Facultad de Quimica

cos2Y
7953

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIOS DE LAS ACTIVIDADES
HIDROLITICAS DE LA PON1 EN SUJETOS
CON Y SIN DIAGNOSTICO DE
CARDIOPATIA_I NARIA

T E S [ S
QuUE PARA OBTENER [ = TiTULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E S E N T A:

)

EXAMENES P

ROFESIONALES
MEXxico, p.r.  ACUTAD

DE QUMICA 2003



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PRESIDENTE:
VOCAL:
SECRETARIO:

1ER SUPLENTE:

2D0O SUPLENTE:’

Auterize » la Direccion Gancral Jduo ditihotacay .ﬁc l’a
UNAM a difundir an formatd atectrémco @ Unpicsd &l

sontenido ae Wil trabajo fecepcional,
NN E ) ola. \—\(’."MC = p——
Pt e -

s .Gen. e los I,

FEC!—'/‘«:__ZJZ..AJOU—_Q /.‘..__.___..__..

RPN 2 s e

JURADO ASIGNADO

PROF GRACIELA NAVA DIAZ
PROF MARIA EUGENIA TORRES MARQUEZ
PROF OSCAR ARMANDO PEREZ MENDEZ

PROF CLAUDIA HUESCA GOMEZ

PROF MARIA TERESA DE LOURDES FLORES CAMACHO

. SITIO EN DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA, AREA DE INVESTIGACION.

INSTITUTO DE CARDIOLOGIA "IGNACIO CHAVEZ". -

ASESOR DE TESIS:

SUSTENTANTE: REGAI

ARMANDO PEREZ MENDEZ

O HERNANDEZ JUAN CARLOS

~



"Nos preguntamos "¢quién me he creido para ser brlllarite. espléndido, talentoso,
sensacional?”, pero en realidad, squiénes nos hemos creido para no serlo?”
Marianne Williamson



AGRADECIMIENTOS

He sido muy afortunado y doy gracias a
dios por haber tenido una familia de los
que he aprendido gran parte del
conocimiento de la vida

A mis padres por sus valiosos cq'nsejos
y apoyo .- para desarrollarme
profesionalmente y en la vida

A mis qugridds hermanos: José Luis.
:Miguel Anget y Fernando.

Al Dr. Oscar Pérez por su ayuda a
desarrollar  este trabajo, por sus
valiosos consejos, pero sobre todo por
ser un gran amigo.

A la Q.F.B Claudia Huesca Gomez por
sus valiosas aportaciones.



INDICE

Capituto 1.-Introd lén

Capitulo 2.-Generalidades..................
2.1-Lipidos y lipoproteinas.........
2.2-Estructura de la paraoxonasa.
3.3-Polimorfismo PON1.........

2.4.-Aterosclerosis- Cardiopatia isquémica coronaria y polimorf‘smo PON1.........

2.5.- Paraoxonasa y oxidacion de hpopro!einas....... .......... eermnens P "

Capitulo 3. Hipotesis y objetivos...

Capitulo 4. Métodos......

Capitulo 5. Resultados.............eeveeviiiinnnnes o
Capitulo 6. Discusion de resultados....i ..... crrrirereaas tereerereairaeeens cnen B S
Capitulo 7. Conclusiones...... PRPTPPY B IR T POT PR watesesasaninencs

Tabla de abreviaturas..

Bibliografia...................

24

27

37

40

41

42



Capituio 1
introduccién

Exisle una correlacion negativa entre la concentracién de colesterol-HDL con el riesgo de
aterosclerosis. Uno de los mecanismos propuestos que explican esta relacién es la
participacion de las HDL en el transporte reverso de colesterol. ‘

Recientemente se pisnsa que el papel antiaterogénico de las HDL se ha centrado en ia
capacidad antioxidante que poseen. Varios de sus elementos participan en esta
propiedad, entre elios sus apoliproteinas y particufarmente la enzima paraoxonasa. Esta
enzima esta asociada fisicamente a las HDLU plasmaticas.

La paraoxonasa fue descrita inicialmente como una enzima de desintoxicaclén que
hidroliza e! paraoxdn, un potente inhibidor d e a cetilcolin e sterasas. V arios e studios han
sugerido que la paraoxonasa puede disminuir el riesgo de desarrollar aterosclerosis por
medio de la destruccion de moléculas pro-inflamatorias involucradas en la iniciacién y
progresion de la lesion arterial, debido a su actividad antilipoperdxido que es la
responsable de su papel antioxidante.

Ademas, | a e nzima p resenta v arios p olimorfismos, entre los que destaca el Q191R. La
presencia de arginina en esa posicidn da origen a una enzima mas labil, y se presenta con
mayor frecuencia en sujetos que han desarroliado aterosclerasis. En consacuencia, se ha
postulado que el genotipo RR es un factor de riesgo de la enfermedad. Sin embargo, los
hallazgos al respecto no han sido siempre consistentes.

En este trabajo, determinamos por un método bioquimico el fenotipo de dos grupos
diferentes de sujetos, uno conformado por pacientes con historia clinica de enfermedad
ateosclerosa coronaria que asisten al programa de educacion preventiva del INC; el
segundo esta integrado por sujetos sin antecedentes personales ni familiares de la
enfermedad y que asisten al banco de sangre del INC.

Se evalud la dependencia que existe entre el nivel de C-HDL y la capacidad de la enzima

presente en plasma, determinada por su actividad hidrolitica frente al fenil acetato que es
representativo de su masa.
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Capitulo 2
Generalidades.

2.1- Lipidos y lipoproteinas.

Las grasas absorbidas a partir de |la alimentacién y los lipidos sintetizados por el higado y
el tejido adiposo son transportados entre los diversos tejidos y érganos para su utilizacion
y almacenamiento. Dado que los lipidos son insolubles en el agua, existen estrategias
para su transporte en un medio acuoso, el plasma sanguineo. La soluciéon consiste en
asociar lipidos no polares (triacilgliceroles y ésteres de colesterilo) con lipidos anfipaticos
(fosfolipidos y colesterol) y proteinas, para formar lipoproteinas miscibles en agua. Su
insolubilidad en el agua, propiedad que los conduce a la necesidad de tener que asociarse
con un tipo especial de proteinas denominadas apolipoproteinas y albumina, para ser
transportados en un medio eminente acuoso, como es el plasma. Las apolipoprotelnas son
compuestos que paseen una singular propiedad intrinseca que les permite interactuar en
interfase, es decir, por una parte de la molécula interacciona con los lipidos y por [a otra
can la fase acuosa. Esta propiedad se manifiesta debido a que termodinamicamente son
mas estables cuando se sittan en la superficie de una particula, lo cual es muy importante
para estabilizar la lipoproteina™ 2.

Las lipoproteinas difieren en razén a su composicion, estructura, densidad y carga
electrica, propiedades que han inducido al uso de diversas técnicas con el propdsito de
separarias, la utilizacion de ta centrifugacion analitica permite identificar cuatro clases de
lipoproteinas de diferente densidad, en cambio, la electroforesis hace lo propio
aprovechando la carga eléctrica que caracteriza a cada una de ellas™?.

Sin contar a los acidos grasos libres (AGL), se han identificado cuatro grupos mayores de
lipoproteinas fisioldgicamente importantes y utiles para diagnéstico clinico: quilomicrones,
derivados de absorcion intestinal de triacilgliceroles; lipoproteinas de muy baja densidad
{VLDL o prebetalipoproteinas) derivadas del higado; lipoproteinas de baja densidad (LDL,
o betalipoproteinas) que representan una etapa final en el catabolismo de VLDL y
lipoproteinas de afta densidad (HDL o alfalipoproteinas) que intervienen an el metabolismo
de las VLDL y los quilomicrones y también en el transporte del colesterol®,

Quilomicrones: son lipoproteinas que se encuentran en el intestino, y sintetizados
utilizando los lipidos que se han ingerido con |a dieta. Entre los componentes de estas
lipoproteinas se encuentran los triglicéridos que se han sintetizado en el enterocito a partir
de los productos de hidrélisis de los triglicéridos de 1a dista, 1os fosfolipidos y el colesterol.




Se estructura principalmente con los triglicéridos que han sido resintetizados en nivel
intestinal, los que se asocian con las apo A-l, A-ll y fundamentaimente con la apo B-48
para originar los quilomicrones nacientes que por la via linfatica llegan a la circulacion
general donde reciben apolipoproteinas que les servirdn para metabolizarse
posteriormente, como son las apo C-l, C-l, C-llly apo E cedidos por las HDL® 2.

Extremidad hidrofilica
Fosfolipidos . .
Extremidad hidrofabica ...
Colesterol libre .

Colesterol esterilicado

Triglicéridos .

lipoproteina. Las apolipoproteinas (no ilustradas) se unen por interacciones hidrofébicas a :

los lipidos mas externos y por atracciones electrostéaticas a los fosfolipidos para estabilizar
a la pseudomicela lipidica. Adaptado de Peérez O, Luc G, Paosadas C2,

Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL): Las pre-betalipoproteinas se estructuran
predominantemente en el higado, siendo la contribucion del intestino muy discreta. E|
mayor componente de las VLDL son los triglicéridos, que se sintetizan a partir de
metabolitos proporcionados por el tejido adiposo o derivados de 1a glucosa, tal como el
ATP, NADPH y acetii-CoA, y que sirven ademas para la sintesis del colesterol. La
estructuracion de las VLDL d epende fundamentalmente de la presencia de triglicéridos,
cuya disponibilidad constituye el factor que regula la secrecion de |a apolipoproteina B-100
componente imprescindible para las VLDL. Los triglicéridos sintetizados a partir de los
acidos grasos liberados por el tejido adiposo durante la inanicidon, no induce una apropiada
secrecion de apolipoproteina B-100, 1o que trae consigo una acumulacidn anormal de
triglicéridos en el higado produciendo el llamado higado graso. Los fosfolipidos, el

Figura 2.1- Representacion esquematica de la organizacidon de los I!pidos'enuna"‘



colesterol libre y el colesterol esterificado, principalmente estos dos Gltimos, parecen influir
en la secrecion de apo B-100 .

Lipoproteinas de baja densidad (LDL): Las LDL se forman a partir de las VLDL y estan
constituidas basicamente por colesterol esterificado, siendo la apo B-100 su principal
apolipoproteina. Estas lipoproteinas transportan el mayor p orcentaje d e colesterol en el
organismo y existen varios tipos los que difieren por su diverso contenido en |Ipidos y
proteinas, constituyendo su elevada presencia en sangre un factor de riesgo positivo para
aterosclerosis. Gracias a la presencia de la apo B-100, es captada por érganos como el
higado que posee receptores de apo B/E, asf como por el intestino y los 6rganos que

sintetizan hormonas esteroides y sexuales 2,

Lipoproteinas de alta densidad (HDL): Las lipoproteinas de alta densidad se caracterizan
por ser las mas pequefas y mostrar cierta heterogeneidad a razén a la clase y proporcién
de los lipidos que la integran, cuyo porcentaje en relacidon con las apolipoproteinas no es
tan alto. Sus principales apolipoproteinas son la apo A-l y A-ll. Estas lipoproteinas, se
originan en el higado e intestino como particulas discoidales denominadas genéricamente
HDL nacientes®.

Estas estan constituidas por las apolipoproteinas Al, lecitinas y en menor porcentaje
colesterol y triglicéridos. Se ha evidenciado la formacion de particulas similares a las HDL
nacientes a partir de los quilomicrones y de las VLDL, proceso que ocurre durante el
metabolismo de éstas. Las HDL nacientes se dirigen a tejidos extrahepaticos donde
captan el colesterol libre que se dispone en su superficie, lugar en que se encuentran
también moléculas de lecitina y las apolipoproteinas antes mencionadas?.

Es bien conocido que la concentracion plasmatica de colesterol-HDL (C-HDL) presanté
una correlacidon negativa con el riesgo de aterosclerosis. Uno de los mecanismos
propuestos que explican esta relacion es la participacion de las HDL en el transporte
reverso de colesterol (TCR)*. El TRC se define como ei regreso de colesterol proveniente
de las células periféricas hacia el higado para su excrecion o reciclaje®. La primera etapa
del TRC es el eflujo de colestero! de las células. El colesterol captado por las particulas
pre-B1, es seguida esterificacion con la participacién de la Lecitina colesterol acilo
transferasa (LCAT). La esterificacion provoca que el colesterol pierda su caracter
anfipatico transformandose en una molécula hidrofdbica. En consecuencia, los ésteres de
colesterol abandonan la superficie de la lipoproteina que lo transporta para situarse en el
interior, aumentando el tamafio de 1a misma. El colestero! esterificado puede ser



intercambiado por triglicéridos provenientes de lipoproteinas que contienen la apo B,
principalmente VILDL . El intercambio de lipidos hidrofébices esta facilitado por la proteina
de transferencia de ésteres de colestero! (CETP). Ademas de los lipidos hidrofébicas, los
fosfolipidos de las HDL son transferidos hacia las VLDL por la proteina de transporte de
fosfolipidos (PLTP)??. Los triglicéridos provenientes de tas HDL: de las lipoproteinas ricas
en triglicéridos son entonces hidrolizados por la lipasa hepatica. Esta hidrdlisis, en
asociacion con la actividad de la PLTP, disminuye el tamafno de las HDL;
transformandolas en HDL; y en particulas pre-B1 que pueden reiniciar el ciclo de captacion

de colesterol®.




2.2.-Estructura de paraoxonasa

La paraoxonasa (PON1) fue descrita inicialmente como una enzima de desintoxicacion
que hidroliza el paraoxén, un potente inhibidor de las colinesterasa y de donde deriva su
nombre®.

El gen de la PON1 es miembro de una familia que comprende al menos tres genes
relacionados, PON1, PON2 y PON3. EI gen PON1 esta codificada en el brazo largo del
cromosoma 7(7G21-22)°, consiste de nueve exones y ocho intrones que se extienden
entre 25 y 26 Kb>%7, La e xpresion del gen PON1 da origen a una glicoproteina P ON1
(figura 2.2.1) de 354 aminoacidos y de masa aparente entre 43 y 45 kDa *’/ dependiendo
del grado de glicosilacion de la proteina ya que contiene mas de 3 cadenas de
carbohidratos que representan el 15.8 % de su peso®. La proteina madura retiene su sefal
con excepcidn de! residuo iniciador de metionina®. La PON1 en una enzima estearasa tipo
A que cataliza la hidrdlisis de arilésteres de acidos carboxilicos y drganosfosfatos®. El
sustrato mas utilizado para el estudio de la enzima es el paraoxén (O,0-dietil-O-p-nitofenil
fosfato), el cual le da el nombre a la enzima de paraoxonasa. La enzima es sintetizada en
el higado, se encuentra asociada a las lipoproteinas de alta densidad (HDL),
particularmente a la fraccion HDL:" . La asociacion enzima-lipoproteina esta mediada por
la interaccion hidrofdébica de su extremo N-terminai con los fosfolipidos y las
apolipoproteinas de las HDL''. La PON1 (figura 2.2.1) contiene tres residuos de cisteina.
En la enzima humana, los residuos Cys41 y Cys352 forman un puente disulfuro’®", La
Cys 284 es un grupo sulfhidrilo libre y a pesar de que este residuo no forma parte del sitio
activo de la enzima, es indispensable para su actividad ya que es requerido en la
estructura terciaria del sitio activo para la conformacion espacial de los aminoacidos del
sitio active'* '®. Los residuos de histidina 114, 133, y 284 son también indispensables para
su accién hidrolitica™, mientras que el Trp 280 forma parte del sitio activo de la enzima y
esta probablemente involucrada en la unién con los sustratos aromaticos™'. La
paraoxonasa requiere de calcio para estabilizarse y para su actividad catalitica®. En este
sentido, se ha sugerido que los residuos de glutamato 52 y de aspartato 53 estan
involucrados en la fijacion del Ca®*" . E! calcio juega 2 papeles en el mecanismo catalitico,
es necesario para mantener el sitio catalitico ya que uno u otro participan directamente en
la reaccion catalizada o por mantenimiento de la conformacion apropiada del sitio activo y
facilita la remocion de dietil fosfato del sitio activo posiblemente por potarizacion del P=0O
unido al paraoxon, entregando el fésforo susceptible al ataque nucleofilico®. Otros iones
metalicos divalentes como el Zn”* y el Cd”* evitan la desnaturalizacion de la enzima, pero
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carecen de la capacidad de conferirle actividad catalitica. Respecto a los otros genes de la
familia, se desconocen la funcion del producto proteico del gen PON2. En cuanto al
producto del gen PONS3, se ha descrito recientemente se trata de una proteina de 40 kDa
asociada a las HDL, carecen de las actividades arileslerasa y paraoxonasa caracteristicas
dei producto proteico del gen PON1. Sin embargo. La proteina producto del gen PON3
presenta una actividad hidrolitica de lactonas aromaticas. Por esta propiedad, la PON3 es
capaz de hidrolizar algunas estatinas como la lovastina'®; sin embargo se ha descubierto
que la PON3 ofrece una protecciéon frente a oxidacion inducida por Cu®® en conejos '®.




2.3.-Polimorfismo PON1.

La PON1 es una enzima polimdrfica. Se han descrito fundamentalmente dos polimorfismo
de esta enzima. ambos debidos a la sustitucidn de un aminoacido. El primero consiste en
ia substitucion de glutamina (Q) por arginina (R) en la posicién 181 (polimorfismo Q191R).
que corresponde a los fenotipos A y B, respectivamente, de la clasificacion de Adkins y
colaboradores®. El segundo, se caracteriza por el reemplazamiento de la leucina (L) por
metionina (M) en la posicién 54. Ambos sitios polimérficos estan presentes en el
humano?’. Ciertos autores consideran al residuo iniciador de metionina como parte de la
seciencia de la proteina madura®. En consecuencia los polimorfismos arriba descritos
corresponden a los residuos 192 y 55, respectivamente??.

Hay algunas discrepancias en la nhomenctatura de! polimorfismo genético. Adkins et al,
usan A para determinar la “aclividad baja” y B para la “actividad alta” del genotipo;
mientras Humbert et al, usan 192 QQ (actividad baja) y 192 RR (actividad alta)'®.

La geneética basica de! polimorfismo PON1 fue investigada primeramente por Playfer et al
(1976)°.Ellos concluyeron que las actividades bajas y altas de la PON1 sérica estaban
contoladas por 2 aleios en un unico locus autosdmico. Las dos aloenzimas son
presumiblemente productos del gen localizado en el brazo largo del cromosoma 7°.

La actividad paraoxonasa de la aloenzima 191R se estimula considerablemente con NaCl
a una concentracion de 1M (respuesta a la sal), mientras que la aloenzima Q191 no
presenta respuesta a la sal®??. Cabe destacar que la actividad e nzimatica de la P ON1
medida con paraoxdn como sustrato, no correlaciona con el riesgo de desarrollar
aterosclerosis, pese a estar directamente afectada por el fenotipo Q191R. En efecto, 1a
aloenzima 191R tiene una mayor actividad especifica en comparacidon con la aloenzima
Q1¢1*°%. No obstante la actividad paraoxonasa mayor, el genotipo 191R podria ser un
factor de riesgo de ateroclerosis’.

La actividad arilestearasa (ARE) es asociada a la PON1. Esta actividad no se ve afectada
por los genotipos Q191R®.

Las actividades de la paraoxonasa un cociente que clasifica a los fenotipos de acuerdo a
ios valores obtenidos (tabia2.3.1).

a) Cociente a partir de las actividades PON-NaCl con ARE®,

Se ha definido la relacién individual_» .entre las actlividades de la PON1; con la
caracteristica de estimulacién NaCl 1.0M de la actividad de hidrolisis del paraoxén a un
de pH 10, contra la actividad de hidrolisis del fenilacetato como sustrato (actividad ARE) °.
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Cociente = actividad paraoxonasa con NaCl 1.0 M/ actividad ARE.

Tabla 2.3.1- Clasificacién del fenotipo PON1 con base en su cociente®.

Fenatipo Coaciente de actividad
QQ <1.6
QR 16-8
RR >8

La distribucidn de actividades de 1a PON1, asi como la relacion PON/ARE presentan
diferencias entre ellas®?,




2.4-Aterosclerosis- Cardiopatia isquémica coronaria y polimorfismo PON1,

Los estudios que vinculan al colesterol con el desarrollo de la aterosclerosis, datan de la
dé&cada de los aios 50, Ios fantares de riesqo cardiovasculares como la hipertension
arterial, la diabetes meliitus, el tabaquismo y la cbesidad entre otros, han demostrado una
asociacion con el colesterol®®.

La aterosclerosis es una enfermedad crdnica que se caracteriza por la formacion de tejido
fibroso y elementos lipidicos con el curso de agregacion plaquetaria en el endotelio de las
arterias, que pueden llegar a calcificarse (figura 2.4.1). Esta placa aterosclerosa o ateroma
obstruyen paulatinamente Ia luz de los vasos hasta producir déficit de riesgo sanguineo en
el territorio tributario de dichas arterias, dicho déficit puede ser parcial cuando la arteria se
encuentra significativamente obstruida o compietamente cuando la obstruccion es total.

Se presenta en el endotelio vascular que es una estructura simple ya que esta constituida
por una sola capa de células que recubren el interior de las arterias, tiene las siguientes
funciones: contenedor de ia sangre, barrera con permeabilidad selectiva, d¢rgano que
sintetiza y secreta sustancias, es regulador de) tono y crecimiento vascular. regulador de
1a respuesta inflamatoria e inmune, regulador de la actividad homeostatica y trombotica,
inhibe 1a actividad plaquetaria >33,

La aterosclerosis resulta de curso de miltiples y complejos mecanismos que interaccionan
entre si. Por un lado, se encuentra los estimulos lesionantes del endotelio y por oftra, la
respuesta de la arteria para la lesion inicial, eventos que se suceden en un ambiente que
se caracteriza por altas concentraciones de colesterol; asi, en la cascada aterogénica se
desencadena e intervienen factores genéticos y cambios anormales en el medio que
rodea a la Intima arterial®®.

En el pais la cardiopatia coronaria es la patologia cardiovascular dominante, este consiste
un problema de prevencion y control. Las estadisticas generales informan que las
Enfermedades del Corazén figuran en 1er. Lugar, como causa de muerte, desde hace mas
de 20 afos. El problema, se va agravando gradualmente y no hay indicio de control. La
aterosclerosis e ntodas s us formas es responsablede por o menos la cuartapartede
todos los fallecimientos del pais. 1a aterosclerosis coronaria es el principal determinante
etiolégico de la cardiopatia isquémica coronaria (CIC). Puede definirse como un proceso
infiltrativo y proliferativo que atecta a la pared arterial, el cual determina la reduccién del
fujo sanguineo. Podemos agrupar a las enfermedades isquémicas del corazén en dos
grandes grupos: sindromes coronarios crénicos y sindromes coronarios agudos. Dentro de
los cronicos se incluyen la isquemia silente y la angina de esfuerzo. Se deben a una
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reduccion aterosclerstica del flujo coronario, lo cual impide incrementar el flujo coronario
durante las situaciones que, como el ejercicio, precisan un aumento del mismao. Se
incluyen la angina inestable y el infarto de miocardio dentro de los sindromes coronarios
agudos, ya que suelen compartir una fisiopatologia comun®.

Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado una asociacion entre los genotipos
Q191R y M54L de la PON1 y la incidencia de CIC. El reporte de Ruiz et al. fue el primero
en la serie de estudios que relacionan e! polimorfismo PON1-192 con CIC. En este
sentido el alelo R fue asociado positivamente con la presencia de CIC®*. Otros estudios
han demostrado una frecuencia mayor del alelo R en pacientes con CIC, sugiriendo que
este alelo es un factor de riesgo independiente de CIC 7 ** %7 En estos estudios sélo se
hace énfasis a CIC y no a otro padecimiento

Por otra parte se ha puesto de manifiesto que la PON1 se encuentra disminuida a niveles
del 50% en pacientes con infarto agudo al miocardio (IAM) comparados con sujetos
control®® ** E! polimorfismo puede afectar la concentracién de la proteina; al respecto se
ha demostrado que el polimorfismo PON1-MS54L se asocia con la modulacion de la
concentracion sérica de la proteina dando el alelo 54M a niveles mayores comparados con
el alelo 54L%%%% Ha surgido una controversia en donde se sefala al polimorfismo PON1-
Q181R como modulador o no de |2 concentracion sérica de la proteina. Se tienen reportes
donde el alelo 191Q presenta mayores niveles de proteina que el alelo 191R de manera
independiente al fenctipo M54L53". De esta manera ha surgido 1a hipotesis que sujetos con
la interaccion de los alelos 191R-54L tienen un alto riesgo a desarrollar CIC*®.

Estudios realizados con sujetos diabéticos con y sin CIC demostraron una mayor
frecuencia fenotipica del aielo 54L con CIC. El polimorfismo 54L fue asociado de manera
independiente con la presencia de CIC en esta poblacion. Ademas se abserva que el
PON1-M541L se asocia con la modulacion de la concentracion sérica de la enzima; el alelo
191R fue asociado como factor de riesgo a CIC en poblacion con diabetes mellitus?®*°,
Otros estudios no han logrado poner de manifiesto una relacion entre e! fenotipo PON1 y
ta incidencia de ateroscierosis. Sin embargo, algunos de estos estudios si demuestran que
ia actividad arilestearasa de la P ON1 se encuentra disminuida en sujetos con CIC, sin
existir diferencias genotipicas con los sujetos controles™. Por, lo anterior se ha formulado
fa hipotesis de que e! riesgo desarrollar CIC estd asociado con actividades bajas de
arilestearasa de la PON1 independientemente del genotipo en 191 y 54,

Estudios r ealizados con pacientes diabéticos muestran una mayor frecuencia fenotipica
del alelo 191R en sujetos con 1AM comparado con sujetos controles sin diabetes mellitus.
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Por lo tanto, existe una interaccion entre la aloenzima PON1-191 R y la diabetes mellitus
que incrementan el riesgo a IAM*?. Con base en estos estudios que demuestran una
mayor incidencia del genotipo 191R en pacientes con diabetes mellitus, se postula que el
genctipo R es un factor predisponente para desarrollar aterosclerosis en esta poblacion®’,
No obstante, los estudios no asocian al polimorfismo de la PON1 con CIC como los
estudios realizados por Ombres*' y Antikainen*? donde no se presenta la asociacién del
polimorfismo PON1-Q191R en pacientes diabéticos y con {AM.

A pesar de que la evidencia apunta hacia un papel anti-aterogénico de la PON1, la
correlacién PON1 con el C-HDL plasmatico no es consistente en todos los estudios. La
expresion de la PON1 no se incrementa en paralelo con el incremento de las HDL en
pacientes tratados con fibratos*®, Por otra parte, la dieta alta en colestero! induce una
disminucion en la expresion y 1a actividad de la enzima independientemente del nivel de C-
HDL*". Todos estos resultados indican que la actividad de la PON1 no esta sujeta
Unicamente a la regulacion por el nive! de las HDL plasmaticos.

Algunas lineas indican las modificaciones en las células arterlales como consecuencia del
envejecimiento y el incremento a la susceptibilidad al estrés oxidativo en el espacio
subendotelial puede acelerar severamente el proceso de la aterosclerosis en sujetos de
edad avanzada®’. Al respecto, se ha determinado que la actividad PON1 y el polimorfismo
PON1-Q191R influyen en el riesgo de IAM en sujetos sanos estratificados en distribucion
de terciles de edad. Se ha observado que los nivelas de la actividad PON1 y la correlacién
negativa con la edad se presentan solamente en pacientes y que la magnitud de esta
asociacion negativa es alta en pacientes con 1AM donde prevalece el genotipo R. El efecto
del genotipo y la edad sobre el riesgo a 1AM se debe fundamentalmente a la relacién gen-
medio ambiente *4.

Las diversas explicaciones posibles de las discrepancias en los estudios son; primero, la
gendtica heterogénea de las poblaciones; segundo, el sesgo de seleccién de los
pacientes; tercero, el palimorfismo PON1-191 refleja fundamentalmente una mutacién
desconocida responsable de riesgo cardiovascular 7.




2.5.-Paraoxonasa y oxidacion de lipoproteinas

Estudios en humanos y animales sostienen fuertemente la hipétesis que la modificacion
de LDLs desempefa una funcidon crucial en la patogénesis de la aterosclerosis'. El
mecanismo preventivo de la oxidacion de las LDL se manifiesta como antiaterogénico.

En este contexto, se ha sugerido que la asociacion HDL-PON1 es una importante barrera
frente a peroxidos lipidicos originados por la LDL oxidadas®.In vivo, puede PON1 actuar
directamente sobre los peroxidos lipidicos o, mas probablemente, los peréxidos lipidicos
son transferidos primeramente a HDL y son transformados a especies no reactivas por
PON13-97,

La peroxidacion lipidica ha captado mucha atencién recientemente porque es posible que
contribuya a la apariciéon de varias patologias. Por deterioro oxidativo los acidos grasos
poli-insaturados (AGPI) son convertidos a hidroperéxidos lipidicos. Los oxidantes pueden
reaccionar con AGP! en membranas celulares, formando 2 o mas uniones carbén-carbén
insaturado (C=C) tales como las especies reactivas del oxigeno (ROS). El proceso
involucra tres etapas: iniciacion, propagacién y terminacion (figura 2.5.1)%%.

La Iniciacidn ocurre cuando una especie radical con caracter oxidativo llamado radical
libre (especie quimica que contiene uno o mas electrones disparejos, es decir un electrén
que ocupa un solo orbital molecular o atémico), remueve hidrogenos aliciclicos de AGPI.
En @ segunda etapa el radical peroxil lipidico atrae un atomo de hidrégeno aliciclico de
otra molécuia lipidica como un AGP! adyacente, resuftando en hidroperoéxido lipidico
(LOOH) y un segundo radical lipidico (L'). Este segundo radical lipidico puede proceder a
través de la misma reaccién como el primero, generando hidroperéoxidos lipidicos
adicionales. Ei radical LOO' esta apto para sustraer adtomos de hidrégeno de otra
moécula como un AGPI adyacente. La terminacion puede ser el resultado de cualquier
reaccion con otro radical, proteina o compuestos, formando un producto estable. Ef
hidroperéxido p roducido p uede s ufrir d iferentes reacciones que terminan el procesode
peroxidacion lipidica. Ellos pueden estar reducidos hacia dcidos grasas hidroxil o adicional
ciclizacion hacia productos endoperoxidos ciclicos*’. La formacion de estos productos
finates constituye |a etapa de terminacion d e | a p eroxidacion lipidica. Sin e mbargo, los
AGPI pueden tener un numero de enlaces C-H susceptibles al ataque de radicales libres,
diversos productos finales pueden ser generados de cada AGPI durante la peroxidacion®®.
L.a PON1 purificada puede prevenir efectos pro-aterosclerosos de LDL oxidadas cuando
son incubadas en células del sistema vascular’®. Una de las mas convincentes
evidencias producidas por la funcion antioxidante de la PON1 proviene de la falta de
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proteccion de la fraccion HDL obtenida en ratones Knock-out PON1 comparada frente a
HDL de ratones tipo silvestreS’.

Oftra evidencia del papel antiaterogénico de la PON1 se obtuvo de estudios con ratones
modificados genéticamente, demostrando que la supresidon del gen PON1 en estos
ratones exacerba la susceptibilidad a la aterosclerosis inducida por una dieta rica en
colesterot™.

A la luz de los estudios epidemiolégicos y con animales genéticamente modificados, se
han hecho esfuerzos importantes para identificar las bases moleculares que explican la
relacién de fenotipo y la actividad PON1 con el desarrollo de la placa aterosclerosa. A la
actividad catalitica de conversién de lipoperoxidos por los hidroxidos correspondientes, se
le ha denominado actividad lipoperoxidasa®?, Asl, la cascada oxidativa de los lipidos de
las LDL, y en consecuencia la progresion de la placa ateromatosa., puede ser
interrumpida por la accién de lipoperoxidasa de la PON1 (figura2.5.2) %,

Claramente hay una obvia necesidad de conocer si hay afectos ambientales semejantes
de dietas, actividad fisica o factores terapéuticos que pueden influir en la actividad o de la
concentracion de la proteina PON1%',

Algunos estudios muestran que la aloenzima 191R es mas labil y se inactiva mas
rapidamente que la 191Q frente a un estrés oxidativo in vivo. Asl, los pacientes portadores
de! genotipo 191R expresan una proteina mas sensible a la presencia de sustancias
oxidantes que en consecuencia seria menos efectiva para evitar la cascada oxidativa de
las LDL que la aloenzima 191Q***3, Se ha observado que a una mayor concentracién de
PON1 se tiene menores niveles de oxidacién de LDL®,
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radicales libres con las cadenas alifdticas de los { osfolipidos de las LLDL das origen a

lipoperoxidos, que son sustancias ligeramente oxidantes. B) La escisién de

lipoperodxidos p roducen compuestos fuertemente o xidantes q ue alteran la e structurade
las LDL. C) La paraoxonasa, por medio de su actividad lipoperdxido-hidrolasa,. cataliza la
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La variacion de la actividad de la PON1 con respecto al proceso oxidativo LDL a revelado
que fa PON1-191Q es mas estable comparada con PON1-191R®.

La actividad ARE de 191Q se reduce por solamente 28% y el fenotipo 191R presenta una
disminucién cerca det 55% de su actividad durante la incubacién de 4 horas dando como
conclusién que la aloenzima 191 R se inactiva en medio oxidativo al paso del tiempo3>.
Por lo que el fenolipo 191 representaria un factor de riesgo a CIC en asociacidn a un
aumento de estrés oxidativo®.

Se ha puesto de manifiesto en la poblacidon mexicana tiene una predisposicion genética
de presentar varias formas de dislipidemias, asi como de desarrollar enfermedades
cardiovasculares; esto se ha atribuido a habitos y estilos de vida como son: consumos
altos de calorias, tabaquismo, consumo de alcohol y sedentarisma®

Como se ha mencionado previamente, la PON1 juega un pape! importante en el riesgo a
desarrollar CIC; esto se puede deber debido al fenotipo presentado y/o a los niveles de
enzima circulante, aunque se encuentra en controversia esta aseveracion dependiendo el
tipo de poblacion estudiada. En este sentido, es importante enfatizar que la poblacion
mexicana presenta niveles de C-HDL notablemente mas bajos que otros grupos étnicos lo
que representa un riesgo a desarrollar cicse,

Al existir la influencia del C-HDL con la PON1 y estas a su vez tienen una relaciéon con el
riesgo a desarrollar CIC, nos planteamos investigar la posible relacion entre la actividad
de la PON1, su polimorfismo Q191R y el desarrollo de presentar cardiopatia en

mexicancs.



Capltulo 3.
Hipoétesis y objetivos.

Hipdtesis.
Los sujetos con CIC presentaran una frecuencia del polimorfismo 191R mayor y una

actividad arilesterasa menor en comparacion con un grupo de sujetos sin diagnostico de
CIC. Existira ademas una asociacion entre los niveles de C-HDL y la actividad ARE de la
PONT1.

Objetivos.

General.

Estimar el fenotipo PON1 por el cociente PON-NaCl/ARE, la masa de la PON1 por
ia actividad ARE y sus posibles asociaciones con ei perfil lipidico, en dos grupos de
sujetos, el primero con diagnostico de CIC y el segundo sin diagnostico de la
enfermedad.

Parliculares

Realizar el perfil de lipidos de los sujetos de estudio

Determinar las actividades PON, PON NaCl y ARE en los sujetos de estudio.
Realizar los estudios de correlacion. o
Observar la influencia de la edad con los niveles de la enzima PON1 en los grupos
de estudio Lo

Describir 1a frecuencia de los fenotipos de la PON1 y su relacién con la CiIC en la
poblacion estudiada.




Capituto 4.
Metodologia

Material

A. Grupos de estudio

Se estudiaron a 111 sujetos, agrupados en dos categorlas, sujetos siﬁ cardiopatia
isquémica coronaria (CIC-) y sujetos con cardiopatia isquémica coronaria (CIC:r). Esios :
sujetos acudieron a distintos departamentos del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chavez",

En el momento de la adquisicién se les realizd una historia clinica en la cual se incluyen
las caracteristicas antropomeétricas. Los criterios de seleccidén que deben reunir los sujetos
para cada uno de los grupos en estudio, se mencionan a continuacién.

1. Sujetos sin cardiopatia isquémica coronaria (CIC-).

Se seleccionaron 61 sujetos donadores del Banco de sangre de este Hospital,
clinicamente sanos con edades comprendidas entre 20 y 60 afos, sin padecimientos
crénicos, sin antecedentes clinicos, ni familiares con enfermedad aterosclerosa coronaria
(EAC). Sin antecedentes de diabetes, normotensos, sin enfermedades hepaticas previas,
sin haber recibido algun tipo de vacuna en los Ultimos seis meses y sin estar en
tratamiento medico de ningdn tipo.

2. Sujetos con cardiopatia isquémica coronaria (CIC+).

Se seieccionaron 55 sujetos aleatoriamente, que participaron en el programa de
educacién preventiva que realizé el departamento de Endocrinologia. Los sujetos que se
integraron a este programa han sufrido al menos un infarto agudo de miocardioc por
isquemia aterosclerosa coronaria.

B. Recoleccién de muestras.

Las muestras de sangre de todos los sujetos en estudio, se recolectaron en dos tubos de
vidrio, el primero con Na, EDTA (1.5 mg/mL) y un segundo para recoleccién se suero
después de que los sujetos cumplieran un ayuno no menor se 12 h. Inmediatamente, las
muestras se centrifugaron a 4°C, 15 min a 3500 rpm.

24




Posteriormente se hicieron alicuotas del suero y plasma que se refrigeraron a — 70°C.
Estas se utilizaron para la determinacion de la actividad de PON1 y del perfil de lipidos.

C. Analisis de laboratorio.

Se llevd a cabo la determinacién de col ol total, cc ol-HDL y triglicéridos,
mediante meétodos enzimaticos-colorimétricos comerciales y automatizados. E£1 C-HDL
fue determinado en el sobrenadante después de precipitar las apo B con una solucion de
sulfato de dextrana/magnesio (Ciba-Coming). El colesterol LDL fue calculade mediante la

ecuacion de Friedewald:
C-LDL= (C-Total ~ C-HDL — (Tg/5)).

Determinacion de las actividades de la PON1.

Determinacion de la actividad ARE.

La actividad arilestearasa fue d eterminada u sando fenilacetato por el procedimiento de
Zeller y modificado por Kitchen et al. El rango inicial de ia hidrolisis fue determinada
espectrofotomeétricamente a 270 nm. Se utilizaron 0.01 mL de muestra en dilucién 1:5 en
H>O La mezcla de reaccién incluye 1 mmol/L de fenilacetato y 0.9 mM CaCl; en 20 mM
Tris-HCI, pH 8.0 a 25 °C. La cinética de la reaccion fue medida en un rango de 3 minutos.
La hidrolisis no enzimatica de fenilacetato fue sustraido del total del rango de la hidrélisis.
El E; nmdela reaccion e sde 1 310 M'cm™’. Una unidad d e actividad arilestearasa
equvale a 1 mmol de fenilacetato hidrolizado por min. La actividad especifica

aril asa es expr da como unidades por mL de suero.

Determinacion de la actividad paraoxonasa basal y la actividad Paraoxonasa-NaCl 1.0 M.

La actividad paraoxonasa fue realizada con y sin estimulacidon de NaCl 1.0M (actividad
basal y actividad estimulada por sal). El rango de hidrdlisis del paraoxon fue medida por
fa liberacion de p-nitrofencl a 412 nm a 25°C. El buffer para la actividad paraoxonasa
estimulada con NaCl 1.0 M contiene el equivalente al de la basal + la adicion de NaCl 1.0
M. Se utilizo 0.020 mL de muestra en dilucidn 1:2 en eserina 10°M. La mezcla de
reaccion basal incluye 1.0 mM paraoxdn, 1.0mM CaCl,, en. buffer de glicina-NaO+ 50
mM, pH 10.0 a 25 °C. La mezcla de reaccidon con estimulacién de NaCl incluye 1.0 mM
paraoxén, 1.0mM CaCl., en buffer de glicina-NaOH 50 mM, NaCl 1.0 M, pH 10.0a 25°C.
La cinetica de la reaccion fue medida en un rango de 3 minutos. Una unidad de actividad
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paraoxonasa produce 1 nmol de p-nitrofenol por min y la actividad especifica se expresa
en unidades por mL de suero. E! Euyz.m de la reaccidn es 18 290 M cm™.

Analisis estadistico.

La comparaciéon entre grupos de las variables continuas se realizd por medio de una
prueba t de Student de dos colas asumiendo una varianza diferente. Cuanda 10s valores
se ven afectados por otras variables (confusoras), se utilizé un método de ANCOVA para
{a comparacion entre grupos. Para la comparacion de las variables nominales entre
grupos se aplico la prueba Chi cuadrada para valores i ndependientes. Los andlisis de
correlacion entre variables continuas y de distribucién normal se realizd por medio de la

prueba de Pearson.



Capituto §
Resultados

Comparacion del perfil lipidico, edad, peso e IMC en la pobiacién de estudio.

En la tabla 5.1 se presentan las caracteristicas de edad, peso e indice de masa corporal
(IMC) de los sujetos sin diagnostico de CIC (CIC-), y con diagndstico de la enfermedad
(CIC+). Observamos que no existen diferencias entre el peso y el IMC entre ambos
grupos. Sin embargo, la edad promedio de los sujetos CIC+ es mayor que la de los CIC-
(p< 0.001). Debido a que la edad tiene una influencia sobre el perfil lipidico, los analisis
estadisticos subsecuentes se corrigieron por este parametro (ANCOVA).

Sujetos CIC- Sujetos CIC+
Media(DS) Media{DS)
n 61 . 55
Edad (anos) 36.5x 7.1 54.4+7.8%
Peso (Kg) 76.4 £ 10.9 73.7x12.0
iMC 27.5%¢ 3.1 276+ 3.6

*Pruebat, p< 0.001
Tabla 5.1.- Caracteristicas de los sujetos que conforman los grupos de estudios. Ambos

grupos muestran diferencia en la edad que presentan, por lo que se realiza la correccién

de este parametro.

Los resultados del perfil lipldico corregido por edad, se presentan en la tabla 5.2. Se
observa que no existe diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos en el
colesterol total, No obstante, es claro que la distribucidn de colesterol entre las diferentes
lipoprotelnas varia entre ambos grupos. En efecto, los sujetos del grupo CIC+ presentan
cifras de C-LDL y C-VLDL 36 y 38% mayores respectivamente, y una disminucion del
26% en el C-HDL con respecto a los sujetos CIC-. Los sujetos del grupo CIC+ presentan
ademas un nivel d e triglicéridos p lasmaticos 3 8% mayor @ n comparacion con el g rupo

CIC-.
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Sujetos CIC - Sujetos CIC +
n 61 55
Media(DS) Madia(DS)
C-HDL (mg/dL) 50.7 +/- 8.9 37.5 +/- 11,4+~
C-Total (mg/dL) 169.9 +/- 41.1 191.0 +/- 33.7
C-LDL  (mg/dL) 89.6 +/- 38.0 122.1+/- 30.5~
C-VLDL (mg/dL) 30.3 +/- 154 41.9 +/- 20.4»
Triglicéridos (mg/dL) 151.3 +/-76.8 209.3 +/- 101.9»

Tabla 5.2.- Caracteristicas lipidicas de los sujetos de estudio ajustados por edad. La
diferencia presentada entre los grupos de estudio radica en la distribucidn dei perfil
lipidico. Modelo ajustado por la covariable edad. ANCOVA, *p <0.05; «+p <0.001.

Comparacion de las actividades PON1 en los grupos de estudio.

Debido a la diferencia de edad entre los grupos de estudio, para poder llevar a cabo la
comparacion de las actividades PON y ARE entre ellos, se corrigieron los datos por este
paramelro. Los resultados se presentan en la Tabla 5.3. La actividad ARE del grupo CIC-
es aproximadamente 1.7 veces mayor que la correspondiente al grupo CIC+. Este
resultado sugiere que la actividad de ia PON1 es menor en l0s sujetos cardiopatas.

Sujetos CIC- Sujetos CIC+
Media(DS) Media(DS)
" 61 55
Actividad PON ~ NaCli 340.4 +/- 23.1 238.2 +I- 25.6 =
{nmol min"' mL™) +1.0M NaCt B814.7 +/- 71.6 472.7 +1- 79.0 =
Actividad ARE (umol min mbL) 2430 +/-11.8 90.8 +/- 13,0 ==
Porcentaje de estimutacion 160.9 +/- 22.8 69.3 +/- 25,2 ~

Tabla 5.3.- Caracteristicas de la PON1 de los sujetos de estudio agrupados por
diagnostico de CiC encontradas ajustadas por edad. La presencia de la patologia va
acompanada de menores niveles de 1a PON1, al comprar los grupos de estudio. sp <0.05;
=»p <0.001.

En efecto, 1a actividad PON1 en los sujetos CIC- es aproximadamente 40% menor con
respecto al grupo control (Tabla 5.3) cuando utilizamos paraoxon como substrato. Esta
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

diferencia alcanza el 63% cuando se utiliza fenil acetato como substrato. En este mismo
sentido, cuando se estimula la actividad PON con NaCl, ésta es 72% mayor en los sujetos
CIC- respecto al grupo CIC+. Es importante enfatizar que la diferencia de actividades
PON es mas marcada cuando se estimula con NaCl (72% mayor) que cuando se
determina en ausencia de altas concentraciones de sal (40% mayor). Esta diferencia y la
dependencia de la actividad PON del fenotipo Q191R, sugieren que existe una disparidad
de la distribucion fenotipica entre ambos grupos. Para investigar esta posibilidad, en
nuestros grupos de estudio, estimamos el fanotipo de la PON1 a través del cociente de
actividades PON-NaCl/ARE, de acuerdo a la clasificacién de Adkins et al*, segun se
detalia a continuacion,

Distribucidn fenotipica de la PON1

En cuanto al fenotipo, el QR es el mas frecuente en ambos grupos. Sin embargo, existen
diferencias impontantes en la distribucién de frecuencias. En efecto, la mayor incidencia
del alelo R en la pobiacion de cardidpatas, se asocia con una frecuencia del fenotipo RR 5
veces mayor en comparacion con el grupo CIC-, en detrimento de la frecuencia del
fenctipo QR (grafica 5.4). Estos resultados sugieren fuertemente que el fenotipo RR se
asocia con el desarroflo de enfermedad aterosclerosa coronaria,

Frecuencia fenotipica

90 77 O sujetos CIC-
80 Osujetos CIC+
70
60
50
40
30 19 22 21

CI o W B

Qa QR RR
Fenotipo

Frecuencia fenotipica %

Grafica 5.4-Frecuencia fenotipica de sujetos con o sin diagnostico de cardiopatia. La
presencia del fenotipo RR en mayor proporcién, sugiere una asociacion del la patologia
con dicho fenotipo (fenotipo sugerido a partir de las actividades de la PON1). = Chi
cuadrada, p < 0.005 al comparar ambos grupos.
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Comparacién del perfil lipidico en funcién del fenotipo.

La relacion fenotipo PON1 RR e isquemia coronaria, pude ser de tipo causal como se ha
sugerido por algunos investigadores pero no se puede descartar la posibilidad de una
relacion casual. En este Ultimo caso, la presencia de la enfermedad podria estar vinculada
a la presencia de dislipidemias, independientemente del fenotipo RR.

Nuestros resuitados muestran que el polimorfismo sugerido de la PONt1 Q191R es
independiente del perfil de lipidos, debido a que no existen diferencias en los niveles
plasmaticos a sociadas fenotipo ( tabla 5.5). El mismo resultado s e observa cuando se
analizaron por separadoe los grupos control y de cardidpatas (resultados no mostrados).

Fenotipo PON1

Caracteristica [¢]s] QR RR
Media(DS) Media(DS) Media(DS)

n 24 77 15

Frecuencia (%) 20.7 66.4 12.9
Edad 46.2 =109 43.7 £11.8 49.8 £ 11.2
C-HDL  {mg/dl) 426 127 45.7 £12.2 41.14 = 9.6
C-TOTAL (mg/dL) 171.4 2 36.7 181.3+ 39.8 187.4x41.1
C-LDL  (mg/dL) 95.4 + 29.6 105.1 = 41.4 117.8 £ 36.1
C-VLDL (mg/dL) 38.1 + 25.6 35.6 1 16.4 340+ 164
Triglicéridos {(mg/dL) 190.5 + 128.1 178.1 £ 82.3 169.9 + 81.9

Tabla 5.5. - Perfil tipidico en funcién de! fenotipo de PON1 en ambos grupes. El fenotipo
de la PON1 no influye en el perfil lipidico, al analizar a la poblacidn en conjunto; se
observa que la poblacién de este estudio tiene una mayor prevalecia por el fenotipo QR.

La paraoxonasa es una enzima que es transportada en plasma por medio de las HDL".
Ademas los niveles de C-HDL tienen una fuerte correlacién con otros lipidos plasmaticos,
en particular los triglicéridos. Para explorar la posibilidad de que los niveles de HDL y los
otros lipidos determinaran la aclividad paraoxonasa en nuestros sujetos de gstudio.
realizamos un analisis de correlacioén simple incluyelos a todos en un solo grupo. Estos
resultados muestran que, efectivamente, la actividad de la PON1, medida como PON o
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ARE, correlaciona con los niveles plasmaticos del C-HDL (tabla 5.6) Sin embargo, cuando
analizamos los grupos de cardidpatas y sujetos sanos por separado, la correiacion entre
las HDL v la PON1 no se mantiene (resultados no mostrados). De igual manera, cuanda

separamos el total de nuestros sujetos por fenotipo. no encontramos correlaciéon entre la
actividad ARE y el nivel de C-HDL (grafica 5.7)

Caracteristica C-total C-HDL C-LDL C-VLDL | TRIGLICERI
Dos
PON [ 0.266
=] Ns < 0.01 Ns Ns Ns
PON NaCt r 0.301
P Ns < 0.01 Ns Ns Ns
Porcentaje de r
estimulacion %) Ns Ns Ns Ns Ns
ARE r -0.185 0.424 -0.238 -0.248 -0.248
p 0.047 < 0.01 0.010 < 0.01 < 0.01
Fenotipo r
2] Ns Ns Ns Ns Ns

Tabia 5.6.- Estudic de correlacion del perfil lipidico con las actividades de ia PON1 y su
fenotipo donde muestra la influencia de los lipidos con estas, cabe destacar que este

estudio se realizo con ia poblacién total de sujetos de estudios.
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Correlacién entre el C-HDL y act Are
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Grafica 5.7. Estudio de correlacion entre la actividad ARE frente al C-HDL. Observamos
que al dividir la poblacién por fenotipo la correlacion de la actividad ARE con el C-HDL no
se presenta, debido a la influencia de dos poblaciones que muestran diferencia entre los

parametros anteriores.

Para profundizar en la posibilidad de una relacion entre las HDL y la PON1 en nuestros
sujetos de estudio, dividimos al total de la poblacion por terciles de C-HDL (tabla 5.8).
Observamos que la actividad ARE (representativo de la masa activa circulante de la
PON1) es mayor en los terciles 2 y 3 respecto al tercil 1, sugiriendo una asociacién de la
PON1 con las HDL. Cabe destacar que los sujetos cardiopatas presentaron niveles de C-
HDL menores gque {os sujetos sanos (tabla 5.2) y en consecuencia, el tercil 1 de C-HDL
agrupa preferentemente a los primeros y el Ultimo tercil, a los sujetos sin diagndstico de 1a
enfermedad. Se observa ademas que en el primer tercil el promedio de edad de los
sujetos es mayor que en el segundo y el tercero (tabla 5.8), sugiriendo que la edad puede
determinar la actividad de la paraoxonasa. E sta puede ser i1a razén de las diferencias
observadas de la actividad PON entre los terciles de C-HDL. Por todo lo anterior,
analizamos e! comportamiento de la PON1 por terciles de C-HDL en los grupos CIC- y
CIC+ de manera individual (tablas 5.9 y 5.10).
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Caracteristica

Terciles C-HDL

N
\Oﬂ@i

1 2
Media(DS) Media(DS) Media(DS)
n 40 37 39
Edad 525+ 99 43.7 £ 11.6=» 38.6 £ 9.1+~
Actividad -NaCl 261.3:k 25.1 294.8+ 23.8 322.8 £ 24.2
paraocxonasa

(nmol min'mL") + 1M NaCl 526.2 £ 77.2 662.8 + 73.3 778.7 £ 746 «
Actividad ARE 130.6%= 14.5 192.5 £ 13.8 = 1953+ 14.0 =

(umo! min® mL™")

Tab'a 5.8- Caracteristicas encontradas de la PON1 en funcién de los terciles C-HDL en el
total de 1a poblacién. p <0.05+; p <0.001 =« vs, tercal 1. Modelo ajustado por la covariable

edad.
Terciles C-HDL.
1 2 3
Media(DS) Media(DS) Media(DS)
n 20 20 21
Edad 39.9x 9.0 35.6zx 6.2 36.0x 5.8
Actividad -NaCi 325.9x 200.4 359.0 + 127.6 353.8 + 154.8
paraoxonasa
(nmol min*mL) + 1M NaCl 767.6 £ 511.3 818.2 £ 420.3 864.1 = 509.4
Actividad ARE 2427 4: 103.8 222.9 + 95.2 242.8 = 79.1
(umol min~* mL")
C-HDL  (mg/dL) 41,7 + 3.8 48.8 + 1.6+ 60.8 £ 5.7+

Tabla 5.9.- Grupo CIC- dividido en terciles de C-HDL. En el grupo no se praesenta una

asociacion entre los niveles de C-HDL con las actividades de Ia PON?1, dando auge a la
direccién de que el nivel de C-HDL no influye de manera signiﬁi;agiva en la’ cantidad de
enzima circulante en sujetos CIC-. p <0.05~=. : "
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Terciles C-HDL
1 2 3
Madia(DS) Media(DS) Meadia(DS)
n 18 18 19
Edad 53.0+9.14 55.2+ 6.9 55.0+ 7.6
Actividad -NaCl 234.5+93.5 248.9 = 1244 217.3 > 101.9
paraoxonasa
(rmol min'mL*) + 1M NaCl 4143 £ 307.2 590.8 i 486.7 450.7 + 287.8
Actividad ARE 86.4 + 35.7 109.3 ~ 326 92.1+ 29.6
{(xmot min™*' mL")
C-HDL (mg/dL) 275+ 3.6 35.8 + 2.6+ 49.6 + 10.8+

Tabla 5.10.- Grupo CIC+ dividido en terciles de C-HDL. Los resultados muestran la
ausencia de asociacion del nivel de C-HDL con las actividades de la PON1, »p <0.05 vs.
tercil 1.

Nuestros resultados muestran que al separar por terciles de C-HDL, tanto en los sujetos
sanps como en Jos cardidpatas, no existen diferencias en actividad PONT1,
independientemente det substrato utilizado para determinarla.

Efecto de la edad sobre la actividad de la paraoxonasa

Como se menciond anteriormente, nuestros grupos de sujetos presentaron una difersncia
estadisticamente significativa en actividad PON1 medida como ARE o como PON. Los
analisis estadisticos realizados, fueron corregidos por la edad, que es diferente en
promedio entre [os sujetos sanos y los cardidpatas. Sin e mbargo, falta demostrar c ual
puede ser el efecto de la edad sobre la actividad PON. Para explorar lo anterior,
subdividimos por terciles de edad a nuestros grupos de manera independiente y
comparamos la actividad promedio en cada uno de los subgrupos (tabla 5.11 y 5.12)
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Terciles edad

i 2 3
Media(DS) Media(DS) Media(NS)
n 20 31 20

Edad ( anos) 292+ 1.3 35.3 £ 2.3 4502 5.3

C-ADL ~ (mg/dL) 498 + 11.0 51.3:76 503=88
Actividad “NaCGi 355.0 = 127.4 351.3  166.3 332.0x 180.4

paraoxcnasa

(Amo! min'mLy |+ M Nacl 8341 + 436.0 906.4  541.4 689.1 14162

Actividad ARE
(pmol min* mL™")

223.9 + 91.0

247.8 +91.3

2336 +96.8

Tabta 5.11.- Influencia de la edad con las actividades de la PON1 y el nivel de C-HDL en
el grupo CIC-. Se demuestra que no presenta influencia la edad sobre las actividades de

la PON1 en este grupo.

Terciles edad

1 2 3
Media(DS) Media(DS) Media(DS)
n 18 17 20
Edad 456+ 5.3 545+ 1.9 623+ 26
C-HDL (mg/dL) 340+7.7 43.3+ 153 36.6+ 8.8
Actividad -NaCi 234.5 £+ 93.5 248.94 124.4 217.3z101.9
paraoxonasa
(nmol min'mL™) + 1M NaCL 414.3 + 307.2 580.8 » 486.7 450.7 + 287.8

Actividad ARE
(Mol min' mL’)

96.4 » 35.7

109.3 £ 32.6

92,1 +29.6

Tabla 5.12. Influencia de la edad con las actividades de 1a PON1 y el nivel de C-HDL en el
grupo CIC+. Se demuestra que no presenta influencia la edad sobre las actividades de la

PON1 en este grupo.
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La comparacion de las actividades PON PON NaCl y ARE entre los subgrupos formados
por tercnles de edad. no demuestra nlnguna dlferencia estadlst-cameme slgmrca va, tanto
para el grupo CIC- como. para Tel: grupo CIC+ v(tabla 5.11, 512) Estos resultados
analizados  en su conjunto, sugieren que la,acti dad de 1a’ PON1 es Independlente =

también de la edad. -
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Discusion de resultados

Varios estudios han puesto de manifiesto que ia peroxidacién lipidica juega un rol
importante en la patogenia de la aterosclerosis'*7***' Asimismo esta perfectamente
establecido la correlacién negativa que existe entre los niveles bajos del C-HDL o
hipoalfalipoproteinemia y el riesgo de desarrollar enfermedad aterosclerosa coronaria.
Ademas, la hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia mas comun en nuestra poblacién®.
Sin embargo, estudios recientes marcan a la paraoxonasa y a su fenotipo como variantes
adicionales en el riesgo de desarrollar CIC, ya que se cree que los factores metabdlicos
que alteran los valores de C-HDL, influyen en los niveles plasmaticos de la PON1.

En una primera evatuacion, la seleccion de los sujetos del grupo CIC- fue muy estricta y
se podria considerar a priori un buen grupo de comparacion. Los resultados de este
estudio demuestran que efectivamente los factores de riesgo como son C-LDL, C-VLDL y
triglicéridos se encuentran elevados en los sujetos del grupo CIC+ a diferencias de los
sujelos que no presentan la enfermedad. Asi también existe un déficit en las
concentraciones plasmaticas de C-HDL en los sujetos del grupo CIC+, otro factor de
riesgo. Todas eslas diferencias son estadisticamente significativas, por lo que nuestra
poblacion de sujetos CIC+ es representativa de su condicion. No obstante, encontramos
que nuestras poblaciones no estan pareadas por edad y este es un factor determinante
del nivel de lipidos plasmaticos. Por lo anterior, en los andlisis estadisticos que realizamos
se ajustd por la edad cada uno de los pardmetros.

Hasta ahora el papel de la PON1 en la prevencion de la aterogénesis continua siendo
motivo de debate®®. Esta enzima puede participar en disminuir el riesgo de desarrollar
aterosclerosis por medio de la destruccién de moléculas pro-inflamatorias involucradas en
1a iniciacion y progresion de la lesion arterial, debido a su actividad lipoperoxidasa que es
la responsable de su papel antioxidante. Este concepto encuentra sustento en el hecho
de gue la fraccion HDL. obtenida de especies animales Knock-out PON1, es incapaz de
prevenir la peroxidacion de LDL y con ellos existe {a progresion de la aterosclerosis®!.

Nuestros resultados muestran que la EAC se ve asociada a actividades bajas de la PON1
independiente del substrato utilizado, paraoxén o fenilacetato. En efecto, cuando
comparamos l|a actividad de 1a enzima en plasma entre nuestros grupos de estudio,
observamos que los sujetos con diagnoéstico de CIC presentan una actividad en promedio
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menor que los sujetos clinicamente sanos. Esta diferencia es independiente del substrato
utilizado, indicando que [a masa activa de la enzima en el plasma de los cardibpatas se
encuentra abatida. Las disminuciones en ia actividad de la cantidad de paraoxonasa
activa en et grupo CIC- se podria atribuir a una incidencia mayor de diabsticos entre los
cardiopatas, a la edad™ ya un menor nimero de particulas HDL e n circulacion®™, La
incidencia de diabetes en el grupo CIC+, si bien es mas levada (resuftados no mostrados),
todos los diabéticos incluidos en el grupo tienen un contro! glucémico apropiado. Si
consideramos que el estatus de diabetes afecta la actividad PON por glicacion
inespecifica de la enzima*, bajo un control glicémico apropiado en nuestro grupo de
estudio, podemos descartar a la frecuencia de diabetes como causa de las bajas
actividades registradas entre los cardidpatas. Marie et al*®, sugiere que la edad puede ser
un factor d eterminante en los niveles de actividad P ON en plasma. Para e xplorar esta
posibilidad, separamos por terciles de edad a nuestros grupos de estudio. Observamos
que no hay un efecto aparente de este parametro sobre la actividad de la enzima en
ninguno de los dos. Por lo tanto, creemos que la baja actividad promedio de la PON en los
CIC+ se asocia a un numero menor de particulas HDL circulantes. En efecto, Deakin et
at*® han puesto manifiesto que existe una correlacién entre el namerc de particulas HDL
estimadas por el C-HDL en plasma y la actividad PON. Nuestros resultados muestran que
esta correlacion existe, solo cuando se analizan los dos grupos juntos, pero desaparece
cuando se analizan por separado, sugiriendo que hay una segregacidon tanto de actividad
como de niveles C-HDL como base de la correlacion. Por lo tanto, decidimos anatizar los
grupos de manera independiente por terciles C-HDL y no observamos ninguna diferencia
de actividad PON entre los diferentes terciles de cada uno de los grupos.

Cabe destacar que las HDL son un grupo de lipoproteinas muy heterogéneo en

d3°37

composicidn, estructura y activida En cuanto a la capacidad de las HDL para

desorber la enzima de la membrana cetular de las células productoras, solo aqguellas

557 En este

particulas que tienen la tensibn de superficie adecuada o pueden hace
sentido, el C-HDL no es indicativo del nimero de particulas que poseen dicha propiedad.
Ademas, e studios recientes d @ nuestro iaboratorio, d emuestran que las p articulas HDL
pequefias reclutan la reserva de paraoxonasa y la manifiestan como aumento de actividad
en suero y las particulas de tamafo mediano son las que transportan la mayor parte de la
enzima (Salazar R et al, resultados no publicados). Nuevamente, el C-HDL no es
parametro suficiente para estimar el numero de particulas activas en cuanto al
reclutamiento y transporte de paraoxonasa en plasma. Por Gltimo, la actividad PON en

38




suero no correlaciona de manera importante con la actividad PON asociada a las HDL.,
sugiriendo que existe una fraccion de la enzima activa que no puede ser vectorizada al
espacio subendotelial, y por lo tanto es una fraccidn que no posee propiedades
antiaterogénicas (resultados no publicados). Por lo anterior, la falta de correlacion entre
tos niveles de C-HDL y la actividad PON, no demuestra que no existe relacidon entre las
lipoproteinas y la enzima, sino que, el C-HDL no es un parametro apropiado para estimar
Ia funcionalidad de las HDL%, .
La PON1 es una enzima polimorfica y sus aloenzimas presentan actividades de hidrélisis
de paraoxon cuando existe una alta concentracion de NaCl; con base en este hecho se
realizd la clasificacion por fenotipo. Observamos que fenotipo QR es el de mayor
frecuencia en ambas poblaciones mientras que el RR es el que se presenta con menor
frecuencia. Este uUltimo, es cinco veces mas frecuente entre los cardiopatas con los
respecto a los sujetos sanos. Por tanto, el fenotipo RR se puede considerar como un
factor de riesgo de aterosclerosis. Es importante resaltar este hecho porque aigunos
estudios han mostrado discrepancias acerca de la asociacion del fenotipo RR con el
desarrollo de la patologia mencionada. Se sabe que la aloenzima 191R es mas
susceptible a inactivarse en medio oxidativo que la aloenzima Q191 y esta puede ser la
razdn de una mayor predisposicion de los individuos con fenotipo RR a la aterosclerosis.
Cabe destacar que la actividad paraoxonasa medida con paraoxdn como sustrato no
correlaciona con el riesgo a desarroliar aterosclerosis pese a estar directamente afectada
por el fenotipo Q191R. La aseveracion de que el fenotipo RR ofrece una menor proteccién
frente a la oxidacion de LDL se ha encontrado en estudios anteriores. Al agrupar por
fenotipo a los individuos de estudio, de manera independiente, no se encontraron datos
que sustenten una asociacion del fenotipo de la PON1 y el nivel de C-HDL. En cuanto al
perfil lipidico en funcion del fenotipo muestra que el polimorfismo Q191R de la PON1 es
independiente del perfil lipidico debido a que no se presentaron diferencias en los niveles
plasmaticos asociados al fenotipo. Este hecho se reporta cuando se analizaron de manera
independiente los grupos CIC+ y CIC-.

Por lo tanto la influencia de los niveles de la PON1 medida por la actividad ARE constituye

una estrecha relacién con el desarrollo de la EAC. La edad, perfil lipidico y en particular el
C-HDL, no mostraron asociacion con las niveles de la PON1 circulante en este estudio.
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Conclusiones

taa ctlvldad ARE o PON de |la paraoxonasa s menoren loss u;etos que ] rebenlurun
Cardiopatia {squémica Coronaria, sugiriendo que actuvldades bajas de la‘ nzlma son’ un
facter de nesgo para desarroliar la enfermedad.

El fenotipo a través de las actividades de la PON1 muestra que ue:
RR en sujetos con diagnostico de CIC respecto a una poblacnén sln diagnést:co de fa
enfarmedad. Por lo tanto, se sugiere que el fenotipo RR es un fador e rlesgo de
Cardiopatia Isquémica Coronaria en la poblacion estudiada, - .

La edad y el C-HDL no se relacionan con la actividad paraoxonasa ni arilesterasa en
suero. | g :
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Tabla de abreviaturas

AGL acidos grasos libres
ARE actividad arilestearasa
CETP proteina de transferencia de éstares de colesterol
C-HDL colesterol-HDL
cic cardiopatia isquémica coronaria
EAC enfermedad aterosclerosa coronaria
HDL lipoproteinas de alta densidad
1AM infarto agudo al miocardio
imMC indice de masa corporal
LCAT Lecitina colesterol acilo transferasa
LoL lipoproteinas de baja densidad
PLTP proteina de transporte de fosfolipidos
PON actividad paraoxonasa
PON1 paraoxonasa
PON NacCl actividad paracxonasa estimulada con NaCl
TCR transporte reverso de colesterol
VLDL lipoproteinas de muy baja densidad
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