Resumo

A paraoxonase 1 (PON1) é uma enzima associada as liporoteinas HDL (lipoproteinas de alta
densidade), que protege as LDL (lipoproteinas de baixa densidade) da oxidacdo, reverte 0s
efeitos bioldgicos das LDL oxidadas, e preserva a funcdo das HDL ao inibir a sua oxidacao,
possuindo assim propriedades antiateroscleréticas. A sua accdo protectora resulta da
capacidade de hidrélise de fosfolipidos oxidados biologicamente activos e de hidroperoxidos
colesteril-éster das lipoproteinas LDL e HDL. Varios estudos, transgenicos, clinicos e
epidemiologicos, confirmam a actividade antiaterogenica da PON1. O gene que codifica a
proteina PON1 apresenta variac@es polimorficas, tanto na regido codificadora, como na regido
reguladora. Desenvolveram-se uma serie de estudos genéticos para examinar a importancia do
genotipo na determinacao do risco de doenca coronaria. Duas meta-analises sustentam que 0s
riscos-relativos por-alelo para os polimorfismos principais (Q192R, L55M e C-108T) séo
pouco significativos, e varios estudos apresentam resultados contraditorios entre si. Em muito
menor numero, foram realizados estudos que avaliaram a actividade e/ou concentracdo da
PONL1. Esses estudos concluiram que a actividade e/ou concentracdo da PON1 eram mais
determinantes do risco cardiovascular do que o genétipo por si s6. Através da quantificacdo
das actividades de paraoxonase vs. diazoxonase, é possivel resolver o genétipo da PONL1 para
o polimorfismo Q192R, que pode contudo ser confirmado por PCR. Considera-se que este
método enzimatico com dois substratos organofosforados da PON1 determina o status
funcional da PON1 — gendtipo para polimorfismo Q192R e actividade e/ou concentracdo da

PON1. A maior importancia do fendtipo da PON1, na determinacdo do risco de doenca



coronéaria isquémica, levou os investigadores a estudar a modulagdo da enzima por factores
ambientais farmacoldgicos, dietéticos e de estilo de vida. Um exemplo de modulacdo
farmacoldgica da actividade da PON1 é a que acontece com as estatinas e os fenofibratos mas
existem resultados opostos em varios estudos in vitro e também in vivo. Quando alguns
autores compararam 0s resultados do tratamento com estatinas (efeito nos parametros
lipidicos) em doentes dislipidémicos com actividades e/ou concentraces de PONL1 diferentes,
verificaram que o fendtipo da PON1 pode ser preditivo do sucesso ou insucesso desses
tratamentos, um interesse adicional da PON1. Dadas as suas propriedades antiateroscleroticas,
a descoberta de novos farmacos que aumentem com eficécia a actividade da PON1, pode
potencialmente ter consequéncias clinicas, como a diminui¢do do risco de doenca coronaria

isquémica.
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Abstract

Paraoxonase 1 (PONL1) is a high density lipoprotein (HDL)-associated enzyme that protects
LDL (low density lipoproteins) from oxidation, reverts the biological effects of oxidized LDL,
and preserves HDL function inhibiting its oxidation, thus having antiatherosclerotic
properties. Its protective action results from the ability to hidrolise biologically active
oxidized phospholipids and colesteryl-ester hidroperoxides of LDL and HDL lipoproteins.
PON1 antiatherogenic activity is confirmed by different transgenic, clinical and
epidemiological studies. PON1 gene has polymorphic variations in the coding and promoting
regions. Several genetic studies examined the influence of genotype in the determination of
coronary heart disease risk. Two meta-analysis conclude that the per-allele relative risks for
Q192R, L55M and C-108T polymorphisms are not significant, and there is a number of
studies in which the results are contradictory. The studies that evaluated PON1 activity and/or
concentration occured in a much lower number. That studies concluded that PON1 activity
and/or concentration were more important for coronary heart disease risk than genotype alone.
Through measuring of paraoxonase vs. diazoxonase activities, it is possible to know the
Q192R polymorphism genotype, which can also be confirmed by PCR. It is considered that
this dual-substract enzymatic method, which uses two organophosphate compounds,
determines the functional status of PON1 — polymorphism Q192R genotype and activity
and/or concentration of PONL1. The influence of phenotype in the determination of coronary
heart disease risk lead the researchers to begin studying PON1 modulation by environmental

factors, pharmacological, nutritional and life-style. Statins and fenofibrates give an exemple



of pharmacological modulation of PONL1 activity, but there are opposite results among several
in vitro and in vivo studies. When some authors compared the results of statin therapy (effect
in lipid parameters) in dislipidemic patients with different PON1 activities and/or
concentrations, they found that PON1 phenotype could be predictive of the therapy success or
failure, an additional interest of PON1. Given PONL1 antiatherosclerotic properties, the
discovery of new drugs able to efficiently increase PONL1 activity, can potentially have

clinical consequences, as the decrease of the acute coronary events risk.
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Lista de abreviaturas

HDL, high density lipoproteins, lipoproteinas de alta densidade.
LDL,, low density lipoproteins, lipoproteinas de baixa densidade.
PON1, paraoxonase 1.

PON2 e 3, paraoxonases 2 e 3

mPONZ1, paraoxonase 1 do rato

SREBP-2, sterol regulatory element-binding protein.

PCR, polymerase chain reaction.
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. Introducao

A doenca corondria isquémica é a principal causa de mortalidade e morbilidade nos paises
desenvolvidos, envolvendo, além disso, os mais elevados custos econdmicos, entre as
afeccdes mais frequentes. As modificaces do estilo de vida e as terapéuticas farmacologicas
melhoraram e salvaram as vidas de inimeros doentes, mas mesmo assim, nos paises do
mundo ocidental, a cardiopatia isquémica continua a ser uma das doencas mais serias,
afectando milhdes de pessoas. Os estudos epidemioldgicos identificam uma série de factores
de risco bem conhecidos, entre os quais 0 baixo nivel de lipoproteinas de alta densidade
(HDL) se destaca como um dos mais importantes (Miller e Miller, 1975; Castelli, 1986).
Dada uma qualquer concentracdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o nivel de
colesterol HDL relaciona-se inversamente com o risco de doenca coronaria isquémica e
acidente vascular cerebral (Castelli et al., 1986; Assman et al., 1996; Tanne et al.1997).
Devido a estas observacdes, 0s mecanismos através dos quais as HDL exercem a sua
actividade protectora, tornaram-se um assunto importante da investigacdo cientifica.

As HDL constituem moléculas heterogéneas e complexas que se associam com varias
proteinas em circulacdo. A sua bem conhecida actividade antiaterogénica depende dessas
proteinas associadas, e deve-se a capacidade de transporte de lipidos na via inversa de
transporte do colesterol, um processo mediante o qual as HDL dirigem o excesso de colesterol
dos tecidos periféricos para o figado. Contudo, sabe-se hoje que as HDL tém outra ac¢édo
protectora, ao inibir a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), oxidacdo que
tem um papel central no inicio e na progressao da aterosclerose. Os fosfolipidos e o colesterol
que compdem as LDL, sdo incluidos no espaco subendotelial da parede das artérias e sofrem

oxidacao pelos produtos perdéxidos das vias da lipooxigenase e mieloperoxidase, entre outros



(Navab et al., 2004). A oxidacgdo de fosfolipidos com é&cido araquidonico d& origem, por sua
vez, a produtos pro-inflamatérios especificos que desencadeiam uma resposta imune. Essa
resposta inclui a inducdo de moléculas de adesdo e quimiotaticas dos mondcitos que facilitam
a formacdo de foam cells, caracteristicas do processo fisiopatologico de formacdo das lesGes
ateromatosas (Navab et al., 2004). As HDL evidenciaram proteger as LDL da oxidagédo e
também atenuar a actividade das LDL oxidadas (Navab et al., 2000). As varias proteinas que
estdo associadas as HDL sdo responsaveis pelas propriedades antioxidante e antiaterogénica
referidas, e muitos trabalhos de investigacdo foram realizados para identificar e caracterizar
essas proteinas.

A paraoxonase 1 (PON1) é uma dessas enzimas associadas as HDL, que contribui para 0s
seus efeitos antioxidantes e antiaterosclerdticos (Costa e Furlong, 2002). O presente trabalho
constitui uma revisao sistematica de informacao publicada relativa a enzima paraoxonase 1.
Pretende, depois de apresentar e caracterizar a proteina, comparar a influéncia dos seus
polimorfismos genéticos (genotipo) com a importancia da concentracdo ou actividade da
enzima (fendtipo) na determinacgdo do risco de doenca coronaria isquémica. Esta comparacéo
foi efectuada mediante a comparacdo dos resultados e conclusdes dos principais estudos
genéticos e de actividade. Finalmente, uma vez que as estatinas sdo farmacos muito utilizados
pelos doentes com dislipidémia, os seus efeitos moduladores da actividade da paraoxonase 1,
assim como o efeito do genotipo e do fendtipo da PON1 nos resultados do tratamento com
estatinas, sdo também destacados neste artigo de reviséo.

Pelas suas propriedades antiaterogenicas, a PON 1 tem sido extensamente investigada, e a
melhor compreensdo da modulacdo da actividade da enzima tera consequéncias clinicas
relevantes se forem descobertos novos agentes farmacoldgicos que permitam aumentar com

eficacia a sua actividade.



II.  Objectivos e metodologia da revisao

Este artigo de revisdo pretende expor alguns dos principais aspectos descritos na literatura
acerca da enzima PONL1. Descrevem-se, no inicio, as caracteristicas dos 3 elementos que
constituem a familia de proteinas PON (PON1, PON2 e PON3), apontando-se as diferencas e
semelhangas quanto a localizacdo no organismo, a associa¢do as lipoproteinas HDL e aos
substratos da sua actividade. Seguidamente, apresentam-se as funcdes fisioldégicas da PON1, a
importancia da sua actividade antioxidante e antiaterosclerotica, os mecanismos de accéo
sugeridos, e os principais polimorfismos da enzima.

O objectivo central do trabalho é proceder a comparacao das influéncias do genotipo e do
fendtipo na determinacdo do risco de doenca coronaria isquémica, o que é feito mediante a
apresentacdo de resultados e conclusdes dos principais estudos epidemioldgicos genéticos e
de actividade. Ap6s a compreensdo da questdo gendtipo vs. fendtipo e a introducdo do
conceito de status da PON1, sublinha-se a importancia da modulacdo da actividade da
enzima. Finalmente, expoem-se, por um lado, os efeitos das estatinas e dos fibratos na
actividade da PON1, e, por outro, os efeitos da actividade e dos polimorfismos da PON1 nos
resultados do tratamento da dislipidémia com estatinas.

Foram efectuadas 3 pesquisas através da base de artigos PubMed, utilizando-se as
seguintes combinagGes para o titulo ou resumo: “paraoxonase 1” e “coronary heart disease” e
“genotype”; “paraoxonase 1” e “coronary heart disease” e “phenotype”; “paraoxonase 17 e

“statins”. Dos 84 artigos obtidos, retiraram-se e consideraram-se ainda outros, face a

actualidade da informacéo e pertinéncia para o trabalho.



I1l. A enzima paraoxonase 1

1. A familia de proteinas PON

A paraoxonase 1 (PON1), a PON2 e a PON3 constituem uma familia de proteinas cujos
genes se encontram em locais adjacentes dos bracos longos do cromossoma 7 (g21.22)
(Primo-Parmo et al., 1996). Nos humanos, a expressdo do mRNA da PON1 est4 limitada ao
figado. De igual modo, a PON3 é expressa primariamente no figado, com expressao
encontrada também no rim (Reddy et al., 2001). Em contraste, a PON2 estd mais difusamente
expressa, distribuida por varios tecidos: coracdo, rim, figado, pulmao, placenta, intestino
delgado, baco, estdbmago e testiculo (Ng et al., 2001) (Figura 1). Ao contrario da PON1 e da
PON3, a PON2 ¢ ainda detectada nas células da parede arterial: células endoteliais, células
musculares lisas e macrofagos (Ng et al., 2001). Enquanto as primeiras se associam as HDL
na circulagdo, a PON2 ¢ indetectavel nas HDL e LDL isoladas por ultracentrifugacdo e nos
sobrenadantes das células endoteliais da microcirculacéo, através de analise Western; parece
permanecer intracelular, associada com fraccbes da membrana plasmatica dessas células (Ng

et al., 2001) (Figura 2).
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A PONL1 deve o seu nome ao paraoxao, o metabolito toxico do insecticida paratido, que €
um dos substratos da enzima mais estudados. A PONL1 hidrolisa também os metabolitos
activos de outros insecticidas organofosforados, como o oxao clorpirifo e o diazox&o, assim
como 0s agentes toxicos do sistema nervoso sarin, soman e VX (Costa e Furlong, 2002; Costa
et al.,, 2003). A PON1 tem ainda actividade de arilesterase ao hidrolisar ésteres aromaticos,
como o fenilacetato (Draganov e La Du., 2004). Uma funcéo fisiologica da enzima, que se
vem revelando da maior importancia para 0s grupos de investigadores, consiste no
metabolismo de lipidos oxidados toxicos tanto das LDL como das HDL através da sua
actividade de hidroperoxidase. Mackness et al. (1991) foram os primeiros a demonstrar que a
PON1 purificada podia inibir a oxidacdo das LDL in vitro. Varios estudos subsequentes
confirmaram e aprofundaram esta descoberta, ao demonstrar que a PONL1 previne a oxidacao
das LDL e inactiva fosfolipidos oxidados derivados das LDL uma vez formados. A PON1

também protege os fosfolipidos das HDL da oxidagdo (Costa et al., 2003). S&o estas ultimas
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acgbes da enzima que lhe conferem propriedades antiateroscleroticas, as que mais
contribuiram para o interesse que a enzima despertou na comunidade cientifica e médica.
Verificou-se igualmente que a PON1 metabolisa um conjunto de farmacos e pré-farmacos
através da sua actividade de lactonase (Mackness et al., 1991; Draganov e La Du, 2004). A
PON2 e a PON3 ndo possuem as actividades de paraoxonase nem de arilesterase mas, tal
como a PONL1, hidrolisam lactonas arométicas e alifaticas de cadeia-longa (Draganov et al.,
2000; Ng et al., 2001). Constituem exemplos relevantes as estatinas lovastatina e sinvastatina
e o diurético espironolactona, trés farmacos muito utilizados que sdo hidrolisados pela PON3
(Draganov et al., 2000).

O presente trabalho de reviséo de artigos vai restringir-se aos aspectos relativos a PON1, a

proteina mais estudada e mais bem compreendida das trés que constituem a familia.

2. A actividade antioxidante e antiaterosclerética da PON1

A descoberta por Mackness et al. (1991) da associagdo da PON1 as HDL em circulagao
deu origem a investigacdes importantes no sentido de determinar o papel da enzima no
metabolismo lipidico e na aterogenese. Ao longo dos Gltimos anos, demonstrou-se que a
PON1 protege as LDL da oxidacdo, reverte os efeitos bioldgicos das LDL oxidadas, e
preserva a funcdo das HDL ao inibir a sua oxidacdo (Mackness et al., 1993; Watson et al.,
1995; Aviram et al., 1998; Durrington et al., 2001). Num estudo de Shih et al. (1998), o HDL
de ratos knock-out sem actividade plasméatica de mMPON1 detectavel foi incapaz de proteger as
LDL da oxidacdo num modelo de cultura da parede arterial. Oda et al. (2002) demonstraram
que a funcdo das HDL era preservada nos ratos transgénicos com sobrexpressdo da mPONL1, o
que se devia ao facto das particulas de HDL serem mais resistentes a peroxidacdo lipidica,
quando comparadas com o grupo controlo. As HDL isoladas de ratos transgénicos

modificados através de clones cromossdmicos artificiais de origem bacteriana exibiram num
12



estudo in vivo maior capacidade antioxidante na proteccdo das LDL. Além disso, em
comparagdo com o grupo controlo, os ratos transgénicos desenvolviam no mesmo estudo
lesbes significativamente menores da raiz da aorta comparativamente a dois grupos de

controlo diferentes (Tward et al., 2002) (Figura 3).
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Os efeitos antiaterogénicos da PON1 séo devidos a hidrélise de fosfolipidos oxidados
biologicamente activos e hidroperdxidos colesteril-éster das lipoproteinas LDL e HDL
(Mackness et al., 1991, 1995; Watson et al., 1995; Aviram et al., 1998; Ahmed et al., 2001).
Ahmed et al. (2001, 2002) compararam 0s produtos da oxidagdo de HDL puro, HDL
tripsinizado e suspensfes lipidicas de HDL e proteolipossomas de fosfatidilcolina e
apolipoproteina Al e verificaram que a apolipoproteina A1 aumentava a formacgéo de aldeidos
de fosfatidilcolina. Por sua vez, a lisofosfatidilcolina foi encontrada em quantidades
significativas somente durante a oxida¢do de HDL puro, 0 que evidencia a activagdo de uma
actividade de fosfolipase A2. Concluiu-se que a PONL1 tinha actividade de fosfolipase A2 nos
aldeidos de fosfatidilcolina. Mackness e Durrington (1995) ja tinham referido que a
actividade de fosfolipase A2 nas HDL se deve a PON1 e ndo a uma enzima separada. A figura
4 mostra o possivel mecanismo principal de ac¢do da PONL1 elaborado por Mackness et al.
(2004) a partir de varias fontes. A reducdo do stress oxidativo nos macréfagos € outro
mecanismo da acgdo protectora da PON1, como mostraram Rozenberg et al. (2003). No
sangue, a PONL1 tem ainda outra funcéo cardioprotectora em estudo, a hidrolise de tiolactonas
de homocisteina, um metabolito da homocisteina que pode ter efeitos adversos na sintese
proteica e provocar disfuncdo endotelial e lesdo vascular (Jakubowski, 2000, 2005).

Vaérios estudos revelam que a actividade da PON1 é mais baixa em individuos mais
susceptiveis ao desenvolvimento de aterosclerose, como diabeticos do tipo 1 e 2
(especialmente quando estdo presentes lesdes vasculares), doentes com hipercolesterolémia
familiar e doenca renal (Mackness et al., 1991; Mackness et al., 1998; Hasselwander et al.,
1999; Mackness et al. 2000; Boemi et al., 2001; Mackness et al., 2002) (Figura 5). Estas

observac6es tornam evidente o envolvimento da PON1 no processo de aterogénese.
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Figura 4. Esquema proposto do mecanismo de accdo
da PON1 na hidrolise de hidroperdxidos lipidicos.
Elaborado por Mackness et al. a partir de varias fontes.
Retirado de Mackness et al., 2004.

Figura 5. Actividades relativas da PON1 em
populacdes com risco aumentado de desenvolver
aterosclerose em comparagdo com um grupo
controlo saudavel e um grupo de doentes
corondrios  isquémicos (CHD). Todas as
populacbes sdo significativamente diferentes do
grupo controlo, p <0,05. Dados estatisticos
adaptados de Mackness et al., 1991; Mackness et
al., 1998; Hasselwander et al., 1999; Mackness et
al. 2000; Boemi et al., 2001; Mackness et al., 2002.
CHD, coronary heart disease. Retirado de
Mackness e Mackness, 2004.
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3. Os polimorfismos do gene PON1

Vérias observagoes anteriores indicaram que a actividade da PON1 sérica nas populagdes
humanas apresentava uma distribuicdo polimorfica (Costa et al., 2003). Estdo descritos perto
de 200 polimorfismos do gene da proteina PON1, alguns nas regides codificadoras e outros
nos introes e regides reguladoras do gene (Durrington et al., 2001; Furlong et al., 2008).
Existem 2 polimorfismos principais na regido codificadora, que sdo os mais referidos na
literatura: uma substituicdo de glutamina por arginina na posicdo 192 (Q192R) e uma
substituicdo de leucina por metionina na posi¢cdo 55 (L55M). Além destes dois polimorfismos
na regido codificadora do gene da PONL1, um terceiro polimorfismo mais importante foi
encontrado na regido ndo codificadora do gene designado C-108T (Brophy et al., 2002),
situado num local de ligagcdo do factor de transcricdo Spl (Deakin et al., 2003). A aloforma
Q192 hidrolisa o paraoxd com menos eficiéncia do que a aloforma R192, enquanto o
contrarios se verifica no caso dos agentes toxicos sarin ou soman (Davies et al., 1996). A
forma Q192 é também mais eficiente no metabolismo das HDL e LDL oxidadas do que a
R192 (Aviram et al., 2000). Enquanto que este polimorfismo se relaciona com a actividade da
paraoxonase, o polimorfismo L55M esta associado aos niveis plasmaticos ou concentragdo da
PONL1. A forma M55 esta associada com baixos niveis plasmaticos de PON1, mas parece ser
devido primariamente a um desequilibrio de ligacdo com a forma -108T do polimorfismo da
regido ndo codificadora atras referido. O alelo -108C esta associado a niveis plasmaticos de
PON1 que sdo o dobro dos do alelo -108T (Brophy et al., 2001). Existem outros
polimorfismos descritos na regido promotora do gene, sendo contudo menos relevantes
(Suehiro et al., 2000; Leviev e James., 2000; Brophy et al., 2001).

A figura 6 representa alguns polimorfismos do gene da PONL1 e as respectivas frequéncias

identificadas pelo sequenciamento SeattleSNP (Furlong et al., 2008).
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Figura 6. Os polimorfismos do gene humano PONI e as suas frequéncias. A extremidade 5° do gene esta a esquerda.
(Seattle SNPs, http://pga.gs.washington.edu/). Retirado de Furlong et al., 2008.
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IV.  Genotipo vs. fendtipo da PONL1 na determinacao do
risco de doenca coronaria isquémica

1. Estudos genéticos — polimorfismos da PON1

A descoberta de polimorfismos no gene da PON1 motivou os investigadores a realizar
estudos genéticos que pudessem determinar a relacdo entre as variacdes polimorficas da
enzima e o risco de doenca coronaria isquémica. Embora alguns estudos genéticos clinicos e
epidemiolégicos do tipo caso-controlo tenham referido uma associagdo entre oS
polimorfismos das regides codificadora e promotora do gene PON1 e o risco de doenca
coronaria isquémica, muitos outros, com destaque para o estudo prospectivo Northwich Park
Heart 11, ndo revelaram essa associacdo (Durrington et al., 2001; Robertson et al., 2003).

Mackness et al. (2000) conduziram a primeira meta-analise de 19 estudos publicados até
esse ano sobre o polimorfismo Q192R da PONL1 e a doenca corondria isquémica: embora a
relacdo seja significativa (odds ratio 1,5 (1,2-1,7)), este efeito pareceu dever-se mais ao facto
da associacdo entre o polimorfismo Q192R e a doenca coronaria isquémica ser altamente
significativa nas populacdes de diabéticos tipo 2 (Mackness et al., 2001). Com efeito, varios
estudos sugeriram que o alelo R192 aumentava a susceptibilidade a outros factores de risco de
doenca coronaria isquémica bem estabelecidos, como diabetes melitus (Ikeda et al., 1998),
tabagismo (James et al., 2000) e idade (Senti et al., 2001).

Existem menos estudos de tipo caso-controlo do polimorfismo L55M. Alguns revelaram
uma associacao entre o alelo M55 e a aterosclerose (Blatter-Garin et al., 1997; Salonen et al.,
1999) enquanto outros concluem o contrario (Sanghera et al., 1998; Arca et al. 2002).

Com efeito, ocorreram resultados bem contraditérios em varios estudos epidemiologicos
genéticos. Uma das razbes apontadas € o problema da distribuicdo dos alelos ser diferente

conforme a populacédo étnica considerada, que deve ser considerado ao interpretar-se a relacédo
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entre os polimorfismos da PON1 e a doenca coronéria isquémica (Brophy et al., 2002). O
genotipo Q predomina nos Caucasianos enquanto o genotipo R predomina nas ragas Negra e
Oriental (La Du, 1992); no entanto, as taxas de doenca corondria isquémica destas Gltimas,
pelo menos nos seus paises de origem, é mais baixa que nos Caucasianos (Durrington, 1995).
Existem vérios estudos que revelam mais resultados surpreendentes, como o alelo R192 estar
associado a um pequeno mas significativo aumento da longevidade numa populacdo da
Irlanda do Norte (Rea et al., 2004), ou o alelo 55M estar relacionado com um efeito protector
(Tobin et al., 2004), dois alelos mais associados ao aumento do risco cardiovascular. Este tipo
de discrepancias requer mais investigacoes para a sua resolucao.

Uma meta-analise de 2004 realizada por Wheeler et al., que incluiu dados de todos os
estudos publicados sobre as variantes polimdrficas da enzima PON1, envolveu um total de
11212 doentes coronarios isquémicos e 12786 controlos (Figura 7). A associacdo da doenca
coronaria isquémica com os polimorfismos L55M e C-108T ndo foi significativa: os riscos
relativos por alelo foram 1,0 (0,95-1,06; IC 95%) para o alelo 55M e 1,02 (0,92-1,14) para o
alelo -108T. Houve uma relacdo global fraca da doenca coronaria isquémica com o
polimorfismo Q192R: o risco relativo por alelo foi de 1,12 (1,07-1,16) para o alelo 192R
(Figura 7). Esta associacdo ndo € significativa se apenas se tratarem os dados dos cinco
maiores estudos, passando o risco relativo a ser de 1,05 (0,98-1,13) (Wheeler et al., 2004).
Segundo os autores os resultados deste e de outros trabalhos acerca da influéncia dos
polimorfismos da PON1 na determinacdo do risco cardiovascular podem apresentar o viés da
ndo publicacdo de pequenos estudos inconclusivos.

O Northwick Park Heart Study Il € um estudo prospectivo que procurou numa populacao
de 3052 homens, com idades compreendidas entre os 50 e 0s 60 anos, a associacdo entre 0s
diferentes polimorfismos da PON1 e a ocorréncia de eventos cardiovasculares. Em 205

eventos documentados ao longo de 6 anos, os autores ndo encontraram associagdo directa para
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os polimorfismos Q192R e L55M do gene da proteina PON1 (Robertson et al., 2003). Um
outro estudo prospectivo, designado Lipoprotein and Coronary Atherosclerosis Study, revelou
que o polimorfismo Q192R n&o estava associado com a gravidade, progressdo ou regressao da
aterosclerose coronéria, nem com os eventos clinicos ou a resposta a fluvastatina (Turban et

al., 2001).

Study Cases/ Genotype frequencles Per-allele relatlve risk and CI

controls
RR QR Qa
Myocardlal Infarction
Yamada, 2002 1035/1168 13%vs11%  42%vs44%  45%vs45%
Cascorbi, 1999 649/983 TRsT% A0%vs40%  53%ws53%

Herrmann, 1996 542/701 10%vsilk 42%vs38%  4B%vs52%
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1

1

1

|
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Subtotal 5723/8063 <

i

1
Coronary stenosls i
Gardemann, 2000 T68/535 ThwTk 44%vs40%  40%vs5I% — -
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Antikainen, 1996 3807169  BRws4k AThvs44%  56%vs51% —_—a
Ruiz, 1995 171/263 10%vs5% 50%vs42%  40%vs53% _—
OseiHylaman, 2001 201/231 11%¥wvs3% 21%wvs10% BBKvsT7E% :—.7
Hong, 2001 1137191 17T%wvs1TH 44%vs44%  30%vs39% -
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Suehiro, 1996 43/252 35®vs3T%  Dl¥vs40%  14%vs13% T
Odawara , 1997 42/122 40%vs36%  5T%vs43%  2%vs20% L
Watzinger, 2002 43/260 2%vsT% 51%vs3T%  47%vs5T% :
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Letellier, 2002 36/06 8%vs3% 31%vs40%  B1%vs5TH L
Subtatal 4383/7545 <
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Figura 7. Meta-andlise de estudos da associagdo entre o polimorfismo Q192R da PON1 e a doenga coronéria
isquémica. Segundo os autores, a ndo publicagdo de pequenos estudos ndo conclusivos afecta os resultados da meta-
andlise. O tamanho dos quadrados relaciona-se com o nimero de doentes em cada estudo O eixo horizontal tem uma
escala logaritmica dupla. O nimero total de casos refere-se a soma dos doentes com enfarte do miocardio e doentes
com estenose adrtica, uma vez que nenhum doente manifestou ambos os episodios. Retirado de Wheeler et al., 2004.
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2. Estudos de actividade — status funcional da PON1

Vaérios resultados dos estudos genéticos referidos, além de outros, parecem indicar que o
controlo genético da PON1 é muito menos importante do que determinados factores
ambientais com influéncia na actividade da enzima. Em comparagdo com o0s estudos
epidemioldgicos genéticos, os estudos epidemioldgicos que envolveram a determinacdo da
actividade e/ou concentracdo da enzima ocorreram em menor nimero.

Mackness et al. (2001) estudaram a actividade e concentracdo da PONL1 e a distribuicdo de
alelos para os polimorfismos Q192R e L55M do seu gene, em 417 doentes com
coronariopatia isquémica comprovada por angiografia, e num grupo controlo saudavel de 282
individuos. Os resultados mostraram que a actividade e a concentracdo da PON1 eram
significativamente mais baixas nos doentes coronarios isquémicos do que no grupo-controlo:
actividade de paraoxonase 122,8 vs. 214,6 nmol/min/mL, p<0,001; concentragdo 71,6 vs. 89,1
pg/mL, p<0,001. N&o existiam diferencas significativas entre os dois grupos nas frequéncias
dos alelos e dos genotipos para os 2 principais polimorfismos, confirmados por PCR. Jarvik et
al. (2000, 2003) concluiram igualmente, nos seus trabalhos, que a baixa actividade e
concentracdo da PON1 eram mais determinantes da presenca de doenca corondria isquéemica
do que os polimorfismos da enzima.

Numa dada populacédo, a actividade da PON1 pode variar até 40 vezes (Mueller et al.,
1983; Richter e Furlong., 1999), e niveis plasmaticos até 13 vezes diferentes podem ser
encontrados num mesmo gendtipo (Costa et al., 2003). Apesar de uma parte destas variacoes
poder ser explicada pela natureza polimdrfica do gene, os factores de risco adquiridos,
prevalentes na doenca coronaria isquémica, podem desempenhar um papel mais importante,
ndo tido em conta nos estudos genotipicos directos.

A andlise gendmica funcional é um método mais informativo uma vez que a medicdo da

funcdo da PONL1 no individuo (actividade plasmética) tem em conta todos os polimorfismos
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que possam afectar a actividade da enzima. Uma vez que ndo existe um método que avalie
directamente a hidrdlise de hidroperdxidos lipidicos, utiliza-se um método enzimético de alto
débito que envolve dois substratos da PON1, normalmente o diazox&o e o paraoxdo (Richter e
Furlong, 1999). Este método enzimatico, mediante o grafico das actividades de paraoxonase
vs. diazoxonase, permite a inferéncia do gen6tipo do individuo para o polimorfismo Q192R
(que pode ser confirmado por PCR), e a determinacdo dos niveis plasmaticos de PON1 em
cada individuo, englobando assim os dois principais factores que afectam a actividade e/ou
concentracdo da enzima. Considera-se que este método determina o status funcional da
enzima (Richter e Furlong, 1999). A figura 8 representa a comparacao de dois protocolos para
a determinacéo do status da PON1, em que o primeiro utiliza os substratos altamente toxicos
diazoxao e paraoxd@o, e o segundo utiliza os substratos ndo-organofosforados fenilacetato e
CMPA (4-clorometil-fenilacetato), um método recente que pode ser de grande utilidade aos
laboratdrios sem equipamento para a utilizacdo de compostos com altos niveis de toxicidade
(Richter et al., 2008, 2009). A quantificacdo da actividade de hidrolise de fenilacetato
(arilesterase) ndo é afectada pelo polimorfismo Q192R e pode de forma fiavel indicar os
niveis plasmaticos da enzima PON1 (Furlong et al., 2006; Richter et al., 2008). A
concentracdo de PONL1, que deve ser medida em qualquer estudo epidemiolégico, pode
também ser determinada pelo método ELISA.

Num estudo prospectivo de 1353 homens (idades compreendidas entre 49 e 65 anos), por
um periodo médio de 15 anos, Mackness et al. (2003) verificaram que a actividade da PON1
era 20% mais baixa nos 163 homens que sofreram um evento coronario agudo (enfarte agudo
do miocardio, fatal ou ndo) (p=0,039). Os homens no quintil com mais alta actividade da
PONL1 tinham um risco diminuido relativamente aos individuos no quintil com a actividade da
PON1 mais baixa (odds ratio 0,57 IC 95% (0,33 — 0,96)). Nesse trabalho, os autores

concluiram que a baixa actividade da PON1 no substrato paraoxdo é um factor de risco da
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ocorréncia de eventos cardiovasculares independente nos doentes em maior risco, que tenham

doenca preexistente (n=313) ou outros factores de risco associados (n=390).
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Figura 8. Comparacdo de dois protocolos para a
determinagdo do status da PON1. Estes protocolos
dual-substract permitem inferir o genétipo para o
polimorfismo Q192R. Em cima: protocolo que utiliza
0s substratos organofosforados altamente toxicos
diazoxdo e paraoxdo. Em baixo: protocolo que utiliza
0s substratos ndo organofosforados fenilacetato e
CMPA. 183 amostras de plasma incluem 86
homozigoticos 192Q (circulos), 79 heterozigéticos
(quadrados) e 18 homozigéticos 192R (triangulos)

com os geno6tipos confirmados por PCR. Retirado de

Richter et al., 2010.

Figura 9. Odds ratio da ocorréncia de um novo
evento corondrio agudo para o0s quintis de
actividade sérica da PON1, em 1353 homens (o0
quintil 1 tem a actividade enzimética mais baixa).
Os valores de odds ratio foram ajustados para:
idade, historia familiar, habitos tabagicos, IMC,
histéria de doenga corondria isquémica, diabetes,
pressdo arterial, colesterol total, triglicerideos e
colesterol HDL. Os valores ndo ajustados estdo
dispostos no gréfico a tracejado. Retirado de
Mackness et al., 2003.
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V. A PON1 e os farmacos antidislipidémicos

A importéncia do status funcional da PON1 na determinacdo do risco de doenca coronaria
isquémica, que emergiu dos resultados dos estudos de actividade, motivou os investigadores a
debrucarem-se no estudo dos factores ndo genéticos que podem ser moduladores da
actividade da enzima e dos niveis de expressao (Durrington et al., 2002; Ferré et al., 2003).
Pode ler-se num artigo de revisdo de Mackness et al. (2004):

Em virtude de descobertas recentes, consideramos que ndo devem ser
realizados mais estudos epidemioldgicos genéticos dos polimorfismos da PON1 e
da sua relacdo com a doenca corondria isquémica, a ndo ser que envolvam um
grande numero de doentes e sejam de tipo prospectivo. Mais investigacdo deve
ser feita para descobrir os mecanismos bioquimicos subjacentes ao modo de
accdo da paraoxonase 1 e os factores que modulam a sua actividade e/ou
concentragao.

Costa et al. descrevem num artigo de revisdo muito recente (2011) a influéncia de factores
ambientais farmacologicos, de estilo de vida e de dieta na actividade da enzima PON1. A
presente revisdo ndo tem como objectivo a exposicdo detalhada de cada um dos factores
moduladores da actividade da PON1, mas estudar a relacdo entre a PON1 e os farmacos
utilizados no tratamento da dislipidémia. Varios trabalhos trouxeram conclusdes interessantes,
nomeadamente acerca da influéncia da actividade da PON1 e do seu genétipo no sucesso do
tratamento da dislipidémia com estatinas (Malin et al., 2001; Van Himbergen et al., 2005;
Deakin et al., 2007). No entanto, ha resultados opostos em varios estudos, quando apenas se
avaliam os efeitos do tratamento com estatinas ou fenofibratos na actividade e concentracdo

da PONL1.
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1. Efeito das estatinas e dos fenofibratos na actividade da PON1

Gouedard et al. (2003) expds in vitro células de hepatoma humano HuH7 a pravastatina,
simvastatina e fluvastatina (10-100uM), e obteve uma diminuicdo de 25-50% na actividade da
PON1 no meio de cultura e uma diminui¢do equiparada na expressdo do mRNA da enzima,
sendo estes efeitos revertidos pelo mevalonato (Figura 10). No mesmo estudo, o fenofibrato
(250uM) foi responsavel por um aumento de 50% na actividade da enzima e de 30% no
MRNA. Nesse artigo, 0s autores concluem que o fenofibrato induziu a actividade promotora
do gene enquanto as estatinas tiveram um efeito contrario. Num estudo in vitro anterior, dois
metabolitos oxidados da atorvastatina (p-hidroxi e o-hidroxi) (5-50puM), e um metabolito do
gemfibrozil (2-80uM), mas ndo os compostos relacionados, aumentavam a actividade da
PON1 associada as HDL isoladas (Aviram et al., 1998). Em ratos, houve um trabalho no qual
a administragdo de fluvastatina (20mg/kg/dia durante 3 semanas) reduziu a actividade
plasmatica e hepatica da PON1, enquanto que uma dose menor (2mg/kg/dia) tinha efeito
apenas na actividade hepatica. A pravastatina (4 e 40mg/kg/dia) ndo tinha efeito na actividade
plasmatica da PON1 (Beltowski et al., 2004). Noutro estudo em ratos (Wistar), dos mesmos
autores (2002), uma outra estatina, a cerivastatina, também provocou diminuicdo da

actividade e concentracdo da PON1.

Figura 10. Diminui¢do da

75 [_Jomso actividade da PON1 em
¥ Pravastatin 100uM células HuH7 pelas estatinas
[ Simvastatin 10uM pravastatina, simvastatina e

fluvastatina. O efeito é
revertido pelo mevalonato.
DMSO, grupo controlo
8 tratado apenas com véiculo
solvente a 10% v/v. Retirado
de Gouedard et al., 2003.
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Deakin et al. (2003) realizaram um estudo em células hepaticas humanas HepG2 e
verificaram, por sua vez, que a simvastatina (1,2-25pug/mL) aumentava de forma dependente
da dose a actividade promotora do gene PON1 ao aumentar um factor de transcricdo nuclear,
sterol regulatory element-binding protein — 2 (SREBP-2); constatava-se ainda que era
possivel reverter o efeito pelo mevalonato. Nesse estudo, 0 SREBP-2 aumentava in vitro a
actividade promotora do gene, e pacientes tratados com estatinas apresentavam aumento da
actividade de arilesterase e da concentracdo da PON1 sérica. Ota et al. (2005) fizeram outro
estudo, e demonstraram que a pitavastatina, a atorvastatina e a simvastatina aumentavam a
actividade promotora da gene PON1 em células HepG2 e HEK293 (linha de células
embrionarias de rim humano). O efeito na expressdo da PONL1, de acordo com os autores, era
mediado pela activacdo de Spl e era revertido pelo mevalonato. Deakin et al. (2007)
confirmaram o papel de SREBP-2 e Spl no aumento da expressdo da PON1 causado pela
simvastatina em células da linha HepG2. Os autores referem, para além disso, que a ligacédo
dos factores de transcricdo induzida pela simvastatina, e 0 consequente aumento da actividade
promotora do gene, eram mais pronunciados no alelo -108C do que no alelo -108T. Assim, 0s
pacientes com o alelo -108C, que ja possuem por isso niveis mais elevados de PONL1,
poderiam ter maior aumento na expressdo de PON1 com o tratamento com estatinas do que 0s
pacientes com o alelo -108T. Outro estudo revelou, no entanto, que o tratamento de doentes
com hipercolesterolémia com atorvastatina aumentava a actividade da PONL1 sérica, mas neste
caso, de forma independente do gendtipo para os polimorfismos Q192R, L55M e C-108T
(Sardo et al., 2005).

Num estudo recente em células da linha HuH7, Arii et al. (2009) mostrou que também a
pivastatina aumentava a actividade promotora do gene e a expressdo da proteina PON1
através dos factores de transcricdo Spl e SREBP-2. Os autores referem que a activacdo dos

factores de transcricdo resultava da activacdo pela pitavastatina das proteina-cinases
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mitogéneas p44/42, e levantam a possibilidade de outros factores que actuem por esta via
afectarem também a expressdéo da PONI1. Num estudo recente em células HuH7, a
simvastatina aumentava duas vezes a actividade da PON1 (Ahmad et al., 2010).

Os estudos in vivo da acgdo das estatinas e dos fenofibratos na actividade da PON1
trouxeram também resultados diferentes. Num estudo recente de caso-controlo com 138
doentes corondrios isquémicos com indicacdo para angiografia (e possivel angioplastia)
corondria percutanea, a concentragdo e a actividade da PON1 estavam aumentadas
significativamente nos 64 doentes tratados com estatinas (Poulakou et al., 2008). Foram
encontrados aumentos ligeiros, de 5 a 23%, na actividade da PON1 sérica em doentes tratados
com simvastatina (Figura 11) (Deakin et al., 2003; Mirdamadi et al., 2008) e atorvastatina
(Paragh et al., 2004; Mirdamadi et al., 2008; Arangi et al., 2009; Kassai et al., 2007). No seu
estudo prospectivo randomizado de 49 doentes com hipercolesterolémia dos tipos Ila e Ilb,
Paragh et al. (2004) ndo detectaram efeitos na actividade da PON1 nos pacientes tratados
durante 3 meses com simvastatina (20mg/dia), mas apenas naqueles tratados com
atorvastatina (10mg/dia) durante 0 mesmo periodo, que apresentavam aumento da actividade
da PON1. No caso dos fenofibratos, estudos de doentes tratados com gemfibrozil e
fenofibrato detectaram um aumento na actividade da PON1 (Jarvik et al., 2002; Balogh et al.,
2002; Paragh et al., 2003; Yesilbursa et al., 2005), mas trabalhos anteriores com pacientes
tratados com ciprofibrato (Turay et al., 2000), benzafibrato e gemfibrozil (Durrington et al.,

1998) ndo referem qualquer efeito.

Figura 11. Respostas individuais da actividade
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2.  Efeitos da actividade da PON1 (e do gendtipo) nos resultados do

tratamento com estatinas

Com objectivos diferentes em comparacdo com os trabalhos atras referidos, num estudo
prospectivo, randomizado e duplamente cego com 51 doentes hipercolesterolémicos ligeiros,
Maline et al. (2001) examinaram o efeito do genétipo da PON1 para o polimorfismo Q192R
na resposta ao tratamento com pravastatina (6 meses). A resposta era quantificada como
variacdo do colesterol HDL. Os autores verificaram que a pravastatina aumentava a
concentracdo de colesterol HDL em portadores do alelo 192R o que ndo se verificava nos
homozig6ticos QQ.

Himbergen et al. (2005), ao estudar 134 doentes com hipercolesterolémia familiar,
concluiram, por sua vez, que a concentracdo e a actividade da enzima PON1, e a concentracao
inicial do colesterol HDL, eram factores preditivos da resposta ao tratamento com estatinas
(variacdo do colesterol HDL). Os resultados sdo mais evidentes ao utilizar-se uma
classificagdo por grupos, baseada no status da PON1 e no nivel inicial de colesterol HDL: o
aumento no colesterol HDL foi mais pronunciado nos grupos com os gendtipos -108TT/CT e
com o0s genotipos -108CC e 192QQ e com niveis iniciais altos de colesterol HDL.

Num trabalho mais recente, Mirdamadi et al. (2008) avaliaram os efeitos de tratamentos
por 3 meses com atorvastatina (10mg/dia), simvastatina (10/20mg/dia) e fluvastatina de
libertacdo prolongada (80mg/dia), quantificando a variacdo da actividade da PON1 e dos
niveis de lipidémia, em 164 pacientes com hipercolesterolémia do tipo Ilb. Os autores
concluiram igualmente que o fendtipo da PON1, actividade e/ou concentracdo, pode ser um

factor preditivo dos resultados do tratamento com estatinas.
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VI.  Conclusao e perspectivas futuras

Muitas investigacfes contribuiram para uma melhor compreensdo da ac¢do da PON1 no
metabolismo de hidroperdxidos lipidicos, e da resultante participacdo no processo de
formacdo de placas aterosclerdticas. A caracterizacdo de alguns polimorfismos principais nas
regibes promotora e codificadora do gene, que afectam a actividade e/ou concentracdo da
enzima, levou a realizacdo de estudos epidemiol6gicos genéticos e a determinagdo dos riscos
relativos de doenca coronéaria isquémica para as diferentes variagcbes polimorficas. Devido a
resultados pouco significativos em varios estudos genéticos, os investigadores passaram a
recomendar, em trabalhos mais recentes, a avaliacdo da concentracdo e/ou actividade da
enzima, para além do genotipo para o polimorfismo Q192R, determinando assim o status da
PONL1. Vérios autores concluiram que a baixa actividade e concentracdo da PON1 eram mais
determinantes da presenca de doenca coronaria isquémica do que os polimorfismos da enzima
(o fenotipo mais determinante do que 0 genotipo).

Mesmo que uma parte das diferencas na actividade e/ou na concentracdo da PON1, em
diferentes individuos, possa ser explicada pela distribuicdo polimorfica do gene nas varias
populacdes, hd factores de modulacdo ndo genéticos importantes que contribuem para
diferencas consideraveis na actividade da enzima, mesmo entre individuos do mesmo
genotipo. A investigacdo passou a dirigir-se para o estudo dos mecanismos bioquimicos da
accdo da PONL1 e dos varios factores que intervém na modulacdo da sua actividade, em
detrimento da realizacdo de novos estudos de gendtipo directos.

As estatinas sdo um grupo importante de farmacos para o tratamento da dislipidémia e a
prevencdo de doenca coronaria isquémica. Os estudos que testam o efeito das estatinas na

actividade e/ou concentracdo da PON1 ndo sdo consensuais nas suas conclusdes, bem como
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no caso dos fenofibratos. No entanto, varios trabalhos sugerem um interesse adicional da
PON1, e mostram que a actividade sérica da enzima é um factor preditivo da resposta ao
tratamento com estatinas, avaliada pela variacdo dos parametros lipidicos.

Na comparacdo de opinides de muitos autores, parece acreditar-se que, futuramente, a
descoberta e a introducdo de novos modos de intervencdo nutricional e farmacoldgica, que
aumentem com eficacia a actividade da PON1 sérica, poderdo ter consequéncias clinicas
perceptiveis na diminuicdo do risco de doenca coronéria isquémica. E orientada por estes
desafios que a investigacdo laboratorial, clinica e epidemioldgica da enzima PON1 deve
prosseguir, no sentido da potencial diminuicdo das taxas de mortalidade e morbilidade

associadas as doencas cardiovasculares.
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Lista de figuras

Figura 1. Distribuicdo por tecidos da familia de genes humanos PON. Anélise northern de
fragmentos de tecidos humanos que contém 2 pg de RNA poli(A)+ por linha. (Origene
Technologies, Rockville, MD,USA) Retirado de Ng et al., 2001.

Figura 2. Localizagdo da PON1 (A) e da PON3 (B) nas HDL mas ndo nas LDL por analise
western. A PON2 ndo foi detectada nas HDL e LDL isoladas por centrifugacdo e nos
sobrenadantes de células endoteliais microcirculatérias humanas (HMEC), mas foi encontrada
em fraccOes da membrana plasmatica das HMEC. HEK 293, linha de células embrionérias do
rim humanas. Retirado de Ng et al., 2001.

Figura 3. Ratos transgénicos para PON1 sdo mais resistentes a aterosclerose. (A) Ratos
macho e fémea C57BL/6J transgénicos para a PON1 humana (Tg) (n=24) e wild-type (n=25)
foram submetidos a dieta aterogénica durante 15 semanas antes de serem determinadas as
areas das lesGes na raiz da aorta. (B) Ratos knock out para ApoE (n=21) e transgénicos para
hPONL1 e knock out para ApoE (n=18) foram submetidos a dieta normal até aos 6,5 meses de
idade antes de serem determinadas as areas das lesfes na raiz da aorta. ApoE, apolipoproteina
E. Retirado de Tward et al., 2002.

Figura 4. Esquema proposto do mecanismo de ac¢cdo da PON1 na hidrolise de hidroperdxidos
lipidicos. Elaborado por Mackness et al. a partir de varias fontes. Retirado de Mackness et
al., 2004.

Figura 5. Actividades relativas da PON1 em populacdes com risco aumentado de
desenvolver aterosclerose em comparacdo com um grupo controlo saudavel e um grupo de
doentes coronarios isquémicos (CHD). Todas as populac@es sdo significativamente diferentes
do grupo controlo, p <0,05. Dados estatisticos adaptados de Mackness et al., 1991; Mackness
et al., 1998; Hasselwander et al., 1999; Mackness et al. 2000; Boemi et al., 2001; Mackness et
al., 2002. CHD, coronary heart disease. Retirado de Mackness e Mackness, 2004.

Figura 6. Os polimorfismos do gene humano PONI1 e as suas frequéncias. A extremidade 5’
do gene esta a esquerda. (Seattle SNPs, http://pga.gs.washington.edu/). Retirado de Furlong
et al., 2008.
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Figura 7. Meta-anélise de estudos da associagdo entre o polimorfismo Q192R da PONL1 e a
doenca coronéria isquémica. Segundo os autores, a ndo publicacdo de pequenos estudos ndo
conclusivos afecta os resultados da meta-analise. O tamanho dos quadrados relaciona-se com
0 nimero de doentes em cada estudo O eixo horizontal tem uma escala logaritmica dupla. O
namero total de casos refere-se a soma dos doentes com enfarte do miocéardio e doentes com
estenose adrtica, uma vez que nenhum doente manifestou ambos os episodios. Retirado de
Wheeler et al., 2004.

Figura 8. Comparagdo de dois protocolos para a determinacdo do status da PON1. Estes
protocolos dual-substract permitem inferir o gen6tipo para o polimorfismo Q192R. Em cima:
protocolo que utiliza os substratos organofosforados altamente toxicos diazox&o e paraoxao.
Em baixo: protocolo que utiliza os substratos ndo organofosforados fenilacetato e CMPA. 183
amostras de plasma incluem 86 homozigdticos 192Q (circulos), 79 heterozigoticos
(quadrados) e 18 homozigoticos 192R (triangulos) com os gendétipos confirmados por PCR.
Retirado de Richter et al., 2010.

Figura 9. Odds ratio da ocorréncia de um novo evento coronario agudo para os quintis de
actividade sérica da PON1, em 1353 homens (o quintil 1 tem a actividade enzimatica mais
baixa). Os valores de odds ratio foram ajustados para: idade, historia familiar, habitos
tabagicos, IMC, historia de doenca coronaria isquémica, diabetes, pressdo arterial, colesterol
total, triglicerideos e colesterol HDL. Os valores ndo ajustados estdo dispostos no grafico a

tracejado. Retirado de Mackness et al., 2003.

Figura 10. Diminuicao da actividade da PON1 em células HuH7 pelas estatinas pravastatina,
simvastatina e fluvastatina. O efeito é revertido pelo mevalonato. Retirado de Gouedard et
al., 2003.

Figura 11. Respostas individuais da actividade de arilesterase (A) e da concentracdo da
PON1 (B) ao tratamento com 20 mg de simvastatina por dia (se tratamento prévio), em
pacientes ndo diabéticos com hipercolesterolémia e doenca coronaria isquémica. Before,

inicio do tratamento. After, 6,7 semanas depois, em média. Retirado de Deakin et al., 2003.
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