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RESUMO

O tabagismo ¢ considerado pela Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS) a principal
causa de morte evitavel em todo o mundo, estando associado com diversas doengas e,
especialmente, com um aumento na incidéncia de aterosclerose prematura. Recentes
trabalhos tém mostrado que a paraoxonase (PON), protege contra a oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que pode levar ao desenvolvimento da
aterosclerose, e que alteragcdes na atividade e concentracdo da enzima paraoxonase tém
sido observadas em fumantes. Assim, o objetivo principal do presente estudo foi
investigar uma possivel interferéncia do tabagismo sobre a atividade da enzima
paraoxonase. Para isso, foi analisado um grupo de 40 individuos (20 fumantes ¢ 20 nao
fumantes) da cidade de Vassouras, Rio de Janeiro. A determina¢do da atividade
paraoxonasica foi realizada a partir do método de Eckerson et al. (1983 a, 1983 b),
modificado por Moraes (1997). A dosagem da enzima arilesterase foi feita a partir do
método de Lorentz et al. (1979), modificado por Oliveira-Silva et al. (1998). Os dados
obtidos nesta pesquisa indicam que o tabagismo pode influenciar a atividade da
paraoxonase, aumentando ainda mais os riscos de desenvolvimento da aterosclerose e
que o uso de anticoncepcional também pode exercer uma forte influéncia sobre a

atividade da paraoxonase.
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ABSTRACT

Tobacco smoking is the most preventable cause of death, according to WHO
(World Health Oganization), and it is conected to several illnesses, specially the
increase of cases of premature atherosclerosis. Recent studies have shown that the
paraoxonase (PON) protects low density lipoprotein against oxidation, which can lead
to the development of atherosclerosis and modifications in the activity and in the
concentration of the paraoxonase enzyme have been detected in smokers. The main
purpose of this study was to investigate the possible interference of tobacco smoking at
the paraoxonase activity. To achieve that 40 people (20 smokers and 20 non-smokers)
from Vassouras, Rio de Janeiro, were analysed. The determination of the paraoxonase
activity was accomplished by the Eckerson’s et al. method (1983 a, 1983 b), modified
by Moraes (1997). The amount of the arislesterase enzyme was taken by the Lorentz et
al method (1979), modified by Oliveira-Silva et al. (1998). The data acquired in the
present research indicate that tobacco smoking can influence the paraoxonase activity
and increase the risks of developing aterosclerose. It was also discovered that the use of

contraceptive (birth control) can also act strongly on the paraoxonase activity.
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1. INTRODUCA

1.1 - ESTERASES

As esterases sdo enzimas hidroliticas, presentes em uma grande quantidade de
organismos vivos e possuem especificidade para uma gama variada de substratos, como
¢ésteres de colina, acidos aromaticos, compostos organofosforados (OP) (Noel &
Mayasich, 1991).

Este grupo de enzimas pode ser dividido em trés grandes grupos, em funcdo da
interagdo com organofosforados. As esterases do tipo “A”, sdo capazes de hidrolisar
compostos OP, sem serem inibidas por estes, ja as esterases do tipo “B”, sdo capazes
de hidrolisar estes compostos, mas, entretanto, sdo inibidas por estes compostos,
enquanto as esterases do tipo “C”, ndo possuem qualquer forma de interagdo com os
pesticidas OP (Parkinson, 1996).

Os compostos OP podem ser “atacados” enzimatica e simultancamente, em
diferentes pontos de sua molécula. Um exemplo de reagdo que acontece com compostos
OP ¢ a dessulfuragdo oxidativa, que resulta em um composto com maior toxicidade,
normalmente denominado o composto oxon anilogo ao xenobidtico original. E assim
que ocorre a biotransformagdo do paration (figura 1), que sofre uma reacdo de
dessulfuracdo oxidativa, e ¢ transformado em paraoxon (seu oxon analogo), capaz de
produzir efeito toxico (Sultatos & Murphy, 1993 e Chambers et al., 1991). O passo
subseqliente a ativagdo ¢ uma etapa de detoxicagdo, quando ocorrem reacdes de
hidrolise e conjugacdo. No caso dos pesticidas OP e, mais precisamente, os ésteres de

fosfato formados, as esterases catalisam reag¢des de hidrolise (McCracken et al., 1993).
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Figura 1- Exemplos de rotas metabdlicas do pesticida organofosforado paration no
organismo humano. Nota-se, a fosforilacio é irreversivel na enzima acetilcolinesterase, o
que nio ocorre na paraoxonase.

Fonte: Oliveira-Silva, 2000.



Tem-se postulado que a maior diferenca entre as esterases, se encontra na
presenca de um residuo cisteina no sitio catalitico da esterase “A” e de serina no sitio
ativo das esterases “B” (Yan et al, 1994). Ambas familias de enzimas sdo capazes de
hidrolisar organofosforados, porém o tempo de dissociagdo do complexo enzima-
substrato ¢ que ird determinar o potencial inibidor ou n3o destes compostos. Nas
esterases do tipo “B”, o tempo de dissociacdo ¢ maior que a meia-vida (“turnover”) da
enzima, sendo assim, pode-se considerar que esta familia de pesticidas ¢ um inibidor
irreversivel deste complexo enzimatico, o que ja nao ocorre com as esterases do tipo
“A”, ja que nesta familia de enzimas, o tempo de dissociacdo do complexo enzima-
substrato ¢ menor do que a meia-vida da enzima, sendo assim, os compostos
organofosforados ndo sdo inibidores efetivos desta familia de enzimas (Mackness,

1989).

1.2- INSETICIDAS ORGANOSFOSFORADOS

Os inseticidas organofosforados sdo basicamente ésteres do acido fosforico e sua

nomenclatura mais comum se baseia nos atomos e radicais que se ligam ao atomo

central de fosforo (figura 2).
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Fonte: Ecobichon, 1936

Figura 2 - Estrutura basica de um inseticida organofosforado.



Os inseticidas organofosforados podem ser classificados, de acordo com a

estrutura quimica, em:

» Fosforados, como o paraoxon etilico;

» Tiofosforados divididos em monotiofosforados como o paration etilico ¢ metilico,
Sumition, Fenition, Diazinon e Ditiofosforados como o Dimetoato, Malation, etc;

» Clorofosforados, como DDVP, Dipterex, Trition, etc;

» Fluor e Cianofosforados, como o Sarin, Soman e Tabun.

Os inseticidas organofosforados sdo absorvidos pelo organismo humano através
de todas as vias possiveis, incluindo a via dérmica, o trato gastrintestinal, a via
respiratdria e as membranas mucosas (Larini, 1997).

A absor¢do pela via oral ocorre nas intoxicagdes acidentais, particularmente em
criangas, em homicidios e suicidios, ndo sendo esta via considerada de grande
importancia na exposi¢cdo ocupacional. A absor¢do dérmica € a principal via de
penetracdo nos envenenamentos ocupacionais. Pela via respiratéria pode ocorrer,
especialmente em individuos que trabalham nas industrias de formulagdo e também no
uso doméstico sob a forma de aerossois (Spray) (Larini, 1997).

Os inseticidas organofosforados nao sdo acumulados no organismo humano sendo
facilmente degradados e excretados. A eliminag@o ocorre predominantemente através da
urina sendo a eliminagdo pelas fezes considerada de pequena importancia (Larini,
1997).

A tabela 1 mostra os valores de DL50 aguda oral e dérmica para os principais

inseticidas organofosforados (Larini, 1997). A DL50 é o valor estimado da dose



necessaria, em mg/Kg de peso corporeo, que ira levar a morte de 50% dos animais em
experimentacdo (Henao e Corey, 1986; Albert, 1988; Fait, 1994).

O quadro sintomatolégico pode variar quanto a gravidade, rapidez de instalagao
e/ou duragdo, na dependéncia da via de absor¢do e da magnitude da exposi¢do. Nao
ocorre nenhuma alteracdo inflamatéria importante no local de absor¢ao, mas a
toxicidade sistémica ¢ elevada. Os sinais e sintomas mais comumente observados nos
envenenamentos por inseticidas organofosforados estao resumidos na tabela 2.

O diagnéstico clinico ou quimico das intoxicagdes por organofosforados apresenta
dificuldades ndo s6 em relacdo a diversidade dos sinais ¢ sintomas observados, mas
também devido a fatores como: a utilizacdo de inseticidas de diversas classes numa
mesma formula¢do comercial, a presenc¢a de impurezas de fabricacdo nos produtos de
grau técnico, a inibi¢do da atividade da enzima pode-se desenvolver sem algum

significado clinico de intoxicacdo, entre outros.



Tabela 1 - Valores de DL 50 aguda de inseticidas organofosforados.

DL 50 (mg.Kg" ) em ratos

Inseticidas Via Oral Via Dérmica
Machos Fémeas Machos Fémeas

Paration etilico 7,0 4,0 21,0 6,8
Paration Metilico 9,7 4,5 67,0*
Sumition 837,0 673,0 _ 1000,0
Fenition 190,0 310,0 330,0°
Dimetoato 180" 700,0"
Formotion 535,0 375,0 700,0"
Ekatin 60,0" B B
Gusation 20,0° _ _
T.E.P.P. 1,1 _ 2,4 _
Malation 1375,0 1000,0 4000,0"
D.D.V.P. 80,0 56,0 107,0 75,0
Dipterex 630,0 560,0 2000,0"
Bromophos 1600,0 1730,0 5000,0*
Ronnel 1250,0 2630,0 5000,0"

* Sexo ndo especificado.

Fonte: Larini, 1997.



Tabela 2 - Sinais e sintomas nas intoxicagoes por inseticidas organofosforados.

Local

Sinais e Sintomas

Precoces

Tardios

1- Sistema Nervoso Central

1.1 - Alteragdes neuropsiquiatricas

Tensao, ansiedade,
inquietude.

Alteragdes dos sonhos e
pesadelos excessivos,
dificuldade de concentragao,
comprometimento da
memoria, etc.

1.2 - Alteragbes neuroldgicas puras

Cefaléia, tonteira e vertigens.

Convulsoées, atonia,
tremores, confusao, torpor e
coma, solugos, etc.

2- Sistema Nervoso Autbnomo

Efeitos Muscarinicos:
2.1 - Sistema respiratério

Aumento do ritmo respiratorio
superficial, tosse.

Rinorréia, secrecao
bronquiolar excessiva,
edema pulmonar, etc.

2.2 - Aparelho digestivo (mais graves
quando a intoxicagao ocorre por esta
via)

Perda de apetite

Nauseas, vOmitos, dores
abdominais, diarréia,
defecacao involuntaria.

2.3 - Sistema circulatorio

Pulso diminuido

Bradicardia, parada
cardiaca, etc.

2.4 - Oculares

Visao enfraquecida

Miose, pupilas punctiformes
sem reagao.

2.5- Geniturinario

Diurese frequente e
involuntaria.

2.6 - Glandulas exoécrinas

Lacrimejamento, aumento das
secrecdes salivar e nasal.

Transpiracao excessiva.

3- Sistema Somatico

3- Efeitos Nicotinicos

Fadiga, fraqueza muscular,
contragoes involuntarias

Caimbras,fasciculagdes,
enfraquecimento muscular.

Fonte: Larini, 1997.



1.2.1- MONITORIZACAO BIOLOGICA DE EXPOSICAO A INSETICIDAS

ORGANOFOSFORADOS

O uso de indicadores bioldgicos tem sido util ferramenta no sentido de possibilitar
avaliagdes mais especificas como, por exemplo, a dose de uma substancia no 6rgao
onde se dd a sua acdo toxica, assim como também indicar diferengas individuais
relacionadas aos mecanismos toxicocinéticos dos xenobidticos (Lowry, 1995; Bernard,
1995).

Basicamente 3 tipos de indicadores bioldgicos podem ser utilizados nestes

monitoramentos, os indicadores biologicos de: dose interna, efeito e susceptibilidade.

1.2.1.1- Indicadores de dose interna

Estes indicadores podem refletir a concentrag@o real da substancia no local onde
ela exerce sua acdo tdxica, ou estimar o grau de exposi¢do sempre que o nivel da
substancia no material bioldgico esteja correlacionado com a concentragdo ambiental.
Além disso, admite avaliar a concentracdo do agente quimico nos o6rgdos e tecidos a
partir dos quais ¢ lentamente liberada.

No caso dos pesticidas organofosforados, poderiamos citar a detec¢do de
metabolitos destes pesticidas como o p-nitrofenol (no caso do paration), metabolitos
alquilfosfatos (dietil organofosforados), como poderiamos citar também a determinagao
direta destes compostos, apesar da sua menor aplicagdo devido a sua meia-vida

relativamente curta e sua nao acumulagdo nos tecidos (He, 1993).



1.2.1.2- Indicadores de efeito

Sao aqueles que identificam alteragdes precoces e reversiveis no organismo,
resultantes da agdo do xenobiotico, oriundos da agdo deste em qualquer tecido, 6rgao ou
sistema (Lowry, 1995).

No monitoramento a pesticidas organofosforados, um indicador de efeito bastante

utilizado ¢ a determinacdo das atividades das colinesterases sangiiineas.

1.2.1.3- Indicadores de susceptibilidade

Possibilitam a determinacdo de individuos com maior ou menor sensibilidade a
acdo toxica de um determinado xenobiotico, nos ajudando a entender, pelo menos em
parte, as diferentes respostas individuais face a exposi¢ao a substincias toxicas,
facilitaria também a determinagdo de areas de maior ou menor risco, de acordo com o
perfil das populagdes dos locais estudados.

No caso dos pesticidas organofosforados, um candidato a indicador de
susceptibilidade poderia ser a enzima paraoxonase (EC 3.1.1.8) (Costa ¢ Manzo, 1995),
j& que existem estudos que indicam esta enzima como fator de protecdo frente a
compostos organofosforados, devido a capacidade desta hidrolisar estes compostos
(Geldmacher et al., 1988). Existem ainda evidéncias indiretas como a alta
susceptibilidade de passaros, que possuem nenhuma ou baixa atividade paraoxonasica, a
intoxicagao por organofosforados, em comparagdo com mamiferos, que possuem niveis
bem mais altos de atividade desta enzima (Brealey et al., 1980).

Poderiamos citar também testes diretos a respeito da protecdo da paraoxonase

contra a intoxicagdo por organofosforados, onde apds se injetar paraoxonase

9



parcialmente purificada em animais, a resisténcia destes foi bastante aumentada (Costa
etal., 1990; Li et al., 1993; Li et al, 1995).

Um outro fator importante para o papel da paraoxonase como indicador de
susceptibilidade frente a compostos organofosforados, estd baseado no seu
polimorfismo genético, que sera explicado detalhadamente mais adiante. A paraoxonase
humana exibe um polimorfismo dependente de substrato, apresentando duas isoformas,
com trés fendtipos diferentes, com diferentes taxas de hidrolise de compostos

organofosforados.

1.3 - PARAOXONASE

O principal representante das esterases “A” ¢ a enzima paraoxonase — hidrolase de
ligacdes triésters de acido fosforico com afinidade especifica a organofosforados (EC
3.1.1.8) (Mackness et al, 1996; Walker, 1993). Seu nome deriva de um dos susbstratos
mais comumente utilizados in vitro, o paraoxon. (Costa, 2003). A maior parte da sua
atividade estd presente no soro, podendo também ser encontrada em eritrdcitos e tecido
cerebral. O tecido hepatico, além de concentrar uma parte desta atividade, representa a
fonte primordial da que é encontrada no plasma (Mackness, 1989).

A paraoxonase ¢ o principal responsavel pela detoxicagdo de agentes
organofosforados em nosso organismo (Mackness, 1989). Em mamiferos, qualquer
oxon que escape da detoxicagdo hepatica, pode ser hidrolisado no sangue pela
paraoxonase antes de chegar ao tecido nervoso. Alguns organofosforados como, por
exemplo, o pirimifos — metiloxon, sdo rapidamente hidrolisados pela paraoxonase e

estima-se que nenhuma molécula ativa deste pesticida chegue ao cérebro (Brealey et al,

10



1980). Assim, no caso dos pesticidas organofosforados, a paraoxonase pode atuar como
um indicador de susceptibilidade.

A funcdo precisa da enzima paraoxonase em nosso organismo ¢ ainda
desconhecida (Heinecke e Lusis, 1998). Apesar da afinidade desta enzima por
compostos organofosforados ser de extrema importancia, esta ndo € a fungao para a qual
ela foi originalmente designada. Estudos in vitro demonstram que ela pode reduzir
significativamente a geragao de peroxidos lipidicos durante a oxidagdo de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), sendo assim, esta esterase pode estar ligada na protecao in
vivo contra a aterosclerose (Kim et al, 1998). Desta forma, ¢ também de acordo com
Kelso et al. (1994), a atividade da paraoxonase pode ser usada como indicador preditivo
de danos vasculares.

A atividade da paraoxonase pode estar também correlacionada com processos
ligados ao infarto do miocardio em algumas populagdes (Antikainen et al, 1996;
Sanghera et al, 1997, Kao et al, 1998) ¢ a diabetes (Ruiz, 1997; Kao et al, 1998). Outros
trabalhos também indicam uma possivel atividade hidrolitica de endotoxinas de alguns

protozoarios (Smith et al, 1995).

1.3.1 - Propriedades da paraoxonase plasmatica humana

Evidéncias tém sugerido existir duas isoformas estruturais, que parecem ser
constituidas de dois estagios de oxidagdo da paraoxonase, um com todos os residuos de
cisteina livres ¢ um com uma ponte de dissulfeto. Essas isoformas ndo podem ser
explicadas pelos pontos de mutagdes que determinam as isoformas genéticas (Sorenson

etal, 1995 b).
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A atividade da enzima ¢ inibida por reagentes sulfidrila, e sua inibig¢ao ¢ revertida
pela cisteina. Assim, um residuo de cisteina poderia estar associado como um
componente essencial do sitio ativo da enzima. Porém, Sorenson et al (1995 b) testou
diretamente esta hipotese e mostrou que a cisteina 283 ndo € essencial para a hidrolise
do paraoxon. Portanto, a estrutura do sitio ativo da paroaxonase pernanece
indeterminada.

Estudos detalhados sobre a cinética da hidrolise do paraoxon pela paraoxonase
humana indicam que o paraoxon ¢ hidrolisado em pH 10,5 e que os ions célcio tém dois
papéis no mecanismo catalitico. Primeiro, o célcio € necessario para a manutencao do
sitio ativo, seja participando diretamente da reagdo catalitica ou mantendo a
conformag¢ao apropriada do sitio ativo. Segundo, ions calcio facilitam a remoc¢do de
dietil fosfato do sitio ativo, possivelmente pela polarizagdo da ponte dupla P-O do

paraoxon (Vitarius and Sultatos, 1995).

1.3.2- Associaciio da paraoxonase com lipoproteinas de alta densidade (HDL)

As esterases foram primeiramente descritas por Manzur (1946), e a associacdo da
paraoxonase com lipoproteinas de alta densidade foi primeiramente detectada por Uriel,
em 1961, através de imunoprecipitados de HDL apds eletroforese de soro humano
(LaDu, 1992). Subseqiientes investigacdes confirmaram esses achados em muitas
espécies de mamiferos. Porém, ndo foi identificado se a paraoxonase era um
componente intrinseco do HDL. Estudos mais recentes (Blatter et al, 1993; Gan et al,
1991; Kelso et al, 1994; La Du, 1992) confirmaram que ¢ extremamente dificil remover
a apolipoproteina A da paraoxonase durante a purificagdo de soro humano, o que sugere

que a Apo A-I e paraoxonase estao fortemente associadas.
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A paraoxonase tem uma regido N-terminal extremamente hidrofobica (Adkins et
al, 1993) que permite se ancorar com lipideos HDL, porém a paraoxonase nao estd
presente em lipoproteinas de baixa densidade (LDL) ou em lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL), indicando uma interagdo especifica com HDL, talvez pela
associacdo com apo A-I (Blatter et al, 1993). A estrutura da paraoxonase pode ser
observada na figura 3.

Pelo fato da paraoxonase estar associada com lipoproteinas de alta densidade
(HDL), e existir uma 6bvia diferenga das concentragdes circulantes de HDL entre
homens e mulheres; o0 HDL-colesterol é, em média 25% mais elevado em mulheres do
que em homens. Os estrogénios tendem a elevar os niveis de HDL-colesterol enquanto
os androgénios tendem a baixa-los. Isso também pode explicar niveis mais elevados de

paraoxonase encontrados em mulheres do que em homens (Guyton, 1997).
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Figura 3 - Representacio esquematica da enzima paraoxonase, mostrando os sitios
polimérficos, o segmento hidrofobico N-terminal, a ponte dissulfeto e um residuo

sulfidril livre.
Fonte: La Du et al., 1993.
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1.3.3 - Possiveis funcoes fisiologicas da paraoxonase

Qualquer discussao sobre as fungdes fisioldgicas da paraoxonase estd em estagio
de especulacdo, e resultados mais atuais sdo necessdrios para uma confirmagao
experimental. O que ¢ indiscutivel ¢ a importante atuacdo da paraoxonase no
metabolismo de alguns xenobidticos, estes ndo encontrados na natureza (Hyde &
Carmichael, 1991). Mas a questdo mais dificil é: Qual é o substrato natural da
paraoxonase?

Estudos em animais indicaram um aumento da atividade da HDL-paraoxonase
apoOs injecdo intravenosa de endotoxina bacteriana, indicando a possibilidade dessa
enzima hidrolisar os lipopolissacarideos (LPS) constituintes da endotoxina (Bég-Hansen
et al, 1978).

Outros estudos mostraram que a paraoxonase pode fazer parte de um complexo
HDL-tripanossoma litico. O fator tripanolitico (TLF) ¢ conhecido como uma subfragao
do HDL, toxica para o Trypanossoma brucei brucei (Smith et al, 1995 ).

Pesquisas ja comprovaram que o HDL reduz o acumulo de perdxidos lipidicos de
LDL por um mecanismo enzimatico (Mackness et al, 1993). Estudos posteriores
indicaram que a paraoxonase era um dos componentes do HDL responsavel por esta
atividade (Mackness et al, 1993). Assim, HDL pode proteger contra o desenvolvimento
de aterosclerose tanto no transporte de colesterol quanto impedindo a oxidag¢ao de LDL,
que se acredita ser um estagio essencial na aterogénese. Com isso, todas as enzimas
associadas ao HDL, como a paraoxonase, poderiam estar envolvidas neste processo
(Klimov et al, 1993). Porém, a atividade da paraoxonase ¢ modulada por um
polimorfismo genético que pode ser crucial para a atividade da paraoxonase na protecao

contra o desenvolvimento da aterosclerose.
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1.3.4 - A genética da paraoxonase sérica humana e a modulacio de sua atividade

A paraoxonase pertence a uma familia multigénica de enzimas com trés genes,
designados por PON1, PON2 e PON3. Todos possuem graus de similaridade marcantes,
porém ¢ a PONI1, com 354 aminoacidos em sua seqiiéncia génica, que estd associada
com o metabolismo lipidico (Primo-Parma et al., 1996).

A paraoxonase (PONI1) possui um polimorfismo genético, que em populagdes
européias, segue um modelo de segregacdo mendeliano simples, determinado por dois
alelos autossdmicos, codominantes, seguindo os principios de Hardy-Weinberg.
Entretanto em algumas populacdes, esta distribuicdo ¢ unimodal ¢ ndo pode ser
explicada pela equagdo de Hardy-Weinberg. A perda dos fendtipos de baixa atividade
parece ser a responsavel por este comportamento (Gelmacher et al, 1988; Mackness et
al, 1996). Na figura 4, podemos observar a distribuicdo mundial dos fenétipos de baixa
atividade metabolica da enzima paraoxonase.

As bases moleculares do polimorfismo da enzima paraoxonase, frente a
estimulacdo por NaCl e hidrdlise de compostos organofosforados, pode ser a
substitui¢do de um aminoécido na posi¢do 192 (ou 191 quando a alanina ¢ definida
como residuo N-terminal). A isoenzima A (baixa atividade) tem uma glutamina na
posicdo 192 e a B (alta atividade) uma arginina na posi¢cdo 192. Uma outra substituicao
na posi¢ao 55 (de leucina para metionina) parece nao afetar o efeito do polimorfismo
(Humbert et al, 1993; Adkins et al, 1993). Essas isoenzimas sdo resultantes da expressao
de dois genes alelos localizados em um mesmo locus (q21-q22) no brago longo do
cromossoma autossémico 7, que estd muito préximo do gene para a fibrose cistica.

Estruturalmente, estas isoformas s3o glicoproteinas que possuem peso molecular de
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aproximadamente 43KDa, com trés cadeias de carboidrato por molécula, representando
15,8% de seu peso total (Furlong et al, 1993).

Existem algumas discrepancias na nomenclatura deste polimorfismo. Adkins et al
(1993) utiliza-se do A para designar o fendtipo de baixa atividade (glutamina na posi¢ao
192) e B para o fen6tipo de alta atividade (arginina na posi¢ao 192), enquanto Humbert
et al (1993) se utiliza de 192 Q (baixa atividade) e 192 R (alta atividade). Esta ultima
nomenclatura e, segundo dados mais recentes (La Du, 1999), é a nomenclatura
recomendada para o perfil genotipico da paraoxonase.

Diferengas marcantes na distribuicdo polimorfica da paraoxonase sao observadas,
em populacdes humanas, em fungdo da origem étnica dos individuos. Observa-se que
nas populagdes Européia (caucasianas) e Americana de origem caucasiana 45%
pertence ao A (Q), 12% ao B (R) e o restante ao AB (QR), enquanto que nenhum
polimorfismo foi encontrado em africanos, orientais ¢ indios americanos (Szabd et al,
1991).

Estudos desenvolvidos por Davies et al (1996) exploraram o polimorfismo na
atividade da paraoxonase e seu substrato, avaliando a eficiéncia catalitica da PON1 de
uma forma substrato-dependente. Apesar da isoenzima B (ou PON1 192 R) ser mais
ativa com alguns substratos como o paraoxon, outros substratos como o fenil acetato,
ndo discriminam entre isoenzimas. Outros substratos como diazoxon e armas quimicas
como sarin e soman sao hidrolisados mais rapidamente pela isoenzima A (ou PON1 192
Q). Isto poderia ter afetado a susceptibilidade ao sarin no envenenamento ocorrido em
Toékio, devido a poucos japoneses serem portadores da isoenzima A (PON1 192 Q)
(Yamasaki et al, 1997). O polimorfismo dependente de substrato da paraoxonase pode

ser observado na tabela 3.
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Tabela 3 - O polimorfismo dependente de substrato da paraoxonase.

Aloenzimas Substratos
Aloenzima R ¢é mais ativa com: Paraoxon
Metilparaoxon

Atividades similares entre as aloenzimas com:

Aloenzima Q ¢ mais ativa com:

Clortion oxon
EPN oxon
Armin
Fenilacetato
Clorpirifos oxon
2- Naftil acetato
Diazoxon

Sarin

Soman

Hidroperoxidos fosfolipidios

Fonte: Mackness et al., 1998.

O polimorfismo genético também pode afetar a concentragdo plasmatica da

paraoxonase. Experimentos indicaram que a atividade sérica em individuos saudéaveis

esta diretamente relacionada com a concentragdo da proteina (r: 0,89; p < 0,001); assim,

individuos homozigotos RR tém maiores concentragdes de PON1 que individuos

homozigotos QQ e heterozigotos QR, niveis intermediarios (Blatter-Garin et al, 1994).
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1.4 - TABAGISMO: DADOS EPIDEMIOLOGICOS

O tabagismo ¢ considerado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a
principal causa de morte evitdvel em todo o mundo. A OMS estima que um terco da
populagdo mundial adulta, isto ¢, 1 bilhao e 200 milhdes de pessoas (entre as quais 200
milhdes de mulheres), sejam fumantes. S6 o Brasil, contribui com cerca de 30 milhdes
de fumantes, sendo que 12 milhdes sao mulheres (OPAS, 2002).

Pesquisas comprovam que aproximadamente 47% de toda a populagdo masculina
e 12% da populacio feminina no mundo fumam. Enquanto nos paises em
desenvolvimento os fumantes constituem 48% da populagdo masculina e 7% da
populacdo feminina, nos paises desenvolvidos a participa¢ao das mulheres mais do que
triplica: 42% dos homens e 24% das mulheres tém o habito de fumar. As pesquisas
indicam também que as pessoas que comeg¢am a fumar na adolescéncia (como ocorre
em mais de 70% dos casos) e continuam fumando por duas décadas ou mais morrem 20
a 25 anos mais cedo do que aquelas que nunca acenderam um cigarro (OPAS, 2002).

O total de mortes devido ao uso do tabaco atingiu a cifra de 4 milhdes de mortes
anuais, o que corresponde a mais de 10 mil mortes por dia. No Brasil, estimam-se
80.000 mortes anuais por doencas relacionadas ao tabagismo. Caso as atuais tendéncias
mundiais de expansdo do consumo do tabaco sejam mantidas, esses numeros
aumentardao para 8,4 milhdes de mortes anuais por volta do ano 2020, sendo metade

delas individuos em idade produtiva (entre 35 ¢ 69 anos) (WHO, 2001).

1.4.1- A toxicidade do tabaco

A extensdo e a gravidade da epidemia do tabagismo estio ligadas a utilizacdo do
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cigarro industrial cujo fumo, pouco irritante, pode ser intensamente inalado, tendo por
conseqiiéncia aabsor¢do rapida de todos os produtos toxicos. O fumo do tabaco ¢
composto por uma fase gasosa (CO, CO HCN ) e por uma fase particulada no qual mais
de 4.000 substancias ja foram identificadas (Hoffmann, 1986).

Os principais agentes toxicos do tabaco sao o monoxido de carbono (CO), a
nicotina, o alcatrio e os irritantes (Hoffmann, 1986).

O mondxido de carbono ¢ o agente indutor da formacao de carboxihemoglobina,
que provoca uma hipoxia tissular. Desta forma, favorece o aparecimento de lesdes
endoteliais que podem originar aterosclerose. Pode originar também um aumento da
adesividade e da agregagao de plaquetas e uma diminui¢ao da deformidade dos globulos
vermelhos; esses fatores sdo responsaveis por uma hiperviscosidade sanguinea geradora
de acidentes vasculares agudos (Hoffmann, 1986).

O fumo do tabaco contém muitas substancias irritantes como acroleina, fenois,
peréxido de nitrogénio, acido cianidrico, amoniaco, entre outros, que aumentam a
produ¢do do muco bronquico ¢ diminuem, ao mesmo tempo, a sua eliminagdo
reduzindo a motilidade dos cilios vibrateis; assim, se explica a tosse dos fumantes ¢ o
aumento da incidéncia das infecgdes respiratorias, podendo conduzir a bronquite
cronica (Hoffmann, 1986).

O alcatrdo ¢ o principal responsavel pela agdo cancerigena do tabaco, sendo o
alfabenzopireno a substancia cancerigena mais estudada (FAD, 1997).

A nicotina, por sua acdo simpaticomimética, ¢ um dos fatores responsaveis pelas
complicacdes vasculares. Ela ¢, sobretudo, o agente essencial da dependéncia (FAD,

1997).
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1.4.2 — Farmacologia da nicotina

A nicotina ¢ um alcal6ide da familia das nicotiaminas contida nas folhas de varias
espécies de plantas, tais como as folhas do tabaco (ICGZC, 2003).

A absor¢ao da nicotina pelo organismo, depende em parte do pH do fumo.
Para o cachimbo, charuto e certos cigarros castanhos, o pH ¢ alcalino; a nicotina, base
fraca, ¢  diretamente  absorvida  pelas  mucosas  bucal e  nasal
Para os cigarros, o fumo tem um pH acido e a nicotina ¢ muito pouco absorvida pelas
mucosas bucal ¢ nasal. No entanto, este fumo (em virtude das técnicas de fabricagdo e
da natureza do tabaco utilizado) é mais suave (“mais doce”), menos irritante ¢ pode
também ser facilmente inalado. Nos alvéolos pulmonares, a absor¢do da nicotina ¢
muito rapida e provoca uma elevagdo aguda da nicotinemia cuja amplitude depende do
nimero de inala¢des, da intensidade da inalacdo e da retencdo mais ou menos
prolongada do fumo nos pulmoes (ICGZC, 2003).

Em menos de 7 segundos, mais de 25% da nicotina absorvida fixa-se sobre os
receptores cerebrais especificos. A chegada da nicotina ao cérebro ¢ mais rapida apos a
inalacdo que apds injecdo intravenosa e o "shoot" de nicotina ligado ao consumo de
cigarros € o elemento responsavel pelos efeitos psico-ativos da nicotina e da indugdo
muito precoce da dependéncia (ICGZC, 2003)

Por fixagdo sobre os receptores periféricos, a nicotina desencadeia um estimulo
simpatico responsavel pelos efeitos cardiovasculares: aumento moderado e transitdrio
de pressdes arteriais sistolicas e diastolicas e da frequéncia cardiaca, diminui¢do do
volume de ejegao sistdlica, vasoconstricgdo arterial periférica duravel. O relaxamento da
musculatura esquelética e o aumento da atividade motora e das secrecdes do trato

gastrintestinal estdo ligados a atividade colinérgica da nicotina. A fixagdo sobre os
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receptores cerebrais especificos explica as propriedades psico-ativas da nicotina: a¢ao
de euforia, estimulante, com aumento da vigilia, do poder de concentracao intelectual,
da memoria imediata. Em certos fumantes, um efeito tranqiiilizante e ansiolitico;
noutros, comporta-se como um verdadeiro anti-depressor. Todas estas agdes, constituem
as bases da dependéncia psicolégica (ICGZC, 2003).

Em certos fumantes aparece uma outra dependéncia fisica a nicotina. Logo que a
nicotinemia baixa para além de um certo nivel, a sensa¢ao de necessidade, de falta,
aparece como um impulso irresistivel (compulsdo) para repegar no cigarro. O fumante
adapta o seu consumo para manter este nivel, ¢ o fendmeno de auto-nivelamento da
nicotina. Esta necessidade fisica, ligada a baixa da nicotinemia pode comparar-se com a

hipoglicemia e a sensacdo de fome dai resultante (ICGZC, 2003).

1.4.3 — Conseqiiéncias do tabagismo para a satude

Embora o cancer de pulmio, enfisema pulmonar ¢ doencas cardiacas sejam as
doengas mais divulgadas como conseqiiéncias do fumo, outros efeitos do cigarro podem

causar graves problemas de satude: (OPAS, 2002).

1. Perda de cabelo — O fumo debilita o sistema imunolédgico, deixando o corpo mais
vulneravel a doencas como o lupus eritomatoso, que provoca perda de cabelo,

ulceracdes da boca e exantemas no rosto, couro cabeludo e nas maos (OPAS, 2002).

2. Cataratas — Os fumantes acusam uma incidéncia 40% maior de catarata, a perda de

transparéncia do cristalino que bloqueia a luz e pode levar a cegueira (OPAS, 2002).
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3. Formacao de rugas — O fumo envelhece a pele prematuramente, removendo proteinas
que lhe dao elasticidade, privando-a de vitamina A e restringindo a circulagao do
sangue. A pele do fumante ¢ seca, dspera e enrugada, especialmente ao redor dos labios

e dos olhos (OPAS, 2002).

4. Perda de audigdo — Como o uso do fumo cria placas nas paredes dos vasos
sangiiineos, reduzindo o fluxo de sangue para o interior do ouvido, o fumante pode
perder a audi¢do mais cedo que os ndo fumantes e ¢ mais susceptivel a perda de audicao
causada por infecgdes dos pavilhdes auriculares ou ruido forte. O fumante tem trés
vezes mais probabilidade que os ndo fumantes de contrair infecgdes do labirinto que
podem levar a outras complicagdes, tais como meningite ¢ paralisia facial (OPAS,

2002).

5. Cancer da pele — O fumo, embora nao cause melanoma (forma por vezes letal de
cancer cutaneo), aumenta as probabilidades de morte por esta causa. Os fumantes
apresentam um risco duas vezes maior de contrair cancer das células escamosas

cutineas (OPAS, 2002).

6. Deterioracdo dos dentes — O fumo interfere na quimica da boca, criando excesso de
tartaro, amarelando os dentes e contribuindo para a sua deterioragdo. Os fumantes tém

probabilidade uma vez e meia maior de perder os dentes (OPAS, 2002).

7. Enfisema — Além do cancer pulmonar, o uso do fumo causa enfisema, uma dilatagao
e ruptura dos alvéolos pulmonares que reduz a capacidade dos pulmdes de receber

oxigénio e expelir dioxido de carbono (OPAS, 2002).
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8. Osteoporose — O monoxido de carbono e a fumaga do tabaco, aglutinam-se mais
rapidamente com o sangue do que o oxigénio, reduzindo em até 15 % a capacidade do
sangue do fumante de transportar oxigénio. Devido a isso, os 6rgaos do fumante perdem
densidade, fraturam-se mais facilmente e levam até 80% mais tempo para se recuperar

(OPAS, 2002).

9. Doengas Cardiacas — Uma a cada trés mortes no mundo deve-se a causas
cardiovasculares. As doengas cardiovasculares relacionadas com o tabagismo matam
mais de 600.000 pessoas por ano nos paises desenvolvidos. Fumar acelera os batimentos
cardiacos, eleva a pressdo sangiliinea e aumenta o risco de hipertensdo e obstrucido das
artérias, vindo com o tempo, a causar ataques cardiacos e derrame cerebral (OPAS,

2002).

10. Ulcera géstrica — Fumar reduz a resisténcia as bactérias que causam ulcera gastrica
(Helicobacter pilory). Além disso, compromete a capacidade do estdmago de
neutralizar acidos apds uma refei¢do, deixando ao acido atacar o revestimento estomacal
As tlceras dos fumantes sao mais dificeis de tratar e t€m mais probabilidade de ocorrer

(OPAS, 2002).

11. Descoloragao dos dedos — O alcatrao contido na fumaga do tabaco acumula-se nos

dedos e nas unhas, deixando-as manchadas com um marrom amarelado (OPAS, 2002).

12. Cancer uterino e abortamento — Além de aumentar o risco de cancer cervical e
uterino, o fumo cria problemas de fecundidade para mulheres, bem como complicagdes

na gravidez e no parto. Fumar durante a gravidez aumenta o risco de bebés com peso
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baixo e futuras conseqii€éncias nocivas para a saide. O abortamento ¢ duas a trés vezes
mais comum em fumantes, o mesmo ocorrendo com as perdas fetais devidas a privacao
de oxigénio e as anormalidades da placenta induzidas pelo mondxido de carbono e pela
nicotina. A sindrome de morte stbita do lactente também estd associada com o uso do
fumo. Ademais, fumar pode reduzir os niveis de estrogénio, causando menopausa

prematura (OPAS, 2002).

13. Deformagdo dos espermatozdides — Fumar pode deformar os espermatozoides e
danificar o seu DNA, fato que poderia causar abortamento ou defeitos congénitos.
Alguns estudos mostraram que os homens que fumam tém maior risco gerar filhos
sujeitos a contrair cancer. Fumar diminui a contagem de espermatozodides e reduz o
fluxo de sangue para o pénis, o que pode causar impoténcia. A infertilidade é mais

comum entre os fumantes (OPAS, 2002).

14. Psoriase — O fumante tem duas a trés vezes mais chances de contrair psoriase, uma
afeccdo inflamatoria cutdnea nao contagiosa (OPAS, 2002). A psoriase ¢ uma
dermatose inflamatdria cronica comum, que afeta até 1-2% das pessoas nos Estados
Unidos. Individuos de todas as idades podem apresentar a doenga, que pode, algumas
vezes, estar associada com artrite, miopatia, enteropatia, cardiopatia ou sindrome da

imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Robbins, 2000).

15. Doenga de Buerger — Também chamada tromboangenite obliterante, ¢ uma
inflamacdo das artérias, das veias e dos nervos das pernas, principalmente causando

restricdo do fluxo sangiiineo. Nao tratada, a doengca de Buerger pode resultar em
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gangrena (necrose de tecidos do corpo) e amputacdo das areas comprometidas

(OPAS,2002).

16. Cancer — Ja foi demonstrado que mais de 40 elementos contido no tabaco causam
cancer. O fumante tem de 16 a 22 vezes mais probabilidades de contrair cancer
pulmonar que os nido fumantes. Segundo diversos estudos, quanto mais tempo uma
pessoa fuma, maior o risco de contrair outras formas de cancer, inclusive canceres de
nariz ( 2 vezes), da lingua, da boca, das glandulas salivares e da faringe (6 a 27 vezes),
do esofago (8 a 10 vezes), da laringe (10 a 18 vezes), do estomago (2 a 3 vezes), dos
rins (5 vezes), da bexiga (3 vezes), do pénis (2 a 3 vezes), do pancreas (2 a 5 vezes), do

colon e do reto (3 vezes) e do anus (5 a 6 vezes) (OPAS, 2002).

1.5 - ATEROSCLEROSE

A aterosclerose contribui esmagadoramente para uma taxa de mortalidade — cerca
de metade ou mais de todas as mortes - ¢ morbidade, no mundo ocidental, que
ultrapassa a de qualquer outra doenga. Embora qualquer 6rgdo ou tecido do corpo possa
ser afetado, a doenca aterosclerdtica sintomatica localiza-se mais freqiientemente nas
artérias que suprem o coragdo, o cérebro, os rins, os membros inferiores e o intestino
delgado. As principais conseqiiéncias desta doenga consistem em infarto do miocardio
(ataque cardiaco), infarto cerebral (acidente vascular cerebral) e aneurisma da aorta. Por
conseguinte, os dados epidemiologicos da aterosclerose sdo expressos, em grande parte,
em termos da incidéncia ou do nimero de mortes causadas por cardiopatia isquémica

(Robbins, 2000).
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A prevaléncia e a gravidade da doenca entre individuos e grupos, estdo
relacionadas com diversos fatores, alguns constitucionais e, portanto imutaveis, € outros
adquiridos e potencialmente passiveis de controle. Os fatores de risco que predispdem a
aterosclerose foram identificados através de diversos estudos e incluem fatores
constitucionais como idade, sexo e genética, além de fatores potencialmente
controlaveis como hiperlipidemia, hipertensao, diabetes e, o tabagismo (Robbins, 2000).

Sabe-se, portanto que, dentre os principais fatores de risco associados ao
tabagismo estdo as doengas cardiovasculares, porém o0s mecanismos precisos
responsaveis pelas propriedades aterogénicas do cigarro ndo s3o completamente
conhecidos (Frei, 1991).

Nao apenas o uso de cigarro constitui um dos mais potentes fatores de risco para
aterosclerose, como também ¢ um dos fatores que, quando reduzido ou eliminado,
diminui claramente o risco de desenvolvimento da aterosclerose (Harrison, 1992). A
combustdo do cigarro gera uma ampla variedade de radicais livres e aldeidos que
provocam um estresse oxidativo que pode contribuir para o desenvolvimento da
aterosclerose (Frei, 1991).

Os radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um unico elétron ndo-
pareado em uma Orbita externa. A energia criada por essa configuragdo instavel ¢
liberada através de reagdes com moléculas adjacentes, como substancias quimicas
inorganicas ou organicas — proteinas, lipidios, carboidratos — particularmente com
moléculas essenciais das membranas e acidos nucléicos. Além disso, os radicais livres
desencadeiam reacdes autocataliticas através das quais as moléculas que reagem com
eles sdo convertidas em radicais livres e propagam a cadeia de lesdo. Os radicais livres
podem ser desencadeados dentro das células por diversos mecanismos como: absor¢ao

de energia radiante (como raios X e luz ultravioleta), metabolismo enzimatico de
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substancias quimicas exdgenas ou drogas, reagdes de reducdo-oxidacdo que ocorrem
durante processos metabdlicos normais, entre outros (Robbins, 2000).

Na presenga de oxigénio, os radicais livres podem causar peroxidagao dos lipidios
dentro das membranas plasmaticas e organelas. A lesdo ¢ desencadeada quando as
ligagdes duplas em acidos graxos insaturados dos lipidios das membranas sao atacadas
por radicais livres derivados do oxigénio, particularmente por OH. As interagdes
lipidio-radical geram perdxidos, que sdo instaveis e reativos, € sobrevém uma reagao em
cadeia autocatalitica (denominada propagacao) que pode resultar em lesdo extensa das
membranas, organelas e células. Os radicais livres também promovem a oxidagdo das
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos. A modificagdo oxidativa acentua a
degradagdo de enzimas criticas pelo complexo proteassoma multicatalitico, gerando
devastagdo em toda a célula (Robbins, 2000).

As células tém multiplos mecanismos para remover os radicais livres e, desse
modo, minorar a lesdo. Os radicais livres sdo naturalmente instaveis e costumam
decompor-se espontaneamente. O superdxido, por exemplo, € instavel e decompde-se
espontaneamente. Contudo, ha varios sistemas ndo enzimaticos € enzimaticos que
contribuem para a inativagdo das reagdes de radicais livres como, principalmente, os
antioxidantes que bloqueiam o desencadeamento da formagao de radicais livres e detém
a lesdo por radicais. S3o exemplos as vitaminas lipossoluvel E e A, bem como o acido
ascorbico e glutationa (Robbins, 2000), além das evidéncias sobre a atividade
antioxidante da paraoxonase (Richard, 2000).

A aterosclerose ¢ uma doenca das artérias de calibres grande e médio,
caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes gordurosas, denominadas placas
ateromatosas, na superficie interna das paredes arteriais. Essas placas comecam a surgir

em conseqiiéncia da deposi¢ao de diminutos cristais de colesterol na intima e no

29



musculo liso subjacente. Com o decorrer do tempo, os cristais crescem e o tecido
fibroso e musculo liso proliferam formando placas cada vez maiores (Guyton, 1997).

O fator mais importante no processo do desenvolvimento da aterosclerose consiste
na presenga de altas concentracdes plasmaticas de colesterol na forma de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) (Guyton, 1997). A lipoproteina ¢ uma forma alterada de LDL
que contém a por¢dao apo B-100 da LDL ligada a apo A, uma grande molécula de
glicoproteina apresentando elevado grau de homologia estrutural com o plasminogénio
(uma importante proteina no processo da fibrinodlise). A lipoproteina exerce efeitos
aterogénicos potenciais, incluindo actimulo de lipidios, modulacdo das células
endoteliais, proliferacdo das células musculares lisas e controle da neovascularizagdo da
placa (Robbins, 2000).

O centro desta lipoproteina ¢ constituido quase exclusivamente de colesterol
esterificado lipossoluvel, enquanto a maior parte da superficie ¢ composta de
fosfolipidios e colesterol ndo-esterificado. Ambas essas substidncias de superficie
possuem grupos prostéticos com carga elétrica, estabelecendo uma carga elétrica
negativa sobre a superficie da lipoproteina, o que permite a sua solubilidade no plasma.
Em um dos poélos existe uma unica molécula grande de apoproteina B-100 (apo B-100),
proteina que possui um sitio de reconhecimento para os receptores de lipoproteinas de
baixa densidade existentes nas membranas celulares de praticamente todas as células do
organismo. Dessa maneira, elas liberam colesterol e fosfolipidios para praticamente
todas as células do organismo. A alteragdo da apoproteina B-100, leva a uma perda do
reconhecimento dos receptores dos macrofagos, que ndo irdo, portanto, metaboliza-los,
levando a um acumulo de lipoproteinas de baixa densidade, que s3o toxicas para estas

células. Os macrofagos podem ser vistos ao microscopio como células “esponjosas”,
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que representam a manifestagao visivel da lesdo aterosclerotica. Com a continuidade do
processo, as lesdes ateromatosas tendem a se expandir (Brown, 1990).

As lipoproteinas de alta densidade sdo menores € nao apresentam apoproteina B-
100, apresentando assim, um comportamento totalmente diferente das lipoproteinas de
baixa densidade. Uma porcao significativa das lipoproteinas de alta densidade contém
um dos dois tipos de apoproteinas, apoproteina A-I (apo A-I) ou apoproteina A-II (apo
A-II), situadas na superficie externa da lipoproteina. Essas proteinas apresentam,
portanto, afinidades por receptores celulares diferentes das lipoproteinas de baixa
densidade (Guyton, 1997).

Historicamente, estudos experimentais planejados para investigar diretamente as
propriedades antiaterogénicas de apo A-I e as particulas do HDL tém sido limitadas a
modelos in vitro, dada a limitada capacidade de realizar estudos invasivos no homem. A
disponibilidade de camundongos transgénicos e outros animais tém fornecido modelos
intactos do metabolismo de lipoproteinas e aterosclerose. Estudos de tais modelos tém
proporcionado uma prova direta em mamiferos de que o nivel plasmatico elevado da
apo A-I resulte em um aumento do HDL e na inibi¢do da formacdo de lesdes
ateroscleroticas. Embora esses estudos demonstrem que a apo A-I tem efeito inibitorio
direto sobre o inicio e a progressao de lesdes aterosclerdticas, ndo abordam quais efeitos
os niveis elevados de HDL teriam sobre as lesdes estabelecidas. Como os estudos
clinicos e patoldgicos tém indicado que a prevengdo secunddria e até a primaria de
coronariopatia no homem mais provavelmente envolve a estabilizagdo ou a regressao de
placas coronarianas existentes, esta questao ¢ da maior relevancia clinica (Noto, 2001).

Os efeitos benéficos atribuidos ao HDL sdo, provavelmente, a habilidade de
promover o efluxo de colesterol das paredes celulares das artérias e transporta-lo para o

figado para ser catabolizado (Guyton, 1997). Experimentos mais recentes sugerem uma
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outra possibilidade, o fato do HDL atuar também na protecdo contra a oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Parthasarathy et al, 1990).

Assim, o LDL - colesterol ¢ conhecido como o “colesterol ruim” que, quando
oxidado, tende a formar placas que bloqueiam os vasos sangiiineos, levando a ataques
cardiacos e derrames. O fumo ¢ conhecido por aumentar o risco de doencas
cardiovasculares reduzindo os niveis de HDL-colesterol, conhecido como o “colesterol

bom”, que funciona como um fator de protecido (UFAC, 2002).

1.5.1 - A atividade da paraoxonase na aterosclerose

A influéncia da paraoxonase e de seu polimorfismo em doencas cardiovasculares
esta relacionada com sua habilidade de metabolizar lipidios oxidados e prevenir sua
formagdo. A oxidagdo de LDL, acredita-se ser o papel central na quimiotaxia de
monocitos e diferenciagdo de macréfagos, que sdo eventos iniciais na progressio da
aterosclerose. A paraoxonase, tanto previne a formagao de LDL oxidados quanto inativa
fosfolipidios oxidados, uma vez que formados (Noto, 2001).

A grande evidéncia da conexdo entre a hidrélise de lipidios oxidados pela
paraoxonase e susceptibilidade a aterosclerose veio de um estudo em camundongos
(Shih, 1998), onde camundongos com auséncia de PONI apresentaram lesdes
ateroscleroticas significativamente maiores que aqueles com PONI presente.

A atividade da paraoxonase ja mostrou-se menor em individuos com diabetes
mellitus insulino-dependentes e hipercolesterolemia familiar (FH) (Mackness et al, 1991
¢), duas doencas que levam ao desenvolvimento de aterosclerose. Nao ¢ viavel que a
baixa atividade da paraoxonase nessas doengas ¢ causada geneticamente, porque FH ¢

uma doeng¢a monogénica que envolve uma mutagdo no receptor de LDL (Goldstein &
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Brownl, 1977) e induz diabetes em ratos com streptozotocin causando um decréscimo
progressivo da atividade da PON1 (Patel et al, 1990).

Estudos mais recentes (Abbott et al, 1995) mostraram que a baixa atividade da
PON1 sérica nas diabetes mellitus insulino-dependente e ndo dependente ndo foi devido
a diferengas no polimorfismo genético da PON1 comparadas com controles ou com um
decréscimo na concentracdo da PON1 em diabéticos, mas sim devido a alteragdes na
composi¢ao do HDL.

A atividade da PON1 também esta reduzida em pacientes que sobreviveram a um
infarto do miocardio (McElveen et al,1986). Esta baixa atividade poderia ser uma
conseqiiéncia da doenca cardiaca isquémica ¢ ndo um fator de predisposi¢ao. Porém,
segundo estudos de Secchiero et al (1989), nenhuma alteragdo na atividade da PON1 ¢
encontrada nos dias seguintes a um infarto agudo do miocérdio, sugerindo que qualquer
decréscimo deve ocorrer antes do infarto. Sendo assim, resultados mais relevantes sdo
necessarios para o estudo do desenvolvimento da aterosclerose associada a atividade da
PONI.

Mackness et al (1997 d) afirmam que a PONI esta presente no fluido intersticial
humano associada com particulas de HDL, estando portanto, presente nas paredes das
artérias; posicao ideal para proteger contra a oxidagdo de LDL e, conseqilientemente,

contra o desenvolvimento da aterosclerose.

1.5.2- A influéncia do polimorfismo da paraoxonase na aterosclerose

O maior interesse na atividade da paraoxonase, no contexto da aterosclerose, esta
no fato de a atividade desta enzima estar muito reduzida em individuos que tiveram

infarto do miocardio quando comparada com grupos controle (McElveen. Et al, 1987).
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Estudos ja confirmaram que o genotipo da PONI estd significativamente
associado com variagdes da concentragao plasmatica de HDL, LDL, triglicerideos totais
e apo B (Hegele et al, 1995 a). Homozigotos (QQ) para a variacao de baixa atividade
da PONI tém niveis plasmaticos de HDL, LDL, triglicerideos e apo B menores que
heterozigotos (QR) ou homozigotos para alta atividade (RR). Além disso, homozigotos
para baixa atividade tém taxas maiores na relacdo colesterol / HDL colesterol, LDL /
HDL e apo B / apo A, indicando menor prote¢do contra lipoproteinas aterogénicas que
heterozigotos e homozigotos para alta atividade (Hegele et al, 1995 a).

A relacdo entre o polimorfismo da PONI e a presenca de doenga cardiovascular
esta associada ao alelo R (alta atividade). Assim, gendtipos QR e RR apresentam uma
diferenca muito mais marcante no desenvolvimento de ateroma do que o gen6tipo QQ

(Hegele et al, 1995 a).

1.6- MODULACAO DA ATIVIDADE DA PARAOXONASE POR DIETA,

ESTILO DE VIDA E FATORES AMBIENTAIS

Em humanos, a atividade da paraoxonase sérica aumenta do nascimento até 15-25
meses de vida, quando alcanga um nivel que é determinado pelo polimorfismo da regidao
regulatoria 5°, de fatores ambientais e genéticos individuais. No adulto, os niveis sdo
estaveis e nenhuma alteracdo significativa tem sido observada com o aumento da idade
(Playfer,1977). Porém, substancias quimicas ambientais, indutores enzimaticos, estados
patologicos e fisiologicos, dieta e estilo de vida, tém demonstrado afetar

significativamente a atividade enzimatica da paraoxonase (Costa, 2003).
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Fenobarbital, um classico indutor enzimatico, aumenta a atividade da paraoxonase
e os niveis de RNAm no figado de roedores, entretanto nao foi encontrada alteracao no
soro (Hernandez, 1997; Kaliste-Korhonen, 1998).

Bario, zinco e mercurio mostraram inibir a atividade da paraoxonase no figado de
ratos e em humanos, in vitro (Gonzalvo,1997).

A atividade da PON1 pode variar dependendo de condigdes fisiologicas ou
patolégicas. Por exemplo, a atividade sérica da PON1 decresce significativamente
durante a gravidez (Geldmacher, 1988; Weitman, 1983). Baixa atividade tem sido
encontrada em pacientes com doenga renal (Hasselwander, 1998), na diabetes mellitus
(Abbott, 1995; Mackness, 1998), em varias deficiéncias de HDL (Mackness, 1987), ¢
cirrose hepatica (Ferré, 2001).

Nas analfalipoproteinemias como “Olho de Peixe” (retinopatia) e “Doenca de
Tangier”, ha um grande decréscimo ou auséncia de niveis circulantes de HDL e da
atividade da PON1. Essa redugdo pode simplesmente ser devido a auséncia de HDL
como o carreador para a PON1(Mackness et al, 1989).

Criangas com estenose pilorica tém niveis aumentados de atividade da PON1, que
persistem até uma semana apoOs a cirurgia corretiva quando a alimentacdo ja estad
estabelecida (Szafran et al, 1997). Omura (1980) encontrou niveis significativamente
menores da atividade da PON1 em 236 japoneses com uma variedade de doencas
cronicas, ¢ amiloidose sistémica foi associada com baixa atividade da PON1 em outro
estudo (Maury et al, 1984).

Dieta e estilo de vida também podem afetar a atividade da PON1. Etanol e outros
alcoois tém mostrado serem inibidores da atividade da PONI1, apesar de estudos, in

vitro, comprovarem que o consumo moderado diariamente de dalcool, aumenta a
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atividade da paraoxonase sérica, sem distin¢gdo entre vinho tinto ou cerveja (Van der
Gaag, 1999). Ja
uma dieta rica em gordura, mostrou-se inibir a atividade da PON1 em camundongos
(Shih, 1996; Hedrick, 2000).

O habito de fumar ¢ o principal fator contribuinte para o decréscimo da atividade
da paraoxonase sérica. Experimentos in vitro mostraram inibi¢ao da atividade sérica da

PONI através de extratos de cigarro (Nishio, 1997).

1.7- A PARAOXONASE E O TABAGISMO

O estresse oxidativo é considerado o maior mecanismo patologico associado com
o hébito de fumar, pelo processo de peroxidacdao lipidica. Muitos estudos tém
demonstrado o aumento da susceptibilidade de oxidacdo de LDL e altos niveis de LDL
em fumantes (Morrow et al, 1995; Heitzer, 1996); o que confere a hipdtese de um
importante mecanismo causal que associa o habito de fumar com doengas vasculares e
atividades reduzidas da paraoxonase (Ross, 1999).

LDL oxidados parecem inativar a atividade da paraoxonase através de interagdes
entre o grupo sulfidrila da enzima e lipidios oxidados, que sdo formados durante a
oxidacdo de LDL (Aviram et al., 1999). Neste aspecto, a atividade da paraoxonase
(PON1) deve ser parcialmente inativada na presenga do estresse oxidativo como,
provavelmente, ocorre com os fumantes. Por outro lado, os extratos do tabaco parecem
modificar os tidis livres da enzima de uma forma dose / tempo dependente (Nishio et
al., 1997). Assim, a baixa atividade da PON1 em fumantes é provavelmente, devido a
um aumento do estresse oxidativo, junto com uma inibi¢do catalitica causada pelo

extrato do cigarro.
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Além disso, o fumo causa o estresse oxidativo ndo apenas através da producao de
radicais reativos de oxigénio mas também pelo enfraquecimento dos mecanismos de
defesa dos antioxidantes, como vitaminas C ¢ E e a enzima paraoxonase.

Em 1997, um estudo in vitro (Nishio, 1997) mostrou que extratos de cigarro
inibiram a atividade enzimatica da paraoxonase, afirmando ainda mais a hipodtese de que
a inibicdo da paraoxonase, sendo esta um antioxidante, pode também contribuir para o
aumento da oxida¢do de LDL em fumantes. Neste estudo, houve um decréscimo de
15% da atividade da paraoxonase apds 15 minutos de exposi¢do ao extrato de cigarro
(1,000uL) e apds 1 hora de exposi¢cdo, 50% da atividade da paraoxonase foi perdida.
Em 6 horas, ja houve perda de 90% da atividade da enzima.

Em 1999, foi analisada a freqiiéncia de doengas cardiacas em grupos de fumantes,
ex-fumantes ¢ ndo fumantes (nunca fumaram), que se mostrou significativamente menor
no grupo de ndo-fumantes. Também foram analisadas as atividades e concentragdes da
paraoxonase sérica, tendo fenilacetato e paraoxon como substratos. Com ambos os
substratos, as atividades e concentracdes enzimadticas foram menores no grupo dos
fumantes. Os ex-fumantes tiveram valores intermedidrios entre os fumantes € o grupo
dos que nunca fumaram. No grupo dos ex-fumantes, foi feita uma avalia¢do
complementar em relagdo ao tempo que eles pararam de fumar., formando dois grupos:
< 3 meses ¢ de 3 a 24 meses sem fumar. Maiores atividades da paraoxonase foram
encontradas no segundo grupo. Também foi constatado que os niveis da paraoxonase de
ex-fumantes aumentam dramaticamente com o tempo, normalizando-se apds dois anos
de abstinéncia (Richard et al, 2000).

Estudos sugerem que alguns componentes do extrato do cigarro modificam tidis
livres da paraoxonase na posi¢do 283, levando a perda da atividade da paraoxonase. A

paraoxonase contém trés residuos de cisteina (nas posigoes 41, 283 e 352) (Humbert et
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al, 1993). Os residuos de cisteina das posi¢des 41 e 352 formam uma ponte de dissulfeto
intramolecular e ndo estdo no sitio ativo da enzima. Ja a cisteina da posicao 283, parece
estar muito proxima do sitio ativo da enzima. Mutagdes (in vitro) neste sitio, mostraram
que o para-hidromercuribenzonato (PCMB), inibidor da paraoxonase, modifica esse
residuo de cisteina (posi¢ao 283), bloqueando o sitio ativo da paraoxonase (Robert et al,
1995).

Muitas substancias quimicas presentes no extrato de cigarro tém sido estudadas.
Neste mesmo trabalho de Nishio et al (1997) isolaram algumas substancias, tais como
nicotina (450mM), 4cido palmitico (250mM), acroleina (55mM), acetonitrila (150mM)
e acetaldeido (1M), com o objetivo de identificarem a natureza quimica do inibidor da
paraoxonase. O acetaldeido mostrou-se inibindo a atividade da paraoxonase.

O estudo mais recente sobre a inibi¢do da paraoxonase pelo fumo (Senti, 2003)
mostra uma interacdo significativa entre o fumo, a atividade fisica e a atividade da
enzima paraoxonase. Nesta pesquisa, foram avaliados dois grupos divididos em
fumantes e ndo fumantes e foi testada a hipotese de que o exercicio fisico regular
modifica a relagdo entre o fumo e a atividade da paraoxonase, que se mostrou reduzida
de acordo com a freqiiéncia do fumo e da atividade fisica.

Assim, apesar de muitas evidéncias sobre o efeito inibidor do cigarro sobre a
atividade da enzima paraoxonase, os trabalhos sdo poucos e recentes ¢ muita pesquisa
ainda precisa ser realizada, principalmente entre individuos, aparentemente saudaveis
ou que, pelo menos, ndo tiveram nenhum problema cardiaco, como ¢ o caso desta

pesquisa que realizamos.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal, observar o comportamento da enzima
paraoxonase em uma populacdo de individuos fumantes e compara-lo com a atividade
desta enzima em uma populagdo de individuos que nunca fumaram.

Um outro objetivo deste trabalho seria realizar uma investigagdo sobre o perfil
fenotipico das duas populagdes, ja que sdo poucos os dados no Brasil sobre o perfil
fenotipico desta enzima em populagdes brasileiras.

Assim, o presente trabalho tem como objetivos:

» Avaliar a influéncia do tabagismo na atividade da enzima paraoxonase;

» Verificar a existéncia ou ndo de inibicdo diferencial dos diferentes fendtipos da
enzima paraoxonase devido ao tabagismo;

» Avaliar a distribui¢do fenotipica da paraoxonase da populacao estudada;

» Avaliar diferencas sexo-dependentes da atividade da enzima paraoxonase.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- REAGENTES

[l Dietil - p — Nitrofenil — Fosfato (paraoxon), adquirido da sigma chemical company.
0J Fenil acetato, adquirido da sigma chemical company.

0 Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2 - EQUIPAMENTOS

O Espectrofotdmetro Shimadzu - UV-Visivel 1601 A.

O Centrifuga Excelsa Baby II — modelo 206 R.

[J Balanga analitica Mettler — modelo AE200.

0 Agitador magnético Thermolyne — modelo 37600 mixer.

O Micropipetas Eppendorf modelos 2-10 pL , 10-100 pL e 100-1000 pL.

L0 Pipeta Gilson (1-5mL).

3.3 — GRUPOS DE INDIVIDUOS

O estudo foi realizado em uma populagdo humana da cidade de Vassouras, Rio de
Janeiro, somando um total de 40 individuos, com idade variando de 19 a 44 anos.

Os 40 individuos foram divididos em 2 grupos: fumantes ¢ nao fumantes. O
grupo dos fumantes foi formado por 20 individuos (10 mulheres ¢ 10 homens), assim

como o grupo dos ndo fumantes, formado por 20 individuos (10 mulheres e 10 homens).
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3.4 - DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Todos os individuos foram submetidos a um questionario, de acordo com as
normas do Comité de Etica, para que pudéssemos obter informagdes sobre idade, etnia,
estado de saude, uso de anticoncepcional, tabagismo; enfim, dados que poderiam

influenciar na atividade da enzima paraoxonase.

3.5-COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue foram coletadas em tubos Vacumtainer heparinizados.
Estes foram centrifugados a 4000 RPM por 20 minutos, separando-se a fragdo
plasmatica da fracdo celular. As amostras de plasma foram armazenadas em tubos
Eppendorf em aliquotas de cerca de 1 mL, no freezer (- 20° C), até o0 momento de serem

utilizadas. A fracao celular do sangue era descartada.

3.6 — DOSAGEM DAS ATIVIDADES DAS ENZIMAS PARAOXONASE E

ARILESTERASE

3.6.1 — Dosagem da atividade da enzima arilesterase

A dosagem da atividade da enzima arilesterase foi realizada a partir do método de
Lorentz et al (1979), modificado por Oliveira-Silva et al (1998), cujo meio reacional ¢
composto por 2983 uL de tampao Tris-HCI 50mM pH 8,5; 2,5 uL. de plasma sendo esta
reagdo iniciada com 15 pL de fenil acetato 1,2 M diluido em DMSO. Esta atividade foi

medida cineticamente por 2 minutos em A : 270nm. Esta atividade foi expressa em n
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moles de produto formado (fenol) por minuto por mL de plasma (nmoles fenol/ min/

mL de plasma).

3.6.2 - Dosagem da atividade da enzima paraoxonase

A determinagdo da atividade da enzima paraoxonase (tanto a basal quanto a
estimulada por NaCl) foi realizada a partir do método de Eckerson et al (1983 a, 1983
b), modificado por Moraes (1997). Sendo a atividade desta expressa em umoles de p-

nitrofenol/min/mL de plasma.

3.6.2.1- Dosagem da atividade basal da enzima paraoxonase

O meio reacional foi composto por 900 pL de tampao glicina 60mM CaCl,
1,2mM pH 10,5, 50 uL. de paraoxon 40mM (tampao glicina e metanol) e 50 pL de
plasma humano fresco. A leitura da amostra (produto formado, p-Nitrofenol) foi

realizada cineticamente por 2 minutos com comprimento de onda de 410nm.

3.6.2.2- Dosagem da atividade da enzima paraoxonase estimulada por cloreto de

sédio (NaCl)

Para a atividade estimulada por sal, o meio foi composto por 400 pL. de tampao
glicina 60mM CaCl, 1,2mM pH 10,5, 500 uL de NaCl 2M (solucdo preparada em
tampao glicina 60mM CaCl, 1,2mM pH 10,5) e 50 uL de plasma humano fresco.
Ambas as reagdes foram iniciadas pela adi¢cdo de 50 puL de paraoxon 40mM (em uma

solugdo 50% tampao glicina 60mM CaCl, 1,2mM pH 10,5 e 50% metanol). A
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determinagdo desta atividade se deu através da medida cinética, por 2 minutos, do
produto formado (p-Nitrofenol), analisando-a espectrofotometricamente  em

comprimento de onda de 410 nm.

3.7 - DETERMINACAO DOS FENOTIPOS DA ENZIMA PARAOXONASE NA

POPULACAO ESTUDADA

A determinagdo dos fenotipos foi caracterizada utilizando-se a metodologia
proposta por Eckerson et al.(1983 a e 1983 b), se baseando em uma distribuicdo
trimodal (fen6tipos QQ, QR, RR), no qual os principais parametros determinantes sdo a
atividade da enzima paraoxonase estimulada por NaCl e a atividade da enzima
arilesterase. Onde consideraremos individuos QQ (baixa atividade) os que apresentarem
o valor desta razdo < 14, QR (atividade intermediaria) os que apresentarem valores
compreendidos entre 14 ¢ 38 ¢ RR (alta atividade) os que apresentarem valores > ou

igual a 38. Assim:

Pox (NaCl) = Fenotipo

Arilesterase

Legenda: Pox (NaCl) = Atividade Paraoxonasica estimulada por NaCl; Arilesterase =

Atividade arilesterasica; Fenotipo = Fendtipo obtido, onde cada fendtipo tem a sua

faixa de valor.
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3.8 - BANCO DE DADOS, CALCULOS ESTATISTICOS E GRAFICOS

Para a confeccdo do banco de dados, foi utilizado o programa Acess 97 da
Microsoft.

Os calculos estatisticos e elaboragdo dos graficos foram realizados no programa

Sigma Plot 3.0, SPSS 11 e EXCEL 97.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- CONSIDERACOES

Ja é conhecido que o cigarro tem uma grande quantidade de agentes oxidantes que
promovem efeitos deletérios no sangue e tecidos que, provavelmente, contribuem para o
aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares presentes nos fumantes.

As informagdes disponiveis sobre os mecanismos moleculares de agdo do cigarro
sdo limitadas, porém recentes observagdes sugerem que o efeito oxidante do cigarro
esta, em parte, relacionado com a inibi¢ao da atividade da enzima paraoxonase causada
pelos constituintes do cigarro.

Como ja descrito neste trabalho, os niveis de atividade da paraoxonase sérica
podem ser influenciados por muitos fatores como estados fisioldgicos e patologicos,
atividade fisica, sexo, uso de anticoncepcional, tabagismo, e o proprio polimorfismo da
enzima. Portanto, nesta tese foram obtidas informagdes, através de questionario, a
respeito dos dados pessoais como sexo, informagdes relacionadas com o estado de
saude dos participantes e, principalmente, dados relacionados com o héabito de fumar,
que ¢ o foco desta pesquisa. Além destes fatores, também foi questionada a etnia dos
participantes, com o objetivo de correlacionar e caracterizar a distribui¢do fenotipica da
enzima paraoxonase.

Com estas avaliacdes, um banco de dados foi confeccionado e a partir dele foi
possivel correlacionar as varidveis epidemioldgicas e clinicas dos grupos de fumantes e
ndo fumantes (nunca fumaram) com os dados obtidos a partir da dosagem das atividades

enzimaticas da paraoxonase basal, arilesterase e paraoxonase estimulada por NaCl.
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Abaixo, seguem os resultados obtidos nesta dissertagdo, que foram realizados da
seguinte maneira: em uma primeira etapa efetuamos uma andlise descritiva e de
comparacao de alguns dados em ambas as populagdes: fumantes e ndo fumantes e as
correlagdes entre as diversas variaveis; e em uma segunda etapa a distribuicao dos

fendtipos da enzima paraoxonase foi obtida.

4.2- ANALISES DESCRITIVAS

4.2.1- Distribuicao dos sexos na populacio em estudo

Como podemos observar na figura 5, a distribuicdo dos sexos se deu da seguinte

forma: 50% era composta de homens ¢ 50% de mulheres.

O grupo das mulheres foi dividido em mulheres fumantes (50%) e mulheres nao

fumantes (50%). A mesma divisdo foi obtida no grupo dos homens.

20+

15 -

Frequéncia 10 -

54

O,

Masculino Feminino

Sexo

Figura S -Distribuiciao dos sexos da populacio estudada.
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4.2.2- Distribuiciao da idade na populacdo em estudo

Embora a idade, de adultos, ndo influencie na atividade da enzima paraoxonase, a
distribuicdo foi realizada apresentando uma distribuigdo normal no teste de
Kolmogorov-Smirnov com significancia superior a 5%, apresentando média de 24,09
anos para a populacdo total, de 26,13 anos para fumantes ¢ de 22,05 anos para nao

fumantes, como observamos nas figuras 6, 7 e 8.

309
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Figura 6 - Distribuicio da idade da populacio total estudada.
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Figura 7 - Distribuicdo da idade do grupo de fumantes da populacio estudada.
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Figura 8 - Distribui¢io da idade do grupo de nido fumantes da populacio estudada.
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4.2.3- Analise descritiva da atividade basal e estimulada por NaCl da enzima

paraoxonase

Neste topico analisaremos descritivamente a atividade da enzima paraoxonase
(basal e estimulada por sal) nos diversos grupos organizados nesta pesquisa. Esta
analise ¢ de grande importancia, principalmente porque, além de evidenciarmos se ha
algum tipo de inibicdo da atividade desta enzima no grupo de fumantes, este tipo de
analise em populagdes brasileiras, s6 foi realizado uma unica vez por Oliveira-Silva
(2000) e em populacdes expostas a pesticidas organofosforados, ou seja ¢ inédito , no

Brasil, a analise com grupos de fumantes.

4.2.3.1- Atividade basal da enzima paraoxonase

Em termos da média da atividade desta enzima, expressa em pmoles de p-
nitrofenol /min /mL de plasma, podemos observar dados importantes:

A média da atividade da paraoxonase basal se mostrou superior no grupo dos nao
fumantes quando comparamos com a média da atividade desta no grupo dos fumantes; o
que sustenta a hipotese de que a atividade da enzima paraoxonase pode estar sendo
inibida pelo tabagismo. A diferenca estatistica estava na fronteira da significancia,
segundo o teste t de Student com significancia superior a 5%, e isto pode ser explicado
pela influéncia das mulheres fumantes, que tiveram uma atividade alta da paraoxonase,
principalmente devido ao grande numero de mulheres fumantes fazerem uso de
anticoncepcional.

Como discutido anteriormente nesta pesquisa, a atividade da paraoxonase pode

sofrer influéncia de muitos fatores, que podem atuar inibindo ou estimulando a sua
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atividade. Os estrogénios, comprovadamente (Guyton, 1997), aumentam os niveis de
HDL-colesterol e, por conseqiiéncia, aumentam os niveis da paraoxonase sérica.

Os homens nao fumantes apresentaram uma média de atividade da paraoxonase
basal superior a média desta nos homens fumantes, e com uma diferenca estatistica
significativa, segundo o teste t de Student. Isto sustenta ainda mais os indicios da
interferéncia do tabagismo.

Estes resultados ja eram esperados e estdo de acordo com a literatura, como
observamos nos estudos de Richard et al. (2000), onde a atividade da paraoxonase se
mostrou significativamente reduzida na populacao de fumantes quando comparada com
a populagdo de ndo fumantes. O mesmo resultado observamos em um estudo mais
recente de Senti (2003).

Em relacdo ao grupo das mulheres, as mulheres fumantes apresentaram uma
média da atividade da enzima paraoxonase basal superior a média desta para as
mulheres ndo fumantes, apesar de ndo representar nenhuma diferenga estatistica entre os
grupos, pelo teste t de Student.

Esse resultado obtido em relagdo a média da atividade da paraoxonase basal ser
maior no grupo das mulheres fumantes quando comparadas com as mulheres ndo
fumantes ndo ¢ surpreendente, até porque a maioria dos estudos ja realizados, so
incluem um grupo geral de fumantes, ndo distinguindo os sexos.

Acreditamos que o fato das mulheres fumantes terem apresentado uma atividade
da paraoxonase superior a do grupo das mulheres ndo fumantes se deve, mais uma vez,
a influéncia do uso de estrogénio na atividade da enzima paraoxonase no grupo das
mulheres fumantes, ja que 64% das mulheres fumantes faziam uso de anticoncepcional,

cerca de trés vezes a freqiiéncia das mulheres ndo fumantes.
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Estes dados também estdo de acordo com Wassmann et al, (2001), que t€ém
sugerido que o estrogénio tem alta capacidade antioxidante e, conseqlientemente, tem
capacidade de previnir contra a producao de radicais livres vasculares, estando as
mulheres mais “protegidas”, o que explicaria o menor numero de disturbios
hemodinamicos, ligados ao tabagismo, em mulheres.

Assim, o ideal é que novos estudos sobre a influéncia do tabagismo sejam
realizados, incluindo também um estudo mais detalhado sobre a influéncia dos
estrogénios na atividade da paraoxonase, para garantirmos que o efeito do tabagismo
seja independente.

Os resultados que obtivemos, comparando o grupo geral de homens com o de
mulheres, estdo de acordo com estes dados. As mulheres (fumantes e nao fumantes)
apresentaram uma média da atividade da enzima paraoxonase basal significativamente
superior a média da atividade da mesma nos homens (fumantes e ndo fumantes); o que
pode ser explicado pelas diferencas hormonais entre os sexos.

Este fato afirma ainda mais a suspeita de uma relagdo sexo-dependente, onde levamos

em consideracdo, principalmente, as diferencas hormonais e os niveis de HDL.
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Tabela 4 - Analise descritiva da atividade basal da enzima paraoxonase da

populacio em estudo, com n= 40.

Analise descritiva da
atividade da enzima

paraoxonase Média Desvio padrao Minimo Maximo
(umoles de p-
nitrofenol/min/mL de
plasma)

Populagdo Total 174,25 63,28 60 310
Fumantes 171,05 70,78 60 310
Nao Fumantes 177,14 57,28 80 260
Homens 159,05 58,81 60 280
Mulheres 191,05 65,31 90 310
Homens Fumantes 151,00 63,50 60 280
Homens Nao Fumantes 166,36 56,26 80 260
Mulheres Fumantes 193,33 75,33 90 310
Mulheres Ndo Fumantes 189,00 58,96 100 260

4.2.3.2- Atividade da enzima paraoxonase estimulada por NaCl

Pelo fato da enzima paraoxonase basal e estimulada por NaCl serem, na verdade,

a mesma enzima, diferenciando-se apenas a sua estimulag¢do ou ndo por NaCl, esperava-

se obter os mesmos resultados que obtivemos com a paraoxonase basal. Porém, a

atividade da paraoxonase estimulada por sal parece ndo ser tdo afetada pelo tabagismo

quanto a sua atividade basal.
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Quase todas as médias obtidas com a atividade da paraoxonase estimulada por
NacCl, expressa em pmoles de p-nitrofenol/min/mL de plasma, foram compativeis com
as médias obtidas com a atividade basal da paraoxonase, com excecdo da média da
atividade da paraoxonase estimulada por NaCl que se mostrou um pouco superior no
grupo dos fumantes quando comparados com o grupo dos ndo fumantes, mas nao
estatisticamente diferente quando comparamos com o teste t de Student. O que podemos
pensar, além da influéncia das mulheres fumantes que fazem uso de anticoncepcional, é
que o grau de estimulo da paraoxonase pode ter sido influenciado pelos diferentes
fenotipos, ja que esta enzima, junto com a arilesterase ¢ de fundamental importancia
para a analise fenotipica da populagao.

A atividade da paraoxonase estimulada por NaCl apresentou significativa
diferenca estatistica, assim como com sua atividade basal, quando comparamos o grupo
de homens (fumantes e ndo fumantes) com o grupo de mulheres (fumantes e ndo
fumantes), apresentando T=-1,70 e p < 0,05.

O que se pode afirmar é que a paraoxonase sérica estd associada com
lipoproteinas de alta densidade - HDL (Mutch, 1992) e que existe uma o6bvia diferenca
das concentracdes circulantes de HDL entre homens e mulheres, estas apresentando
niveis de HDL cerca de 25% mais elevado do que em homens (Guyton, 1997) e isto,
conseqiientemente, influencia nos niveis de paraoxonase.

Entre o grupo dos homens fumantes comparados com o grupo dos homens néo
fumantes, observamos uma tendéncia na média de atividade da paraoxonase estimulada
por NaCl que se mostrou superior no grupo dos homens nao fumantes, apesar de nao
apresentar diferencga estatistica no teste t de Student.

Com o grupo de mulheres fumantes, mais uma vez, observamos uma diferenca

estatistica, tendo uma atividade maior no grupo das mulheres fumantes. E claro que isto
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pode ser explicado pelo uso de anticoncepcional por 64% das mulheres fumantes, sendo

que apenas 20% das mulheres ndo fumantes faziam uso de anticoncepcional.

Tabela 5 - Analise descritiva da atividade da enzima paraoxonase estimulada por

NaCl da populacio estudada, com n=40.

Analise descritiva da
atividade da enzima
paraoxonase estimulada

por NaCl Média Desvio padrao Minimo Maximo
(umoles de p-
nitrofenol/min/mL de

plasma)
Populagdo Total 373,25 208,72 90 900
Fumantes 375,26 220,77 90 870
N3ao Fumantes 371,43 202,69 100 900
Homens 320,00 209,83 90 900
Mulheres 432,11 196,23 130 870
Homens Fumantes 310,00 182,39 90 630
Homens Nao Fumantes 329,09 240,68 100 900
Mulheres Fumantes 447,78 246,97 130 870
Mulheres Nao Fumantes 418,00 149,43 140 640

4.2.4 — Analise descritiva da atividade da enzima arilesterase

Esta ¢ uma andlise importante para este trabalho, pois o conhecimento do

comportamento estatistico desta enzima ¢ de fundamental importancia ja que a atividade

54



desta se faz necessdria para a caracterizacdo dos diferentes fenotipos da enzima
paraoxonase, além do fato desta enzima ser uma esterase de comportamento catalitico
semelhante ao da paraoxonase, sendo inclusive considerada por alguns autores (Adkins

et al., 1993; Mackness et al., 1996) apenas mais uma atividade da enzima paraoxonase.

4.2.4.1- Atividade da enzima arilesterase

O fato da enzima arilesterase possuir sua atividade ligada a da enzima
paraoxonase, explica o fato de observarmos a maioria dos resultados compativeis com
0s que obtivemos ao analisarmos as médias da atividade basal da enzima paraoxonase.

Os ndo fumantes apresentaram uma atividade maior da arilesterase quando
comparados com o grupo dos fumantes; o mesmo ocorreu quando comparamos as
médias entre o grupo de homens fumantes e homens ndo fumantes, estes apresentando
média, tendenciosa, superior; o que reafirma a hipdtese do fumo estar inibindo a
atividade da paraoxonase e, conseqiientemente, da arilesterase.

O grupo de mulheres fumantes apresentou uma média inferior a do grupo de
mulheres ndo fumantes, apesar de estatisticamente, através do teste t de Student, ndo
serem diferentes (p > 0,05).

Surprendentemente, a média da atividade da enzima arilesterase, se mostrou
significativamente superior no grupo dos homens (fumantes ¢ ndo fumantes) quando
comparada ao grupo das mulheres (fumantes e ndo fumantes). A atividade da
airlesterase entre os grupos de homens e mulheres apresentou, através do teste t de
Student, uma diferenga estatistica com T= 2,23 ¢ p < 0,05.

Enfim, a atividade enzimatica da arilesterase também foi comparada com todos os

grupos, através do teste t de Student, para observarmos se had similaridade estatistica
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entre eles e se existe alguma tendéncia de inibi¢do da atividade entre os diferentes
grupos.

Quando comparamos a atividade da enzima arilesterase de fumantes com o grupo
de ndo fumantes, observamos que os grupos sao diferentes estatisticamente, com T =

10,74 e p < 0,05.

Tabela 6- Analise descritiva da atividade da enzima arilesterase da populacio

estudada, com n=40.

Analise descritiva da
atividade da enzima

arilesterase Média Desvio padrao Minimo Maximo
(nmoles de fenol/min/mL de
plasma)

Populacao Total 5,02 1,75 2,40 9,20
Fumantes 4,74 1,60 2,40 8,00
Nao Fumantes 5,28 1,87 2,80 9,20
Homens 5,58 1,88 2,80 9,20
Mulheres 4,40 1,39 2,40 7,20
Homens Fumantes 5,20 1,63 2,80 8,00
Homens Nao Fumantes 5,93 2,10 3,20 9,20
Mulheres Fumantes 4,22 1,48 2,40 6,40
Mulheres Nao Fumantes 4,56 1,35 2,80 7,20
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4.3 - DISTRIBUICAO FENOTIPICA

Uma andlise entre os fendtipos, as atividades enzimaticas e dados
epidemiologicos, foi realizada a fim de se visualizar o comportamento da enzima
paraoxonase em uma populagao de fumantes e de nao fumantes e também coletar dados
preliminares a respeito de um possivel papel protetor desta enzima frente a oxidagdo de
lipoproteinas.

Cabe ressaltar que a analise dos fenotipos foi realizada com os 40 individuos, e
envolveu as seguintes variaveis: atividades da paraoxonase (basal e estimulada por
NaCl); atividade da arilesterase; fenotipo trimodal (razdo da atividade da paraoxonase
estimulada por NaCl sobre a atividade da enzima arilesterase, sendo QQ o fenotipo de
baixa atividade, QR o fenotipo de atividade intermediaria ¢ RR o fenotipo de alta
atividade hidrolitica).

Como discutimos anteriormente, o polimorfismo genético pode afetar a
concentragdo plasmatica da paraoxonase. Segundo experimentos de Blatter-Garin et al
(1994), a atividade sérica da paraoxonase em individuos saudaveis estd diretamente
relacionada com a sua concentracao (r: 0,89; p < 0,001); assim, individuos homozigotos
RR  tém maiores concentracdes de PONI1 que individuos homozigotos QQ e
heterozigotos QR, apresentam niveis intermedidrios.

Como mostrado na figura 4, a distribuicdo mundial dos fenétipos de baixa
atividade da enzima paraoxonase ¢ muito variada, apresentando uma maior freqiiéncia
entre os caucasianos (52%) (Mackness et al., 1996).

No Brasil, ndo existem muitos dados que possam subsidiar uma investigagao
sobre o perfil fenotipico da paraoxonase em populagdes brasileiras. Os unicos dados

disponiveis foram obtidos por Oliveira-Silva et al. (2000), em uma populaciao do Rio de
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Janeiro, exposta € nao exposta a pesticidas organofosforados, obtendo o seguinte perfil
fenotipico: individuos expostos a organofosforados apresentaram um perfil fenotipico
de 44% QQ, 52% QR e 4% RR, enquanto 36% dos individuos nao expostos
apresentaram o fendtipo QQ, 52% apresentaram o fendtipo QR e 12% o fendtipo RR.

De acordo com a etnia dos participantes desta pesquisa, esperava-se obter um
perfil fenotipico compativel com os dados de Oliveira-Silva et al. (2000), o que nao
aconteceu. Porém, analisando os perfis fenotipicos dos individuos deste estudo,
podemos afirmar que, apesar de ndo estarem de acordo com o perfil fenotipico esperado
para a populacio do Rio de Janeiro, estdo compativeis com as atividades da
paraoxonase obtidas nesta pesquisa. Devemos ainda levar em consideragdo que, mesmo
sendo uma populagdo branca, no Brasil existe um alto grau de miscigenagdo, o que
poderia explicar uma distribuicao fenotipica ndo compativel com os caucasianos, além
disso o numero de amostragem ndo ¢ suficiente para afirmarmos, com seguranga,
qualquer conclusao a este respeito.

Os resultados que obtivemos estdo apresentados na tabela 7. 77,5% da populagao
total apresentaram um fenotipo RR, de alta atividade da paraoxonase. Estes dados so
nao foram surpreendentes porque explicam os niveis de atividade de paraoxonase ainda
relativamente altos nos grupos de fumantes. Como a distribui¢do dos fenotipos se deu
de forma normal para todos os grupos, os fendtipos nao interferiram nas analises de
atividade enzimatica, favorecendo a influéncia do tabagismo como um fator
independente.

Assim, os fenotipos ndo mascaram a inibi¢ao de atividade observada no grupo dos
fumantes, apesar de 89,4% serem homozigotos para alta atividade, comparados com
71,4% RR, pertencentes ao grupo dos ndo fumantes. Este fato reafirma mais ainda a

possivel interferéncia do tabagismo na redu¢do da atividade da paraoxonase, ja que o
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grupo dos fumantes, apesar do grande numero de individuos com fenotipo RR,
apresentou niveis mais baixos tanto nas andlises de atividade da paraoxonase basal
quanto nas analises de atividade da enzima arilesterase, esta mostrando uma diferenga
estatistica significativa.

O mesmo pudemos observar quando comparamos as atividades enzimaticas entre
homens fumantes e homens ndo fumantes. Apesar do 1° grupo (homens fumantes)
apresentar 80% dos individuos RR contra apenas 54,5% RR dos individuos ndo
fumantes, em todas as analises enzimaticas (paraoxonase basal e estimulada por NaCl e
arilesterase) foram observados niveis reduzidos de atividade enzimatica no grupo dos
homens fumantes.

No caso do grupo das mulheres, o fenotipo ndo teve diferenga estatistica entre o
grupo de fumantes, com 88,8% RR e o grupo de ndo fumantes, com 90% RR. Neste
caso, insistimos ainda na provavel interferéncia do uso de anticoncepcional por 64% das
mulheres fumantes.

Ao compararmos o grupo de mulheres (fumantes e ndo fumantes) com o grupo de
homens (fumantes e ndo fumantes), observamos que o fator principal que influenciou os
niveis significativamente mais altos obtidos em mulheres, com excecao da atividade da
arilesterase, foram as diferencas sexo-dependentes, principalmente os niveis de HDL
que, em mulheres estdo 25% mais elevados; além do uso extensivo de anticoncepcional
por parte das mulheres fumantes. Assim, a influéncia dos niveis mais elevados de HDL
em mulheres e a interferéncia dos estrogénios (anticoncepcional) teriam um papel mais
significativo que os 89,4% de mulheres RR, comparados com os 66,6% de homens RR.

Como os estudos sobre o perfil fenotipico da paraoxonase sdo escassos no Brasil,
mais estudos precisam ser realizados, principalmente com grupos de fumantes que, até o

presente momento, nunca tinha sido realizado.
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Tabela 7- Distribuicio dos fenotipos da populacio em estudo (n=40) da cidade de

Vassouras, Rio de Janeiro.

Distribuicao fenotipica da

populacdo em estudo da QQ QR RR
cidade de Vassouras, (baixa atividade) (atividade (alta atividade)
Rio de Janeiro intermediaria)

Populagao Total 2,5% 20% 77,5%
Fumantes 0% 10,6% 89,4%
Nao Fumantes 4,8% 23,8% 71,4%
Homens 4,8% 28.,6% 66,6%
Mulheres 0% 10,6% 89,4%
Homens Fumantes 0% 20% 80%
Homens Nao Fumantes 9,2% 36,3% 54,5%
Mulheres Fumantes 0% 11,2% 88,8%
Mulheres Nao Fumantes 0% 10% 90%
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5- CONCLUSAO

Muitos artigos mostraram que o fumo estd firmemente estabelecido como um
fator de risco primdrio para a aterosclerose. Fortes argumentos indicam uma fungao
antioxidante da paraoxonase (Mackness et al., 1991 & Aviram et al., 1998) , que pode
representar um potencial antiaterogénico de particular importancia.

Os resultados apresentados na presente pesquisa, sugerem existir uma influéncia
do tabagismo na atividade da enzima paraoxonase, porém propor qualquer conclusio a
este respeito seria, no minimo, precipitado.

O que podemos afirmar ¢ que os resultados foram sugestivos de que a hipotese da
modificacdo da atividade da paraoxonase sérica pode ser mais um mecanismo pelo qual
o tabagismo acelera o processo aterogé€nico e, portanto, mais pesquisas precisam ser
realizadas neste sentido.

Os niveis de HDL também fazem uma contribuicao significativa para as variagdes
dos niveis de atividade da paraoxonase. Assim, estudos com analise dos niveis de HDL
devem ser realizados para estabelecermos resultados mais consistentes a respeito das
diferencgas sexuais e da independente influéncia do tabagismo.

Uma outra observagao importante ¢ a influéncia do uso de anticoncepcional, pois
esta mascara o efeito do cigarro sobre a atividade da paraoxonase mas nao diminui os
maleficios do fumo. Portanto, seria importante um estudo bem detalhado sobre a
influéncia dos hormonios na atividade desta enzima.

Observamos também que o efeito do fumo pode ser mais evidenciado entre os
homens, o que poderia explicar o0 maior nimero de distirbios hemodindmicos, ligados

ao fumo, em homens do que em mulheres.

61



Com relacao aos dados obtidos através da analise dos fendtipos, mais estudos
precisam ser realizados e com uma amostragem mais significativa.

No decorrer deste trabalho mostramos os beneficios que niveis altos de atividade
da paraoxonase podem trazer, principalmente pelo seu efeito antioxidante. Apesar dos
resultados do presente estudo precisarem ser mais trabalhados, com uma dosagem
paralela de HDL, andlise genotipica e um numero maior de individuos fumantes e ndo
fumantes, uma contribui¢do desta pesquisa ¢ indiscutivel: conseguimos mostrar um
fator importante, como a protecdo da paraoxonase para o metabolismo lipidico, que

contribui como mais um beneficio importante para a populagao parar de fumar.
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