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RESUMO

SILVA KS. Estudo dos polimorfismos nos genes das paraoxonase 1 e 2 em
pacientes com Linfoma Difuso de Grandes Células B [Dissertacdo]. Séo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

A familia paraoxonase (PON1, PON2 e PON3) tem sido objeto de grande
interesse por prevenir o estresse oxidativo e o processo inflamatorio,
condi¢cdes importantes na carcinogénese. O Linfoma Difuso de Grandes
Células B (LDGCB) consiste no subtipo histolégico mais comum dentre 0s
linfomas, doencas que se originam a partir das células do tecido linfoide e
exibem distintos comportamentos clinicos, fatores patolégicos e
caracteristicas epidemioldgicas. Ha escassez de dados sobre a atuacdo das
paraoxonases na susceptibilidade diferencial ao risco de linfomas. Deste
modo, o objetivo do presente estudo foi investigar a frequéncia alélica e
genotipica dos polimorfismos 192QR e 55LM, no gene da PONL1, e 148AG e
311SC, no gene da PON2 e o efeito desses polimorfismos sobre as
atividades da enzima PON e perfil lipidico em 182 individuos (78 pacientes
com LDGCB e 104 individuos saudaveis). O sangue foi coletado, em 4
momentos, para a determinacdo do perfil lipidico e das atividades
arilesterase e paraoxonase da PON. O DNA foi extraido de leucdcitos do
sangue periférico pelo método de extracdo salina. A analise dos
polimorfismos foi realizada por PCR/RFLP. Ndo houve diferenca estatistica
na distribuicdo de gendtipos e frequéncia de alelos dos polimorfismos nos
genes da PON1 e PON2. A atividade sérica da arilesterase apresentou
valores significativamente maiores apenas entre os individuos saudaveis
(p=0,001). As variantes 55MM e 192QQ, do gene da PONL1, influenciaram
as atividades arilesterase (p=0,011) e paraoxonase (0,001). O polimorfismo
PON2 311SS associou-se a atividade arilesterase (p=0,021). A
concentracdo de autoanticorpos oxLDL foi alterada, pela presenca do
genotipo 55LM (p=0,037) nos individuos com LDGCB.



Descritores. Polimorfismos genéticos, Linfoma difuso de grandes células B,

Enzimas, Paraoxonases



SUMMARY

SILVA KS. Study of polymorphisms in the paraoxonase 1 and 2 genes in
patients with Diffuse Large B Cell Lymphoma [Dissertation]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2012.

The paraoxonase family (PON1, PON2 and PON3) have been the subject of
great interest, since they are responsible for preventing oxidative stress and
inflammation, conditions important in carcinogenesis. The Diffuse Large B
Cell Lymphoma (DLBCL) is the most common histological subtype among
lymphomas, diseases that originate from cells of the lymphoid tissue and
exhibit clinically distinct behaviors and pathological and epidemiological
factors. There are paucity of data on the activity of paraoxonase in the
differential susceptibility to the risk of lymphoma. Thus, the objective of this
study was to investigate the genotypic and allelic frequency of
polymorphisms 192QR and 55LM, in the PON1 gene and 148AG and
311SC, in the PON2 gene and the effect of these polymorphisms on PON
enzyme activities and lipid profile in 182 subjects (78 patients with DLBCL
and 104 healthy subjects). Blood was collected in four moments for the
determination of lipid profile and paraoxonase and arylesterase activities of
PON. The DNA was extracted from peripheral blood leukocytes by salt
extraction method. The analysis of polymorphisms was performed by
PCR/RFLP. There was no statistical difference in the distribution of
genotypes and allele frequencies of polymorphisms in the PON1 and PON2
genes. The serum arylesterase activity was significantly higher only among
healthy subjects (p=0.001). 192QQ and 55MM variants of the PON1 gene,
influenced arylesterase (p=0.011) and paraoxonase (0.001) activities. The
PONZ2 polymorphism was associated with 311SS arylesterase activity (p =
0.021). The concentration of oxLDL autoantibodies was altered by the
presence of 55LM genotype (p = 0.037) in patients with DLBCL.

Descriptors. Genetics polymorphisms, paraoxonase, Diffuse large B Cell,

Enzyme, Paraoxonase
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1. Introducdo
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1.1 Paraoxonase (PON)

A principal representante das esterases “A” € a enzima paraoxonase (PON) —
hidrolase de ligacdes triésteres de acido fosforico com afinidade especifica a
compostos organofosforados (OPs) (Mackness et al., 1996; Costa et al., 2003).

O nome PON reflete a habilidade da enzima para hidrolisar o paraoxon,
substrato mais comumente utilizado in vitro e metabdlito toxico do inseticida
parathion (Costa et al, 2003; Khersonsky et al., 2005). No entanto, a PON hidrolisa
uma variedade de substratos metabdlitos de outros OPs, como oxon, diazoxon,
“agentes nervosos” (sarin, soman), ésteres aromaticos (fenilacetato, tiofenilacetato e
2-naftilacetato) e lactonas aromaticas e alifaticas (dihidrocumarina, homocisteina
tiolactana) (Costa et al., 2003; Draganov et al., 2004). Assim, estudos sugerem que
a nomenclatura PON seja inadequada e sem qualquer associacdo com a atividade
da paraoxonase (Draganov et al., 2004).

A atividade da enzima PON esta presente no soro, podendo também ser
encontrada em eritrécitos e cérebro. O tecido hepatico, além de concentrar parte
desta atividade, representa a fonte primaria da enzima encontrada no plasma
(Mackness, 1989; Costa et al., 2003; Draganov et al., 2005).

A PON pertence a uma familia multigénica de enzimas (La Du, 1996),
composta por trés diferentes membros PON1, PON2 e PONS3, localizados
adjacentemente no cromossomo 7 humano (7g21-23) e no cromossomo 6 de ratos

(Primo-Parmo et al., 1996; Hegele, 1999; Précourt et al., 2011).
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JIRLIN

(

Figura 1. Mapa genético da familia PON em humanos. FONTE: Li et al., 2003
(adaptado)

Nos humanos, os genes da PON compartilham 79 a 90% e 81 a 91% de
similaridade em aminoacidos e em nucleotideos, respectivamente (Primo-Parmo et
al., 1996; Boright et al., 1998; Mackness et al., 2002) e possuem nove éxons, 0ito
introns e uma sequéncia de promotores TATA-less (La Du et al., 1999; Campo et al.,
2004). Estudos demonstram que a grande homologia estrutural destes genes esteja
vinculada a existéncia de um precursor evolucionario comum (Hegele, 1999;
Sorenson et al., 1999).

Desde a sua descoberta, a PON tem sido objeto de varios campos de
pesquisa (Van Himbergen et al., 2006; Goswami et al., 2009). Deste modo, a familia
PON pode estar associada a eventos fisiopatoldgicos como doenca aterosclerotica
coronariana (Pérez-Herrera et al., 2008; Shin, 2009; Précourt et al., 2011), sindrome
metabdlica (Flekac et al., 2008; Kordi-Tamandani et al., 2011) e distarbios
neurolégicos (Kucukali et al., 2008; Lawlor et al., 2007). Sabe-se também que o
stress oxidativo e o processo inflamatério, mediados pela PON, sdo importantes na

carcinogénese, embora poucos dados sobre a alteracédo da atividade da enzima e o
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cancer estejam disponiveis (Hussein et al., 2011; Uyar et al.,, 2011; Witte et al.,
2011).

Apesar dos 60 anos de pesquisa, o papel exato da PON1, PON2 e PONS3, no
corpo humano, permanece incerto (Van Himbergen et al., 2006; Précourt et al.,
2011). A maioria dos nossos conhecimentos sobre a relacdo da PON com a doenca
cardiovascular e muitas outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo €
baseado em estudos de associacdo, onde séo vistas diferencas entre as frequéncias
de alelos, em uma amostra populacional constituida de um grupo com a doenca e
um grupo sadio (Burton et al., 2005). Deste modo, torna-se fundamental estabelecer
a atuacdo de cada um dos membros da familia PON nas fisiologias e patologias
humanas, inclusive na populacdo brasileira, visando esclarecer as funcfes bem
como compreender sua modulacdo e implicacfes na saude humana (Précourt et al.,

2011).
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2.1 Objetivo geral

Investigar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos da familia
paraoxonase e o efeito desses polimorfismos sobre a atividade enzimatica
de PONL1 e perfil lipidico de pacientes com Linfoma Difuso de Grandes

Células B (LDGCB).

2.20bjetivos especificos

a) Verificar a distribuicdo dos genotipos e frequéncia relativa de alelos dos
polimorfismos nos genes de PON1 (192QR e 55LM) e PON2 (311SC e
148AG) em portadores de Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB) e

em individuos saudaveis;

b) Avaliar o perfil lipidico dos participantes do estudo e a potencial
associacdo com os polimorfismos nos genes de PON1 (192QR e 55LM) e

PON2 (311SC e 148AG);

c) Determinar, no soro destas populacfes, a atividade da enzima PON1 e

sua relacdo com os polimorfismos avaliados;

d) Avaliar a peroxidacao lipidica, no plasma de individuos portadores de

Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB).
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3.1. Paraoxonase 1 (PON1)

Abraham Mazur, em 1946, foi o primeiro a descrever a hidrolise
enzimatica de compostos organofosforados (OPs) nos tecidos animais
(Mazur, 1946; Costa et al., 2003). Este achado conduziu a descoberta da
enzima sérica paraoxonase (PONL1), no inicio dos anos 50 (Aldridge et al.,
1953). No entanto, o interesse pela enzima aumentou somente em 1991,
guando Mackness e colaboradores sugeriram que PON1 poderia prevenir o
acumulo de lipoperéxidos na lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
consequentemente desenvolvimento da doenca cardiovascular (Mackness et
al., 1991).

A PON 1 é uma esterase calcio-dependente (Marsillach et al., 2008)
sintetizada e secretada pelo figado, na corrente sanguinea, onde se
encontra associada com a apolipoproteina A1 (Apo Al) (Noto et al., 2001),
indicando uma interacdo especifica com a lipoproteina de alta densidade
(HDL) (Durrington et al., 2001; Gupta et al., 2009). Constitui-se de 355
aminoéacidos, com peso molecular de 43-45 kDa e possui trés cadeias de
carboidratos que correspondem a 15,8% do seu peso (La Du, 1996,
Mackness et al., 1998, Lu et al., 2006; Marsillach et al., 2008).

A cristalografia de uma variante recombinante da PON foi
determinada, permitindo-lhe ser a primeira proteina associada a HDL a ter o
seu formato tridimensional elucidado (Figura 1) (Harel et al.,, 2004; Van
Himbergen et al., 2006), auxiliando as analises de seu modo de ligacdo a
esta lipoproteina e consequente papel fisiologico (Aviram et al.,, 2005). O

centro da enzima apresenta dois ions de calcio, necessarios para a
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estabilizacdo da estrutura da molécula e atividade catalitica frente aos
substratos (Harel et al., 2004). O modelo empregado indica que a PONL1
seria uma enzima ativada de modo interfacial (Harel et al., 2004) e que
particulas de HDL, possuidoras de apo-Al, ligam-se a PON1 com maior
afinidade, promovendo melhor estabilizacdo da enzima (mais de 100 vezes),

além de estimularem sua atividade lipolactonase (Gaidukov et al., 2006).

Figura 2. Estrutura da estrutura tridimensional da PON1. FONTE: Harel et
al., 2004 (adaptado).

Empregando-se PONL1 purificada foi ainda demonstrado que o calcio
seria desnecessario na prevencao do acumulo de perodxidos lipidicos. Uma
mutacdo no sitio ativo da enzima seria essencial para a protecdo contra a
oxidacdo da LDL, mas ndo para a hidrélise de OPs (Khersonsky et al.,
2006). Tal fato sugere a possivel existéncia de mudancas conformacionais

no sitio ativo da PON1, que permitem alternar as fungbes, ou ainda, a
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existéncia de 2 sitios ativos (1 sitio antioxidante e 1 sitio para a hidrdlise de
OPs) (Durrington et al, 2001). Assim, a funcdo potencialmente
antiaterogénica da PON1 encontra-se relacionada a sua localizacdo nas
particulas de HDL e é mediada pela atividade lipolactonase (Rosenblat et al.,
2006; Rosenblat et al., 2011).

A atividade hidrolitica contra lactonas (ésteres ciclicos) constitui a
atividade nativa de PON1 (Khersonsky et al., 2005). Mais ainda, todos os
membros da familia de enzimas PON apresentam atividade lactonase,
implicando que esta atividade tenha sido conservada durante a evolucdo da
enzima (Draganov et al., 2005). Assim, as atividades paraoxonase e
arilesterase seriam meramente promiscuas e pouco afetadas pela ligacéo a
HDL (Gaidukov et al., 2005).

A PON1 é expressa em mamiferos, tais como, ratos, coelhos,
camundongos e seres humanos (Draganov et al., 2004), além de também
ser encontrada em peixes, aves e invertebrados (La Du, 1996).

Em humanos, a PON1 sofre influéncia de muitos fatores que podem
atuar de modo a inibir ou estimular a sua atividade e expressao. Em recém-
nascidos, a atividade da PON1 sérica é relativamente baixa e aumenta até
0s 15-25 meses de vida (Holland et al., 2006; Marchegiani et al., 2008),
quando alcanca um nivel pré-determinado pelo polimorfismo da regido
regulatéria 5 e por fatores ambientais como, substancias quimicas,
indutores enziméaticos, estados patoldgicos e fisioldgicos, dieta e estilo de
vida (Costa et al., 2005; Goswami et al., 2009). Os niveis da enzima voltam a

diminuir com o envelhecimento, possivelmente devido ao desenvolvimento
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de condicGes relacionadas ao estresse oxidativo (Seres et al., 2004; Lescai
et al., 2009). A atividade e expressdo da PON também se distinguem entre
0s sexos, reafirmando a existéncia de uma relacdo sexo-dependente
justificada por fatores hormonais (Rios et al., 2007; Costa et al., 2005). As
mulheres apresentam niveis de atividade PON significativamente maiores
guando comparadas as médias da mesma atividade nos homens (Faggioni,
2003, Costa et al., 2005; Sumegova et al., 2006).

A atividade enzimética da PON1 ainda exibe uma variacdo entre os
individuos de diferentes etnias, de aproximadamente 10 a 40 vezes (Catafio
et al., 2006; Elkiran et al.,, 2007; Eng et al.,, 2009; Eom et al., 2011).
Alteracbes na circulacdo dos niveis de PON1 podem também ser
encontradas numa variedade de doencas que envolvem o estresse
oxidativo, incluindo doenca cardiovascular (Mackness et al., 2004; Gupta et
al., 2011), diabetes (Iborra, 2006; Flekac et al., 2008), canceres (Stevens et
al., 2006; Elkiran et al., 2007; Camuzcuoglu et al., 2009), ou mesmo entre
individuos saudaveis (Ferreira, 2007; Parra et al., 2010; Singh et al., 2011).

Apesar dos dados ainda conflitantes, a atividade da PON1 também
pode estar alterada no tabagismo, na gravidez, na menopausa e nas dietas
aterogénicas (Faggioni, 2003; Holland et al., 2006; Prakash et al., 2007,

Tsakaris et al., 2009).
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3.1.1 Polimorfismos genéticos na PON1

A atividade da PONL1 é influenciada parcialmente por polimorfismos
genéticos (Mohamed Ali et al., 2008). Mais de 200 polimorfismos ja foram
descritos neste gene, sendo alguns localizados em regides codificadoras e
outros em regides intronicas e reguladoras (La Du et al., 2003; Costa et al.,
2011). Alguns polimorfismos, ainda ndo caracterizados e situados na regiao
promotora do gene, fazem parte desse niamero (Catafio et al., 2006; Furlong
et al., 2006).

Os polimorfismos da regido codificadora do gene PON1 tem sido
investigados quanto aos seus efeitos sobre a eficiéncia de hidrolise a
substratos especificos e constitui a base molecular da variabilidade
interindividual, sugerindo que estes polimorfismos afetam a expressao dos
niveis de PON1 (Agachan et al., 2004; Costa et al., 2011). Além disso,
ambos os polimorfismos tem sido associados com um vasto numero de
condicBes patofisiolégicas (Goswami et al.,, 2009; Hussein et al., 2011;
Rajkovic et al., 2011).

Duas isoformas comuns de PON1 foram estudadas devido a
substituicdo dos aminoacidos Glutamina (GIn) por Arginina (Arg) (Q2>R), na
posicdo 192, e Leucina (Leu) por Metionina (Met) (L->M), na posi¢ao 55 (Ng
et al., 2005; Mohamed Ali et al., 2008).

Nos humanos, o polimorfismo PON1 192QR ndo afeta a
concentracdo da proteina PON1 (Costa et al., 2003), entretanto influencia a
atividade da PONL1 por estar associada com a eficiéncia catalitica diante de

alguns substratos (Rainwater et al., 2009; Richter et al., 2009). O paraoxon é
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hidrolisado eficientemente pela isoforma 192R e os substratos diazoxon,
somam e sarin sdo mais rapidamente hidrolisados pela isoforma 192Q
(Furlong et al., 2006; Richter et al., 2009). Tanto a isoforma 192R quanto a
192Q hidrolisam igualmente o fenilacetato (Furlong et al., 2006). As
capacidades de hidrolise do paraoxon (atividade paraoxonase) e do
fenilacetato (atividade arilesterase) sao frequentemente utilizadas como
marcadores da atividade enzimatica da PON1 (Goswami et al., 2009).

O polimorfismo 192QR altera in vitro a capacidade da enzima de
proteger a LDL contra a oxidacdo. A aloenzima 192Q promove melhor
protecdo da LDL contra o acumulo de peroxidos lipidicos (Mackness et al.,
2003; Sepahvand et al., 2007); ja o alelo R parece constituir fator de risco
independente para doenca coronariana justamente por sua menor
capacidade antioxidativa (Pérez et al., 2008; Vaisi-Raygani et al., 2011).

O segundo polimorfismo exbnico no gene da PON1, ocorre na
posicdo 55 e ndo parece afetar a interagcdo da enzima com 0s substratos,
devido a ligacdo com polimorfismos na regido promotora do gene (Costa et
al., 2003; Mackness et al., 2003). No entanto, afeta menos intensamente e
de modo independente quanto ao polimorfismo PON1 192QR, os niveis
plasmaticos de PON1 (Mackness et al., 2003; Oliveira et al., 2004).

A presenca do alelo 55M est4d associada com a alteracdo nas
concentracbes séricas e a baixa eficiéncia da PON1 plasmatica,
provavelmente pelo fato do aminoacido Leucina ocupar um ponto estratégico

da enzima (Harel et al., 2004; Costa et al., 2005; Sephavand et al., 2007).
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As primeiras investigacbes da distribuicho dos polimorfismos
genéticos de PONL1 entre as populacdes foram realizadas, através da
determinacdo da atividade enzimatica, tendo como substrato o paraoxon, e
os fenodtipos e as frequéncias alélicas foram deduzidos através da
quantificacdo de valores (La Du et al., 1986; Geldmacher et al. 1988; Roy et
al., 1991). Atualmente, esses estudos sao realizados através da amplificacédo
do DNA e subsequente digestdo do produto da PCR por enzimas de
restricdo (Gupta et al., 2011; YIdrim et al., 2011; Vaisi-Raygani et al., 2011).

Diferencas marcantes na distribuicdo polimérfica da PON1 sao
observadas em populacées humanas e relacionadas a origem étnica dos
individuos (Allebrandt et al., 2002, Scacchi et al., 2003; Santos et al., 2005;
Ferreira, 2007; Mohamed Ali et al.,, 2008). O alelo Q no gene da PON1
parece ser mais frequente, na populacdo asiatica, quando comparado ao
alelo R (Phuntuwate et al., 2005; Sephavand et al., 2007; Ozturk et al., 2009;
Vaisi-Raygani et al., 2011), assim como em regifes temperadas da Europa e
da América do Norte (Deakin et al., 2003; Hernandez et al., 2003). Achados
similares foram encontrados em alguns estudos realizados na América do
Sul (Gamboa et al., 2006; Santos et al., 2005; Maselli, 2007; Pérez-Herrera
et al., 2008). Em outros estudos, no entanto, inexiste ou ha pouca diferenca
na distribuicdo desses alelos (Acufia et al., 2004; Rojas-Garcia et al., 2005;
Catano et al., 2006).

Em relagdo ao polimorfismo 55LM, a distribuicdo alélica também
diverge entre as populagcdes no mundo. Estudos indicaram que o alelo L

parece ser mais frequente quando comparado ao alelo M, (Brophy et al.,
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2001; Wang et al., 2003; Santos et al., 2005; Rios et al., 2007; Sephavand et
al., 2007) e, segundo Draganov e colaboradores, maiores estudos seriam
necessarios para determinar se esta distribuicdo estaria relacionada com
migracOes populacionais, influéncias climaticas, bem como com fatores

ambientais (Draganov et al., 2000).

3.2 Paraoxonase 2 (PON2)

A PON2 é um dos trés membros, altamente conservados, da familia
de enzimas paraoxonase (Witte et al., 2011). Do ponto de vista evolutivo, a
PON2 corresponde ao membro mais antigo, seguido por PON3 e PON1
(Primo-Parmo et al., 1996).

Em contraste com a PON1, a PON2 ndo se encontra circulante
associada as fracdes séricas lipoprotéicas, embora esteja expressa em uma
variedade de tecidos que incluem cérebro, coracdo, figado, pancreas,
pulma&o, rim e testiculos (Mochizuki et al., 1998; Ng et al., 2001; Costa et al.,
2003). Ainda, com localizacdo primaria ha membrana plasmatica e regido
perinuclear, a PON2 é também encontrada em organelas celulares tais
como, reticulo endoplasmatico, lisossomos e mitocéndrias (Horke et al.,
2008; Rothem et al., 2007; Witte et al., 2011).

Estudos recentes indicam que a atividade nativa da PON2 seja
lactonase (Draganov et al., 2005; Camps et al., 2009). A PON2 parece estar
associada a capacidade de degradar e inativar compostos presentes em

bactérias envolvidas nos processos infecciosos (Stoltz et al., 2007; Dasgupta
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et al., 2011). No entanto, seus substratos naturais in vivo ainda permanecem
desconhecidos (Stoltz et al., 2007; Witte et al., 2011).

Embora o papel fisiologico da PON2 seja parcialmente desconhecido,
a sua distribuicdo nos tecidos sugere um papel exclusivo e que a distingue
da PON1 e PON3 (Ng et al., 2001; Witte et al., 2011). Além disso, a PON2
possui propriedades antioxidantes semelhantes a PON1, mesmo que seja
ausente no plasma (Maselli, 2007; Primo-Parmo et al., 1996).

A PON2 é modulada por processos patofisiolégicos relacionados ao
status oxidativo e inflamacdo como, doencas cardiovasculares, diabetes,
cancer e outras doencas que envolvem o sistema imunoldgico (Camps et al.,
2009; Shih et al., 2009). De modo consistente, estudos demonstraram que a
superexpressdo da PON2 atuaria na reducdo do estresse oxidativo
intracelular ao proteger as células do dano oxidativo, principalmente quando
expostas a peroxido de hidrogénio e fosfolipides oxidados (Ng et al., 2001;
Horke et al., 2007), além de atenuarem o desenvolvimento de complicacdes
cardiovasculares em portadores de diabetes (Meilin et al., 2010; Rosenblat
et al., 2009).

Somado ao papel antiaterosclerético, quando superexpressa a PON2
exibe potencial citoprotetor (Witte et al., 2011), ao estabilizar as células
tumorais, conferir resisténcia a apoptose induzida pelo estresse oxidativo
(Witte et al., 2011) e resisténcia frente aos tratamentos quimioterapicos. No
entanto, faz-se necessario obter mais informacdes sobre tais funcdes

(Précourt et al., 2011; Witte et al., 2011).
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3.2.1 Polimorfismos genéticos na PON2

Mochizuki e colaboradores (1998) identificaram diversas formas de
RNA mensageiro do gene da PON2 produzidas por splicing alternativo ou
pelo uso de um segundo sitio de inicio de transcricdo (Mochizuki et al.,
1998). O gene da PON2 expressa uma proteina intracelular, com peso
molecular entre 40-43 kDa (Ng et al., 2001; Horke et al., 2007), distribuida
por 9 éxons, 8 introns e 355 aminoacidos (Li et al., 2003).

Foram caracterizados, na sequéncia codificadora do gene, dois
polimorfismos comuns que levam a substituicdo de aminoacidos Arginina
(Arg) por Glicina (Gly) (A>G), na posicao 148, e Cisteina (Cys) por Serina
(Ser)(C>9S), na posicdo 311 do gene (Wang et al., 2003). Similarmente a
PONL1, estudos populacionais tem associado os polimorfismos da PON2 as
complicacBes cardiovasculares (Martinelli et al., 2004; Pasdar et al., 2006;
Saeed et al., 2007), variagcdes no metabolismo de lipoproteinas plasmaticas
(Boright et al., 1998; Leus et al., 2001), doencas autoimune (Dasgupta et al.,
2011), dentre outras.

O polimorfismo localizado na posicdo 148 do gene da PON2
encontra-se associado as variacdes de lipoproteinas (Boright et al. 1998; Li
et al., 2003) e niveis de glicose basal, no plasma, em portadores de diabetes
mellitus n&o dependente de insulina (tipo 2) (Hegele et al., 1997; Beer et al.,
2006). A homozigose 148GG parece acelerar a hiperglicemia em portadores
de diabetes (Calle et al., 2006).

Existem evidéncias de que alteragdes na glicose plasmatica sejam

fator predisponente para diversas anormalidades associadas ao aumento da
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oxidacao lipidica como, elevacao de triglicérideos plasmaticos, decréscimo
da concentracdo de HDL, aumento da pressdo sanguinea e reducdo da
densidade das particulas de LDL, os quais constituem fatores de risco para
aterosclerose e doenca coronariana (Li et al., 2003; Calle et al., 2006).

Outro polimorfismo, na posi¢cdo 311 do gene PON2, também tem sido
relacionado as patologias como, doenca arterial coronariana, Alzheimer,
infarto isquémico em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e reducgéo de
massa 6ssea em mulheres pds-menopausa (Chen et al., 2003; Janka et al.,
2002; Kao et al., 2002; Shi et al., 2004; Yamada et al., 2003). Ainda € sabido
gue a substituicdo de uma Cys por Ser, na posicdo 311, altera a glicosilacéo
da enzima e diminui a atividade lactonase exercida pela mesma (Stoltz et al.,
2009).

O polimorfismo PON2 311SC parece interagir com o alelo 192R, do
gene PONL1, sendo considerado fator de risco para a doenga coronariana
(Sanghera et al, 1998). Por outro lado, estudos observaram que o risco para
tal doenca estaria limitada aos individuos portadores dos genétipos 55LL/
192QQ/ 311SS (Mackness et al., 2001; Rios et al., 2007; Taskiran et al.,
2009).

Ainda sdo poucas as informacdes sobre a distribuicdo alélica dos
polimorfismos da PON2 (Acuiia, 2004; Ferreira, 2007). No entanto, o0s
resultados demonstram que ha uma maior frequéncia dos alelos 148A e
311S entre as populacdes (Maselli 2007; Oliveira et al., 2004; Zhang et al.,

2006).



Revisdo da Literatura 19

3.3 Paraoxonase 3 (PON3)

A PON 3 corresponde ao terceiro membro da familia paraoxonase,
interpondo-se entre a PON1 e PON2 (Figura 2) (Précourt et al., 2011).
Sintetizada e secretada pelo figado, em sua maior totalidade, a PON3 tem
sido observada nos rins, pancreas e intestino de camundongos (Campo et
al., 2004; Marsillach et al., 2008; Shih et al., 2010).

Identificada recentemente, a PON3 assume em termos de expressao,
funcao e localizacdo, algumas caracteristicas semelhantes a PON1 e PON2
(Draganov et al., 2000; Sanghera et al., 2008; Précourt et al., 2011).
Destacam-se as propriedades antioxidativas e antiaterogénicas, frente ao
estresse oxidativo, demonstradas por meio de estudos in vitro (Reddy et al.,
2001; Shih et al., 2007).

Similar a PON1, a PON3 é uma esterase calcio dependente que se
encontra associada a fracbes de HDL, no plasma (Gupta et al., 2009).
Contrastando, a PON3 expressa atividade arilesterase limitada, auséncia da
atividade paraoxonase e potencial para hidrolisar lactonas com maior
rapidez (Reddy et al., 2001; Campo et al., 2004; Gupta et al., 2009).

A enzima PON3 ndo foi completamente caracterizada em tecido
humano, no entanto novos dados indicam que em bebés prematuros e em
recém-nascidos, os niveis desta glicoproteina encontram-se aumentados (Li

et al., 2003; Shih et al., 2007; Beltek et al., 2010).
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3.3.1 Polimorfismos genéticos na PON3

O gene da PON3 expressa uma glicoproteina de 40 kDa e distribui-se
por nove éxons e oito introns (Gupta et al., 2009). Mutacdes na sequéncia
codificadora do gene da PON3 foram descritas em 2004, por Campos e
colaboradores, que identificaram, no éxon 9, a substituicdo de aminoacidos
Serina por Treonina (S=>T), no cédon 311, e Glicina por Acido Aspartico
(G->D), no codon 324, numa populacéo do sul da Italia (Campo et al., 2004).
Os resultados demonstram que as mutacdes missense de PON3 sao muito
baixas com relacdo as frequéncias de PON1 e PON2, obtidas dos
polimorfismos de regides codificatérias (Wang et al.,, 2003). As
consequéncias funcionais desses dois polimorfismos ainda permanecem
desconhecidas (Ng et al., 2005, Précourt et al. 2011).

Estudo realizado por Sanghera e colaboradores (2008) propds a
existéncia de outras variantes genéticas no gene PON3, em portadores de
doenca autoimune (Sanghera et al., 2008). Os 6 SNPs (polimorfismos de um
anico nucleotideo), distribuidos pelas regides promotora (PON3 2115),
intrbnica (PON3 10340), codificatéria (PON3 30588), de splicing (PON3
40512) e 3’ UTR - regidao nédo traduzida - (PON3 45486 e PON3 55146)
foram analisados e considerados responsaveis por afetar a atividade sérica
de PON1, independente do conhecimento das variacbes genéticas de PON1
(Sanghera et al., 2008). Embora a PON1 e PON3 exercam suas funcdes
fisiolégicas frente a distintos substratos, ambas podem contribuir
sinergisticamente na prevencdo de doencas cardiovasculares, como

exemplo (Sanghera et al., 2008; Précourt et al., 2011).
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3.4 Linfomas
3.4.1 Definicao, Incidéncia e Etiologia

Entende-se por linfomas, todas as doencas originadas a partir de
células do tecido linfoide e que exibem distintos comportamentos clinicos,
fatores patoldgicos e caracteristicas epidemiolégicas (Mesquita et al., 2002;
Akanijii, 2006; Hjalgrim, 2008). Desde a observagao por Thomas Hodgkin,
em 1832, tais disturbios proliferativos tém sido estudados no tocante a sua
natureza inflamatoria, infecciosa e neoplasica (Akanijii, 2006; Stone et al.,
2005).

Morfolégica e fenotipicamente séo divididos em linfomas de Hodgkin
(LH) e ndo Hodgkin (LNH), sendo que em ambos os casos ha substituicao
do tecido linfatico normal por uma aglomeracdo de células linfaticas
anormais (Silva, 2009). Os LH sdo compostos por células gigantes
multinucleadas (células de Reed-Sternberg), apresentam crescimento
ordenado, por contiguidade, e com frequente localizagdo nos linfonodos
central e axial e rara localizagdo extranodal (Schwering et al., 2003;
Swerdlow et al., 2008). Por sua vez, os LNH sdo expansdes de células
originadas de populacdes de células B, T ou Natural Killer (NK) (Van Der
Waal et al., 2005), apresentando crescimento ndo contiguo, com padrdo de
circulacdo similar a dos linfécitos ndo neoplasicos e podem exibir
apresentacao extralinfonodal (Armitage et al., 2005; Harris et al., 2000).

A partir do reconhecimento de que alguns subtipos destes tumores
apresentavam patogénese, aspectos imunofenotipicos e genéticos

particulares, nas Ultimas décadas houve significativo avango na
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compreensao tanto dos LH quanto dos LNH (Jack et al., 2004; Jaffe et al.,
2001; Swerdlow et al.,, 2008). Face as divergéncias dos sistemas de
classificacdo, atualmente a maioria da comunidade cientifica nacional e
internacional utiliza a Classificacdo de Tumores Hematolégicos e de Tecidos
Linfoides da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aceita ndo sO pela sua
reprodutibilidade histopatolégica, mas também por ter representado grande
relevancia clinica (Jack et al., 2004; Swerdlow, 2008).

Enquanto que a incidéncia e mortalidade tém diminuido na maioria
dos canceres, a incidéncia mundial de linfomas tem aumentado, sendo mais
comum entre individuos com idade mais avancada, caucasianos e do sexo
masculino (Muller et al., 2005; Said et al., 2009). As diferencas nas taxas de
incidéncia tendem a ser marcantes, principalmente em regides menos
desenvolvidas (Jemal et al., 2005; Roman et al., 2011). No Brasil, dados
revelam que, no periodo de janeiro de 2008 a agosto de 2009, o LNH foi
responsavel por 1667 oObitos (1033 em 2008 e 664 de janeiro a agosto de
2009), sendo 963 homens e 704 mulheres (DATASUS, 2009).

A maioria dos casos de linfomas ndo tem etiologia definida, sugerindo
gue fatores hereditarios, ambientais, infecciosos (virais e bacterianos), riscos
ocupaconais e dietéticos, somados possam estar envolvidos no aumento da
incidéncia destas doencas (Muller et al., 2005; Roman et al., 2011;

Kristinsson et al., 2009).
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3.4.2 Avaliacéo de Progndstico dos Linfomas: Estadiamento

O estadiamento de neoplasias consiste na avaliagcdo da extensdo da
doenca no sitio primario e na pesquisa de metastases regionais ou a
distancia (Carbone et al., 1971), além de permitir a obtencéo de informacdes
guanto ao prognostico da doenca, terapéutica a ser adotada e resposta
frente ao tratamento (Veloso et al., 2007).

O sistema de classificacdo Ann Arbor, desenvolvido em 1971
originalmente para os LH, tem sido utilizado para categorizar os pacientes
diagnosticados com LNH em quatro estadios, segundo a distribuicdo
anatbmica da doenca e a presenca ou auséncia de sintomas (Tabela 1)

(Carbone et al., 1971; Armitage et al., 2005).

Tabela 1. Sistema de estadiamento Ann Arbor

Estadio | Caracteristicas

I Envolvimento de uma regi&o linfonodal ou estrutura linfoide

I Envolvimento de duas ou mais regides linfonodais do mesmo lado
do diafragma

1] Envolvimento de regifes linfonodais ou estruturas em ambos os
lados do diafragma

\Y Envolvimento de 6rgao extranodal

O acometimento de sitios extranodais localizados € reconhecido pela
letra E. Por convencao, o envolvimento do figado, medula, pleura, liquor e
envolvimento nodular dos pulmdes sédo sempre considerados estadio IV. A
presenca de sintomas tais como, febre >38°C, perda ponderal superior a

10% da massa corpOrea nos ultimos 6 meses e sudorese noturna €
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designada pela letra ‘B’ e a auséncia de sintomas pela letra ‘A’ (Armitage et
al., 2005).

O sistema de estadiamento Ann Arbor apresenta limitacbes para o0s
LNH quanto a estratificacdo do progndstico, uma vez que tal grupo nao
possui padrdo de disseminacdo por contiguidade e frequentemente

envolvem sitios extranodais (Armitage et al., 2005; Mota, 2006).

3.4.3 Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB)

O Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB) consiste no subtipo
histol6gico mais comum entre os LNH (Gatter et al., 2009), caracterizado de
acordo com o comportamento clinico e tamanho das suas células (Said et
al.,, 2009). Tal categoria é formada pela fusdo de varios subtipos
histolégicos, reconhecidos pela alta reprodutibilidade e relevancia clinica
(Gatter et al., 2009; Hunt et al., 2008).

Apesar da heterogeneidade clinica e bioldgica, os LDGCB apresentam
caracteristicas especificas, incluindo a proliferacéo difusa e rapida de células
B periféricas maduras (Hunt et al., 2008; Nogai et al., 2011), as quais
possuem tamanho nuclear duas vezes maior que o nucleo de um linfocito ou
macrofago nao-neoplasico (Gatter et al., 2009; Said et al., 2009). Ainda,
morfologicamente, os LDGCB séo representados por células arredondadas,
irregulares, lobuladas ou clivadas, com cromatina frouxa, presenca de

nucléolos, citoplasma abundante e basofilico (Swerdlow et al., 2008).
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Embora o LDGCB ocorra em qualquer idade, incluindo as criancas, a
maior frequéncia desta doenca € encontrada a partir da sétima década de
vida (mediana de 64 anos) e € ligeiramente mais comum no sexo masculino
(Said et al., 2009). Cerca de metade dos individuos apresentam-se em
estadio | ou Il. Até 40% destes linfomas sdo primariamente extranodais,
sendo o trato gastrointestinal, pele, ossos, mama, cérebro, baco, glandulas
salivares, tireoide, figado, rins, ovarios ou testiculos os locais mais afetados
(Coiffier, 2007; Said et al., 2009).

A etiologia dos LDGCB ainda permanece desconhecida. A maioria dos
casos origina-se “de novo” (lesdo priméria), situacdo onde a doenca nao
resulta da transformacdo de um linfoma indolente com baixa taxa de
proliferacdo (Fisher et al., 2004; Yamaguchi et al., 2008; Said et al., 2009).
Em outros casos, o LDGCB pode representar a progressao (lesao
secundaria) de uma neoplasia do tecido linfoide, tendo habitualmente um
pior prognostico (Said et al., 2009; Zainuddim, 2010). Um significante fator
de risco para o desenvolvimento dos LDGCB € a imunodeficiéncia,
comumente associada a infeccdes virais (Ferreri et al.,, 2009) e doencas

autoimunes (Zintzaras et al., 2005).

3.5 Linfoma Nao Hodgkin (LNH) e Paraoxonase (PON)

O estresse oxidativo é um importante fator etiolégico para a
carcinogénese (Goswami et al.,, 2009), a qual resulta de uma série de
eventos mutacionais que se acumulam ao longo do tempo (Lerario, 2008). O

processo de disseminacdo de uma neoplasia € complexo e envolve uma
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acado coordenada de um grande numero de genes e respectivas vias de
sinalizacdo (Ramaswany et al., 2003; Witte et al., 2011).

A associagao entre os polimorfismos no gene da PON1 com o risco de
desenvolvimento de cancer foi demonstrado por Kerridge e colaboradores.
Individuos que sofreram exposicdo a pesticidas e apresentavam mutacdes
no gene da PON1 192QR, desenvolveram LNH (Kerridge et al., 2002). No
entanto, dados contraditorios foram obtidos por De Ross e colaboradores
(2006), sugerindo mais estudos para caracterizar o papel dessas variantes
na génese dos linfomas (De Ross et al., 2006). Uma modesta associacao
entre a diminuicdo da atividade da enzima PON1 e o risco de LNH também
foi observada ao avaliar o polimorfismo PON1 55LM (Agachan et al., 2005;
De Ross et al., 2006).

Assim como a PON1, a expressdo da PON2 também se encontra
associada ao risco de desenvolvimento de LNH (Witte et al., 2011). Atuando
intracelularmente, sugere-se que a superexpressao da PON2 contribua para
0 escape apoptético das células tumorais e esteja relacionada ao mau
prognéstico diante dos atuais regimes terapéuticos (Kang et al., 2010; Pise-
Masison et al., 2002; Ross et al., 2003). Em contrapartida, a deficiéncia da
PON2 é responsavel pela desestabilizacdo dessas mesmas células,
contribuindo no mecanismo antitumoral (Witte et al., 2011).

Os genes relacionados ao metabolismo de OPs e a prevencao dos
quadros de inflamagdo mediados pelo estresse oxidativo tém mostrado
distribuicdo diferencial nas populagbes investigadas (Rossit et al., 2000;

Kerridge et al., 2002). O conhecimento de tal distribuicdo permite minimizar o
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efeito das variaveis ambientais e genéticas que interagem com as doencas,
principalmente com os linfomas (Rossit et al., 2000; Skibola et al., 2007).
Como demonstrado, é plausivel que os polimorfismos no gene da PON
sejam fatores chave na determinacdo de susceptibilidade ao cancer
(Hussein et al., 2011). No entanto, o conjunto de resultados contraditorios
demonstra a complexidade da questdo, uma vez que a identificacdo de um
genatipo desfavoravel pode ser mascarada pela presenca de outro gene néao

considerado (Rossit et al., 2000; Souza et al., 2011).
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4.1 Delineamento do Estudo

Foram incluidos 205 individuos, distribuidos em dois grupos: 101
pacientes portadores de Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB) e
104 individuos saudaveis.

A coleta de dados iniciou-se ap0s a aprovacao da pesquisa pelo
Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP), em 18 de Fevereiro de 2009 (n°

0058/09).

4.2 Populacao e Local do Estudo

4.2.1 Pacientes

No periodo de fevereiro de 2009 a abril de 2011 foram considerados
elegiveis 101 pacientes consecutivos do Servico de Hematologia e
Hemoterapia do HCFMUSP, com diagndéstico recente de LDGCB. Desses
pacientes, em 11 (10,9%) o diagnéstico ndo foi confirmado; 10 (9,9%) néo
puderam ser acompanhados devido a perda do seguimento ambulatorial e; 2
(1,9%) eram portadores do virus HIV.

Neste sentido, a populacao do estudo foi constituida por 78 pacientes,
0S gquais tiveram suas amostras de sangue colhidas em quatro momentos:
TO) apds diagndstico e antes do primeiro ciclo de quimioterapia (QT); T1)
entre o primeiro e segundo ciclo de QT; T2) apds o quarto ciclo de QT e; T3)
ao término do ultimo ciclo de QT.

Este grupo, que se encontrava em jejum de 8-12 horas, ao momento

da coleta de amostras, foi composto por 38 homens (48,7%) e 40 mulheres
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(51,3%), com idade variando entre 18 e 85 anos (mediana de 60 anos;

meédia + desvio padréo: 57,5 + 15,9 anos).

4.2.2 Individuos Saudaveis

O grupo controle foi constituido por 104 individuos saudaveis,
doadores de sangue na Fundacéo Pré-Sangue / Hemocentro de Sédo Paulo
(FPS/HSP). Este grupo foi composto por 64 homens (61,5%) e 40 mulheres
(38,5%), com idade variando entre 20 e 65 anos (mediana de 40 anos;

média + desvio padréo: 41,8 + 9,8 anos).

4.3 Critérios de Selecao e Excluséao

Participaram do estudo individuos de ambos os sexos, diagnosticados
com LDGCB, comprovado por exame anatomo patolégico, realizado pelo
Servico de Hematologia e Hemoterapia do HCFMUSP, em conformidade
com os critérios da Organizacao Mundial de Saude (Jaffe et al., 2001).

Os critérios de exclusdo englobaram individuos que apresentaram um
dos seguintes perfis clinicos: histéria de transformacédo de linfoma indolente
prévio, submetidos a algum tratamento quimioterapico anterior e portadores
do virus HIV.

Uma vez selecionados, todos os participantes obtiveram explicacfes
acerca das etapas da pesquisa e foram orientados a ler e assinar o termo de

consentimento livre e informado (ANEXO 1).
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4.4 Reagentes

Reagentes utilizados na extracdo do DNA gendmico: sacarose e Tris
(Sigma Chemical CO — St. Louis, EUA), EDTA e proteinase K (Gibco/ BRL —
Grand Island, NY, USA), etanol P.A. (Merck — Darmstadt, Germany).

Reagentes utilizados na PCR: primers obtidos da Operon
Biotechnologies (Cologne, Germany); Taq DNA polimerase, dNTPs e
tampdo de PCR, marcadores de peso molecular de 50 pb adquirido da
Invitrogen (Carlsbad - CA, EUA). As enzimas de restricdo Hinf | e Fnu4HI
foram adquiridas da Pharmacia Biotech (Uppsala, Suécia) e da New England
Biolabs (Beverly — Ma, EUA), respectivamente. Os materiais utilizados para
eletroforese e todos o0s outros reagentes empregados eram puros para
analise.

Reagentes utilizados na determinacdo da atividade da PONL:
paraoxon, acetato de fenila, cloreto de calcio e Tris (Sigma Chemical CO —
St. Louis, EUA), HCI (Merck — Darmstadt, Germany).

Reagentes utilizados na pesquisa de anticorpos anti-LDL oxidada:
tampdo fosfato salino, sulfato de cobre, gelatina e EDTA (Gibco/ BRL —
Grand Island, NY, USA), IgG (Thermo Scientific, Rockfordm IL), 3-3’-5-5’
tetrametilbenzidina (Sigma Chemical CO —St. Louis, EUA), Acido Sulftrico

(Merck — Darmstadt, Germany).
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4 .5 Amostras biolégicas

As amostras de sangue (15 mL) dos pacientes e individuos saudaveis
foram coletadas de veia periférica, apos jejum de 8-12 horas, em tubos com
e sem anticoagulante EDTA, por meio de sistema a vacuo (Vaccutainer ®).
Apos a coleta, os tubos foram mantidos no gelo, a 0°C, sendo centrifugados
a 420 g por 15 minutos a 8°C, para a obtencdo do soro e do plasma
(armazenados a -80°C, até o uso). O sangue colhido com EDTA foi utilizado

para a extracdo do DNA gendmico a partir dos leucécitos.

4.6 Técnicas Moleculares

4.6.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido pelo método de precipitagdo salina,
modificado por Miller e colaboradores (Miller et al., 1998). A separagcao dos
leucécitos e purificacdo do DNA gendmico foi realizada em duplicata para
cada amostra.

As amostras de sangue (750 uL) foram submetidas a lise celular com
1 ml de tampé&o de lise (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, sacarose 34 mM, MgCI2 10
mM, Triton X-100 1%). Apds a centrifugacdo por 10 minutos a 1.700 g, a
temperatura de 4°C, obteve-se o sedimento de leucécitos. Os leucécitos
foram novamente ressuspensos em tampéao de lise e centrifugados por 5
minutos a 960 g a temperatura ambiente.

Apés a remocgdo do sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em

500 pL de tampéao TEN (Tris-HCIl 10 mM, pH 8,2, EDTA 2 mM, NaCl 400
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mM), mais 5 uL de SDS 10% e 3 uL de proteinase K (2 mg/ml),
homogeneizando-se e incubando-se a mistura por 1 hora a 56°C, visando a
completa digestdo das células. Adicionou-se, 150 uL de NaCl saturado,
agitando-se vigorosamente por 15 segundos e sedimentando-se as
proteinas celulares, através da centrifugacdo por 10 minutos a 960 g.

O DNA presente no sobrenadante foi isolado e purificado, por
precipitacdo, em 600 uL de alcool isopropilico, seguido da centrifugacao por
5 minutos a 960 g. Em seguida, o DNA foi lavado com etanol 70%, a fim de
remover o excesso de sal e submetido a secagem por 10 minutos em
centrifuga a vacuo modelo Speed Vac AES1010 (Savant Instruments -
Farmingdale, NY, EUA). Finalmente reidratado e ressuspenso em 100 uL de

TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM).

4.6.2 Avaliacao eletroforética e quantificacdo do DNA genémico

A integridade das amostras do DNA genbmico foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 1%. O gel com 5 mm de espessura e
medindo 7 x 15 cm continha brometo de etideo (0,5 ug/ml), que se intercala
entre 0s nucleotideos formando um complexo fluorescente mediante
exposicdo a luz ultravioleta. O tampao utilizado, durante a eletroforese, foi o
TAE (Tris 40 mM, acetato de sodio 5 mM e EDTA 1 mM). A separacao
eletroforética foi realizada a 100 V, por 40 minutos, utilizando fonte modelo
PowerPac P300 (Bio-Rad, USA). Apos eletroforese, as bandas de DNA
foram visualizadas em sistema de documentacdo de géis VDS Image

Master, Pharmacia Biotech (Uppsala, Suécia).
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A quantificacdo do DNA genbmico e a analise do grau de pureza,
avaliada pela relacdo Azsorso, foram estimadas a partir da leitura da
densidade Optica por espectrofotometria (Spectrophotometer ND1000 -
Thermo Scientific - Wilmington DE, USA). As amostras foram estocadas em

aliquotas de 100 pl a -20°C até o uso.

4.6.3 Anédlise dos polimorfismos 192QR e 55LM no gene da PON1

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada por meio da
amplificacdo de fragmentos especificos, para cada regido pesquisada,
seguida da digestdo por enzimas de restricdo adequadas, permitindo a
diferenciacdo dos possiveis genoétipos de cada polimorfismo estudado
(analise do polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo - RFLP).

Conforme metodologia descrita por Motti e colaboradores (2001),
modificada, foi possivel analisar os polimorfismos PON1 (192QR e 55LM).

A PCR multiplex utilizou primers desenhados de modo a introduzir
um sitio de reconhecimento para Hinf I, em um alelo de cada produto da
PCR. Esta estratégia permitiu a identificacdo simultdnea dos dois
polimorfismos da PON1 em um unico ensaio de amplificacdo seguido da
analise de restricdo (Motti et al., 2001).

Os produtos amplificados possuiam 111 pb e 144 pb, para os
polimorfismos PON1 192 e PONL1 55, respectivamente. Apds a digestdo com
Hinf 1, o fragmento de 111 pb gerou os fragmentos de 77 pb e 34 pb,

representado pelo alelo R; o fragmento de 144 pb apresentou os fragmentos
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de 122 pb e 22 pb, representado pelo alelo L. As sequéncias de primers

(Motti et al., 2001) utilizadas encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias 5—3’ de primers utilizadas na determinacdo dos
polimorfismos 55LM e 1920QR, no gene da PON1

PON1 55F GAG TGA TGT ATAGCC CCAGTT TC
PON155R AGT CCATTA GGC AGT ATC TCCg*,

PON1 192F TTG AAT GAT ATT GTT GCT GTG GGA CCT GAG
PON1 192R CGA CCA CGC TAA ACC CAA ATA CAT CTC CCA GaA;

PON2 311 GGT TCT CCG CAT CCA GAA CAT TgaA;
PON2 311 TGT TAA GaT ATC GCACTa TCATGC C.

*Letras mindsculas representam nucleotideos despareados.

As amostras de DNA gendmico de cada individuo foram submetidas a
PCR em uma reacao feita em volume de amplificacdo de 25 ul contendo
Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, pH 8,3; MgCl, 7 mM; 600 uM de cada
nucleotideo trifosfato; 0,16 uM de cada primer PON1 192; 0,16 uM de cada
primer PON1 55, 1 U de Taq polimerase e 1 ug de DNA genbmico. A
amplificacdo envolveu a desnaturagcédo inicial das amostras (95°C por 5
minutos), seguida de 40 ciclos que incluem a desnaturacdo (94°C por 1
minuto), anelamento (61°C por 45 segundos) e extensao (72°C por 45
segundos). O termociclador empregado foi um Thermocycler T3000 -
Biometra (Alemanha).

Os produtos da PCR foram digeridos por 16 horas a 37°C com 2 U de
enzima Hinf |, preparada em tampéao Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl 60 mM,

MgCI2 10 mM, B-mercapto etanol 1mM.
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Apés amplificacdo e digestdo das amostras, as mesmas foram
avaliadas em gel de agarose a 4% (contendo agarose em tampéao TBE 0,5x),
aplicando-se 5 uL de cada amostra nos pocos do gel. Foram também
aplicados no gel, 5 uL de marcador de peso molecular de 50 pb e amostras
amplificadas com gendtipo conhecido. A separacdo foi realizada
empregando-se uma corrida de 60 minutos a 60 W constantes.

A posterior observacdo das bandas foi obtida por meio do sistema de
documentacdo de géis VDS Image Master, Pharmacia Biotech (Uppsala,
Suécia). A figura 3 mostra esquematicamente o0s possiveis perfis

eletroforéticos de produtos amplificados.

Produto
Amplificado Genotipos
PONZ1 55 (144 pb)

Fragmento digerido LL LM MM

144 pb —
122 pb — —

22 pb

Produto
Amplificado Genotipos
PON1 192 (111 pb)

Fragmento digerido QQ QR RR

111 pb I
77 pb I I I
34 pb

Figura 3. Esquema dos perfis eletroforéticos dos produtos amplificados dos
polimorfismos 55LM e 192QR, no gene da PON1 (multiplex). Os
fragmentos obtidos apés digestdo com Hinf I, 144 pb e 111 pb, referem-
se aos genotipos normais; os fragmentos 122pb e 77 pb correspondem
ao genotipo mutado. Os fragmentos 34 pb e 22pb ndo séo visiveis no
gel.
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4.6.4 Analise do polimorfismo 148AG no gene da PON2

A genotipagem do codon 148 da PON2 foi realizada por PCR,
conforme descrito por Hegele e colaboradores (1997). As sequéncias de

primers empregadas encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Sequéncias 5—»3' de primers utilizadas na determinagéo do
polimorfismo 148AG, no gene da PON2

PON2 148F AGT GGA AAT TTT TAAATT TGA AGC AG

PON2 148R TTG TTT GCA AAT GCT GGG GAT

Amostras de DNA gendmico foram submetidas a PCR em uma reacgao
feita em volume de amplificacdo de 25 ul, contendo Tris-HCI 10 mM, KCI 50
mM, pH 8,3; MgCl, 7 mM; 600 uM de cada nucleotideo trifosfato; 0,16 uM de
cada primer de PON2 148; 1 U de Taq polimerase e 1 ug de DNA gendmico.
A amplificacdo envolveu uma desnaturacgéo inicial das amostras a 95°C por
5 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturagao), 61°C
por 45 segundos (anelamento) e 72°C por 45 segundos (extenséo) por 45
segundos (anelamento) e 72°C por 45 segundos (extensao). O termociclador
empregado foi um Thermocycler T3000 — Biometra (Alemanha).

Os produtos da PCR foram entdo digeridos por 16 horas a 37°C com
1U de enzima Fnu4H I, preparada em tampéao Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl
60 mM, MgCI2 10 mM, B-mercapto etanol 1mM.

O produto amplificado possuia 130 pb. Assim, o fragmento digerido

com a enzima, apresentou dois fragmentos menores que codificaram o alelo
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PONZ2 148A, e um unico fragmento para o amplicon codificando para o alelo
148G (Hegele et al.,1997).

As amostras amplificadas e digeridas foram avaliadas em gel de
agarose a 4% (contendo agarose em tampao TBE 0,5x), aplicando-se 5 uL
de cada amostra nos poc¢os do gel. Foram também aplicados no gel, 5 uL de
marcador de peso molecular de 50 pb e amostras amplificadas com genotipo
conhecido para esta alteracao.

A figura 4 representa 0s possiveis genoétipos para o polimorfismo

PONZ2 148AG.

Produto
Amplificado Genotipos
PONZ2 148 (130 pb)

Fragmento digerido AA AG GG

Fragmento maior I

[ ]
Fragmento maior [ [

Figura 4. Esquema do perfil eletroforético do produto amplificado do
polimorfismo 148AG, no gene da PON2

4.6.5 Analise do polimorfismo 311SC no gene da PON2

Segundo metodologia descrita por Motti e colaboradores (2001),
modificada, o polimorfismo PON2 311 foi determinado. As sequéncias de

primers (Motti et al., 2001) utilizadas encontram-se na tabela 4.
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Tabela 4. Sequéncias 5 —3’ de primers utilizadas na determinagdo do
polimorfismo 311SC, no gene da PON2

PON2 311F GGT TCT CCG CAT CCA GAA CAT TgaA

PON2 311R TGT TAA GaT ATC GCA TCATGCC

*Letras mindsculas representam nucleotideos despareados

Amostras de DNA gendémico foram submetidas a PCR em uma reacéo
feita em volume de amplificacdo de 25 pul contendo Tris-HCI 10 mM, KCI 50
mM, pH 8,3; MgCl, 7 mM; 600 uM de cada nucleotideo trifosfato; 0,16 uM de
cada primer da PON2 311; 1 U de Taq polimerase e 1 ug de DNA gendmico.
A amplificacdo envolveu a desnaturacdo inicial das amostras (95°C por 5
minutos), seguida de 40 ciclos: desnaturacdo (94°C por 1 minuto),
anelamento (61°C por 45 segundos) e extensédo (72°C por 45 segundos). O
termociclador empregado foi um Thermocycler T3000 - Biometra
(Alemanha).

Os produtos da PCR foram digeridos por 16 horas a 37°C com 2 U de
enzima Hinf I, preparada em tampéo Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl 60 mM,
MgCI2 10 mM, B-mercapto etanol 1mM. O produto amplificado possuia 196
pb. Apés a digestdo com Hinf I, os fragmentos originados foram 173 pb e 23
pb, representado pelo alelo S.

Apos amplificacdo e digestdo das amostras, as mesmas foram
avaliadas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante (Bassam et al., 1991),
aplicando-se 10 uL de cada amostra nos pog¢os do gel e 5 uL de marcador
de peso molecular de 50 pb. A separacéo foi realizada empregando-se uma

corrida de 50 minutos a 120 W constantes.
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A figura 5 demonstra os possiveis genaotipos para o polimorfismo da

PON2 311SC.

Produto
Amplificado Genotipos
PON2 311 (196 pb)

Fragmento SS SC CcC
digerido

196pb —
173 pb — —

23 pb

Figura 5. Esquema do perfil eletroforético do produto amplificado do polimorfismo
311 SC, no gene da PON2

4.7 Determinacdes bioguimicas dos pacientes e individuos

saudaveis

Determinaram-se as concentracdes séricas de colesterol total (CT), as
fracGes de HDL e LDL, triglicérideos (TG) e apolipoproteinas (Apo) Al, A2, B
e E. Estes exames foram realizados no Servico de Bioquimica Clinica da
Divisdo de Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da FMUSP,
empregando-se um analisador automatico Modular Analytics P-800
(Roche/Hitachi) e kits compativeis (CHOL, HDL-C Plus e TG 2% geracao).

O método empregado para as determinacfes de TG, CT, fracdes de
HDL e VLDL foi o enzimatico colorimétrico automatizado. Para a
determinacao da LDL, o método utilizado foi o cinético automatizado. As Apo
(Al e B) e Apo (A2 e E) foram mensuradas por Turbidimetria e Nefelometria,
respectivamente. Os materiais analisados tiveram seus resultados expressos

em mg/dL. A tabela 5 apresenta os valores de referéncia para estes analitos.
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Tabela 5. Valores de referéncia de lipideos plasmaticos

41

Valores de Referéncia (mg/dL)

Colesterol Total (CT) <200 Desejavel
200-239 Limitrofe
> 240 Elevado

HDL > 55 Desejavel

LDL <130 Desejavel
130-159 Limitrofe
> 159 Elevado

VLDL <40 Desejavel

Triglicérides (TG) <150 Desejavel
150-200 Limitrofe
200-499 Elevado
> 500 Alto Risco
Homens Mulheres

Apolipoproteina (Apo)

Al 115-190 115-220

A2 26-51 26-51

B 70-160 60-150

E 2,3-6,3 2,3-6,3

FONTE: Servico de Bioquimica Clinica da Divisdo de Laboratorio Central do

Hospital das Clinicas da FMUSP

4.8 Atividade Enzimética da Paraoxonase (PON)

4.8.1 Determinacdao da atividade arilesterase (ARE) da PON1

sérica

A determinacdo da atividade arilesterase da PON1 foi realizada,

conforme método de Eckerson (1983) modificado, que utilizou como

substrato o acetato de fenila no meio reacional (Sigma-Aldrich Chemical

CO-St. Louis, EUA). A hidrdlise enzimatica do acetato de fenila libera fenol,
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cuja taxa de formacdo foi determinada por espectrofotometria, modo
comumente empregado para avaliar a atividade arilesterase da PONL1.

O ensaio, realizado em duplicata para cada amostra avaliada, iniciou-
se com a adicdo de 100 uL de soro (diluicdo 1:3) em 3 mL da mistura
tampao/substrato [(acetato de fenila (1,0 mmol/l) com tampé&o Tris-HCL (20
mmol/L) contendo CaCl, (2,0 mmol/L), pH 8,0]. O substrato foi adicionado ao
tampé&o previamente ao inicio da reagdo e a cinética aferida em cubetas de
quartzo (1 cm). Para a correcdo da hidrélise espontanea do acetato de fenila
inclui-se um branco constituido pelo tampédo Tris-HCL/CaCl,/acetato de
fenila sem o soro.

A cinética da reacdo de formacdo do fenol foi monitorada em
espectrofotometro de modelo DU-70 (Beckman Instruments Inc-Palo Alto,
CA, USA). As leituras da absorbancia utilizavam comprimento de onda igual
a 270nm, ocorriam a 25 °C em intervalos de 30 segundos, durante 5
minutos, Para o calculo da atividade considerou-se o coeficiente de extin¢ao
molar (A) de 1,31 x 10° M™.cm™. O resultado foi expresso em U/mL, sendo
que 1 unidade da arilesterase corresponde a 1 umol de acetato de fenila
hidrolisado por minuto, por mL de soro.

Célculo do Fator:

VTR(mL)
£,70 x*VA(ML)x E(cm)

FATOR =

&70=1,31x103 M .cm™
VTR (volume total da reacdo) = 3 mL
VA (volume da amostra) = 0,005 mL

E (espessura da cubeta) = 1 cm
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Substituindo os valores e ajustando para as unidades internacionais
temos:

Fator = 458

Célculo da atividade:
Atividade arilesterase = Fator x Aabs/min = 1310 x diluicdo, onde Aabs é

igual a média da variacdo das absorbancias medidas a cada 30 segundos.

4.8.2 Determinacdo da atividade paraoxonase da PONL1 sérica

A atividade basal da PONL1 sérica foi determinada conforme métodos
de Senti e colaboradores (2003) e Agachan e colaboradores (2004),
modificados, empregando-se, como substrato o paraoxon (O,0 dietil — O —
paranitrofenol fosfato) (Sigma-Aldrich Chemical CO — St. Louis, EUA). A
hidrolise enzimatica do paraoixon libera p-nitrofenol, cuja taxa de formacéo
foi avaliada por espectrofotometria.

O ensaio foi realizado em duplicata para cada amostra avaliada,
inicou-se pela adicdo de 25 pL (diluicdo 1:3) de soro em 500 uL da mistura
tampao/substrato (Tris-HCI 0,1M, pH 8,05, contendo CaCl, e paraoxon 5,5
mmol/L) seguida da transferéncia de 320 uL da solugédo, com o soro, para
um poco de microplaca de 96 pocos (Costar, EUA).

A velocidade de formacao do p-nitrofenol foi monitorada através das
leituras da absorbancia em 405nm, a 37 °C, durante 10 minutos, em leitor de
microplacas (Microplate Reader, Benchmark, Bio-RAD, Hercules - Ca,
EUA). O resultado foi expresso em U/L (onde 1U/L é definida como 1 uLmol
de p-nitrofenol formada por minuto por litro de soro), empregando-se para 0s

célculos o coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol (18,05 x 10%). As
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equacOes abaixo detalham os célculos do fator e da atividade da PON1
sérica.
Célculo do Fator:

VTR(mL)

FATOR =
€405 XVA(mL)X E(Cm)

e405= 18,050L Mt.cm™
VTR (volume total da reacdo) = 525uL
VA (volume da amostra) = 25uL

E (espessura da cubeta) =1 cm

Substituindo os valores e ajustando para as unidades internacionais
temos:

Fator = 1163,43 nMol mL™*

Célculo da atividade:
Atividade paraoxonase = Fator x Aabs/min = 1163,43 x Aabs nMol mL™,

onde Aabs é igual a média da variagdo das absorbancias medidas a cada 1
minuto.

4.9 Pesquisa de autoanticorpos anti-oxLDL

Conforme metodologia previamente descrita por Fernvik et al (2004) e
Brandao et al (2010) detectou-se a presenca de autoanticorpos anti-oxLDL
por meio da analise do plasma de pacientes e de um pool de individuos
saudaveis normolipidémicos. Este experimento foi realizado sob supervisédo
do grupo do prof. Magnus Gidlund, responsavel pelo Laboratorio de
Imunofisiopatologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas IV da Universidade

de Sao Paulo.
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A preparacao da LDL e da LDL oxidada (oxLDL) envolveu a obtencéo
do plasma, apds ultracentrifugacédo (1000 g por 15 minutos a 4°C), seguido
da diadlise com tampao fosfato salino (PBS; pH 7,4), livre de EDTA, e da
incubacdo com sulfato de cobre (CuSO,4) (20 uM) por 18 horas a 37°C.
Empregou-se a ultracentrifuga Beckman L8 (Palo Alto, CA). Apds este
periodo a incubacao, foi bloqueado com EDTA 1mM.

A fim de determinar auto anticorpos contra oxLDL, placas de 96 pocos
(Nunc-Immuno) foram sensibilizadas com oxLDL (7,5 ug/mL; 50 uL por
poco), resuspensas em tampao cabonato de sédio (0,1 mol/L; pH 9,6) e
incubadas por 24 horas a 4°C. Apos o ciclo de lavagens com PBS, as
placas foram bloqueadas com solucdo de gelatina a 3% (Gibco, EUA) e
mantidas, a temperatura ambiente, por 2 horas.

Em sequéncia, lavou-se as placas 4 vezes com PBS. Os pocos
receberam, em triplicata, 50 uL das amostras de soro diluidas 1:400 em
PBS. Apo6s 2 horas de incubacdo, a 37°C, as placas foram novamente
lavadas (4 vezes) com 100 uL de PBS contendo Tween 20 (0,05%) e
encaminhadas a incubagdo com 50 pulL de conjugado, por 2 horas em
temperatura ambiente. A Imunoglobulina antihumana G (IgG) marcada com
peroxidase (Thermo Scientific, Rockford, IL) na diluicdo 1:2000, foi utilizada
como conjugado. Outros 4 ciclos de lavagem das placas, com PBS,
ocorreram.

O processo de revelacéao foi realizado por meio da transferéncia de 75
uL de solucédo contendo TMB (250 uL de 3-3’, 5-5’ tetrametilbenzidina 6,5%

em DMSO; Sigma, St Louis, MO) e 10 uL de peréxido de hidrogéncio (H,0,).
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substrato para enzima peroxidase, diluida em 12 mL de tampao citrato (0,1;
pH 5,5) durante 5 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi
interrompida, apés 10 minutos, com adicdo de 25 uL de acido sulfarico
(H,SO4) (2 mol/L) (Merck, Alemanha). A cinética de formacdo de
conjugados, determinada pela variagdo na absorbancia, foi avaliada por
espectrofotometria (leitor Multiskan Tecan), utilizando comprimento de onda

igual a 450 nm.

4.10 Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa SPSS 10.01
para Windows e os resultados obtidos foram apresentados como média +
desvio padréo (dp) ou mediana (minimo-maximo).

As frequéncias génicas e genotipicas dos polimorfismos 1920R,
55LM, no gene da PON1, e 148AG e 311CS, no gene da PON2, foram
estimadas e o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) calculado através do
teste de Qui-Quadrado (y?). O teste t de Student foi utilizado para comparar
as variaveis quantitativas e os genotipos, seguido pelo teste de Bonferroni
para determinar as diferencas inter e intragrupos.

As variaveis bioquimicas foram analisadas pelo teste de correlacéo
de Pearson e a influéncia dos polimorfismos nos genes da PON1 e da
PON2, sob os valores obtidos da atividade enzimatica arilesterase e
paraoxonase, calculados pelo teste de analise de variancia (ANOVA).

Foram consideradas significantes todas as situa¢des nas quais o nivel

descritivo de significancia foi inferior a 5% (p< 0,05).



5. Resultados
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5.1 Caracteristicas clinicas e demogréaficas das populacdes do

estudo

A populacédo do presente estudo foi composta de 78 (43%) pacientes

com LDGCB (grupo caso) e 104 (57%) individuos saudaveis (grupo

controle). Nao foram constatadas diferencas na distribuicdo de participantes

do sexo feminino ou masculino entre os grupos estudados (Teste Qui-

Quadrado (x?); p>0,05).

Com idades compreendidas entre os 20 e 65 anos (mediana de 40

anos; média + desvio padrdo: 41,8 + 9,8 anos) o grupo controle apresentou

valores de idade significativamente menores (Anexo 12) quando comparado

ao grupo caso (mediana de 60 anos; média + desvio padrédo: 57,5 + 15,9)

(Teste t de Student; Figura 6).

1001
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604

Idade (anos)

40-

204

p=0,001

Caso

Controle

Figura 6. Distribuicdo da idade (anos) entre os grupos caso e controle

No tocante ao sistema de estadiamento clinico Ann Arbor, proposto

para individuos com diagndstico de

linfoma, 31 (39,7%) pacientes
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encontravam-se em estadio IV. O estadio Il apresentou 16 (20,5%) dos
pacientes avaliados, seguido dos estadios | (19,2%) e Il (16,7%). Em 3
(3,8%) pacientes ndo haviam dados disponiveis relacionados ao

estadiamento (Figura 7).

504

40-

304

204

Frequéncia (%)

104

C T T !
Il 11

Estadios clinicos

Figura 7. Distribuico percentual dos pacientes com LDGCB (n=78) de
acordo com o sistema de classificagdo Ann Arbor

Resultando da analise dos fatores sexo versus estadio clinico, nédo
foram encontradas diferencas estatisticas significantes  (p>0,05).
Classificados, em grande maioria no estadio 1V, 13 (41,9%) eram mulheres e
18 (51,1%) eram homens (Teste Qui-Quadrado (x?); p>0,05). Os grupos de
estadiamento também n&o diferiram com relacdo a variavel idade (p>0,05).

O anexo 9 lista os dados de estadiamento clinico e idade dos

pacientes com LDGCB.
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5.2 Distribuicdo dos gendtipos e frequéncia alélica dos

polimorfismos 192QR e 55LM, no gene da PON1, e 148AG e 311SC, no

gene da PON2.

A partir da distribuicdo dos genotipos e frequéncia relativa dos alelos

foi estimado o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), para cada um dos

polimorfismos nos genes da PON1 e PON2, nos grupos caso (anexo 2) e

controle (anexo 11). Verificou-se que os polimorfismos, em ambos 0s genes,

apresentavam valores em acordo com os esperados para o EHW (Teste

Qui-Quadrado (y?); Tabelas 6 e 7).

Tabela 6. Distribuicdo genotipica e frequéncia de alelos para os
polimorfismos 192QR e 55LM no gene da PON1, nos grupos

caso (n=78) e controle (h=104)

Grupos
Caso

Controle

Caso

Controle

Genotipos (%)

Frequéncia Alélica (%)

QQ QR RR Q R
53,2 31,2 15,6 0,69 0,31
51,0 29,8 19,2 0,66 0,34
LL LM MM L M
53,2 36,4 10,4 0,71 0,29
47,1 37,5 15,4 0,66 0,34




Resultados 51

Tabela 7. Distribuicdo genotipica e frequéncia de alelos para os
polimorfismos 148AG e 311SC no gene da PONZ2, nos grupos
caso (n=78) e controle (n=104)

Genotipos (%) Frequéncia Alélica
(%)

Grupos AA AG GG A G
Caso 48,7 44,9 6,4 0,71 0,29
Controle 57,3 37,9 4.8 0,66 0,34

SS SC CcC S C
Caso 57,9 34,2 7,9 0,75 0,25
Controle 47,1 33,3 19,6 0,64 0,36

Os resultados apresentados nas tabelas 6 e 7 também demonstram
gque ndo houve diferenca estatistica na distribuicdo de gendtipos e
frequéncia de alelos entre os grupos de individuos estudados.

Em relag&o aos polimorfismos 192 e 55, no gene da PONL1, os alelos
Q (0,69 e 0,66%) e L (0,71 e 0,66%) apresentaram-se em maior frequéncia
nos individuos com LDGCB e individuos saudaveis, respectivamente. Os
gendtipos 192QQ e 55LL, no gene da PON1, foram os mais comuns tanto
nos portadores de LDGCB (51,0e 47,1% respectivamente) quanto nos
individuos saudaveis (53,2%, para ambos 0s genotipos), seguidos dos
genatipos 192QR e 55LM e pelos homozigotos de menor frequéncia, 192RR
e 55MM.

Ao considerarmos os polimorfismos no gene da PONZ2, as isoformas
148AA e 311SS apresentaram maior frequéncia tanto no grupo caso (48,7 e
57,9%, respectivamente) quanto no grupo controle (57,3 e 47,1%,
respectivamente), enquanto os heterozigotos 148AG e 311SC ocuparam a

segunda posicao, seguidos dos gendtipos 148GG e 311CC. O alelo A (0,71
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e 0,66%), para o polimorfismo da posicdo 148 foi o mais frequente em
ambos os grupos de estudo, assim como o alelo S (0,75 e 0,64%), da
posicdo 311 do gene.

Diferencas na distribuicdo genotipica dos polimorfismos da PON1 e
PON2 em relagdo as variaveis, sexo e estadiamento clinico, ndo foram
observadas (p>0,05). Por sua vez, no grupo caso, observou-se diferenca
estatistica significativa em relacéo a idade, na analise do polimorfismo 55LM,
no gene da PONL1 (Figura 8; ANOVA e Teste de Bonferroni). Portadores do
genaotipo 55MM apresentaram idade inferior (média + desvio padréo: 47,6 +
19,6 anos) quando comparados aos portadores dos gendtipos 55LL (média
+ desvio padrdo: 55,5 + 15,6 anos) e 55LM (média + desvio padrao: 63,1 +

13,7 anos).

p=0,026
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Figura 8. Associacdo entre o polimorfismo 55LM, no gene da PON1,
com a idade (anos) em pacientes com LDGCB (n=78).
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5.3 Concentracédo sérica de lipideos

Os valores de referéncia dos lipideos foram os mesmos empregados
pelo Servico de Bioquimica Clinica da Divisdo de Laboratério Central do
Hospital das Clinicas da FMUSP.

As concentracfes seéricas de colesterol total (CT), triglicerideos (TG),
lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de densidade muito
baixa (VLDL) e apolipoproteinas (apo) Al, A2, B e E ndo apresentaram
meédias distintas estatisticamente, em relacdo ao seu comportamento,
durante os quatro momentos do tratamento quimioterapico (TO, T1, T2 eT3),
nos individuos com LDGCB (p>0,05). Os valores das determinacdes
lipidicas correspondentes a cada periodo avaliado estdo dispostos nos
Anexos 3-6.

Por sua vez, concentracdes elevadas de TG foram observadas nos
pacientes com LDGCB (50-995mg/dL) em relacdo aos participantes do
grupo controle (<150-200mg/dL) (p < 0,05). De modo contrario, 0s niveis de
HDL dos pacientes LDGCB foram significativamente inferiores (p < 0,05).

Através da analise de variancia, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre os estadiamentos clinicos, dos individuos com
LDGCB, e o perfil lipidico, determinado ao longo das avaliacdes (p>0,05).

Previamente ao tratamento quimioterapico (T0), os niveis de TG
foram associados ao polimorfismo na posi¢céao 311, do gene da PON2 (Figura
9; ANOVA). Individuos portadores do gendétipo 311CC apresentaram valores
médios de TG superiores (média + desvio padréao: 271,3 + 357,7 mg/dL)

gquando comparados aos individuos com genétipo 311SS (média + desvio
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padrao:

u/mL).

1000- p:0,040

750+

*
_Bl ——
S 500+
S
2504
— T
C T I !
311SS 311SC 311CC

Figura 9. Influéncia do polimorfismo 311SC, no gene da PON2, sobre os
niveis de triglicérideos (TG) em individuos portadores de LDGCB
(n=78)

Diferencas significativas nas concentracdes de TG e demais lipideos,

com relacdo aos polimorfismos do gene PON1 (55LM e 192QR) e 148AG,

no gene PON2 n&o foram evidenciadas.

5.4 Andlise descritiva da atividade arilesterase (ARE) e paraoxonase
(PON)

A atividade sérica arilesterase (ARE) apresentou valores

significativamente maiores entre os individuos saudaveis (mediana de 92;

média + desvio padrdo: 91,7 + 23,8 U/mL) quando comparados aos do grupo

com LDGCB (mediana de 78; média + desvio padrdo: 78,3 + 26,6 U/mL) nos

54

138,8 + 83,4 mg/dL) e 311SC (média + desvio padréo: 141,4 + 56,1
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distintos momentos do tratamento quimioterapico. (Figura 10; Teste t de

Student).
1807 p=0,001
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Figura 10. Atividade da enzima arilesterase no grupo caso (n= 78) e grupo
controle (n= 104). Resultados expressos em U/mL.

Em termos da atividade da enzima paraoxonase (PON), expressa em
pmoles de p-nitrofenol/min/mL de soro, nenhuma associagéo estatistica foi
encontrada entre os grupos caso (mediana de 86; média + desvio padrao:
91,3 + 57,1 U/L) e controle (mediana de 95; média + desvio padrdo: 98,6 +
57,0 U/L) (Teste t de Student; p>0,05).

Em ambos os grupos, caso e controle, as médias de idade e
estadiamento clinico ndo alteraram as atividades enzimaticas ARE e PON
(p>0,05). No entanto, em relacdo a média basal da atividade PON, as
mulheres com LDGCB apresentaram valores significativamente maiores
(média + desvio padrdo: 105,4 + 56,4 U/L) quando comparadas aos homens

(média + desvio padrao: 77,6 + 55,2 U/L) (Figura 11; Teste t de Student).
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Figura 11. Atividade paraoxonase (PON) no soro de individuos com LDGCB.
Homens (n=38); Mulheres (n=40)

Ao analisar a influéncia dos polimorfismos da PONL1 sobre a atividade
ARE, individuos do grupo caso (média + desvio padrao: 57,6 + 13,7 U/mL) e
do grupo controle (média + desvio padrdo: 77,6 + 20,6 U/mL), portadores do
gendtipo 55MM, apresentaram valores médios de atividade menores
quando comparados aos portadores dos genétipos 55LM e 55LL (Figura 12;

ANOVA,; Teste de Bonferroni).
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Figura 12. Influéncia do polimorfismo, na posicdo 55 do gene da PON1
sobre a determinacdo da atividade arilesterase (ARE) nos
grupos caso (n=78) e controle (n=104)

O polimorfismo PON1 55MM também foi associado a atividade PON
(p<0,05) apenas entre os individuos saudaveis, 0s quais apresentaram
média de atividade enzimatica significativamente inferior quando
comparados aos individuos portadores dos genoétipos 55LM e 55LL (ANOVA;
Teste de Bonferroni). A tabela 8 apresenta os valores (minimo e maximo),

média e desvio padrao referente a esta analise.

Tabela 8. Influéncia do polimorfismo, na posicéo 55, do gene da PON1 sobre
a determinacdo da atividade paraoxonase (PON), nos individuos
saudaveis (n=104)

PON Média DP Minimo Maximo p
55LL 115,1 58,3 26 230

55LM 65,6 43,4 19 143 0,001
55MM 61,9 40,6 23 123

Atividade paraoxonase (PON), expressa em U/L. DP: Desvio padrao.



Resultados 58

O polimorfismo PON1 192QR foi associado a atividade PON em
ambos os grupos de estudo. Individuos com genadtipo 192QQ apresentaram
meédia de valores significativamente baixa, intermediaria nos portadores do
genadtipo 192QR e com maior atividade entre os individuos com o genotipo

192RR (Figura 13; ANOVA; Teste de Bonferroni).
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Figura 13. Influéncia do polimorfismo na posicdo 192 do gene da PON1
sobre a determinagdo da atividade paraoxonase (PON) nos
grupos caso (n=78; p=0,001) e controle (h=104; p=0,004)

Associacdo significativa estatisticamente foi encontrada entre o
polimorfismo PON2 311SC e a atividade enzimatica ARE nos individuos
saudaveis, portadores do genoétipo 311SS, os quais apresentaram médias de
atividade menores com relacdo as meédias dos individuos com genaotipos

311SC e 311CC (Tabela 9; ANOVA, Teste de Bonferroni).
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Tabela 9. Influéncia do polimorfismo, na posicdo 311 do gene da PON1
sobre a determinacdo da atividade arilesterase (ARE), nos
individuos saudaveis (n=104)

ARE Média DP Minimo Maximo p
311SS 86,9 24,1 13 137

311SC 90,3 20,8 51 131 0,021
311CC 104,3 25,2 8 161

5.5 Detecgéao de autoanticorpos anti-oxLDL

Os titulos de autoanticorpos anti-oxLDL foram analisados nos
individuos com LDGCB, apés diagnéstico e antes do primeiro ciclo de QT
(TO) e entre o primeiro e o segundo ciclo de QT (T1). Os resultados obtidos
estdo demonstrados sob a forma de média + desvio padrdo (Figura 14;

Tabela 10).

Tabela 10. Concentracdo de anti- oxLDL no soro de individuos com LDGCB
em momentos distintos do tratamento quimioterapico

N (%) Média DP Minimo Maximo
oxLDL 76,9 0,49 0,18 0,11 1,17
(TO)
oxLDL 67,9 0,48 0,17 0,24 1,07
(T1)

Valores expressos em U/mL. Densidade 6ptica (D.O) A 405nm
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Figura 14. Concentracdo de anti-oxLDL no soro de individuos com LDGCB em
momentos distintos do tratamento quimioterapico. *Densidade Optica
(D.O) A405nm

As variaveis, idade, sexo e estadio clinico, ndo diferiram
estatisticamente nesta analise (p>0,05).

Por sua vez, na andlise genética, o polimorfismo PON1 55LM
associou-se a concentracdo de anti-oxLDL. Portadores do genétipo 55MM
(média + desvio padrao: 0,40 + 0,05 U/mL) diferiram estatisticamente dos
individuos com genatipos 55LL (média + desvio padrdo: 0,45 + 0,14 U/mL) e
55LM (média + desvio padrdo: 0,57 + 0,24 U/mL, apresentando média de
valores significativamente inferiores (Figura 15; Teste de Bonferroni). O
polimorfismo PON1 192QR e as variantes de PON2 (148AG e 311SC) néo
foram associado as taxas de autoanticorpos anti-oxLDL (p>0,05), assim

como as atividades enzimaticas ARE e PON, e perfis lipidicos.
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Figura

15. Influéncia do polimorfismo 55LM, no gene da PON1, sobre a
concentragcdo de autoanticorpos anti-oxLDL. Valores expressos em
U/mL. * Densidade 6ptica (D.O) A405nm
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A distribuicao e frequéncia dos polimorfismos nos genes da PON1 (1920QR e
55LM) e PON2 (148AG e 311SC) e a influéncia dessas variantes nas atividades
enzimaticas (arilesterase e paraoxonase), perfil lipidico e niveis de auto anticorpos
ox-LDL foram determinadas, numa amostra da populacdo brasileira, no presente
estudo.

Embora ndo tenham diferido estatisticamente, um percentual maior de
mulheres (51,3%) foi encontrado entre os individuos diagnosticados com LDGCB.
Estes dados assemelham-se aos obtidos por outros autores, 0s quais avaliaram a
populacdo brasileira com LDGCB (Camara, 2006; Souza, 2011). No entanto,
resultados conflitantes também foram vistos, sendo a frequéncia da doenca
ligeiramente maior no sexo masculino (Hallack Neto, 2007; Mota, 2006; Veloso,
2008). O conjunto dessas informacfes sugere a importancia de mais estudos
epidemioldgicos.

O LDGCB pode ocorrer entre individuos de todas as faixas etérias, incluindo
as criancas, embora seja mais frequente em adultos, situando-se a mediana de
idades na 72 década de vida (64 anos) (Said, 2009). Demonstrando similaridade, os
pacientes avaliados neste estudo apresentaram média de idade igual a 57,5 anos
(mediana 60 anos). Esse resultado foi concordante aos de outros estudos
realizados na populacao brasileira (Souza, 2011; Veloso, 2008)

O sistema de classificacdo Ann Arbor identifica os locais de envolvimento
anatémico pelo linfoma e divide os pacientes em quatro categorias, que variam de |
a IV, baseado na extensdo da disseminacdo da doenca (Armitage, 2005). Ao
diagnéstico, neste estudo, 31 (39,7%) pacientes apresentavam estadio 1V,

caracterizado pelo pior prognostico devido, principalmente, a infiltragdo de 6rgaos
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nao linfoides (pulméo, figado, medula 6ssea), corroborando com os dados de Ricci
Jr (2004). Divergindo destes achados, Mota (2006) e Souza (2011) encontraram um
predominio dos estadios | e Il na populacdo com LDGCB.

As paraoxonases (PON1l, PON2 e PON3) tém sido objeto de grande
interesse, por prevenir a elevacdo do status oxidativo, condicdo importante na
carcinogénese (De Ross, 2010; Goswami et al., 2009). Dada a escassez de
informacbes sobre a atuacdo desta familia multigénica de enzimas, na
susceptibilidade diferencial ao risco de linfomas, Kerridge e colaboradores (Kerridge
et al., 2002) investigaram a associacdao dos polimorfismos nos genes da PON em
tais doencas, onde observou-se um risco elevado (2,5 vezes) nos individuos
portadores do gendtipo PON1 192RR. Nosso estudo, em contrapartida, apresentou
uma maior frequéncia da variante 192QQ (53,2%) tanto nos portadores de LDGCB
guanto nos individuos do grupo controle (50,9%). Tal resultado esta de acordo aos
obtidos por De Ross e colaboradores (2006) que avaliaram o genétipo 192QQ em
individuos diagnosticados com LDGCB (De Ross et al., 2006).

Em outros estudos, a frequéncia elevada do genétipo PON 1 192QQ também
foi encontrada em canceres ndo hematologicos (Hussein et al., 2011; Stevens et al.,
2008), coronariopatas (Rios et al., 2007), diabéticos (Catapan, 2004), portadores do
virus HIV (Maselli, 2007), ndo diferindo com relacdo ao sexo e faixa etaria dos
individuos, corroborando com os nossos achados.

O polimorfismo PON1 55LL apresentou maior frequéncia genotipica (53,2 e
47,1%) e relativa de alelos (0,71 e 0,66%), nos grupos caso e controle,
respectivamente. Similar a essas informagdes, foram os dados encontrados por De

Ross e colaboradores nos individuos saudaveis e portadores de LDGCB, sugerindo
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gue a homozigoze para o alelo 55L seja fator de risco para o desenvolvimento de
linfomas (De Ross et al., 2006).

Embora os dados da literatura ndo avaliem os polimorfismos PON1 55LM e
PONL1 192QR separadamente, com relacao a idade, encontramos em nosso estudo
a associacdo apenas do polimorfismo na posicdo 55 a esta variavel, sendo
observado que os individuos com LDGCB, com gendtipo 55LM (63,1%)
apresentavam medias de idade superiores aos indiduos 55LL (55,5%) e 55MM
(47,6%). A longevidade €& determinada, em partes, por fatores genéticos
relacionados a manutencdo basica e reparo de condi¢cdes tais como inflamacéo e
resisténcia ao estresse oxidativo. Nesse contexto, o papel da PON1 vem sendo
estudado (Marchegiani et al., 2008; Lescai et al., 2009).

As informagdes das variantes 148AG e 311SC, do gene PON2, sobre o risco
de desenvolvimento de linfomas, ainda encontram-se em especulacdo. No entanto,
neste estudo, os individuos com LDGCB apresentaram os genaotipos 148AA (48,7%)
e 311SS (57,9%) em maior frequéncia. Estudos realizados no Brasil, em amostras
de individuos diagnosticados com outras patologias, as frequéncias desses
polimorfismos também foram similares (Oliveira et al., 2004; Catapan, 2004; Maselli,
2007).

Individuos com linfoma, na maioria dos casos, apresentam metabolismo
lipidico alterado (Lim et al., 2007; Skibola et al., 2007), sendo caracterizado pela
sintese e acumulo continuos de colesterol, nos tecidos tumorais, e niveis reduzidos
de HDL circulante (Naik et al., 2006). No entanto, a alteracdo nos niveis lipidicos

pode ocorrer previamente a manifestacdo clinica da doenga, atuando como
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indicador para o desenvolvimento do linfomas, induzido pelos quadros de estresse
oxidativo e inflamacéo (Naik et al., 2006).

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos lipides do grupo caso, em
distintos momentos da quimioterapia. Analisando a influéncia dos polimorfismos,
apenas a variante PON2 311 influenciou o perfil lipidico. Portadores de LDGCB e
gue apresentavam genétipo 311CC (n = 6), possuiram niveis menos desejaveis de
TG e HDL, em comparacao aos individuos saudaveis com genétipo 311CC (n = 20).
O aumento de TG traz consequéncias relacionadas ao metabolismo do HDL, uma
vez que quantidades substanciais de HDL sé&o obtidas a partir da lipolise de TG ricos
em lipoproteinas. Do mesmo modo, € concebivel que os niveis elevados de TG
possam competir com as HDL pelas lipases e confiram aumento nos niveis de PON1
(Correia et al., 2010).

As atividades séricas arilesterase (ARE) e paraoxonase (PON) nao diferiram
estatisticamente ao serem comparadas com o fator idade. A atividade paraoxonase
apresentou média de valores maiores entre os individuos do sexo feminino com
relacdo aos individuos do sexo masculino (média + desvio padréo: 77,6 + 55,2 U/L),
apenas no grupo controle. Este fato afirma ainda mais a suspeita de uma relacéo
sexo-dependente, onde se leva em consideragdo, principalmente, as diferencas
hormonais e os niveis de HDL entre os homens e as mulheres (Faggioni, 2003;
Prakash, 2007).

Neste estudo, uma associacdo significativamente estatistica foi encontrada
apenas entre o polimorfismo 55 e a atividade enzimatica em torno do fenilacetato
(MM<LM<MM); em ambos os polimorfismos (192 e 55), no gene da PON1, a

atividade em torno do paraoxon aumentou progressivamente nos individuos com
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LDGCB (192QQ<QR<RR); entre os individuos saudaveis a progressao foi dada
segundo os genotipos 55MM<LM<LL. Nossos achados concordam aos obtidos por
outros estudos (Catapan, 2004; Sepahvand et al, 2007), que também consideram a
variacdo da concentracdo sérica da enzima PON entre os individuos com alguns
desses gendtipos. Sugere-se que tal variacdo esteja vinculada aos fatores
ambientais, embora as variantes alélicas de PON1 sejam as maiores determinantes
da atividade enzimatica da PON (Costa et al., 2005).

As condi¢Bes de inflamacéo e status oxidativo também sofrem influéncia das
variantes da PON2, com consequéncias sobre a atividade enzimética da PON
Dasgupta et al., 2011; Precourt et al., 2011). No presente estudo, os individuos do
grupo controle e portadores do genétipo 311SS (86,9%) apresentaram atividade
ARE significativamente menor. Sabe-se que os polimorfismos da PON2 encontram-
se associados as variacbes de lipoproteinas no plasma, levando a inibicdo ou
ativacdo de algumas enzimas da rota do metabolismo dos lipideos (Pasdar et al.,
2006). Somada a essas caracteristicas, estudos ainda sugerem existir um
desequilibrio de ligacédo entre os alelos da PON2 com outras mutacdes funcionais na
familia PON ou com genes também localizados no cromossomo 7q, influenciando a
regulacdo da atividade enzimética (Li et al., 2003; Dasgupta et al., 2011).

A avaliacdo da oxidacdo da LDL, a partir do isolamento desta lipoproteina,
vem sendo avaliada in vivo, em determinadas populagées com cardiopatias, a partir
da quantificagdo de autoanticorpos contra oxLDL e a oxLDL, por métodos
imunoldgicos (Duarte et al.,, 2008). A PON consiste numa enzima com potencial
antioxidante, prevenindo a oxidagcdo da LDL por modular ou inativar o estresse

oxidativo sistémico e/ou localizado. (Précourt et al., 2011). Nos individuos portadores
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de LGCB, os niveis de autoanticorpos anti-oxLDL parecem ter sido influenciados
pelo polimorfismo da posicdo 55 do gene da PON1. A variante 55MM (0,40%)
apresentou valores de médias inferiores com relacdo aos individuos com o0s
gendétipos 55LM e 55LL. E sabido que a PON1 atua de modo a prevenir a oxidacéo
da LDL nativa (ndo modificada) (Yildirim et al., 2008). No entanto Aviram e
colaboradores (1999) demonstraram que a protecdo contra a oxidacdo desta
lipoproteina € acompanhada pela inativacdo da PON, situacéo propicia a deteccao
de anticorpos anti-oxLDL em condi¢cdes de estresse oxidativo e inflamacgédo (Aviram

et al., 2005; Yildirim et al., 2008).
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A distribuicdo génica e frequéncia relativa dos alelos dos polimorfismos
1920QR e 55LM, no gene da PON1, e 148AG e 311SC, no gene da PON2
foram semelhantes entre os grupos caso (portadores de LDGCB) e controle

(individuos saudaveis) avaliados;

A atividade arilesterase da enzima PON apresentou-se significativamente

maior no grupo controle;

A atividade paraoxonase da enzima PON foi semelhante a atividade

observada em individuos controle;

Os polimorfismos PON1 192 e PON1 55 associaram-se a atividades
paraoxonase da enzima PON1; os polimorfismos PON1 55 e PON2 311

associarm-se a atividade arilesterase;

A determinacao do perfil lipidico grupos parece nao influenciar as atividades

arilesterase e paraoxonase da enzima PON;

Os niveis de autoanticorpos anti-oxLDL associaram-se ao polimorfismo PON1

55;

Espera-se que os resultados obtidos neste trabalho auxiliem como fonte de
caracterizacdo da familia multigénica de enzimas paraoxonase sobre a

populacao brasileira diagnosticada com LDGCB.
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Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

LU NOME et e e e e e e e e nnee e s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° ..o, SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO........ o l....
ENDEREQCO ....ooiiiiiiiiee e NO e APTO ..........
BAIRRO ..o CIDADE ...
CEP. o TELEFONE: DDD (............ ) e s

2. RESPONSAVEL LEGAL ....coeviteeieee ettt eteee et ee ettt aeete st et et et ete s eteasetestete et et e sseteenate e erean e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrAAOT ETC.) ......eeeiiiireriieiiiieies et e et e e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° .....ccooiiiiiiiiiiciie e SEXO: Mo Fo

DATA NASCIMENTO. ...... lo.... [......

ENDEREQCO ..ottt e NO APTO ..o

BAIRRO ...ooiiiiiiiiie e CIDADE........ci i e

CEP oo TELEFONE: DDD (........ ) s

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. Titulo do Protocolo da Pesquisa: Estudo dos polimorfismos nos genes das paraoxonases 1 e 2 em pacientes com linfoma
ndo Hodgkin.
Pesquisador: Sergio Paulo Bydlowski
Cargo/Funcéo: Professor Associado da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia FMUSP/ Chefe LIM-31 FMUSP
Inscricdo do Conselho Regional: n° 28342
Unidade do HCFMUSP: Depto de Clinica Médica HCFMUSP/ LIM-31 / Servico de Hematologia e Hemoterapia
HCFMUSP

2. Avaliagéo do Risco da Pesquisa:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO m]
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR m]

3. Duracéo da Pesquisa: 03 anos

1. Desenho do estudo e objetivo(s): A amostra que sera coletada hoje faz parte de um estudo realizado em pacientes
portadores de linfoma ndo Hodgkin, acompanhados pelo Servico de Hematologia do HCFMUSP. Serdo estudadas as
diferentes formas hereditarias (herdadas de pai e de mée) da enzima paraoxonase, pois queremos saber se existe
alguma relacéo entre a atividade (funcionamento) desta enzima com a progressao e o tratamento desta doenga, uma
vez que a enzima paraoxonase age como protetora dos lipideos (“gorduras”) e pode sofrer mudangas por causa de
algumas doencgas. Serdo pesquisadas a atividade (funcionamento) da enzima no sangue, e suas diferentes formas
hereditarias (herdadas do pai e da mée) através do estudo de DNA. Serdo estudadas também mudancas nos lipideos
(“gorduras”) de seu sangue (colesterol, triglicérides e fragdes de lipoproteinas). E importante conhecer o quanto destas
mudancas acontece, porque elas podem fazer com que a gordura do sangue comece a se depositar na parede das

artérias (“veias”), o que pode provocar outras complicagdes e outras doengas (como por exemplo, infarto do coracao).

2. O Sr. respondera perguntas simples sobre seus ancestrais (pais e avos), porque as formas hereditarias da enzima
paraoxonase possuem freqiiéncias diferentes dentre as trés principais racas (brancos, negros e amarelos) e suas

misturas encontradas no Brasil. Favor assinalar:
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Paciente: Branco Negro indio Miscigenado

Pai: Branco Negro indio Miscigenado Mae: Branco Negro indio Miscigenado
Avo Paterna: Branco Negro Indio Miscigenado Avo Materna: Branco Negro indio Miscigenado
Avd Materna: Branco Negro indio Miscigenado Avd Materna: Branco Negro indio Miscigenado

O sangue necessario para fazer estes testes de laboratério sera coletado em quatro momentos, juntamente com seus
exames laboratoriais de rotina. A primeira coleta serd antes do inicio de seu tratamento (logo apés a primeira consulta), a
segunda entre os ciclos (1° e 2°), a terceira apés o quarto ciclo de quimioterapia e a quarta, apés o Ultimo ciclo de
quimioterapia.

Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: somente 0s da puncéo venosa (picada
da agulha) para a coleta do sangue, o qual seréa obtido quando da coleta de outros exames rotineiros.

Possiveis beneficios advindos da pesquisa: Nos casos onde forem detectadas quaisquer alteracdes do perfil lipidico
(colesterol total, suas fragGes e triglicérides), o paciente serd encaminhado para tratamento.

Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode optar, ndo ha

Em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais davidas. Os principais investigadores sdo a Dra. Juliana Pereira, Karolline Santana da Silva e o Prof. Dr.
Sérgio Bydlowski, que podem ser encontrados na Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155 (PAMB) — 1° andar, sala 43.
Séo Paulo/SP - fones: (11) 3061-5544 ramal. 264. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — fone: 3069-
6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: (11) 3069-6442 ramal. 26. E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer

prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

Direito de confidencialidade. As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de
resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas. Também nao ha compensacgédo financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela ser4 absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo (nexo causal
comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizagbes legalmente
estabelecidas. O risco do estudo é minimo, sendo apenas o de trés coletas de amostras de sangue.

A sua amostra de sangue coletada hoje ficard armazenada no laboratério, conforme regras de sigilo e manutencgéo de

materiais biolégicos vigentes, e podera vir a ser utilizada em outro estudo, somente caso o(a) senhor(a) concorde apoés lhe

explicarmos sobre 0 que seria 0 novo projeto de pesquisa. Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das

informagbes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Estudo dos polimorfismos nos genes das
paraoxonases 1 e 2 em pacientes com linfoma ndo Hodgkin.”

Eu discuti com Karolline Santana da Silva e/ou com a Dra. Juliana Pereira sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que

minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
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Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes
ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servico.
Assinatura do paciente/representante legal* Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

*para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou

representante legal para a participa¢do neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data / /
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Anexo 2.. Genotipagem dos polimorfismos 192QR e 55LM, no gene da PON1 e 148AG e 311SC, no
gene da PON2, nos portadores de LDGCB (n = 78).

PON1 PON2
Amostras 192QR 55LM 148AG 311SC
001 QQ LL AG sC
002 QQ LL AA Ss
003 QQ LM AA Ss
004 QQ LM AG Ss
005 QQ LL AA Ss
006 QQ LM AA Ss
007 QQ LM AA Ss
008 QQ LM AA S5
009 RR LL AA S5
010 QQ MM AA Ss
011 RR LL AG sc
012 QR LL AG sc
013 QQ LM AG sc
014 RR LL AA Ss
015 QR LL AG sc
016 RR LL AG Ss
017 QQ LM AG SC
018 QQ LL AA Ss
019 QQ LL AG cc
020 QQ LL AG sc
022 QR LL AA Ss
023 QR LL AA Ss
024 QQ MM GG sc
025 QR LL AA cc
026 QQ LM AA cc
027 QR MM AG sc
028 RR LL AA Ss
029 QQ MM AG Ss
030 QQ MM AA SIS
031 QQ LL AA Ss
032 QQ LL AG ND*
033 QQ LL AG sc

continua
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PON1 PON2
Amostras 192QR 55LM 148AG 311SC
035 QQ LL GG sC
036 QQ LM AG sc
037 RR LM AA SS
039 QR LL AA SS
040 QR LL AA SS
041 QQ LL AG sc
042 RR LL AA SS
043 QR LL AA SS
044 QR LM AA cc
045 QQ LL AG sc
046 RR LL AG S
047 QQ MM AA S
048 QQ MM AA SS
050 QQ MM AG S
051 QQ LM AG sc
052 QQ LM AG sc
053 QR LL AG sC
054 QR LL AG sc
055 QR LM AA S
059 QR LL AA S
061 QQ LM GG cc
063 QQ LM AG sc
064 QQ LL AG sc
065 QR LM AA S
067 RR LL AA ND*
071 QQ LM AA SS
073 QQ LM AA S
074 RR LL AA S
075 QR LL AG SS
079 QQ LL GG cc
081 QR LL AG sc
082 QQ LM AG S
083 QQ LM AA SS
084 QR LL AG SS

continua
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PON1 PON2
Amostras 192QR 55LM 148AG 311SC
085 QR LL AG SS
086 RR LL AA Ss
087 QR LM AG sC
088 QR LM AG sC
090 QR LM AG sc
092 ND* ND* AA Ss
095 QQ LM AG sC
097 QR LM AA SS
098 QQ LM GG sC
099 QQ LM AG S

Polimorfismos 192QR (QQ: homozigoto selvagem; QR: heterozigoto; RR: homozigoto mutado) e 55LM (LL: homozigoto
selvagem; LM: heterozigoto; MM: homozigoto mutado) no gene da PON1. Polimorfismos 148AG (AA: homozigoto selvagem;
AG: heterozigoto; GG: homozigoto mutado) e 311SC (SS: homozigoto selvagem; SC: heterozigoto; CC: homozigoto mutado)
no gene da PON2. ND*: Nao determinado.
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Anexo 3. Determinacgdes bioguimicas das apolipoproteinas (Apo) Al, A2, B e E, colesterol total (CT) e
fracdes (HDL-C, LDL-C, VLDL-C) e triglicérides (TG) dos portadores de LDGCB (n = 78)

Amostras Apo A1l  Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
001 68,8 13,8 90,7 2,6 144 252 16 50 50
002 132,6 23,9 75,1 2,4 156 78 48 16 92
003 157,1 34,5 85,6 3,7 186 196 52 39 95
004 78,1 17,5 48,7 5,2 86 64 16 19 51
005 198,8 32,2 119,6 6,3 255 209 65 42 148
006 108,4 24,1 133,3 7,3 243 441 26 ND* 140
007 154,1 28,4 93,9 51 190 75 54 15 121
008 145,5 29,6 74,3 3,8 164 77 60 15 89
009 161,5 36,9 77,7 5,20 173 85 61 17 95
010 132,6 29,3 111,5 4 238 122 49 24 165
011 92,3 28,7 79,2 3,9 150 109 30 22 98
012 153,2 39,3 133 53 250 198 59 40 151
013 184,1 36,4 87,8 6,8 197 139 69 28 100
014 115,7 23,1 45 3,6 108 50 41 10 57
015 59,1 9,4 94,1 3,4 128 160 20 32 76
016 145 18,1 132,4 49 201 130 49 26 126
017 162,5 26,7 104,2 5,7 197 214 46 43 108
018 157,5 31 102,6 4,3 193 99 51 20 122
019 93,4 19,8 50,3 3 92 76 40 15 37
020 95 20,5 86,4 51 133 123 27 25 81
022 125,3 35,4 94,7 3,4 180 99 36 20 124
023 105,4 18,7 149,7 5,7 230 208 29 42 159
024 107,4 17,3 110,7 4,2 196 119 38 24 134
025 142 30,4 75,8 4 148 114 55 23 70
026 79,9 15,1 279,8 15,20 384 995 34 ND* 163
027 137 30,9 99,3 5 216 57 57 11 148
028 82,5 17,5 83,7 5,6 180 101 27 ND* 133
029 121,4 29,9 114 4,9 206 302 36 ND* 133
030 117,5 25,1 139,4 4,1 254 95 47 19 188
031 109,9 22,2 63,5 2,2 124 96 42 19 63
032 203,1 31,5 59 29 161 99 94 20 47
033 2119 42,5 76,5 29 179 256 77 51 51
035 165 29 57,1 53 160 123 62 25 73
036 145,7 21 76,1 55 203 108 74 22 107
037 156,5 37,7 89,8 4,3 213 114 59 23 131
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Amostras Apo A1l Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
039 112,3 23,7 85 4,2 163 120 37 24 102
040 200,4 36,1 74,1 3,9 200 82 80 16 104
041 111 26,5 94,9 6,3 174 121 36 ND* 114
042 137,2 27 121,3 5,6 224 123 42 25 157
043 101,9 24,8 32,6 2,8 84 52 29 10 45
044 109,9 23,6 82,3 4,7 163 128 32 26 105
045 153,1 394 114 5 253 167 52 33 168
046 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
047 47 11,4 83,5 5,3 126 139 9 28 89
048 104,1 22,3 110,2 4,9 192 214 26 43 123
050 110,7 16,8 84,1 3,9 162 96 42 19 101
051 145,5 25,9 64 3.1 157 75 55 15 87
052 162,4 41,3 100,4 4,9 238 81 60 16 162
053 110,9 30,9 125,2 35 232 193 34 39 159
054 124,6 26,7 119,9 51 239 130 37 26 176
055 121,3 33 116,8 5 211 142 39 28 144
059 93,1 18 151 5,6 258 195 27 39 192
061 41,4 10,6 119,4 4,8 155 215 10 43 102
063 114,5 19,8 107,6 6,5 205 107 46 21 138
064 143,9 26 69,4 4,5 148 216 45 43 60
065 162,1 33,5 111,2 4,5 257 131 57 26 174
067 110,9 21,9 51,1 2,3 114 106 40 21 53
071 108,4 18,2 87,8 4,6 184 190 35 38 111
073 110,9 20,5 116 3,30 194 123 34 25 135
074 92,4 17,4 77,9 4,80 143 59 38 12 93
075 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
076 101,3 30,5 97,6 4,4 196 114 34 23 139
077 80,1 17,7 64,9 6,1 109 122 22 24 63
079 202,7 36,6 114,8 3,2 263 100 72 20 171
081 162,1 122,8 98,4 4,8 236 149 60 30 146
082 142,1 25,5 132,5 1,8 211 89 55 18 138
083 34,8 8,8 108 2,5 127 98 10 20 97
084 77,8 16,8 63,3 2,9 118 108 28 22 68
085 119,9 30,1 94,1 49 164 168 30 34 100
086 155,1 30,1 142,1 5,9 254 146 50 29 175
087 118,9 29,1 102,2 3,7 179 111 36 22 121
088 133,2 23,4 97,2 4,1 179 108 44 22 113
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Amostras Apo A1l Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
090 122,4 31,4 1119 9,2 238 209 35 42 161
092 15,8 5,2 1445 7,5 148 157 6 31 111
095 86,3 14,6 57 35 123 74 31 15 77
097 32,5 7,6 175,7 8,4 195 417 8 ND* 27
098 108,8 19,4 52,7 3 122 77 41 15 66
099 1314 31,8 71 7 179 105 48 21 110

Valores obtidos no momento TO (apds o diagnéstico e antes do inicio da QT). Resultados expressos em mg/dL. ND*: Nao

disponivel.
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Anexo 4. Determinagdes bioguimicas das apolipoproteinas (Apo) Al, A2, B e E, colesterol total (CT) e
fracdes (HDL-C, LDL-C, VLDL-C) e triglicérides (TG) dos portadores de LDGCB (n = 78)

Amostras Apo A1l  Apo A2 Apo B AEO CT HDL LDL VLDL TG
001 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
002 154,1 29,5 81,5 2,8 165 51 58 10 97
003 103,2 29,8 78,6 5,6 160 332 24 ND* 89
004 45,7 6,5 48,2 6,3 58 129 6 26 26
005 196,4 34,9 125,7 7,3 257 243 65 49 143
006 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
007 126,1 28,2 96,3 7,3 196 162 41 32 123
008 174,5 34,2 96,9 4,8 196 133 69 27 100
009 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
010 118,3 22,5 122,2 3,3 212 73 44 15 153
011 97,7 23,5 74,4 4,5 136 99 29 20 87
012 178,5 37,2 139,6 5,7 271 157 55 31 185
013 169,9 28,5 71,5 6,4 148 106 50 21 77
014 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
015 118,1 27,3 66,3 31 149 113 53 23 73
016 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
017 141,4 28,6 90,9 111 200 646 30 ND* 72
018 161,5 34,9 104,7 5,3 222 109 58 22 142
019 119,6 25,2 77,6 4 181 144 42 29 110
020 181,7 38,1 87,6 7,7 200 186 67 37 96
022 131,5 33,8 93,4 4.5 201 212 36 42 123
023 160,5 29 184,9 7,3 284 335 45 ND* 206
024 128,8 26,5 128,7 5,2 218 156 38 31 149
025 129,4 30,2 103,2 6,8 224 368 37 ND* 127
026 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
027 131,9 34,3 117,7 5,4 238 131 49 26 163
028 150,7 33,5 91,5 4,7 216 73 58 15 143
029 109,8 30,4 86,5 4,3 179 224 35 45 99
030 148,6 39,7 136 7,8 285 291 49 58 178
031 111,2 33,2 64,6 5,2 138 281 23 56 59
032 206,5 26,4 47,9 2,3 163 95 92 19 52
033 161,8 36,5 85,5 6,1 211 594 44 ND* 86
035 229,4 38,9 64,2 6,4 221 169 85 34 102
036 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
037 164,2 39,8 86,1 6 195 155 61 31 103
039 167,7 28,7 47,3 2,8 144 53 76 11 57

continua




Anexos 82

Amostras Apo A1l Apo A2 Apo B AEO CT HDL LDL VLDL TG
040 171,8 32,6 77,2 3,6 185 107 55 21 109
041 160,1 36 96,1 9,1 233 125 66 25 142
042 136,5 22,6 94,6 3,6 211 79 59 16 136
043 94,2 24,2 35,7 3,9 84 58 32 12 40
044 125 18,9 67,8 3,5 155 103 41 21 93
045 217,2 51 144,5 5 349 182 94 36 219
046 187,3 31,8 78,8 4,8 228 133 70 27 131
047 122,2 230 91 4,9 213 96 48 19 146
048 88,1 20,4 72 6,3 134 354 15 ND* 58
050 56,7 6,2 76,7 4,1 111 108 18 22 71
051 143,4 24,2 62,9 3,5 161 115 51 23 87
052 186,6 47,6 72,5 5,6 205 152 75 30 100
053 1429 37,8 137,2 5,6 269 218 43 44 182
054 173,9 48,4 94,7 4.8 201 440 47 ND* 110
055 152,4 36,7 93 6,5 187 327 51 ND* 83
059 101,7 29,3 125,8 4,3 238 133 33 27 178
061 182,8 33,6 100,9 6,5 240 284 61 57 122
063 151 40,2 87,3 4,2 203 89 59 18 126
064 142.,4 22,8 57,1 3,3 126 126 46 25 55
065 114,8 30,5 112,9 4,4 202 167 32 33 137
067 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
071 140 229 87,5 5,6 223 219 47 44 132
073 139,9 23,9 121,6 3,7 233 199 44 40 149
074 178,9 33,3 61,9 7,4 199 56 86 11 102
075 140,5 28,6 58,7 10,1 184 148 56 30 98
076 112,6 26 79,3 4 168 95 55 19 94
077 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
079 186,6 46,1 125,9 4,7 253 134 65 27 161
081 119,4 23,7 122,8 3,6 243 122 39 122 180
082 88,2 14,7 104,3 2,3 157 157 27 31 99
083 107,3 27,5 79,6 2,4 155 55 39 11 105
084 125,5 20,7 75,3 4,8 181 81 63 16 102
085 133,8 28,6 89,9 4,3 170 163 35 33 102
086 174 32,7 98,7 6,4 247 69 75 69 158
087 123 28,3 101,3 3,7 186 126 38 25 123
088 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
090 143 25 49,40 7,1 141 139 57 28 56
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Amostras Apo A1l Apo A2 Apo B Alp_:)o CT HDL LDL VLDL TG
092 1146 17,9 107 5,8 212 151 48 30 134
095 120,2 15,6 85,6 5 189 119 47 24 118
097 118,3 21,50 102,4 6,3 208 82 63 16 129
098 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
099 161,9 29,6 66,6 54 174 101 61 20 93

Valores obtidos no momento T1 (entre o primeiro e segundo ciclo de QT). Resultados expressos em mg/dL. ND*: N&ao
disponivel.
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Anexo 5. Determinagdes bioguimicas das apolipoproteinas (Apo) Al, A2, B e E, colesterol total (CT) e

fracdes (HDL-C, LDL-C, VLDL-C) e triglicérides (TG) dos portadores de LDGCB (n = 78)

Amostras Apo Al Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
001 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
002 142,6 31,6 88,9 31 181 47 111 23 117
003 147,7 39,4 92,6 51 191 44 100 47 236
004 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
005 191,3 34,5 95,1 5,6 188 57 86 45 226
006 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
007 95,1 16,6 122,3 6,7 205 29 143 33 167
008 161 31,3 91,1 3,2 191 56 119 16 78
009 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
010 131,8 27,3 140,9 4,1 251 48 178 25 124
011 87 22,8 82,6 31 129 31 79 19 95
012 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
013 154 31,7 70,5 5,8 157 50 67 40 202
014 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
015 158,8 41,2 89,1 6,50 232 85 114 33 167
016 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
017 140,1 26,5 95,4 13 233 64 77 ND* 786
018 146,9 26,4 85,6 3,3 195 70 111 14 70
019 158,3 38,70 100,8 6 247 52 150 45 226
020 172,6 40,8 89,1 6,4 217 65 127 25 125
022 142 37,7 111,6 3,9 229 47 146 29 153
023 163,8 29,7 169 5,40 313 48 212 53 264
024 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
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Amostras Apo Al Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
025 113,3 27,5 107,5 6,5 223 32 127 ND* 383
026 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
027 132 27,4 97,7 4,7 228 42 156 30 149
028 121,5 33,1 51 5,0 138 59 66 16 79
029 163,7 33,8 78,4 5 191 59 105 27 136
030 116,8 30,7 129 5,2 265 39 191 35 175
031 112,2 35,2 77,4 7,9 157 18 47 ND* 510
032 206,9 49,2 43,3 3,8 169 100 48 21 103
033 167,2 39 95,1 4,2 217 73 99 45 223
035 202,4 42,8 67,4 6,9 192 72 90 30 150
036 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
037 159,4 39 102,1 51 224 62 123 39 197
039 123 22,5 44 2,5 122 52 59 11 55
040 174,8 32,2 66,2 4,1 173 77 75 21 105
041 156 42,5 93,4 7,1 200 54 115 31 163
042 117,3 27 106,6 3,6 257 50 184 23 113
043 184,8 38,8 46,1 3.2 135 60 59 16 81
044 111,7 27,2 81,2 4,3 143 36 82 25 127
045 190,4 42,3 158,8 53 322 67 224 31 153
046 143,9 30,6 1143 5,6 231 57 144 30 151
047 94,4 24,4 72,7 3,1 142 31 90 21 103
048 145,3 31,8 116,2 5,2 247 39 161 47 234
050 130,5 27,7 85,8 51 174 44 103 27 135
051 117,8 24,9 69,8 3,3 140 35 86 19 94
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Amostras Apo Al Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
052 186,6 47,6 72,5 5,6 205 75 100 30 152
053 98,7 27,5 128,4 4,9 211 29 151 31 154
054 118,6 26,4 119,9 4,7 255 42 175 38 188
055 158,7 36,5 6,3 196 333 87 ND* ND* 49
059 101,7 29,3 125,8 4,3 238 33 178 27 133
061 160,6 354 131,3 5,6 266 54 173 39 196
063 151 40,2 87,3 4,2 203 59 126 18 89
064 128,4 25,8 47,7 3,2 51 40 <3 28 142
065 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
067 173,9 48,4 94,7 4,8 201 47 110 ND* 440,0
071 136,1 22,1 70,2 3,8 163 51 89 23 117
073 116 23,5 122,8 3,3 214 35 148 31 156
074 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
075 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
076 81,6 21,5 46,6 3,1 99 25 54 20 102
077 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
079 178,8 41,3 130,7 4,8 285 60 194 31 153
081 136,2 27 79,3 3,1 181 49 112 20 98
082 88,7 18,5 95,2 3.3 158 27 196 39 92
083 84,5 28,7 81,4 2,8 146 27 98 21 104
084 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
085 1249 29,1 80,7 5,3 171 36 90 45 226
086 161,3 34 70,3 5,6 185 43 123 19 93
087 102,5 28,3 103,4 5,8 190 29 112 49 247
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Amostras Apo Al Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
088 155,5 27 123,8 54 258 60 171 27 135
090 121,1 22,6 71 6,8 185 44 86 55 275
092 162 23,5 11,5 6,7 250 53 152 45 227
095 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
097 163 31,6 121,3 7,4 283 55 198 30 149
098 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
099 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*

Valores obtidos no momento T2 (apds o quarto ciclo da QT). Resultados expressos em mg/dL. ND*: N&o disponivel.
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Anexo 6. Determinagdes bioguimicas das apolipoproteinas (Apo) Al, A2, B e E, colesterol total (CT) e
fracdes (HDL-C, LDL-C, VLDL-C) e triglicérides (TG) dos portadores de LDGCB (n = 78)

Amostras Apo A1l  Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
001 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
002 117,7 28,7 93,2 2 180 45 111 24 119
003 168,9 38,1 104,7 5,3 197 55 104 38 192
004 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
005 163,5 33,8 104 7,1 226 65 131 30 150
006 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
007 164,8 40,8 117,1 6,8 226 47 154 25 127
008 161 31,3 91,1 3,2 191 56 119 16 18
009 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
010 1433 27,1 109,2 4,3 230 48 162 20 99
011 100,4 20,7 56,1 4,2 127 37 73 17 83
012 166,1 35,3 146,1 6,5 289,0 52 184 ND* 395
013 161,6 28,5 65 5,5 162 54 81 27 133
014 129 29,9 61 6 157 53 90 14 71
015 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
016 1717 ND* 80,3 ND* 178 49 95 34 172
017 1919 42,5 117 7,1 259,0 53 152 54 269
018 192,2 37,7 132,8 4,1 278 70 187 21 106
019 158,8 41,7 97,2 4,9 213 56 132 25 123
020 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
022 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
023 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
024 140,2 28,8 94,6 4,1 209 51 137 21 103
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Amostras Apo A1l Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
025 117 24,6 86,6 5,2 172 41 99 32 158
026 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
027 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
028 134,4 32,1 93 34 ND* 14 56 121 71
029 143,4 32,2 97,3 3,2 206 49 118 39 195
030 129,4 33,7 96 4,8 208 52 134 22 112
031 106,4 32,8 56,8 4,8 140 32 77 31 154
032 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
033 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
035 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
036 100,9 27 71 3,8 156 34 90 32 159
037 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
039 120,1 25,2 50,9 3,2 129 53 64 12 62
040 175,3 36,2 84,9 3.8 208 67 107 34 169
041 162,6 40,4 121,4 8,4 259 52 165 373
042 138,9 34,7 131,9 5,0 268 51 191 26 130
043 174,4 36,7 60,1 3,6 144 55 69 20 101
044 81,8 19,4 68,8 3,9 108 14 63 31 157
045 138,7 37,4 112,2 4,3 216 40 127 49 246
046 137,6 26,1 100,7 5,3 204 42 125 37,0 185
047 120,3 249 62,8 3,5 146 46 78 22 109
048 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
050 112,6 22,6 66,7 4,3 154 51 87 16 79
051 131 29,5 79,2 3,6 171 51 102 18 92
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Amostras Apo A1l Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E

052 153,9 30,5 79,1 5,3 191 57 107 27 135
053 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
054 127 34,9 117,2 4,7 250 43 177 30 148
055 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
059 108 315 140,4 4,7 240 37 102 20 183
061 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
063 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
064 130,9 26,8 67,6 4,7 141 32 63 46 230
065 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
067 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
071 116 22,3 76,8 4,1 171 39 95 37 187
073 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
074 152,4 27,8 70,3 6,2 194 70 107 17 86

075 162 35,7 62,3 7 187 65 101 21 104
076 82 25 49,6 2,8 101 22 60 19 95

077 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
079 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
081 129,8 30 84,4 3,4 176 43 112 21 106
082 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
083 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
084 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
085 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
086 164,4 34,6 83,8 5,5 185 62 101 22 112
087 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
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Amostras Apo A1l Apo A2 Apo B Apo CT HDL LDL VLDL TG
E
088 89,4 24,6 46 4,4 125 12 65 48 238
090 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
092 102 15,7 99,3 5,5 186 41 41 113 162
095 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
097 141,6 29,3 113,5 6,3 244 68 155 21 106
098 56,9 18,7 38,8 4,1 64 6 40 18 92
099 ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND*

Valores obtidos no momento T3 (ao término do ciclo da QT). Resultados expressos em mg/dL. ND*: N&o disponivel.
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Anexo 7. Determinacdo da atividade arilesterase (U/mL) nos portadores de LDGCB em momentos

distintos da Quimioterapia (QT): TO, T1, T2 e T3*. (n = 78)

Amostras TO T1 T2 T3
001 49 82 ND* ND*
002 84 107 100 113
003 97 89 111 95
004 97 88 ND* ND*
005 112 120 129 86
006 65 ND* ND* ND*
007 ND* 116 82 69
008 72 81 60 ND*
009 87 ND* ND* ND*
010 49 57 ND* 52
011 141 94 ND* 47
012 106 125 ND* 103
013 83 82 85 74
014 110 ND* ND* 109
015 43 64 87 ND*
016 95 94 ND* 111
017 71 71 95 77
018 117 116 99 ND*
019 69 108 78 ND*
020 49 59 91 ND*
022 98 117 97 ND*
023 80 102 69 97
024 59 83 95 ND*
025 80 81 65 94
026 38 ND* ND* ND*
027 38 130 72 ND*
028 96 100 98 98
029 82 76 109 87
030 72 96 72 88
031 89 65 72 ND*
032 73 82 88 ND*
033 165 137 131 ND*
035 99 120 116 ND*
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Amostras TO Tl T2 T3
036 95 ND* ND* 81
037 69 81 95 ND*
039 69 81 83 83
040 74 81 86 98
041 42 54 95 91
042 100 95 76 98
043 61 61 ND* 121
044 75 62 74 90
045 108 ND* 105 98
046 71 102 109 93
047 54 47 65 62
048 54 60 71 ND*
050 53 38 74 76
051 89 108 98 110
052 118 118 165 101
053 117 124 116 ND*
054 95 91 ND* 113
055 67 75 77 ND*
059 79 112 131 115
061 62 72 101 ND*
063 62 126 ND* ND*
064 92 108 49 90
065 90 102 ND* ND*
067 51 105 ND* ND*
071 51 78 80 96
073 61 82 74 ND*
074 20 48 33 42
075 ND* 69 72 ND*
076 128 110 91 109
077 56 ND* ND* ND*
079 118 144 117 ND*
081 83 90 66 87
082 79 65 80 57
083 70 111 98 ND*
084 53 64 ND* ND*
085 101 115 125 ND*
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Amostras TO Tl T2 T3
086 73 103 98 80
087 79 90 68 ND*
088 87 ND* 101 107
090 106 93 86 ND*
092 26 72 67 42
095 45 58 ND* ND*
097 40 45 44 40
098 77 66 71 68
099 86 83 ND* ND*

94

Determinacéo da atividade arilesterase da PON1 sérica, utlizando como substrato o fenilacetato. Resultado expresso em U/mL.
*TO (apds o diagnéstico e antes do inicio da QT), entre o primeiro e segundo ciclo de QT; T2) apés o quarto ciclo de QT e; T3)

ao término do dltimo ciclo de QT. ND*: N&o disponivel.



Anexo 8. Determinacéo da atividade paraoxonase (U/L) nos portadores de LDGCB em momentos
distintos da Quimioterapia (QT): TO, T1, T2 e T3*. (n = 78)

Anexos

Amostras TO T1 T2 T3
001 26 45 ND* ND*
002 120 155 135 103
003 143 123 158 137
004 127 ND* ND* 115
005 170 145 129 113
006 129 ND* ND* ND*
007 ND* 106 111 99
008 107 161 102 ND*
009 194 ND* ND* ND*
010 24 27 17 28
011 162 114 82 ND*
012 155 170 157 ND*
013 44 33 32 ND*
014 230 ND* ND* 194
015 51 76 118 ND*
016 166 ND* ND* 202
017 51 56 30 36
018 66 52 64 68
019 81 70 52 68
020 35 29 39 ND*
022 121 110 103 ND*
023 88 96 ND* 75
024 73 138 131 ND*
025 69 75 68 59
026 29 ND* ND* ND*
027 105 117 90 ND*
029 23 29 56 34
030 58 ND* 87 108
031 61 52 86 69
032 ND* ND* 107 ND*
033 198 134 141 ND*
035 93 108 121 ND*
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Amostras TO Tl T2 T3
036 37 ND* ND* 32
037 31 42 35 ND*
039 43 35 17 12
040 147 88 157 198
041 ND* 29 21 ND*
042 101 182 166 ND*
043 47 46 116 ND*
044 ND* 103 92 73
045 176 ND* 56 102
046 205 ND* 195 156
047 27 ND* 32 31
048 ND* ND* 36 ND*
050 123 15 27 21
051 ND* ND* 35 27
052 106 140 166 103
053 107 126 107 ND*
054 135 125 ND* 107
055 31 30 81 ND*
059 85 103 106 113
061 27 41 40 ND*
063 31 42 ND* ND*
065 134 ND* ND* ND*
067 121 183 ND* ND*
071 ND* 58 30 19
073 39 29 22 ND*
074 ND* ND* 57 51
075 ND* ND* 76 ND*
076 229 103 146 169
077 57 ND* ND* ND*
079 ND* 58 50 ND*
081 95 77 102 78
082 19 19 27 50
083 31 29 34 ND*
084 53 62 ND* ND*
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Amostras TO Tl T2 T3
085 118 119 123 ND*
086 108 144 180 152
087 86 93 75 ND*
088 106 ND* 141 104
090 108 98 121 ND*
092 32 ND* 29 20
095 ND* ND* ND*
097 46 72 68 82
098 24 34 49 55
099 24 27 ND* ND*

Determinacdo da atividade paraoxonase da PON1 sérica, utlizando como substrato o paraoxon. Resultado expresso em UJ/L.
*TO (apds o diagndstico e antes do inicio da QT); T1 (entre o primeiro e segundo ciclo de QT); T2 (ap6s o quarto ciclo de QT) e
T3 (ao término do Ultimo ciclo de QT). ND*: N&o disponivel.
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Anexo 9. Idade e estadio clinico dos portadores de LDGCB (n = 78).

Amostras Idade Estadio clinico
(anos)

001 55 [\
002 35 Il
003 51 1l
004 72 1l
005 72 1l
006 65 1l
007 74 [\
008 55 ]
009 54 I
010 46 I
011 70 1l
012 48 1]
013 66 1]
014 76 v
015 18 Il
016 64 v
017 66 1\
018 78 Il
019 55 v
020 67 \Y
022 52 v
023 51 I
024 69 \Y
025 57 v
026 80

027 66 ND*
028 28 1]
029 33

030 24 v
031 31 v
032 39 Il
033 52 I
035 63 Il
036 71

continua
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Amostras Idade Estadio clinico
(anos)

037 60 I
039 52 [\
040 73 1]
041 74 [\
042 69 [\
043 43 [\
044 72 [\
045 68 ]
046 64 1]
047 38 \
048 60 \Y
050 73 Il
051 36 I
052 50 I
053 38 I
054 49 v
055 52 1]
059 21 v
061 53 1\
063 68 \Y
064 75 1]
065 65 \Y
067 44 Il
071 85 \
073 77

074 47 Il
075 40 \Y
076 71 Il
077 59 \
079 31 \Y
081 53 1
082 69 Il
083 36

084 75 1

continua
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Amostras Idade Estadio clinico
(anos)

085 56 [\
086 78 ]
087 61 1l
088 78 Il
090 85 ND*
092 67 ND*
095 50 [\
097 67 [\
098 65 I
099 40 I
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Distribuicao dos pacientes segundo o Sistema Ann Arbor de estadiamento. Estadio I: Envolvimento de uma regido linfonodal ou
estrutura linféide; Estadio Il: Envolvimento de duas ou mais regides linfonodais do mesmo lado do diafragma; Estadio IlI:
Envolvimento de regides linfonodais do mesmo lado do diafragma; Estadio IV: Envolvimento de 6rgdo extranodal. ND*: N&o

disponivel
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Anexo 10. Niveis séricos de autoanticorpos anti- oxLDL, nos portadores de LDGCB, em momentos

distintos da Quimioterapia (QT): TO e T1* (n=78)

Amostras TO T1
001 0,65 0,46
002 0,46 0,61
003 0,70 0,41
004 0,45 0,66
005 0,40 0,43
006 0,25 0,29
007 ND* 0,36
008 0,44 ND*
009 0,41 ND*
010 0,46 ND*
011 ND* ND*
012 0,43 ND*
013 ND* ND*
014 ND* 0,37
015 ND* ND*
016 ND* 0,29
017 ND* ND*
018 ND* ND*
019 ND* ND*
020 ND* ND*
022 0,35 0,39
023 0,38 0,24
024 ND* ND*
025 0,11 ND*
026 ND* ND*
027 0,34 ND*
028 0,52 ND*
029 0,38 ND*
030 ND* 0,51
031 0,45 0,56
032 ND* 0,53
033 0,41 0,41
035 0,39 0,38

continua
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Amostras TO Tl
036 ND* 0,37
037 0,80 0,61
039 0,33 0,30
040 0,82 0,67
041 0,36 0,28
042 0,75 0,56
043 0,49 0,41
044 0,52 0,40
045 0,58 0,55
046 0,38 ND*
047 0,39 0,48
048 0,45 0,48
050 0,40 0,31
051 0,40 0,46
052 0,49 0,26
053 0,34 ND*
054 0,39 1,07
055 0,40 0,29
059 0,39 0,46
061 ND* 0,39
063 0,39 ND*
064 ND* ND*
065 0,70 ND*
067 0,50 0,64
071 0,46 0,67
073 1,17 1,06
074 0,39 ND*
075 ND* 0,34
076 0,69 0,36
077 0,52 ND*
079 0,48 0,32
081 0,50 0,50
082 0,38 0,56
083 0,98 0,66
084 0,52 0,58

continua
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Amostras TO Tl
085 0,33 0,42
086 0,36 0,47
087 0,31 0,51
088 0,49 ND*
090 0,38 0,65
092 0,34 0,56
095 0,93 0,46
097 0,67 0,40
098 0,45 0,49
099 0,79 0,75

103

Resultados das absorbancias dados em U/mL *TO (ap6s o diagnéstico e antes do inicio da QT), T1 (entre o primeiro e segundo

ciclo de QT); T2 (apds o quarto ciclo de QT) e; T3 (ao término do ultimo ciclo de QT). ND*: N&o disponivel.
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Anexo 11. Genotipagem dos polimorfismos 192QR e 55LM, no gene da PON1 e 148AG e 311SC, no

gene da PON2, dos doadores (n=104).

PON1 PON2
Amostras 192QR 55LM 148AG 311SC
Doa — 001 QQ LM AA cC
Doa — 004 RR LL AA sc
Doa — 005 QQ LL GG cc
Doa — 006 QQ LM AA Ss
Doa — 007 QQ LL AA sC
Doa — 008 QR LM ND* sc
Doa — 009 QR LM AA Ss
Doa - 011 QQ MM AG sc
Doa — 012 QR LL AA Ss
Doa — 013 RR LL AA sc
Doa — 014 QQ LL AA sC
Doa - 015 QR MM AG sc
Doa — 017 QQ MM AA Ss
Doa — 018 QR LL AA Ss
Doa — 019 RR MM AA Ss
Doa — 022 QQ MM AA Ss
Doa — 023 QQ LM AA Ss
Doa — 024 QQ LM AA sc
Doa - 026 QQ LL AA sc
Doa — 027 RR LL AA ND*
Doa - 028 QQ LL AA sc
Doa - 030 QQ LL AA sc
Doa — 031 RR LL AG sc
Doa — 032 QQ MM AG sc
Doa — 033 RR LL AA cc

continua
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PON1 PON2
Amostras 1920R 55LM 148AG 311SC
Doa — 034 QQ LM AA SC
Doa — 035 QQ LL AG Ss
Doa — 036 QQ MM AG sC
Doa — 037 RR LL AG Ss
Doa — 038 QQ LM AG sc
Doa — 039 QQ MM AA Ss
Doa — 040 QQ LL GG SS
Doa — 041 QQ LL AA cC
Doa — 042 QQ LL AA sC
Doa — 043 RR LM AG SS
Doa — 044 RR LM AG SS
Doa — 045 QQ LM AG SS
Doa — 046 QQ LL AA SC
Doa — 047 QQ LM AA SS
Doa — 048 QQ LL AA SC
Doa — 050 QR LM AG Ss
Doa — 051 QQ LL AA SS
Doa — 052 QQ MM AG scC
Doa — 053 QQ LM AG SS
Doa — 054 RR LL AG SS
Doa — 056 RR LL AA Ss
Doa — 057 QQ LM AA SC
Doa — 058 QQ MM AA SC
Doa — 059 QQ LL GG sC
Doa — 062 QR LL AG Ss
Doa - 063 QQ LL AA SS

continua
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PON1 PON 2

Amostras 1920R 55LM 148AG 311SC
Doa — 064 QR LM AG SS
Doa — 065 QR LL AG SS
Doa — 066 QR LL AA sc
Doa — 067 RR LL AA sc
Doa — 068 QR LM GG sC
Doa — 071 QQ LL AG Ss
Doa — 072 QQ MM AG cc
Doa - 073 RR LL AG SS
Doa - 074 QR LL AA cc
Doa - 075 QR LL AA cc
Doa - 077 QQ LL AA ND*
Doa - 078 QR LL AA cc
Doa — 079 QR MM AG sc
Doa — 080 QQ LL AG SS
Doa — 081 QQ LM AA SS
Doa — 082 QQ LM AA SS
Doa — 083 RR LL AA sc
Doa — 084 QQ LM AG SS
Doa — 086 QQ LM AA SS
Doa — 087 QQ LM AA sC
Doa — 089 QR LM AG SS
Doa — 092 QR LM AG SS
Doa — 093 QQ LM AA sC
Doa — 094 QR LL GG SS
Doa — 095 QR LM AA SS
Doa — 096 QQ LM AA SS

continua
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PON1 PON2
1920QR 55LM 148AG 311SC

Amostras

Doa - 097 RR LL AA SS
Doa - 098 QR LL AA SS
Doa - 100 QR LM AA SS
Doa - 101 QR LM AA SC
Doa - 102 QQ MM AA SC
Doa - 103 QQ MM AG SC
Doa - 104 QQ MM AG SC
Doa - 107 QQ LM AG SS
Doa — 108 RR LL AG ccC
Doa - 109 QQ LM AA CcC
Doa - 110 QR LM AG CcC
Doa-111 QQ LM AA SS
Doa - 112 RR LL AA SS
Doa - 113 QR LL AG CcC
Doa — 115 QR LM AG cC
Doa - 116 QR LL AG cC
Doa — 117 QQ MM AA SS
Doa - 119 RR LL AG CcC
Doa-121 QR LL AA CcC
Doa - 122 QR LM AA SS
Doa — 123 Q0 LM AG cc
Doa - 124 RR LL AG cC
Doa - 125 QR LM AA SS
Doa - 126 QR LM AG cC
Doa — 127 QQ LL AA SS
Doa - 128 QR LM AG CcC

continua
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PON1 PON2
Amostras 1920R 55LM 148AG 311SC
Doa - 130 RR LL AA SS

Polimorfismos 192QR (QQ: homozigoto selvagem; QR: heterozigoto; RR: homozigoto mutado) e 55LM (LL: homozigoto
selvagem; LM: heterozigoto; MM: homozigoto mutado) no gene da PON1. Polimorfismos 148AG (AA: homozigoto selvagem;
AG: heterozigoto; GG: homozigoto mutado) e 311SC (SS: homozigoto selvagem; SC: heterozigoto; CC: homozigoto mutado)
no gene da PON2. ND*: Nao determinado.
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Anexo 12. Idade, valores da atividade arilesterase (ARE) e atividade paraoxonase (PON) da PON1
sérica nos doadores (n = 104).

Amostras Idade ARE PON
Doa - 001 60 69 88
Doa - 004 40 117 176
Doa - 005 61 141 69
Doa - 006 65 69 42
Doa - 007 31 112 67
Doa — 008 52 84 156
Doa — 009 37 92 111
Doa - 011 42 70 29
Doa - 012 37 137 111
Doa - 013 39 131 197
Doa - 014 31 108 108
Doa — 015 32 103 146
Doa - 017 41 66 128
Doa — 018 38 118 128
Doa — 019 32 78 23
Doa — 022 39 47 88
Doa - 023 41 55 45
Doa - 024 43 87 96
Doa — 026 49 66 151
Doa - 027 52 109 42
Doa - 028 47 105 163
Doa - 030 32 105 184
Doa — 031 38 94 39
Doa — 032 37 62 135
Doa — 033 46 95 85
Doa — 034 53 90 51
Doa — 035 61 107 32
Doa — 036 29 67 218
Doa - 037 31 108 99
Doa - 038 62 79 24
Doa - 039 41 62 56
Doa — 040 38 123 91
Doa - 041 43 97 40
Doa — 042 41 78 102

continua
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Amostras Idade ARE PON
Doa - 043 36 13 11
Doa - 044 35 98 169
Doa — 045 35 107 ND*
Doa — 046 31 107 42
Doa — 047 36 72 25
Doa — 048 46 94 43
Doa - 050 49 105 104
Doa — 051 43 85 69
Doa - 052 43 125 247
Doa — 053 52 89 95
Doa - 054 43 111 103
Doa - 056 60 86 144
Doa - 057 32 104 124
Doa — 058 30 91 30
Doa — 059 52 70 66
Doa — 062 44 96 55
Doa — 063 55 116 56
Doa - 064 50 92 96
Doa - 065 32 66 82
Doa — 066 28 68 30
Doa - 067 45 62 26
Doa — 068 38 88 88
Doa - 071 31 75 32
Doa - 072 53 84 37
Doa - 073 35 126 213
Doa - 074 61 68 105
Doa - 075 40 93 90
Doa - 077 34 100 119
Doa - 078 38 161 76
Doa - 079 49 91 40
Doa — 080 32 48 36
Doa - 081 39 69 115
Doa — 082 47 76 175
Doa — 083 45 70 116
Doa — 084 42 68 35
Doa — 086 38 100 46

continua
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Amostras Idade ARE PON
Doa - 087 36 109 36
Doa - 089 41 79 121
Doa - 092 58 64 26
Doa - 093 32 128 136
Doa - 094 65 92 83
Doa - 095 36 92 133
Doa — 096 33 77 31
Doa - 097 56 126 ND*
Doa — 098 58 96 128
Doa - 100 33 84 124
Doa - 101 32 84 103
Doa - 102 33 51 33
Doa - 103 59 101 151
Doa - 104 31 68 84
Doa - 107 60 78 48
Doa - 108 40 111 220
Doa - 109 35 95 125
Doa - 110 42 119 161
Doa - 111 55 65 87
Doa - 112 33 112 232
Doa - 113 36 126 194
Doa - 115 20 102 113
Doa - 116 35 126 159
Doa - 117 45 75 24
Doa - 119 58 128 177
Doa-121 43 87 118
Doa — 122 32 89 127
Doa - 123 39 73 37
Doa - 124 37 84 170
Doa — 125 36 71 97
Doa - 126 31 130 156
Doa — 127 46 112 58
Doa - 128 32 97 88
Doa - 130 35 103 215

Determinacgéo da atividade basal da paraoxonase sérica, utlizando como substratos o fenilacetato (resultado expresso em

U/mL) e o paraoxon (resultado expresso em U/L). ND*. Ndo Determinado
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