome de Down e
talassemia.

Toda crianca encaminhada aos ambulatérios de pediatria no periodo da coleta de dados foi
avaliada, sendo convidadas a participar do estudo aquelas que ndo possuiam qualquer critério de
exclusdo. ApOls esta triagem, os responsaveis devidamente esclarecidos e que autorizaram a
participacdo das criangas incluidas no estudo, assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. O assentimento da crianca foi obtido oralmente e respeitado antes do inicio das
avaliagdes. Em seguida, informagdes relativas a idade e sexo da crianga foram coletadas do
prontudrio e utilizadas como variaveis de exposicao.

Nesta mesma ocasido foram realizadas medidas antropométricas e solicitada a coleta de
sangue em laboratdrio de analises clinicas. O material bioldgico coletado foi acondicionado em dois
tubos. O primeiro tubo foi utilizado para determinacdo das varidveis bioquimicas de exposi¢édo e
mensuracdo da atividade arilesterase da PON1. O outro tubo, adicionado de EDTA, serviu para a
extracdo de DNA e identificacdo do polimorfismo genético. As analises referentes a enzima e seu
polimorfismo foram realizadas no Laboratorio de Nutrigendmica da Faculdade de Nutricdo/UFPEL.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de
Medicina da UFPEL (504.362/2013).

Antropometria
Dados de peso e altura foram coletados utilizando uma balanca plataforma digital (Welmy®)
com capacidade de 150kg e precisdo de 100g, e estadidmetro acoplado com capacidade de 200cm e

precisdo de 0,5cm. As medidas antropométricas foram coletadas duas vezes, por entrevistadores
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treinados, sendo utilizada nas analises a média entre as duas medidas. Para avaliacdo do estado
nutricional utilizou-se o indice de Massa Corporal (IMC) para idade em escore-z, segundo
recomendacdo da Organizagdo Mundial da Salde de 2007 (de Onis et al. 2007), através do
programa AnthroPlus (Organization 2007). Criancas com IMC-para-idade >+1DP foram

classificadas com excesso de peso.

Anélises bioquimicas

Lipideos séricos

Apdbs jejum de 12 horas, amostras de 7ml de sangue foram coletadas em laboratério de
analises clinicas, entre 8:00h e 10:00h da manha. As amostras foram centrifugadas e o soro foi
imediatamente utilizado para verificagdo dos lipideos séricos. O colesterol total (CT) (Biosystems,
RJ, BR), o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) (Biosystems, RJ, BR), e 0s
triglicerideos (TAG) (Doles, GO, BR) foram determinados por método colorimétrico enzimatico,
seguindo as instruc6es do fabricante. O LDL-C foi calculado pela formula de Friedewald: LDL-C=
CT — HDL-C — (TAG/5). Foram considerados adequados os valores de referéncia propostos na |
Diretriz de Prevengdo da Aterosclerose na Infancia e na Adolescéncia, desenvolvida pela Sociedade

Brasileira de Cardiologia (Cardiologia and Metabologia 2005).

Andlise da atividade da PON1

Para a mensuracédo da atividade arilesterase da PON1, as amostras de soro foram congeladas
e mantidas a -20°C até posterior analise. A atividade arilesterase da PON1 foi medida em duplicata,
utilizando fenilacetato como substrato. A atividade enzimatica foi calculada a partir da velocidade
de formacdo de fenol através do aumento da absorbancia a 270nm, temperatura de 25°C, em
espectrofotometro (FEMTO®). As amostras foram diluidas 1:3 em 20mM de Tamp&o Tris/HCI
(Sigma Chemical Co, St. Louis, USA), pH 8,0, contendo 1mM de CaCl, (Vetec Chemical Co, RJ,
Br). A solucdo reagente foi composta pelo tampéo, ao qual foi adicionado 1mM de fenilacetato
(Sigma Chemical Co, St. Louis, USA). A reacdo foi determinada ap6s 20 segundos de retencdo e a
absorbancia medida por 60 segundos. Considerou-se uma unidade de atividade arilesterase da
PONL1 igual a 1pM de fenol/minuto e esta foi expressa em kU/L, com base no coeficiente de
extingdo de fenol. Amostras em branco contendo &gua deionizada foram utilizadas para corrigir a

hidrélise ndo enzimatica.
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Genotipagem

O DNA foi extraido das amostras de sangue contendo EDTA de acordo com procedimento padrao e
quantificado em espectrofotometro. A determinacdo do polimorfismo foi obtida por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), seguido por digestdo com enzima de restricdo (BsrBl) e eletroforese
em gel de agarose.

A amplificacdo por PCR do polimorfismo PON1 T(-107)C foi feita com o uso dos primers:
forward 5’AGCTAGCTGCGGACCCGGCGGGGAGGaG3’ e reverse
5’GGCTGCAGCCCTCACCACAACCC3’ a uma temperatura de anelamento de 67°C, por 35
ciclos. A letra minuscula no primer forward indica um erro de pareamento que introduz um sitio de
restricdo para a enzima BsrBl (New England Bio Labs, Cambridge, UK), pois ndo héa sitio de
restricdo especifico cortando a sequéncia original do DNA. Apds a digestdo, o alelo C foi
identificado pelos fragmentos de 28 e 212 pb, enquanto o alelo T resultou em um fragmento de 240
pb ndo digerido (Figura 1). Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de
agarose (Kasvi, Parana, BR) de 3%, corados com SYBR Safe (Applied Biosystems) (Campo et al.
2004a).

Anélises estatisticas

Os dados coletados foram duplamente digitados no Microsoft Excel 2010 e analisados no
programa STATA verséo 12.0 (Stata Corp., College Station, USA). Inicialmente, a normalidade dos
dados foi testada a partir do teste Shapiro-Wilk. A descricdo das variaveis foi realizada usando
frequéncias absolutas e relativas para variaveis categoricas. Para variaveis numéricas utilizou-se
média e desvio padrdo (DP) e mediana e amplitude interquartil (p25-75) no caso de variaveis
assimétricas. A atividade da PON1 segundo as principais exposi¢fes categéricas foi avaliada por
teste t de Student, Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, dependendo da natureza das variaveis. As
frequéncias alélicas foram deduzidas da distribuicdo genotipica. O teste do y? foi utilizado para
testar o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), com as frequéncias observadas e as esperadas
obtidas. A distribuicdo do estado nutricional entre os gendtipos também foi comparada pelo teste do

2. Adotou-se um nivel de significancia de 5%.

Resultados

Para estas andlises foram incluidas 73 criancas, sendo 37 (50,7%) do sexo masculino. A
mediana da atividade arilesterase da PON1 foi de 86,5(66,6-103,6)kU/L, sendo semelhante entre
meninos e meninas (p=0,50, dados ndo apresentados). A Tabela 1 mostra as principais
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caracteristicas demograficas e bioquimicas da populacdo estudada, estratificada por estado
nutricional. Do total de criancas avaliadas, 41,1% (n=30) apresentava excesso de peso. Essas

criangas mostraram atividade da PON1 mais elevada do que as eutroficas (p=0,02).

A frequéncia alélica foi de 60% para o alelo C e 40% para o alelo T. O polimorfismo PON1
C(-107)T se mostrou em equilibrio de Hardy-Weinberg (x°=0,38). A frequéncia genotipica e a
atividade enzimatica segundo o gendtipo sdo apresentadas na Tabela 2. A andlise revelou que o
genotipo mais frequente foi o heterozigoto CT (52,1%), enquanto o menos comum foi o TT
(13,7%). As criancgas de genotipo CC apresentaram valores mais elevados de atividade enzimatica,
enquanto que as heterozigotas mostraram valores intermediarios.

A andlise da frequéncia dos gendtipos CC, CT e TT entre criangas eutréficas e com excesso
de peso ndo mostrou diferenca significativa, indicando que ndo houve associacdo entre este
polimorfismo e o excesso de peso (Figura 2).

Né&o foram detectadas diferencas significativas entre os genotipos do polimorfismo da PON1
com relacdo a idade e sexo (dados ndo apresentados). Para as relagdes com a atividade enzimética e
o perfil lipidico, os pacientes portadores do alelo T foram agrupados em uma Unica categoria e
comparados com o0s homozigotos para o alelo C. Mesmo apés a estratificacdo por estado
nutricional, os valores de atividade enzimatica mantiveram-se significativamente mais elevados
entre os portadores do gendtipo CC. Os niveis de CT, LDL-C e TAG ndo diferiram entre os grupos.
J& as concentracdes séricas de HDL-C foram significativamente maiores nas criancas eutrdficas

portadoras do gendtipo CC em comparacao as portadoras do alelo T (Tabela 3).

Discusséo

Observou-se uma amostra com média de idade préxima aos 6 anos e um perfil lipidico
dentro do recomendado para a populacdo pediatrica (Cardiologia and Metabologia 2005). A média
da atividade da PON1 na populagéo deste estudo foi 88,9kU/L, e como esperado, similar em ambos
0s sexos. Estes valores estdo proximos as médias para populacgdes infantis que avaliaram a atividade
arilesterase utilizando fenilacetato como substrato (Koncsos et al. 2010; Sumegova et al. 2007),
porém mais elevados do que a média apresentada em criancas da Turquia (Cayir et al. 2014). Na
coorte mexicana CHAMACQOS, os autores observaram que a média da atividade da PON1 nas
criangas aos 5 anos foi de 84,0+22,3U/L, aumentando para 121,5+30,3U/L aos 7 anos. Além disso,
0s autores também n&o verificaram diferenga entre os géneros (Huen et al. 2009).

As frequéncias genotipica e alélica da amostra estudada também foram semelhantes as

encontradas nas criangas mexicanas (Huen et al. 2009). Os pesquisadores dosaram a atividade
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arilesterase da PONL1 e, assim como no presente estudo, verificaram que os portadores do genotipo
CC mostraram atividade enzimatica significativamente mais elevada do que as criancas portadoras
do alelo T (Huen et al. 2010). Em outras investigagdes com populac¢des de adultos caucasianos, 0S
alelos C e T apresentam frequéncias proximas a 50% (Brophy et al. 2001; Suehiro et al. 2000).

Esta relacdo entre 0 gendtipo e a atividade enzimética se manteve mesmo apds a
estratificacdo por estado nutricional. Os polimorfismos genéticos influenciam a concentracao
enzimatica afetando a expressdo da proteina e sua atividade especifica. Sabe-se que a atividade
arilesterase é diretamente proporcional a concentracdo enzimatica (Draganov and La Du 2004), e
individuos portadores do alelo T podem ter parte da producdo da enzima afetada. Ha ainda
evidéncias de um mecanismo molecular envolvendo o polimorfismo C(-107)T do gene da PON1 e o
fator de transcricdo Spl. Isso condiz com a associacao entre o alelo C e maiores concentracdo e
atividade sérica da enzima, indicando que o fator de transcricdo se liga a esta regido do promotor,
mas com uma afinidade para a variante -107C. A variante -107T interrompe a sequéncia de
reconhecimento do fator de transcricdo Spl, resultando em menor concentracdo de PON1 para este
gendtipo (Deakin et al. 2003).

Por outro lado, fatores ambientais como dieta e sedentarismo podem exercer maior
influéncia sobre o estado nutricional do que a herdabilidade, de acordo com a fase do
desenvolvimento infantil. Os pesquisadores da coorte CHAMACOS mostraram que a relagéo entre
o0 polimorfismo PON1 Q192R e a obesidade infantil foi mais forte aos 2 anos de idade do que aos 5
anos (Huen et al. 2013).

A relacdo entre o excesso de peso na infancia e os polimorfismos da PON1 ainda é pouco
investigada (Huen et al. 2013; Ruperez et al. 2013). N&o ha relatos de estudos sobre a associa¢do do
polimorfismo C(-107)T e o estado nutricional nesta populacdo. Como a distribuicdo da frequéncia
genotipica foi semelhante entre criancas eutroficas e com excesso de peso, 0s resultados sugerem
que este polimorfismo ndo exerceu influéncia sobre o estado nutricional.

Muitos autores verificaram que hd uma reducdo na atividade da enzima em criancas e
adolescentes obesos quando comparados aqueles com peso normal (Cayir et al. 2014; Ferre et al.
2013; Koncsos et al. 2010; Krzystek-Korpacka et al. 2013; Zaki et al. 2014). Entretanto, os
resultados deste estudo condizem com outros dois trabalhos que avaliaram criangas de uma faixa
etaria muito semelhante, em que a atividade enzimatica era significativamente mais elevada em
obesos do que em criangas com peso normal (Garcés et al. 2007; Gonzalez et al. 2012). Um estudo
com adolescentes também mostrou resultados similares aos verificados neste trabalho (Eren et al.
2014).
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E provavel que a natureza complexa da obesidade, que depende tanto de fatores genéticos
quanto ambientais, seja a causa para as divergéncias em pesquisas sobre sua relagdo com o0s
polimorfismos genéticos e a atividade da PON1 na infancia. Neste sentido, a influéncia da relacéo
gene-ambiente sobre a atividade da PON1 requer estudos adicionais.

Criancas com peso normal e homozigotas para o alelo C tiveram niveis de HDL-C
significativamente mais elevados do que aquelas portadoras do alelo T. Estes resultados estdo em
concordancia com um estudo realizado com idosos italianos (Campo et al. 2004b). Uma possivel
interpretacdo para esta associacdo refere-se a uma maior concentragdo de PON1 ligada as
apolipoproteinas do HDL que pode desempenhar um papel no metabolismo desta lipoproteina,
melhorando sua funcionalidade (Campo et al. 2004b). Isto mostra que as criancas eutréficas com o
gendtipo mais favordvel a atividade da PON1 também apresentam melhores niveis de HDL-C,
sugerindo um perfil de maior protecdo frente a possiveis danos oxidativos e, consequentemente,

prevenindo o desenvolvimento das lesdes endoteliais iniciais.

Concluséo

Os resultados mostram que a frequéncia alélica foi de 60% para o alelo C e de 40% para 0
alelo T. Criancas com o genotipo CC para o gene da PON1 apresentaram maior atividade
enzimatica do que as portadoras do alelo T, mesmo ap0s a estratificacdo por estado nutricional. As
concentracOes séricas de HDL-C foram maiores nas criangas eutrdficas com o gendtipo mais
favoravel a atividade da PON1. A associacdo entre o genétipo CC, maior atividade da enzima e
concentracdes de HDL-C elevadas em criangas eutréficas sustentam a ideia de que a predisposicédo

genética somada a um peso saudavel gera um perfil protetor contra o desenvolvimento de DCV.
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FIGURAS
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Figura 1. Determinacdo do polimorfismo na regido T(-107) do gene da PON1 por PCR e digestédo
com enzima de restricdo BsrBI. Linha 4: CC; linhas 1, 2, 3 e 6: CT; linhas 5 e 7: TT. O fragmento

de 28 pb ndo € visivel em gel de agarose 3%.
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Figura 2. Distribuicdo percentual dos genotipos do polimorfismo do promotor C(-107)T do gene da
PONL1 em criancas eutrdficas e com excesso de peso entre 5 e 7 anos de idade (n=73), Pelotas, RS,

Brasil, 2015.
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e bioquimicas das criancas eutréficas e com excesso de peso

entre 5 e 7 anos de idade (n=73). Pelotas, RS, Brasil, 2015.

Varidvel Eutrofia Excesso de peso Valor-p
(n=43) (n=30)
Proporcéo de sexo; fem/masc 20/23 16/14 0,66
Média (DP) Média (DP)
Idade (anos) 5,9 (0,8) 5,9 (0,8) 0,87
HDL-C (mg/dL) 52,8 (12,8) 50,0 (15,0) 0,39
LDL-C (mg/dL) 85,1 (30,3) 93,7 (28,8) 0,23
Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75)
CT (mg/dL) 162,0 (125,0-179,0) 165,0(137,0-187,0) 0,29
TAG (mg/dL) 60,0(50,0-86,0) 71,5(56,0-84,0) 0,17
Atividade PON1 (kU/L)* 77,6(64,1-96,1) 97,2(78,7-105,5) 0,02

HDL-C, colesterol HDL; LDL-C, colesterol LDL; CT, colesterol total; TAG, triglicerideos; PON1,
paraoxonase 1. *Teste de Mann-Whitney, p<0,05.

Tabela 2. Frequéncia genotipica e atividade sérica da PON1 de acordo com o gendtipo das criancas
estudadas entre 5 e 7 anos de idade (n=73). Pelotas, RS, Brasil, 2015.

Genotipo Atividade PON1 (kU/L)
PON1 C(-107)T _ _
n Frequéncia (%) Mediana p25-75
CcC 25 34,2 103,0 83,4-113,9
CT 38 52,1 83,3 66,5-97,2
TT 10 13,7 68,0 63,5-78,7
Total 73 100,0 86,5 66,6-103,6

*Teste de Kruskal-Wallis, valor-p<0,01.
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Tabela 3. Relagao do polimorfismo C(-107)T do gene da PON1 com o perfil lipidico entre criancas
eutrdficas e com excesso de peso entre 5 e 7 anos de idade (n=73), Pelotas, RS, Brasil, 2015.

PON1 C(-107)T

Valor-p
CcC CT+TT
Mediana (p25-75)
Atividade PON1 (kU/L) 2 Eutrofia 94,6 (72,3-114,8) 68,5 (63,5-86,7) <0,01
Excesso de peso  103,6 (100,9-113,0) 94,0 (73,0-102,4) 0,04
CT (mg/dl)? Eutrofia 162,0 (141,0-188,0) 165,0 (125,0-175,0) 0,38
Excesso de peso  165,5 (154,0-183,0) 167,0 (132,0-187,0) 0,48
TAG (mg/dl)? Eutrofia 63,0 (52,0-71,0) 54,0 (48,0-86,0) 0,75
Excesso de peso 78,0 (62,0-85,0) 62,0 (55,0-78,0) 0,40
Média (DP)
HDL-C (mg/dl)* Eutrofia 59,8(11,6) 49,0(12,0) <0,01
Excesso de peso 49,0(16,6) 50,5(14,6) 0,80
LDL-C (mg/dl)* Eutrofia 85,7(28,1) 84,7(31,8) 0,92
Excesso de peso 101,0(17,9) 89,8(32,9) 0,32

PONL1, paraoxonase; CT, colesterol total; TAG, triglicerideos; HDL-C, colesterol HDL; LDL-C,
colesterol LDL.
aVariaveis assimetricas, teste de Mann-Whitney; *Variaveis simétricas, teste t de student.
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CONCLUSOES

Os resultados mostram que criancas entre 5 e 7 anos de idade, com o0 genaétipo
-107CC, consumo regular de salada crua e niveis desejaveis de HDL tém atividade da
PON1 mais elevada. Além disso, as concentracbes séricas de HDL-C foram
significativamente maiores nas criancas eutréficas com o gendtipo mais favoravel a
atividade da PON1. A associagcdo entre a variante -107C, maior atividade da enzima,
consumo regular de salada crua e concentragcbes de HDL-C elevadas em criancas
eutréficas sustentam a ideia de que a predisposicdo genética somada a um peso
saudavel gera um perfil protetor contra o desenvolvimento de DCV. Dada a importancia
desta enzima, mais estudos avaliando as interacfes gene-ambiente, especialmente as
ligadas ao consumo alimentar, sdo necessarios para melhor elucidar os determinantes da

atividade enziméatica da PON1.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

rsane UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
‘,:— ;E“Q FACULDADE DE NUTRICAO
i’u,,w;cg Programa de P6s-Graduacao em Nutricdo e Alimentos

Atividade da paraoxonase-1: estudo da associacao a polimorfismos genéticos, fatores
bioquimicos e nutricionais em criancas.
Pesquisador responsavel: Gabriela de Lemos Uliano

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Todas as criancas de 5 a 8 anos incompletos, atendidas no Ambulatério de Pediatria da Faculdade
de Medicina/ UFPEL, no periodo de Janeiro a Junho de 2014, estdo sendo convidadas a participar
do estudo “Atividade da paraoxonase-1: estudo da associacao a polimorfismos genéticos, fatores
bioguimicos e nutricionais em criancas.”

Objetivos do projeto: Investigar a atividade da paraoxonase-1 (PON1), uma enzima produzida no
figado e relacionada ao colesterol HDL que protege contra doencas do coragdo, sua associagdo a
polimorfismos genéticos (alteragbes no DNA que sdo comuns na populacao), fatores bioquimicos
(valores de gorduras no sangue) e nutricionais (alimentacao, peso, altura e circunferéncia da cintura)
em criancas de 5 a 8 anos.

Procedimentos: O responsavel devera responder a um questionario com perguntas sobre saude,
comportamento e alimentacdo da crianca. Um profissional medir4 peso, altura e circunferéncia da
cintura da crianca. O paciente sera ainda encaminhado para uma coleta de sangue para avaliagdo
bioqguimica da PON1, triglicerideos, colesterol total e suas fracdes. A coleta sera feita em local
adequado, com material descartavel, por profissional treinado, em um laboratério de analises
clinicas da cidade, garantindo conforto e seguranca de seu (sua) filho (a). A realizagdo dos exames
sera feita no periodo da manha e apenas apos a explicacdo detalhada dos procedimentos a crianca
e 0 consentimento de seus responsaveis. A crianca devera estar em jejum, ou seja, devera ter se
alimentado pela ultima vez 12 horas antes do exame. O sangue coletado serd conservado para uso
posterior na mesma pesquisa ou para outros estudos. Todos os resultados deste estudo serdo
mantidos em sigilo e serdo usados apenas para fins cientificos. As criancas que apresentarem
algum resultado que represente fator de risco para doengas do coracdo serdo encaminhadas para
consulta nutricional no Ambulatério de Nutricdo da Faculdade de Nutricdo/UFPEL.

Riscos e desconforto: Os riscos previstos para a saude da crianca na participacao do estudo sédo
minimos, podendo apenas causar certo desconforto com a coleta de sangue. Por isso, foi escolhido
um laboratério de referéncia na cidade, com profissionais técnicos experientes, responsaveis e
treinados para esse procedimento dentro das técnicas estabelecidas. Vamos fazer também
algumas. Por favor, lembre-se que a Sr (a) podera deixar de responder qualquer pergunta que
desejar.

Beneficios: A crianca recebera o diagnostico do seu estado nutricional e os resultados dos exames
bioquimicos, podendo ser encaminhada para orientacdo nutricional, quando se fizer necessario.
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Além disso, a informacédo obtida com este estudo podera ser Util cientificamente e de ajuda para
melhor conduta nutricional.

Participacdo voluntéaria: A participagdo no estudo € voluntaria e o (a) Sr (a) e seu filho (a) podem
deixar de participar a qualquer momento. A recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o
pesquisador ou com o atendimento na instituicao.

Confidencialidade: As informacdes obtidas serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre a
participacdo. Em nenhum caso, seu filho (a) sera identificado por outros.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta telefone/email do pesquisador principal e
endereco da instituicdo, podendo tirar suas duvidas sobre o estudo, e informacdes decorrentes dele
a qualquer momento.

Contato:
Pesquisador Responséavel Orientador
Gabriela de Lemos Uliano Prof2. Dra. Sandra Costa Valle
(53)91389301/gabiuliano@hotmail.com sandracostavalle@gmail.com
PPG Nutricdo e Alimentos Faculdade de Nutrigdo
UFPEL - Rua Gomes Carneiro. n° 1 UFPEL - Rua Gomes Carneiro, n° 1

Numero do TCLE:
Declaro que recebi as explicagdes sobre o estudo registradas neste Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido e tive oportunidade de esclarecer minhas davidas.

Autorizo a participar da
pesquisa sabendo que ele (a) pode deixar de participar a qualquer momento, sem nenhum prejuizo
ou perda de qualquer direito.

Nome do (a) responsavel pela crianca

Assinatura do (a) responséavel pela crianca Telefone para contato

Entrevistador: Data: / /
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE NUTRICAO
Programa de P6s-Graduacao em Nutricdo e Alimentos

“Atividade da paraoxonase-1: estudo da associa¢do a polimorfismos genéticos, fatores

bioquimicos e nutricionais em criangas”

Oi, Bom dia/tarde! Apresentar-se: meu nome é <...>. Eu sou aluno (a) da Faculdade de Nutrigcdo. Qual
seu home? E qual o nome <da crianca>? Posso conversar com VOcés agora? (se sim, prosseguir).
Estamos entrevistando todas as criancas atendidas no ambulatério, faz parte de um trabalho para o
Mestrado em Nutricdo e Alimentos da Universidade Federal de Pelotas e para isso, precisamos da sua
colaboracdo e compreensdo. A sua participagéo e a do (a) seu (sua) filho (a) € muito importante. Ler o
termo de consentimento, coletar a assinatura e logo ap0s realizar as perguntas do questionario e

encaminhar para a coleta de sangue no laboratério. No final agradecer a participacao.

NUumero do questionario: NQUEST

Data da entrevista: / / DATA_ /[

Horario de inicio da entrevista: .

Entrevistador (a):

AS PROXIMAS 2 PERGUNTAS DEVEM SER APENAS OBSERVADAS

Sexo da crianga:(1) Masculino  (0) Feminino SEX

Cor da crianga:(1) Branca (2) Nao branca COR

NUmero do prontuério: PRONT
AGORA VOU FAZER ALGUMAS PERGUNTAS SOBRE SEU (SUA) FILHO (A) E FAMILIA

Nome da crianca:

Data de nascimento da crianga: / /

Idade: (anos completos) DNASC _/ | __

Nome do responsavel: IDAD

Endereco:

Telefone: () ()

Qual foi o0 peso do (a) <crian¢ca> ao nascer? PNASC

O senhor (a) mora com o (a) <crian¢a>: (1) sim (2) ndo MORA _

Qual o seu grau de parentesco:

(1)Mae/Pai/Responsavel (2)Avo (3)Tia (4)Irmé&(o) (5) Outro GP___

Quantas pessoas moram com o (a) [nome da crianc¢a]? NPES

Entre as pessoas que moram na sua residéncia, quantas trabalharam no ultimo

més?(0) 1) @ B 4 6 6 ) @6 (9 (10 TRAB ___

Qual a faixa de renda mensal da sua familia? (8) NSA  (9) IGN RENDA

(1) Até 1 salario minimo (até R$ 700,00)

(2) De 1 a 3 salarios minimos (R$ 700,00 até R$ 2.100,00)
(3) De 3 a 5 salarios minimos (R$ 2.100,00 até R$ 3.500,00)
(4) Mais de 5 salarios minimos (Mais de R$ 3.500,00)
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Qual a escolaridade da mé&e? (anos completos) (9) IGN ESC
Analfabeto (0)
Ensino fundamental (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
Ensino médio (12) (12) (13)
Ensino superior (21) (22) (23) (24)
O (a) <crianga> participa das aulas de educacéo fisica na escola? EFESC
(1) sim (2) ndo (8) NSA (9) IGN
Se sim, guantas vezes na semana a (0) <crian¢ca> participa destas aulas?
vezes/semana (8) NSA EFESCFQ
Quanto tempo durante o dia o (a) <crian¢ga> permanece em frente a: TVCO
TVIvideogame/computador: horas
ESSE DADO DEVE SER COLETADO DO PRONTUARIO
Motivo pelo qual a crianga foi encaminhada ao ambulatorio:
AGORA VAMOS FALAR SOBRE A SAUDE DO (A) <CRIANCA>
Ja foi dito por algum médico que <a crianga> tem alguma doencga?
(1)Sim (2)N&o DOENTE ____
Se sim: DM
Diabetes mellitus (1)Sim (2)Néao HAS_
Hipertensé&o arterial (1)Sim (2)Néo INFR—
Infec. Respiratéria (1)Sim (2)N&o DIS
Colesterol/Triglicerideos aumentados (dislipidemia) (1)Sim (2)Nao OUTE
Outra: T
A crianca faz uso de medicagado ou vitamina continua: (1)Sim (2)N&o MEDICA _
Qual: QMEDICA
A crianca fez uso de alguma medicacao ou vitamina nos altimos 90 dias? MEDSO
(1)Sim (2)N&o Qual: QMEDS0 _____
Na casa da crianga existem pessoas que fumam préximo a ela? FUMO __
(1)Sim (2)Nao Quem: QFUMO
Ha alguém na familia com alguma destas doencas ou ja teve? HFDM
Diabetes (aclUcar no sangue) (1)Sim (2)Nao (99) IGN HFHAS
Hipertensédo (pressédo alta) (1)Sim (2)N&o (99) IGN HFOBES
Excesso de peso (1)Sim (2)Nao (99) IGN HFCAL_
Célculo renal (1)Sim (2)Nao (99) IGN HFDIS
Dislipidemia (colesterol, triglicerideos aumentados) (1)Sim (2)Nao (99) IGN HFHEP
Hepatopatia (doenca no figado) (1)Sim (2)Nao (99) IGN HFCOR
Doencas Coracao (1)Sim (2)Nao (99) IGN HFOST
Osteoporose (1)Sim (2)Nao (99) IGN HFCA
Céancer (1)Sim (2)N&o (99) IGN
MEDIDAS ANTROPOMETRICAS:
Peso atual: Kg PESO __
Altura:____ cm ALTU
Circunferénciadacintura: ____ cm cc_
IMC: kg/m® IMC
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CONDICOES CLINICAS:

Colesterol total: mg/dI COLT
HDL: mg/dI CHDL
LDL: mg/dI CLDL
Triglicerideos: mg/d| TRIGL
Atividade ARE da PONL1.: PON
Polimorfismo genético: (1)CC (2)CT (3)TT GENE
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APENDICE C — ENCAMINHAMENTO PARA EXAME LABORATORIAL

Universidade Federal de Pelotas
Faculdade de Nutricao '~
Programa de Pés-Graduagdo em Nutricdo e Alimentos

“Atividade da Paraoxonase-1: associacao a polimorfismos genéticos, fatores bioquimicos e
nutricionais em criangas”

Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. Sandra Costa Valle e Académica Gabriela de Lemos Uliano

Nome do paciente:

Responsavel:

SOLICITACAO DE EXAMES

— Colesterol total
— HDL-c

- LDL-c

— Triglicerideos

Observacodes:

e A realizacdo dos exames sera feita somente no periodo da manha.

e A crianca devera estar em jejum, ou seja, devera ter se alimentado pela dltima vez 12
horas antes do exame.

e Horario: das 8:00 as 10:00h.

Comparecer ao Laboratdrio Novara, /2014, com o
documento de identificagdo da crianga e esta requisi¢ao.

Em Pelotas Em Pinheiro Machado
Endereco: Rua Felix da Cunha, 802 Junto ao Sindicato Rural
Telefone: (53)3227-9100 Telefone: (53) 91068984

Contato do pesquisador:
Gabriela de Lemos Uliano
gabiuliano@hotmail.com
(53) 91389301
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APENDICE D — ORIENTAGOES NUTRICIONAIS PARA DISLIPIDEMIA NA INFANCIA

Universidade Federal de Pelotas
Faculdade de Nutri¢&o g
Programa de Pés-Graduagdo em Nutricdo e Alimentos

“Atividade da Paraoxonase-1: associacdo a polimorfismos genéticos, fatores bioquimicos e

nutricionais em criangas”
ORIENTACOES PARA DISLIPIDEMIA INFANTIL

A dislipidemia esta associada ao excesso de peso. Se a crianca esta acima do peso,
fique alerta.

Se a familia ja tem tendéncia a obesidade, cuidar desde o inicio os habitos alimentares:
o Nao insistir para “raspar” o prato;
o Nao oferecer por¢des grandes;
o Na&o oferecer sucos, refrigerantes e chas para saciar a sede;

o Evitar adicionar agucar nas frutas, sucos naturais e leite;
o Evitar o habito da sobremesa,;

o Oferecer agua ao invés de sucos artificiais ou refrigerantes.

O consumo de alimentos muito caléricos podem agravar a dislipidemia e o excesso de
peso e devem ser controlados:

Evitar: frituras, chocolates, sorvete, bolacha recheada, miojo, embutidos, salgadinhos
fritos e de pacote, bebidas acucaradas como refrigerantes e sucos de pacote e temperos
industrializados;

Incluir diariamente duas a trés por¢des de hortalicas e frutas na alimentacdo da crianca;
Preferir leite E iogurte desnatados;

Diminuir o tempo que a crianga passa em frente da TV, computador ou videogame.
Incentivar brincadeiras com movimento e exercicios;

N&o usar adocgantes para substituir o acucar sem orientacao;

As criancas aprendem a comer alimentos que a familia, os professores e os amigos
oferecem. Dar o exemplo & fundamental!

Gabriela de Lemos Uliano
Nutricionista - CRN2 9314
Mestranda PPG Nutricdo e Alimentos — UFPEL
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Anexos
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ANEXO A — QUESTIONARIO DE CONSUMO ALIMENTAR - SISVAN

Ministério da Saude/ SAS/ DAB/ CGAN
SISTEMA DE VIGILANCIA ALIMENTAR E NUTRICIONAL

Estabelecimento de Salde N° CNES*

Nome ou Matricula do Profissional de Salde

. Data de nascimento:
Nome completo / /

Endereco completo*

Documentacdo (tipo, nimero e outras especificacdes)* Data/ i p;eench|mento:

* Campos de preenchimento obrigatério (fundo cinza).

FORMULARIO DE MARCADORES DO CONSUMO ALIMENTAR - INDIVIDUOS COM 5
ANOS DE IDADE OU MAIS

Nos ultimos 7 dias, em quantos dias vocé comeu 0s seguintes alimentos ou bebidas?

Todos os

ALIMENTO/ BEBIDA | N&o comi | 1 dia 2dias | 3dias 4 dias 5dias | 6 dias dias

1.Salada crua (alface,
tomate, cenoura, pepino,
repolho, etc.)

2.Legumes e verduras
cozidos (couve, abébora,
chuchu, brocolis,
espinafre, etc.)

(n&o considerar batata e
mandioca)

3.Frutas frescas ou salada
de frutas

4.Feijao

5.Leite ou iogurte

6.Batata frita, batata de
pacote e salgados fritos
(coxinha, quibe, pastel, etc.)

7.Hamburguer e
embutidos (salsicha,
mortadela, salame,
presunto, linguiga, etc.)

8 Bolachas/ biscoitos
salgados ou salgadinhos
de pacote

9. Bolachas/ biscoitos
doces ou recheados,
doces, balas e chocolates
(em barra ou bombom)

10. Refrigerante (ndo
considerar os diet ou light)







