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2. Abreviaturas.

ADN: Acido desoxirribonucleico
AMPK: Cinasa dependiente de AMP

Anti LDLox: Anticuerpos séricos
contra LDL oxidada

Apo A-I: Apolipoproteinas A1
Apo E: Apolipoproteina E
Apo J: Apolipoprotina J
ATP: Adenosina trifosfato
CAT: Catalasa

DMAE: Degeneracion Macular
Asociada con la Edad

ECV: Enfermedad cardiovascular

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzima, por sus siglas en

inglés

ERO: Especie reactiva del oxigeno

FRET: Fluorescent Resonant
Energy Transfer, por sus siglas en
inglés

HDL.: lipoproteinas de alta densidad

HOMA-IR: Homeostastic Model
Assesment of Insuline Resistance.
Por sus siglas en inglés

IA: indice aterogénico
IM: Infarto de Miocardio
IMC: indice de masa corporal

Kg: Kilogramos

KHK: Cetohexocinasa
L: Aminoacido Leucina

LDL: Lipoproteinas de baja
densidad

LDLox: Lipoproteinas de baja
densidad oxidadas

M: Aminoacido Metionina
mZ2: Metro al cuadrado

MAPK: Cinasa regulada por
mitdégeno

NO: Oxido nitrico

OMS: Organizacién mundial de la
salud

PCR-RT: Reaccion de la polimerasa
en cadena en tiempo real

PMN: Leucocitos polimorfonucleras
PON1: Paraoxonasa 1

Q: Aminoacido Glutamina

R: Aminoacido Arginina

RI: Resistencia la insulina

RIA: Radio inmuno ensayo

RL: Radicales libres

RNA: Acido ribonucleico

RNAm: Acido ribonucleico
mensajero

SM: Sindrome metabdlico

SNP: Polimorfismos de un solo
nucledtido

SOD: Superéxido dismutasa



3. Resumen.
ANTECEDENTES.

La paraoxonasa es una enzima que esta acoplada a HDL y es la encargada de
regular los niveles de LDL séricos, asimismo, es capaz de modular su
transformacion en LDLox evitando asi alteraciones metabdlicas, tales como
dislipidemias, ECV y estrés oxidativo que pueden conllevar a desarrollar
aterosclerosis entre otras enfermedades. Esta enzima a lo largo del gen que la
codifica presenta SNPs (192 Q/R y 55 L/M).

OBJETIVOS.

Determinar si los polimorfismos 192 Q/R y 55 L/M del gen PON1 se relacionan
con las concentraciones séricas de triglicéridos, colesterol, HDL, LDL y acido
urico, en una poblacion de nifos eutroficos y obesos mexicanos. Determinar la
presencia de los polimorfismos 192 Q/R y 55 L/M del gen PON1 en los nifios
eutroficos y obesos y si en éstos dos grupos se presentan diferencias en las
frecuencias alélicas de dichos polimorfismos. Evaluar el perfil bioquimico,
incluido el acido urico en muestras sanguineas de los nifios eutréficos y
obesos. Analizar si existe asociacion entre los polimorfismos 192 Q/R y 55 L/M
del gen PON1 y parametros del perfil bioquimico en los individuos incluidos en
el estudio.

METODO.

Se llevd a cabo un estudio transversal, prospectivo y comparativo donde se
realizd la medicidn de peso y talla a los nifios para identificar los casos de peso
saludable y obesidad. Se incluyeron 568 nifios de ambos géneros de 6 a 12
afos de edad que acudieron a las Unidades Deportivas del IMSS en la zona
metropolitana de la Ciudad de México. Se les tomo muestra de sangre venosa
para realizar su perfil bioquimico, cuantificacion de LDLox ademas de los
ensayos de genotipificacion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real con tecnologia Tagman® para la determinacion de los SNPs. El
analisis bioquimico se llevé a cabo con el programa SPSS (SPSS Inc, Chicago
lIl). Para los datos obtenidos de los SNPs se evalud si existe equilibrio de
Hardy-Weinberg con el programa Popgene v1.32 (University of Alberta,
Canada)

RESULTADOS.

Para el SNP en posicion 192 se presentd con mayor frecuencia el genotipo
Q/R, con el 53.3% y 53.5% para eutroéficos y obesos respectivamente. Mientras
que para el SNP en posicion 55, se obtuvo una mayor frecuencia del genotipo
L/L, cuyo valor fue del 722% y 70.2% para eutréficos y obesos
respectivamente. Las concentraciones séricas de acido urico de eutrdéficos y
obesos fueron de 4.8 y 5.6 respectivamente. El valor medio de LDLox para
eutroficos y obesos fue de 6.26 mg/dL y 8.56 mg/mL respectivamente. Los
niveles de LDLox resultaron no tener relacion con la presencia de los SNPs
estudiados, el SNP 192 Q/R tuvo una p=0.274 para eutroficos y p=0.670 para
obesos. Para el SNP 55 L/M se obtuvo una p= 0.224 para eutréficos y p=0.549
para ninos obesos.
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CONCLUSIONES.

No se determind asociacién de los SNPs con las concentraciones séricas de
triglicéridos, colesterol, HDL y LDL. Los niveles de acido urico no se asociaron
con la presencia de los SNPs estudiados. Asimismo, los niveles de LDLox
resultaron no tener relacion con la presencia de los SNPs estudiados. Por lo
cual es recomendable realizar mas estudios, por ejemplo, el analisis del SNP
-108 C/T del gen PON1 y dar seguimiento al nifio con el fin de evaluar la
asociacion de los polimorfismos de la PON1 con la finalidad de contar con mas
datos que permitan determinar si se puede considerar a la PON1 como un
bioindicador de la modulacién del estrés oxidativo.
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4. Introduccion

La Paraoxonasa es una enzima dependiente de calcio de origen hepatico que
se encuentra asociada de manera directa a las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), esta enzima evita la oxidacidon de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) evitando asi desordenes metabdlicos y enfermedades cardiovasculares
en nifios y adultos. Se ha establecido una relacion entre la actividad de esta
enzima con el sexo y la edad, siendo las mujeres quienes presentan una mayor

actividad y los infantes quienes tienen menor actividad de esta enzima. ¢-11.21-
27)

Existen alteraciones (modificaciones) genéticas de caracter hereditario o
fortuito por las cuales dicha enzima pueda estar alterada o muestre una
actividad disminuida, el presente trabajo se enfoca en el estudio de los
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) que resultan del intercambio de un
aminoacido por otro, Dichos polimorfismos son el 192 Q/R (cambio de
GLUTAMINA por ARGININA en posicion 192), el 55 L/M (cambio de LEUCINA
por METIONINA en posicién 55) en la regién promotora. el polimorfismo que se
relaciona directamente con problemas cardiovasculares en nifios es el 192
Q/R, debido a que se ha encontrado la presencia del alelo 192R (alterado) en
la mayoria de los nifios con sobrepeso y obesidad. (?2-27)

La determinacion de los polimorfismos existentes 0 no en niflos con un peso
normal y con sobrepeso se realizd mediante la extraccion de ADN gendmico
utilizando un equipo robotizado, el ADN se amplific6 mediante la reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR en tiempo real) y se identifico los polimorfismos
existentes con el uso de sondas Tagman®, las cuales se unieron de manera
especifica al gen con el polimorfismo y mediante la mediciéon de la
fluorescencia emitida durante dicho evento se comprueba la presencia o no del
polimorfismo.

Los productos amplificados en la PCR fueron separados por electroforesis en
gel de agarosa al 2% tefiidos con Gel Red Nucleic Acid Stain® y observados en
el transiluminador con luz UV.

Se efectud el analisis estadistico y comparativo para demostrar si existe
correlacion entre la presencia de los polimorfismos y la obesidad en los nifios.

Como ultimo paso se efectué el analisis estadistico y comparativo para
demostrar si existe una correlacion entre la presencia de dichos polimorfismos
y el perfil de lipidos y también con las concentraciones de acido urico.
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5.Marco tedrico
5.1 Obesidad infantil y sindrome metabdlico.

Desde hace mas de 50 anos a la obesidad se le ha considerado como una
muestra de buen estado de salud, sobre todo en los primeros afos de vida
(infancia). En la actualidad, la obesidad es un importante problema de salud
publica y social, ya que se sabe que tiene repercusiones en el individuo ya sea
adulto o joven, tanto en el aspecto social como en el mental, y en el fisico,
causando dafios a organos y sistemas, sobre todo a nivel cardiovascular,
digestivo y musculo esquelético.

La obesidad va en aumento debido al estilo de vida de la poblacién, esto es
debido a que la tecnologia moderna reduce los esfuerzos fisicos, también se
debe a inadecuados habitos de alimentacion y el alto consumo de alimentos
“chatarra” altos en carbohidratos, que no son nutritivos y solo son factores
causantes de obesidad.

La obesidad es un trastorno complejo multifactorial en el que hay una cantidad
anormal (en exceso) de tejido graso. Se desarrolla cuando la ingestién de
alimentos es mayor que la que se utiliza para producir energia, por lo que el
excedente es almacenado en forma de grasa abdominal o tejido adiposo. (")

La saciedad es un mecanismo de regulacion que controla el hambre y que nos
hace dejar de comer cuando nuestro organismo ya no necesita mas alimento.
En individuos con sobrepeso o con obesidad este mecanismo no funciona
adecuadamente. Por lo tanto, cuando la ingestién de energia sobrepasa el
gasto energético de manera cronica se genera obesidad.

La clasificacién de la obesidad segun la Organizacion Mundial para la Salud
(OMS) se muestra en la Tabla 1. @

Bajo peso Menor a 18.5
Peso normal De 18.5a24.9
Sobrepeso De 25.0 2 29.9
Obesidad grado | De 30.0a 34.5
Obesidad grado I De 35.0 2 39.9
Obesidad grado |l Mayor a 40.0

Tabla 1. Clasificacion de obesidad segun IMC emitido por OMS.
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Crecimiento y desarrollo en etapa escolar.

e Después de los cuatro afios de edad, la talla (altura) aumenta de 5 a 7
cm por afno. A los 13 afnos se tiene una talla media de 1.50 m.

e De los dos a los seis afos de edad, el aumento de peso es de 2 kg por
afo. De los seis a los ocho afios es de 1 72 Kg por afio y después de los
ocho afios mas de 2 Kg por afio. @

Obesidad y su interaccion con sindrome metabdlico.

Actualmente en los paises industrializados las deficiencias nutricionales graves
en la infancia y la adolescencia han desaparecido; sin embargo, en el curso de
los ultimos afos se ha incrementado progresivamente la prevalencia de la
obesidad infantil y juvenil, siendo el trastorno nutricional de mayor importancia
hoy en dia, especialmente si se tiene en cuenta que la mayoria de los
adolescentes obesos lo seguiran siendo en la edad adulta, con el riesgo
sobreafadido de una mayor morbimortalidad )

La obesidad es un trastorno multifactorial en cuya etiopatogenia se encuentran
factores genéticos, metabdlicos, psicosociales y ambientales, la rapidez con
que se esta produciendo el incremento de su prevalencia parece estar mas
bien en relacién con factores ambientales como habitos alimentarios poco
saludables, junto a una disminucién de la actividad fisica en nifos y
adolescentes condicionada, en gran medida, por la television, sedentarismo,
videojuegos y consumo de alimentos “chatarra”. En los ultimos afos la
television y los video juegos son un factor ambiental fundamental que ha
permitido un incremento de la prevalencia de la obesidad juvenil en nuestra
sociedad, puesto que dedicar mucho tiempo a la television y video juegos
también supone, en gran medida, dejar de hacer otras actividades de mayor
gasto energético, como serian los juegos o el deporte, esto puede ser debido al
reducido espacio de vivienda en la cual habita la familia o a la inseguridad del
entorno. Provocando asi un bajo interés en los infantes por desarrollarse en un
ambiente de actividad fisica constante. ©

Por otra parte, la publicidad que se encuentra en los horarios y programas
infantiles tiende a transformar los programas en espacios publicitarios, con el
objetivo de estimular el deseo y la necesidad de consumir alimentos de alto
contenido caldrico. Actualmente, la television forma parte de todos los hogares
y su uso esta considerado como normal o rutinario, por lo cual, los jovenes
dedican gran parte del tiempo de ocio al uso de esta tecnologia. Tal es la
importancia de esta actividad en el desarrollo de la obesidad que un estudio
realizado en el afio 2008 por la Secretaria de Salud y Asistencia concluyé que
un nifo mexicano ve en promedio 61 anuncios publicitarios al dia y 22 mil 265
mensajes al afo, de los cuales el 42% esta relacionado con el consumo de
alimentos con bajo valor nutricional que favorecen la obesidad. ©)
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Genética de la obesidad infantil.

La genética de la obesidad se puede encontrar en tres formas bien delimitadas:
Monogénica o mendeliana: es aquella en la cual la alteracion es debida a una
mutacién en un solo gen.

Sindromatica: es aquella que es causada por anormalidades cromosomicas y la
Comun: es la causada por problemas multifactoriales como lo es el desbalance
de ingesta y gasto de energia. Las dos primeras suceden con una prevalencia
igual o menor a 0.01%. @

Para desarrollar el fenotipo de la obesidad es necesario el efecto combinado de
la predisposicion genética a este trastorno y la exposicibn a condiciones
ambientales adversas. @

Los factores genéticos rigen la capacidad o facilidad de acumular energia en
forma de grasa tisular provocando una alteracién energética y por consiguiente
a largo plazo el gasto energético en el individuo sera inferior a la energia que
ingiere en su dieta, este desbalance es mejor conocido como balance
energético positivo.

La influencia genética se va a asociar a condiciones externas como los habitos
dietéticos y estilos de vida sedentarios, éstos Uultimos se encuentran
intimamente relacionados con la disponibilidad de alimentos en el hogar y en la
institucion educativa del nifio, la estructura socioldgica y cultural.

El método de diagndstico para la obesidad mas utilizado actualmente se basa
en estandares internacionales de indice de masa corporal (IMC), calculado
como peso (Kg) dividido por la talla al cuadrado (m?). Estos estandares se
desarrollaron para nifios y adolescentes y corresponden con la clasificacién de
sobrepeso y obesidad para adultos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) donde el punto de corte para sobrepeso es de 25 de IMC y el de
obesidad es de 30. ©

Se ha establecido que si ambos padres son obesos el riesgo de obesidad para
su descendencia sera de 69 a 80 %; cuando solo uno de los padres es obeso
sera de 41 a 50 % y si ninguno de los 2 padres es obeso el riesgo para la
descendencia sera solo del 9 %, por lo cual no se puede asegurar que el nifio
con padres no obesos no desarrolle obesidad si estan presentes en su entorno
los factores ambientales de la obesidad. (1%

Consecuencias de la obesidad:
A corto plazo (para el nifio o el adolescente)

e Dislipidemias, conjunto de enfermedades asintomaticas que se
caracterizan por causa de concentraciones anormales de lipoproteinas
sanguineas, tales como las lipoproteinas de alta, baja y muy baja
densidad y colesterol total. (")

e Alteraciones psicologicas, la complicacion mas angustiante es el
rechazo familiar y social del que son objeto los obesos; esto hace que su
estado de animo decaiga y se depriman facilmente y que a pesar de que
aparentan alegria sufren de maltratos y acoso principalmente los nifios
en edad escolar.
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e Aumento de los factores de riesgo de enfermedad cardiovascular, en las
personas obesas aumenta el depdsito de grasa en las arterias, lo que
provoca estrechez en el calibre de las mismas con disminucion de la
presion sanguinea debido a un proceso en el cual esta implicada la
respuesta inmune e inflamacion. A esta alteracién se le conoce como
aterosclerosis. (12)

e Alteraciones respiratorias, en el individuo obeso el diafragma no realiza
su movimiento adecuadamente y, por lo tanto, no hay una buena
oxigenacion, lo que ocasiona la fatiga facil.

e Alteraciones en la glucemia normal tales como diabetes (tipo 1y 2)

e Anormalidades ortopédicas debido al peso excedente que deben
soportar las extremidades inferiores del individuo obeso.

e Enfermedad del higado, principalmente esteatosis hepatica no
alcohdlica.

A largo plazo (para el adulto que era obeso de nifio o adolescente)
e Persistencia de la obesidad

e Aumento de los factores de riesgo cardiovascular, diabetes, cancer,
depresion, artritis

e Mortalidad prematura

La prevencion es el tratamiento de eleccion de la obesidad, y esta puede
prevenirse desde la infancia, aunque no se sabe a ciencia cierta si ello va evitar
su presencia en la adolescencia o en la edad adulta, en algunos casos es
necesario que el médico especialista prescriba tratamientos farmacoldgicos y si
es necesario en casos graves se utiliza la cirugia para disminuir la absorcién
intestinal y asi poder disminuir el peso en un lapso de tiempo seguro para el
paciente obeso. (¢12)

Sindrome metabdlico (SM).

Se le denomina sindrome metabdlico a todo el conjunto de alteraciones
metabdlicas y cardiovasculares que estan relacionadas con factores como la
resistencia a la insulina (RI) y la obesidad abdominal o visceral en todas las
edades, y que su principal manifestacion son alteraciones en el metabolismo de
lipidos principalmente en bajas concentraciones de HDL (<60 mg/dL) y altas
concentraciones de LDL (>100 mg/dL) y triglicéridos (>150 mg/dL), hipertensién
arterial y alteraciones en el metabolismo de la glucosa. ('3

El SM durante la infancia y la adolescencia esta relacionado con la Rl y la
obesidad abdominal. Por lo cual en presencia de RI, la célula B-pancreatica
esta obligada a incrementar la secrecion de insulina, esta medida es necesaria
para tratar de compensar esta situacion, con lo cual se producira un
hiperinsulinismo, si el incremento de insulina es efectivo se regresara a la
normo glucemia, pero si esto continua crénicamente este mecanismo regulador
se ira alterando y por lo tanto fallando. (%)
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La cuantificacién de la Rl se puede realizar por diferentes métodos (indirectos)
basados en la medida de los niveles de glucemia e insulina en ayunas o tras
una sobrecarga oral de glucosa (curva de tolerancia) entre estos se deben
destacar:

a) El HOMA-IR (por sus siglas en inglés: Homeostastic Model Assesment
of Insuline Resistance), el cual se obtiene con la insulina en ayunas
(MU/mL) multiplicado por la glucosa en ayunas (mml/L) /405.

b) La insulina en ayunas en la edad pediatrica, se considera
hiperinsulinemia cuando los niveles de insulina basal son mayores a
10.5 pU/mL en nifios pre puberes, y superiores a 15 yU/mL en nifios
puberes.

El indice HOMA es un método que puede reflejar la secrecion de insulina y su
sensibilidad hepatica y periférica. Ademas, tiene una alta especificidad y
sensibilidad al identificar a sujetos con resistencia a la insulina. (1%

Valor Normal: HOMA < 2.5
Insulinorresistencia: HOMA = 3,8 (15.16)

En el individuo obeso hay una alta concentracion de estrés oxidativo en las
células esto debido a la formacion excesiva de radicales libres ocasionados por
la alteracion metabdlica, por lo cual la relacion entre estos dos puntos es
esencial para poder entender porque son alteradas las LDL con mayor facilidad
en los obesos.

5.2 Radicales libres y estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es una de las principales causas para desarrollar multiples
enfermedades como, la aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares (ECV),
enfermedades cognitivas como la enfermedad de Parkinson y enfermedad de
Alzheimer. Un aspecto particular del estrés oxidativo es la formacion de
especies reactivas de oxigeno, entre estos se incluyen los radicales libres y los
peroxidos, que poseen capacidad elevada para alterar las membranas
celulares y provocar dafio a las células que tienen contacto con ellos. El estrés
oxidativo se produce cuando ocurre un desbalance entre los elementos
antioxidantes y los pro oxidantes, a favor de estos ultimos.

Se le considera radical libre (RL) o especie reactiva del oxigeno (ERO) a toda
aquella molécula que en su estructura atomica presenta un electréon
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion que
genera una alta inestabilidad. ('"” En la molécula de oxigeno se conocen las
siguientes especies reactivas:

e 02 Oxigeno singulete (forma energéticamente excitada del oxigeno

molecular)

e H20:2 Perdxido de Hidrégeno.

e O2 Anidn super oxido.

e HO radical hidréxido.
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El oxigeno es necesario para la vida, pero es la principal fuente de radicales
libres (elementos pro oxidantes), que si no se neutralizados de forma adecuada
por elementos antioxidantes pueden tener efectos dafinos sobre la funcién
celular. Debido a esto se establece que si la concentracion de elementos pro
oxidantes supera la de elementos antioxidantes existira "estrés oxidativo". (18-19)
Todos los seres vivos que utilizan oxigeno para la liberacion de energia
generan RL. Existen varias fuentes capaces de producirlos, dentro de ellas las
mitocondrias constituyen las mas importantes, aunque existen otras como los
peroxisomas (organelos del citosol muy ricos en oxidasas y catalasas), los
leucocitos polimorfonucleares (PMN) activados por diversas proteinas que
actuan sobre ellos, ejemplo complemento, interleucinas, etc.

Las reacciones de oxidaciéon son esenciales para desarrollar adecuadamente
procesos metabdlicos celulares. Dichas reacciones involucran la transferencia
de electrones, es decir, produciran RL. Esta situacién es incompatible con la
vida, a menos claro que existan mecanismos de defensa en la célula que
neutralicen los RL. A estas defensas contra la oxidaciéon se les denomina
antioxidantes.

Fuentes biologicas de RL

La mitocondria (organelo celular encargada de suministrar la energia necesaria
para la actividad celular sintetizando ATP a partir de glucosa, acidos grasos y
aminoacidos) constituye la fuente principal de RL. Este fendmeno se efectua a
nivel de la cadena de transporte de electrones, que es la ultima etapa de
formacion de protones de alta energia, y cuyo pasaje a través de la membrana
interna mitocondrial genera un gradiente eléctrico que aporta la energia
necesaria para formar el ATP o adenosina trifosfato. (18-19)

5.3 Sistemas antioxidantes.

Se le define como antioxidante a toda aquella sustancia o molécula que
encontrandose en bajas concentraciones con respecto a las de una molécula
oxidante retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato. (18)

Durante el mecanismo de accion de un antioxidante hay colisiones con el RL
con lo cual le cede un electron, lo que provocara que el antioxidante se
transforme en un RL débil no téxico y que en algunos casos especiales como la
vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por la acciéon de otros
antioxidantes. Por otra parte, no todos los antioxidantes actuan de esta
manera, los llamados enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas
que utilizan sustratos que a su vez reaccionan con los RL. (17-19)

De las numerosas clasificaciones existentes de los antioxidantes, es
recomendable adoptar la que los divide en: exdgenos y enddogenos. (18)

Clasificacion de los antioxidantes:

EXOGENOS. Antioxidantes que ingresan a través de la ingesta alimentaria.
Ejemplos:

e Vitamina E: Neutraliza el oxigeno singulete, captura radicales hidroxilo,
captura anion superoxido y también neutraliza peréxidos.

e Vitamina C: Neutraliza el oxigeno singulete, captura radicales hidroxilo y
regenera la forma oxidada de la vitamina E.
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e Betacarotenos: Neutraliza el oxigeno singulete y actua como agente
protector en patologias tumorales.

ENDOGENOS. Sintetizados por la misma célula.

Ejemplos:
COFACTOR

ENZIMAS

Oligoelementos: Elementos que en pequenas
concentraciones constituyen parte del nucleo activo de las
enzimas antioxidantes. Cobre, Cinc, Hierro, Manganeso,
Selenio son los mas representativos.

Catalasa (CAT): Previene la reduccion del peréxido de
hidrégeno para formar el radical hidroxilo.

Superoxido dismutasa (SOD): Eliminan el anion
superoxido

Glutatién:  Principal antioxidante de las células, es
ubicuo (se encuentra en muchos lugares), ayuda
protegiendo a células de las especies reactivas
del oxigeno como radicales libres y los peroxidos.(17-19)

Peroxidasa: Enzima que cataliza la oxidacion de un
amplio numero de sustratos organicos e inorganicos,
utilizando el poder oxidante del peroxido de hidrégeno.

La PON1 reduce directamente el estrés oxidativo en los macrofagos y en el
suero disminuyendo los niveles de LDL oxidada en el suero, la deficiencia de
PON1 trae como resultado un aumento de las especies reactivas de oxigeno y
estrés oxidativo no solo en el suero, sino también en los macréfagos, un
fendmeno clave durante el desarrollo de aterosclerosis y otras afecciones

cardiovasculares. (16-18)

Las LDL son las mas importantes transportadoras de colesterol y son
susceptibles a las modificaciones oxidativas debido a la interaccién con
moléculas pro oxidantes, a consecuencia de esto la LDL nativa tiene una
alteracion estructural y es transformada a LDLox como lo muestra la Figura 1

(20-21).
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Transformacioén estructural de una LDL nativa.

LDL
oxidada

*RL
*Estrés oxidativo

La LDLox no unicamente tiene propiedades proaterogénicas y proinflamatorias,
también posee atribuciones inmunogénicas, provocando la generacion de auto
anticuerpos séricos contra LDLox (Anti LDLox). (%2

Se conoce poco sobre las propiedades de la LDLox; sin embargo, gracias a la
obtencién de anticuerpos monoclonales especificos contra esta variante
estructural de LDL ha permitido identificar su presencia en circulacién mediante
multiples técnicas, siendo el inmunoensayo (ELISA) la técnica de eleccion para
su deteccion y cuantificacion. (22-23)

La alimentacion tanto en adultos como en jovenes es de vital importancia para
proveer de antioxidantes a nuestro organismo, especialmente cuando las
condiciones de vida del individuo han disminuido el potencial de sus sistemas
de regulacion oxidativa. ?4)

5.4 Enzima Paraoxonasa (PON1).

La PON1 (arildialquilfosfatasa) descrita en 1946 por A. Mazur, es una enzima
dependiente de calcio con actividades de paraoxonasa (PON), arilesterasa
(ARE) y lactonasa.

La PON1 es una enzima ligada directamente a las Apo A-l y Apo J de las HDL
que junto a estas participa en la proteccion de las LDL ante la oxidacion por
estrés y radicales libres.

Se conoce como Paraoxonasa a un grupo de enzimas pertenecientes a una
familia génica que en los mamiferos presenta tres miembros codificados los
cuales son: PON1, PON2 y PONS3. Esta familia génica parece haberse formado
por la duplicacion de un precursor comun (probablemente PON2), ya que los 3
son muy parecidos (comparten aproximadamente 60% - 70% de la secuencia
de los aminoacidos) y se encuentran localizados en posiciones adyacentes del
cromosoma 7 (7921.3) en la especie humana. (2%

La PON1 es el miembro mejor caracterizado, estudiado y conocido de la
familia, su nombre deriva de uno de los sustratos artificiales mas utilizados para
medir su actividad In vitro, el Paraoxén.
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La PON1 presenta accion antioxidante exclusivamente vinculada a LDL, la
PON2 también es capaz de proteger las particulas de LDL de la oxidacién, a
pesar de que esta enzima no se encuentra asociada a las HDL. La PON3
circula unida a las particulas de HDL y presenta una actividad PON y ARE muy
débil, también se ha observado que la PONS3 tiene una mayor capacidad que la
PON1 para proteger a las LDL de la oxidacion.

El mecanismo principal de proteccién que confiere la PON1 por el HDL parece
ser en el transporte y remocién de excedentes de colesterol extra hepaticos de
regreso al higado (transporte reverso de colesterol) aunado al efecto protector
que le da a la LDL nativa y asi evitar su transformacion a LDLox. (26)

5.5 Estructura de la PON.

La PON1 es una glicoproteina (proteina unida a un glucido) de origen hepatico
compuesta por 354 aminoacidos y tiene un peso molecular de 43-44 kDa
aproximadamente, Tiene una [B-hélice de seis aspas y a su vez cada aspa
contiene cuatro filamentos. En el tunel central de la enzima contiene dos iones
calcio separados por 7.4 A uno del otro.

El ion calcio presente en la seccidon central es considerado meramente
estructural como lo muestra la Figura 2. 2527

Figura 2. Estructura general de PON1. De 1 a 6 son aspas de la 3-hélice. De A a D son
filamentos de cada aspa con dos atomos de calcio en la parte central (rojo y verde) N es un
grupo amida y C un grupo carbonilo.

La hoja beta esta estabilizada por puentes de hidrégeno entre el grupo amida y
el grupo carboxilo de un filamento ademas se mantiene unida por un puente
disulfuro entre la cisteina 42 de la hebra 6D y la cisteina 353 de la hebra 6C, en
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el interior del tunel central contiene 2 moléculas de calcio. ® E| Ca?* 1 es
mejor denominado como calcio catalitico, mientras que el ion Ca?" 2 es
estructural. (2527

Estructuralmente la PON1 presenta dos sitios activos funcionales, uno para
efectuar las actividades de PON/ARE, mientras que el segundo sitio activo
seria el encargado de la proteccion contra la oxidacion de las LDL como lo
muestra la Figura 3. (29-30)

PON-1 (sitios activos)

Figura 3. Sitios activos de la PON1 acoplada a la molécula de HDL. Tomada y modificada de
Canales et al, 2003.

Los genes que codifican a la PON3 y PON1 se expresan y sintetizan
exclusivamente en el higado mientras que PON2 se expresa en cerebro,
higado, rifion y testiculo. PON1 y PON3 son secretadas por las células
hepaticas y viajan unidas a las HDL durante la remocién de colesterol extra
hepatico (transporte reverso de colesterol), aunque en suero humano
predomina PON1 también se encuentran cantidades considerables de esta
enzima en el plasma. ¢1-32)

5.6 Actividad de PON1.
La PON1 presenta multiples actividades, principalmente:

e Paraoxonasa (PON): Esta actividad permite hidrolizar compuestos
organofosforados por ejemplo el paraoxén, soman, sarin, etc.

e Arilesterasa (ARE): Con esta actividad la PON1 es capaz de hidrolizar
ésteres aromaticos como el acetato de fenilo.

e Lactonasa: PON1 es capaz de hidrolizar lactonas aromaticas vy alifaticas
ademas de catalizar la reaccion reversa de lactonizacién de &acidos
hidroxicarboxilicos.
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5.7 Sustratos de PON1.

Hoy en dia no se ha podido determinar con exactitud cual es el sustrato
bioldgico principal de PON1. Posiblemente esta enzima funja varios papeles
con mas de un sustrato a nivel intra o extra celular.

En ausencia de un reconocido sustrato biolégico para PON1, su actividad se
mide a través de la degradacion de sustratos sintéticos como paraoxon vy fenil
acetato. (Figura 4). Estudios mas recientes han mostrado que la actividad de
arilesterasa (hidrolisis del fenil acetato) es la que mejor refleja la actividad
antioxidante de PON1 (Figura 5). (33)

Actividad arilesterasa de PON1

C.H.O-_
. I"“-|- ;-l@“{}_ 5
C,H.0-" 2 i
oHg CHO_ 1l
Paratién C :,‘: P-OH
C,HO
l Dietilfosfato

CH 1-{}“-..‘_5'} _@NU PON1
R | — =
C,H,0~ -

Paraoxoén
e

p-nitrofenol

Figura 4. Actividad paraoxonasa en la degradacion de Paraoxéon formando P-nitrofenol y
dietilfosfato. Tomada y modificada de Canales et al, 2003.
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Figura 5. Esquema representativo de la formacién de una placa de aterosclerosis y el efecto
protector que otorga la PON a la LDL de la oxidacion. PON1: Paraoxonsa 1, HDL: Lipoproteina
de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, LDLox: Lipoproteina de baja densidad
oxidada. Tomada y modificada de Camps J, et al. 2012.
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5.8 Efectos antiaterogénicos de la PON1.

PON1 es capaz de proteger de la acumulacion de lipoperéxidos sobre las LDL
in vitro e in vivo. 530 Mediante la hidrdlisis de los lipoperdxidos en las LDL
oxidadas (LDLox), PON1 las despoja de sus propiedades aterogénicas, ya que
s6lo las LDLox se unen de manera especifica a receptores scavenger CD36
(basureros) de los macréfagos, mientras que las LDL nativas aun son capaces
de ser reconocidas por los receptores de LDL normales. PON1 protege a LDL y
HDL de la oxidacion preservando su participacion en el transporte del colesterol
hacia el higado (Figura 6). (36-37),

Transporte de colesterol al higado.
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Figura 6. Esquema de la participacién de PON1 acoplada a HDL durante el transporte de
colesterol hacia el higado. Tomada y modificada de Tomas M et al. 2004.

Los mecanismos por los cuales PON1 evita la oxidacion de LDL incluyen la
hidrdlisis de los peroxidos de fosfolipidos y de los hidroperdxidos de ésteres de
colesterol (actividad de esterasa) Figura 7. La unién de PON1 con HDL es
capaz de sintetizar lisofosfatidilcolina (lecitina), que inhibe la biosintesis del
colesterol y ademas estimula la unién de HDL a los macréfagos para promover
la salida del colesterol de estas células, reduciendo asi las concentraciones
intracelulares de colesterol y las complicaciones que se producen por un
exceso de lipidos en el macrofago. (25-34)
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Figura 7. Esquema de la peroxidacion de los fosfolipidos de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y su inactivacion por los sistemas paraoxonasa CE: células endoteliales; LIE: lamina
interna elastica, CML: células musculares lisas, PA: pared arterial, MM-LDL: LDL minimamente
oxidadas. Tomada y modificada de Canales et al, 2003.

5.9 Aterosclerosis e indice aterogénico (IA).

La etiopatogenia de aterosclerosis, que comienza en la infancia, se relaciona
con niveles de colesterol total alterados, principalmente con un aumento de la
LDL y una disminucion de HDL. (3839 En esta patologia existe una acumulacion
de lipidos en la intima arterial causada por algun dafio vascular (Presion arterial
alta, fumar, RL, EO etc), al migrar del torrente sanguineo al interior de la intima
arterial las LDL sufren una alteracién estructural transformandose en LDLox las
cuales despiertan una respuesta inmune (es en este punto donde la PON1
evita la formacion de LDLox). Al haberse activado la respuesta inmune, del
torrente sanguineo son liberados monocitos hacia el dafo vascular provocando
asi su transformacién en macrofagos activados o células espumosas (Foam
cells, por sus siglas en inglés), una vez transformados los macrofagos
comienzan a fagocitar cumulos de LDLox y al no poseer los receptores
adecuados para dicha lipoproteina no son capaces de eliminarlas provocando
inflamacion y también una capsula de tejido fibroso (células del tejido muscular
liso) entre la placa de ateroma y la arteria. Conforme avanza la placa de
ateroma, se produce un estrechamiento o estenosis de la arteria, inicialmente
parcial, hasta evolucionar a una completa obstruccion como lo muestra la
Figura 5.

La Obesidad infantil se ha asociado con un perfil lipidico anormal similar a la
observada en los adultos, lo que podria contribuir a un alto riesgo
cardiovascular, por lo cual identificar y controlar la obesidad en la infancia es un
objetivo importante en la prevencion de la enfermedad en la edad adulta.

Un punto importante en la prevencion del aterosclerosis es conocer el nivel de
riesgo que se tiene a padecer dicha enfermedad, por lo cual se han establecido
mundialmente indices con los cuales, a través de los niveles de colesterol total,
HDL, LDL vy triglicéridos se puede conocer dicho riesgo a desarrollar
aterosclerosis en adultos y nifios.
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Uno de estos parametros es la determinacion del indice aterogénico (I1A) “0), el
cual se calcula con la siguiente formula:

IA = [(Colesterol total - HDL-C) / HDL-C] “"

El perfil aterogénico se puede determinar de diferentes maneras no solo con el
uso de HDL vy colesterol total, también mediante el uso de las subpoblaciones
de lipoproteinas como lo muestra la siguiente férmula.

IA=Log(TRIG/HDL) y ApoB/ApoAl ratio. 42> ApoB/ApoAl tiene un mayor valor
predictivo que las concentraciones de los parametros lipidicos individuales y
pueden ser utilizados como biomarcadores de riesgo en el caso de
concentraciones relativamente normales de lipidos plasmaticos.

5.10 Moduladores de la actividad de PON1.

Numerosos son los factores que interfieren en la actividad de PON1, los mas
importantes se deben a los polimorfismos del gen que codifica a la enzima, sin
embargo, también existen ciertas contribuciones de otros factores de
modulacion de la actividad de PON1, dentro de estos se pueden resaltar: (33:43)

e Edad: La actividad de PON1 varia con la edad (mas baja en nifos),
alcanza su mayor nivel en adultos jovenes y declina en adultos mayores
y en mujeres después de la menopausia.

e Género: Las mujeres tienen mayores concentraciones de PON que los
hombres.

e Nivel de estrés oxidativo: Concentraciones altas de radicales libres
afectan la actividad de PON1 en suero.

e Fosfolipidos oxidados en LDL y HDL: Los fosfolipidos oxidados en las
particulas de LDL y HDL reducen la actividad de PON1, siendo la
isoforma PON1R del polimorfismo 192 Q/R mas sensible a la oxidacion
que la isoforma PON1Q.

e Consumo de alcohol: ElI consumo moderado de alcohol causa un
incremento del 395% de la actividad de PON1, mientras que el suero de
los alcohdlicos recurrentes presenta 45% menos de actividad que los no
alcohdlicos. por lo tanto, el consumo frecuente de alcohol inhibira la
actividad y expresion de la PON1, independientemente de sus
polimorfismos (Figura 8).

e Tabaquismo y la actividad fisica del individuo: La actividad de PON1 es
menor en fumadores que en no fumadores y ex fumadores como
consecuencia del mayor estrés oxidativo y de la modificacion en la
actividad de la enzima. Las particulas de LDL de los fumadores son mas
susceptibles a la oxidacion. (43)
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Figura 8. Efectos biolégicos causados por PON1 y los modulares de la actividad de PON1.
Tomada y modificada de Lucio G Costa et al., 2005

5.11 Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs).

A lo largo de todo el genoma existen alteraciones de la secuencia de
nucleotidos que lo componen, entre las principales alteraciones en el genoma
se encuentran los polimorfismos, deleciones, translocaciones entre otros. Los
polimorfismos genéticos son variaciones del genoma que ocurre por el
intercambio de un cierto nucledtido en uno o varios individuos, estas
alteraciones son transmitidas a la descendencia, por lo cual adquieren una
frecuencia importante en la poblacion tras mdltiples generaciones. “4)

Un polimorfismo se caracteriza porque diferentes individuos presentan distintos
nucledtidos o variantes en una posicion concreta del genoma, que se denomina
locus. A cada posible variacién resultante se le denomina alelo. Dentro de
estos alelos existen algunos que se expresan con mayor frecuencia y se les
conoce como alelo ancestral, mientras que el alelo con menor frecuencia es
denominado alelo variante. 445

Dichos polimorfismos son la base de la evolucidon y los que se logran
consolidar, bien pueden proporcionar ventajas a los individuos, aunque también
pueden contribuir a causar enfermedades.

Los polimorfismos mas frecuentes son cambios de una unica base. (Figura 9).
A éstas variaciones se les llama polimorfismos de un unico nucleétido o single
nucleotide polymorphism (SNP) por sus siglas en inglés. ¢4

Como consecuencia del cambio de una unica base se puede producir un
cambio de aminoacido sintetizado y por consecuencia la sintesis de una
proteina equivocada y ello puede resultar en una modificacion de su actividad o
funcion.
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La secuencia de
nucleotidos es la
misma en ambas
hebras, el Gnico
lugar alterado es
el lugar donde se
produce el SNP.

Figura 9. En la imagen se esquematiza el concepto de SNP.
http://www.viagenefertility.com/Available-PGD-Technologies.php

Los polimorfismos son basicamente mutaciones, las mutaciones, como
sabemos son sucesos que suceden generalmente al azar de manera fortuita y
éstas mutaciones podran tener o no impacto sobre la estructura final del
organismo que las sufre. Algunas mutaciones se consideran silenciosas ya que
no causan un cambio evidente en el fenotipo y otras significativas que, si
causan cambios evidentes en el fenotipo, ambas se pueden revelar por
métodos de biologia molecular. 4445

La diferencia entre un polimorfismo y un monomorfismo es muy importante de
resaltar, ya que en el monomorfismo hay una ausencia o falta de variacion en
la poblacion dada, es decir, esa poblacion no presentara variacion del genoma.
Existen muchos tipos de polimorfismos ya identificados y los mas importantes
son:

e Polimorfismos en regiones codificantes o exones: El polimorfismo
genético se puede presentar en regiones codificantes, lo cual da lugar a
mutaciones generalmente visibles en la proteina correspondiente esto
debido a que las regiones exonicas o codificantes siempre resultaran en
la sintesis de una cierta proteina ya que estas secuencias no son
eliminadas durante el fenédmeno conocido como “splicing” en el cual se
cortan las regiones exonicas de las intrénicas por el espliciosoma
durante la maduracion del ARNm

e Polimorfismos en regiones no codificantes o intrones: Cuando el
polimorfismo genético se presenta en regiones no codificantes, éste
puede ser invisible al nivel del fenotipo, es decir no se expresara debido
al fenémeno del “splicing” anteriormente mencionado. (44-46)

Ejemplo de un polimorfismo:

En el gen que codifica para la apolipoproteina E (ApoE) se han encontrado
varios polimorfismos con el cambio de una unica base. Uno de ellos,
denominado ApoE ¢-4, es resultado del cambio del aminoacido cisteina de la
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posicion 112 por una arginina. Esta variante se asocia con la enfermedad de
Alzheimer. “7)

Aunque exista una mutacion o un alelo alterado no implica que el portador va a
sufrir o desarrollara la enfermedad correspondiente, algunas patologias son de
etiologia multifactorial, y la sola presencia de un alelo deletéreo no condiciona
al individuo, como un ejemplo tenemos la diabetes, como sabemos la diabetes
es una enfermedad que es causada por altos niveles de glucosa, una dieta alta
en carbohidratos y aunado a esto si el paciente obeso tiene en su familia
parientes diabéticos es muy probable que desarrolle diabetes por todos los
factores de riesgo ya mencionados, no unicamente por su alteracién genética.

5.12 Polimorfismos genéticos de la PON1.

El gen que codifica la enzima PON1 esta situado en el brazo largo del
cromosoma 7 (7921.3) sitio conocido por ser altamente polimorfico y se localiza
entre los pares de bases 94.571.639 y 94.598.495. A lo largo de este gen se
conocen 5 SNPs bien establecidos, los mas importantes en la region
codificante son el 192 Q/R y el 55 L/M como lo muestra la siguiente Figura 10.

REGION PROMOTORA REGION CODIFICANTE
A\ |11 11 | |_
\\ | | 1 PON1
C-1741T C-1076T A-162G [ I
L55M Q192K
G-909C  A-832G C-126G  T-107C
Al48G S311C
11 | AN 1 1 L\
T—\Y T \\—| DONK |‘
G-4105A C-746T
A-4984G T-4970G A-665G C-567T

Figura 10. Representacion de los polimorfismos de un solo nucleétido mas prevalentes para
PON1, PON2 y PON3 en regiones codificantes y promotoras. Tomada y modificada de Pérez et
al. 2009.

Con la clonacion del gen que codifica esta enzima se permitio la identificar mas
de 200 SNPs a lo largo de las regiones de PON1. La atencién se centrd en
SNPs de la regién codificante en las posiciones 192 y 55 y en la regién
promotora la posicién -108. (33)

PON1 192 GLUTAMINA =——> ARGININA
PON1 55 LEUCINA ——> METIONINA
PON1-108 CISTEINA =——> TREONINA

Principales polimorfismos en la PON1.

Para este polimorfismo (192 Q/R) se han encontrado tres genotipos claramente
identificados el QQ, QR y el RR. El alelo 192R es considerado el alelo de
riesgo para desarrollar obesidad y alteraciones metabdlicas, ademas de
resistencia a la insulina debido a que causa baja actividad de PON1. (30-33.48)
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El alelo Q (Glutamina) del polimorfismo en posicién 192 estd mas relacionado
con un bajo riesgo de desordenes cardiovasculares mientras que el alelo R
(Arginina) del mismo polimorfismo provee un mayor riesgo de desdérdenes
cardiovasculares, ya que altera la capacidad de la PON1 para proteger a las
LDL de la oxidacion por estrés oxidativo, RL y etc. (30-33.48)

La sustitucion de Leucina (L) por Metionina (M) en la posicion 55 del
polimorfismo esta relacionada con concentraciones séricas y plasmaticas de
PON1 variables. El alelo M proporciona concentraciones séricas y plasmaticas
de PON1 mas bajas, mientras que el alelo L favorece concentraciones mas
altas de PON1.

Existen otros polimorfismos fuera de la region promotora como la sustitucion -
108 C/T (Cisteina por Treonina en posicion menos 108) la cual parece tener
una gran influencia sobre las concentraciones plasmaticas de la enzima PON1.
El alelo C-108C determina niveles de PON1 que son el doble de los que provee
el alelo C-108T. 0

5.13 Acido Urico y su relacién con la obesidad.

Es bien conocido que el acido urico (AU) es el producto final del metabolismo
de las purinas encontradas en la dieta de los humanos. Los nucleétidos
Adenina y Guanina son encontrados en el organismo como componentes del
acido ribonucleico (ARN) y acido desoxirribonucleico (ADN) ademas de
encontrarse directamente en la dieta rica en carnicos. 49

El &cido urico es un acido organico con un pKa de 5.75 y se encuentra
principalmente como urato monosddico y en las concentraciones mostradas en
la tabla 2. (50)

Valores normales de acido urico en sangre

Ideal en nifios Menor a 5 mg/dL
Mujeres Maximo 5.5 mg/dL
Hombres Maximo 6.5 mg/dL

Tabla 2. Valores normales de acido Urico en la poblacion mexicana segun la encuesta nacional
de salud y nutricion 2012.

Metabolismo del Acido Urico.

Diariamente eliminamos cerca de 700-750 mg de acido urico, de los cuales dos
terceras partes son eliminadas por via renal y una tercera parte a través de las
heces. Todo exceso de esta cantidad permite su acumulacion en diferentes
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lugares en el organismo principalmente articulaciones. Los humanos no
disponemos de uricasa, unica enzima que degrada directamente el acido urico.

Basicamente es formado por la degradacion de urato a alantoina por la accién
de la enzima uricasa, la consecuencia de la inactivacion de la uricasa es la
aparicion de altos niveles de uratos en humanos y esto se debe a que tienen
propiedades anti y pro-oxidantes. Se ha establecido que el consumo de
fructosa en cantidades excesivas se correlaciona con el desarrollo de la
diabetes, la obesidad y el sindrome metabdlico. El aumento en la produccion
de acido urico no solo se ve reflejado como resultado del catabolismo de
nucledtidos sino también del catabolismo de la fructosa que esta relacionado
con la actividad de cetohexocinasa (KHK). En el mecanismo interviene la KHK
que rapidamente transfiere un grupo fosfato del nucleosido trifosfato (ATP) y
fosforila a la fructosa hasta fructosa-1-fosfato con marcada disminucion de
ATP, ") como lo muestra la Figura 11.

FRUCTOSA
ATP a ﬂ
AMP <,|:| ADP
L FRUCTOSA-1-P
IMP
L DIHIDROXIACETOMNA-P GLICERALDEHIDOS
INOSINA %’ j

ACILGLICEROLES

w
HIPOXANTINA B
M TRIGLICERIDOS-VLDL
4
XANTINA
r vl
ACIDO URICO

Figura 11. Via para la degradacion del AMP a &cido urico durante la fosforilacion de la fructosa
en fructosa 1-fosfato. A alta concentracion de fructosa, fructosa 1-fosfato se acumula con el
consiguiente agotamiento de ATP vy fosfato inorganico (Pi). ATP: Adenosina trifosfato, ADP:
Adenosina difosfato, AMP: Adenosina monofosfato, IMP: inosin monofosfato

Existen errores congénitos del metabolismo que pueden ocasionar elevaciones
en las concentraciones séricas de acido urico. Durante la infancia no es posible
detectarlo por técnicas de laboratorio, ni clinica, entonces es bueno conocer los
antecedentes familiares para relacionarlos con la presencia de hiperuricemia en
nifios. (52-54)
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La principal consecuencia clinica de la hiperuricemia es la “Gota” o “Gota
tofasea”, enfermedad cronica degenerativa que se da por la acumulacion de
cristales de urato monosédico en articulaciones vy tejidos (tofos), provocando
que la respuesta inmune comience un proceso de inflamacién, como lo muestra
la Figura 12.

Degradacion de nuclfotidos en la dieta

Inosina

Hipoxantina

Xantina
Xantina Oxidasa
Alantoina <Uri°i Urato e Mecanismo Excretor
Niveles séricos normales Urinario: 80%
Humano: 4-6 mg/dL Gastroitestinal: 20%

-

Hiperuricemia Hiperuricosuria

Cristales de Acido Urico
en rifion

Efectos pro-oxidantes
cardiovsculares

Cristales de urato (gota)

Figura 12. Degradacion de nucleétidos y purinas de la dieta y la asociacion con las patologias
relacionadas con hiperuricemia. Tomada y modificada de So A. 2010.

Factores que ayudan a elevar las concentraciones séricas de acido urico:
e Defectos enzimaticos. Falla en la actividad de uricasa
e Destruccion celular (casos de cancer).
e Alta ingesta de purinas en la dieta.
e El alcohol. Impide su eliminacion, por ello la gota es mas frecuente en
alcohdlicos.
Alta ingesta de cafeina. Favorece la acumulacién de acido urico.
e Falta de ingesta de liquidos. Menos de 2L de agua al dia. 44

Inicialmente, el acido urico se considera un producto de residuos inertes que
cristaliza a altas concentraciones para formar calculos renales y provocar
artritis gotosa. Con el paso de los afnos al acido urico se le reconocieron
potentes factores antioxidantes que son capaces de neutralizar el oxigeno
singulete, radicales de oxigeno y peroxinitrito. También se sabe que el acido
Urico protege a la LDL de la oxidacion mediada por Cu?*.

32



Sin embargo, se ha demostrado por métodos in vitro que, dependiendo de su
microambiente quimico, el acido urico puede actuar como agente pro oxidante.
Por ejemplo, aunque el acido urico puede proteger las particulas de LDL
nativas contra la oxidacion inducida por Cu?*, asi mismo aumenta la oxidacion
de LDL ya oxidadas que contienen productos de la peroxidacion de lipidos, es
por esto que el acido urico con su efecto dual puede actuar como anti o pro

oxidante dependiendo su microambiente como se muestra en la Figura 13.
(50,54-55)

Figura 13. El acido urico puede evitar la oxidacion de LDL inducida por Cu?*, una reaccion que
puede proteger contra el desarrollo de aterosclerosis. UA: Acido Urico, LDL: Lipoproteina de
baja densidad, LDLox: Lipoproteina de baja densidad oxidada. Tomada y modificada de So A.
2010.

Cuando el acido urico se oxida por medio del peroxinitrito se producen los
radicales de urato que pueden propagar el estado pro oxidante, pero en el
plasma estos se inactivan rapidamente por la reaccidn con acido ascorbico
(Figura 14). (45:49)

NO* + O2- Acido ascérbico
| |
UA = pNOO- = UA* —a= Neutralizacion

¢ : ¥

Proteinas Peroxidacidn HB4/NOS

nitrosadas  de lipidosy
proteinas *

NOS no acoplados

ROS (especies
reactivas del oxigeno)

Figura 14. Efecto antioxidante y pro oxidante del acido urico. El peroxinitrito (ONOO-) se
produce a partir de la reaccién de oxido nitrico (NO ) con anion superdoxido (Oz7). El
peroxinitrito puede inducir la nitrosacién de proteinas y lipidos, la peroxidacion de proteinas y el
bloqueo de tetrahidrobiopterina (HB4), un cofactor necesario para la actividad de especies
reactivas del nitrégeno (NOS). En ausencia de HB4, NOS produce especies reactivas del
oxigeno (ROS). El acido urico (UA) es capaz de inactivar directamente al peroxinitrito mediante
una reaccion que genera radicales de acido urico (AUe) y, estos pueden ser eliminados
rapidamente por el acido ascérbico en plasma. Tomada y modificada de So A. 2010.
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Los uratos pueden reaccionar directamente con el oxido nitrico (NO) en
condiciones aerobicas para generar un producto de acido urico nitrosado
inestable que puede transferir NO a otras moléculas tales como glutation. (54-5%)
Otra de las acciones pro oxidante del urato se ha descrito durante la
diferenciaciéon adipogénica. Cuando se inducen estas células a diferenciarse en
adipocitos, la adicion de acido urico en concentraciones fisiologicas aumenta
aun mas la produccion de ROS. ©6)

Este efecto en los adipocitos puede participar en la induccion de la inflamacion

y la resistencia a la insulina del tejido adiposo observada en la obesidad. (5954
57)

FUNDAMENTOS DE LA METODOLOGIA

5.14 ADN, alteraciones y métodos de extraccion.

La tarea de conservar la integridad del genoma humano es de suma
importancia, ya que el ADN almacena la informacién necesaria para que cada
célula del cuerpo funcione adecuadamente y sin alteraciones. Después del
descubrimiento de la estructura del ADN por Watson y Crick se pensé que,
dada su importancia, esta molécula era muy estable, sin embargo, actualmente
se sabe que la estructura del ADN es intrinseca y peligrosamente inestable por
lo cual puede sufrir alteraciones como son mutaciones (SNPs), deleciones,
translocaciones y etc. Estas alteraciones se mantienen controladas solo gracias
a la accién constante de un grupo de mecanismos complejos de reparacién. (8
Se ha estimado que la molécula de ADN de un individuo esta formada por 3
billones de bases (A, T, G, C), y puede sufrir mas de 30 mil eventos
potencialmente dafinos por dia. ®8-5°) E| dafio puede deberse a errores en
procesos celulares normales, como los que surgen durante la sintesis de ADN.
Cada vez que una célula se divide se crea una copia exacta a la original por el
proceso denominado replicacién, en el cual por cada 10,000 pares de bases
sintetizadas hay una posibilidad de que se cometa un error en el proceso. (0
Otros factores importantes son los causados por los productos del metabolismo
de las células, como la generacion de especies reactivas del oxigeno. (50.54-57)
Después de que ocurre un dafo al ADN, se modifican varias proteinas y
enzimas no solo en cantidad sino también de manera estructural y
funcionalidad. (0

El ADN para su extraccion requiere ser separado de los componentes de
membrana, proteinas residuales y polisacaridos. Para evitar la degradacion del
ADN es necesario utilizar material libre de DNAsas (enzimas capaces de
degradar al ADN) y manipulacion cuidadosa.

El método clasico para la protedlisis utiliza proteinasa K y el fenol cloroformo
para separacion del ADN de las proteinas, lipidos e hidratos de carbono. 61

FUNDAMENTO DE LA EXTRACCION DE ADN GENOMICO:

Se basa en la digestion de proteinas mediante la proteinasa K y la diferencia de
polaridad de los acidos nucleicos, proteinas, lipoproteinas y polisacaridos;
ademas de la solubilidad de los acidos nucleicos en solucién acuosa. ¢

En la correcta extraccion de ADN se deben evitar los factores que favorezcan
la degradacion del material genético para evitar malas determinaciones y asi
tener un resultado erréneo.

Los factores que se deben considerar para evitar la degradacion del ADN son:
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1) Temperatura, es el factor que mas condiciona la preservacion del
material genético. debido a que, a bajas temperaturas, se produce una
ralentizacion de las reacciones quimicas responsables de la degradacion
organica y las temperaturas elevadas puede favorecer la deshidratacién
parcial del ADN, deteniendo los procesos de hidrolisis. (¢1-62)

2) Humedad, con la accion disolvente de la humedad, se favorece la
penetracion de las sustancias organicas y esto incrementa la posibilidad
de que el extracto de ADN presente moléculas inhibidoras.

3 pH, un pH neutro o ligeramente alcalino favorece la conservaciéon del
material genético. ¢1-62)

Métodos de extraccion de ADN.

Extraccion mediante disolventes organicos (Fenol: cloroformo)

Las muestras son digeridas con proteinasa K y un detergente como Triton X-
100 o SDS, que rompe las membranas celulares. El digerido es mezclado con
una solucion de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:25:1), paso que es
repetido hasta eliminar la coloracion.

De la fase anterior de fenolizacién se descarta la fase organica. Dependiendo
del protocolo aplicado, para eliminar las trazas de fenol, se puede afadir una
solucion de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). La fase acuosa, que contiene
el ADN se trasvasa a un tubo limpio. A partir de este punto, el protocolo
estandar incluye una fase de precipitacion con acetato de amonio y etanol
absoluto frio, pero los ultimos protocolos desarrollados introducen la
concentracion en pequefios volumenes usando sistemas de filtracion por
centrifugacion.

Método de aislamiento usando el reactivo de Tripure®. (63)

Durante cada paso en el procedimiento de lisis-homogenizacién de la muestra
el reactivo de aislamiento TriPure® rompe células y desnaturaliza nucleasas
endégenas. Después el cloroformo es agregado para la extraccion, la mezcla
es centrifugada y separada en 3 fases mostradas en la Figura 15
¢ Una fase incolora o fase acuosa, fraccion superior conteniendo al ARN
¢ Una interfase blanca conteniendo al ADN y proteinas
¢ Una fase roja, fase organica, fraccion inferior conteniendo al ADN
El ADN se separa por precipitacion a partir de la fase acuosa. (3

Fase acuosa incolora
que contiene ARN

Interfase blanca —__ o htiene ADM v

Proteinas
Fase orgdnica roja =

Figura 15. Las diferentes fases de la mezcla son facilmente identificadas con el colorante rojo
contenido en el reactivo TriPure® y asi facilita la identificacion de los acidos nucleicos y
proteinas.
https://lifescience.roche.com/wcsstore/RASCatalogAssetStore/Articles/NAPI_Manual_page 15
6-163.pdf
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Para determinar la pureza del ADN y ARN aislado se debe seguir el siguiente
criterio:
o A260/A280 de ARN =1.81 -2
e Aos0/A280 de ADN = 1.6 -1.8 (63)
Beneficios de la extraccion de ADN con reactivo TriPure®
e Ahorro de tiempo en el ensayo, el aislamiento de ARN se lleva a cabo en
1 hora.
e Facil de realizar, el colorante rojo ayuda a identificar las diferentes fases.
e Simplifica los protocolos de aislamiento, un solo reactivo puede ser
usado para el aislamiento de ADN libre de ARN, ARN libre de ADN y
proteinas

Separacion en columnas QIAamp DNA Blood Midi/ Kit, Qiagen, Alemania
Flexigene® DNA AGF3000

El buffer de lisis es agregado a la muestra (sangre, medio de cultivo o cultivo
bacteriano) para romper las membranas celulares y nuclear. Por centrifugacion
se obtiene un botdn (pellet) este botdn se resuspende y se incuba en buffer de
desnaturalizacién con una sal caotropica y proteasa QIAGEN®. Este paso
remueve eficientemente la contaminacion por proteinas. EI ADN es precipitado
por la adicién de isopropanol y recuperado por centrifugacion, se lava el ADN
obtenido con etanol al 70%, posteriormente es secado y resuspendido en buffer
de hidratacién. %465 La Figura 16 resume la metodologia empleada en esta
extraccion de ADN.
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Figura 16. Metodologia de la extraccion de ADN con el kit FlexiGene ® DNA AGF 3000. De
QIAGEN. https://www.giagen.com/mx/?redirect=%2fliterature%2frender.aspx%3fid%3d269

5.15 Reaccidn de la polimerasa en cadena (PCR).

La reaccion de la polimerasa en cadena, cuyas iniciales en inglés son PCR
("polymerase chain reaction"), es una técnica revolucionaria que fue
desarrollada por Mullis y Faloona a mediados de 1985. (66-67)  Con esta técnica
se pueden producir en el laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN
especifico como templete iniciador, esta técnica se basa en la capacidad de la
enzima ADN polimerasa de fabricar una cadena de ADN complementaria a otra
ya existente. 67)

Basicamente, la PCR emula in vitro el proceso de sintesis de ADN que tiene
lugar en la naturaleza, amplificando fragmentos de acidos nucleicos de forma
exponencial en horas. El proceso se lleva a cabo de forma ciclica en un equipo
llamado termociclador el cual en forma ciclica cambia la temperatura de la
reaccion, y cada uno de los ciclos consta de tres fases. 668 En la primera fase
o fase de desnaturalizacion, éste se calienta a 95-98° C durante 30-90
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segundos, debido a la sensibilidad del ADN a temperaturas elevadas se logran
romper los puentes de hidréogeno que mantienen unidas las dos hebras del
ADN vy éstas se separan. A continuacion, en la fase de acoplamiento los
iniciadores o cebadores, que son moléculas de ADN monocatenario,
previamente disefiadas, se unen al lugar complementario de la hebra del ADN
diana, desnaturalizado previamente. (66-68) Esta fase tiene lugar a una
temperatura entre 45 y 65° C durante 30-90 segundos y requiere forzosamente
de los iniciadores porque todas las polimerasas necesitan un fragmento de
cadena de ADN que les indique donde comenzar a incorporar nucleotidos libres
contenidos en la mezcla de reaccion (dNTPs). (66-69)

Finalmente, una vez acoplados los iniciadores al ADN diana, la ADN
polimerasa comienza a actuar incorporando los dNTPs presentes en la mezcla
y sintetizando asi una copia idéntica de cada una de las dos hebras del ADN
diana (Figura 17). Esta ultima fase del proceso tiene lugar a 70-75° C durante
30-180 segundos. Este proceso se repite n veces, de tal manera que en
condiciones ideales se obtendrian 2" (h=numero de ciclos) copias de la region
adyacente a la zona complementaria a los iniciadores.

EJEMPLO: Si se tiene una amplificacion después de 30 ciclos se obtendran 230
lo que es lo mismo a 1,073,741,824 copias.

Sus unicos requerimientos son que existan nucleétidos en el medio (ANTPS)
que son la materia base para fabricar el ADN (los nucleétidos de adenina,
timina, citosina y guanina), una pequefia cadena de ADN que pueda unirse a la
molécula que queremos copiar para que sirva como iniciador, cebador o
"primer", ) enzima polimerasa termoestable tal como Taq polimerasa y
soluciones amortiguadoras (Buffers) que contengan ion magnesio el cual es
necesario para la actividad de la enzima polimerasa. Estos reactivos se
mezclan en un tubo pequefio con un volumen final de 10 a 50 pL. (67-68)
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Figura 17. Forma en la que el ADN es amplificado con el Método de PCR a partir de ADN
gendmico. http://mediosantropologicos2.blogspot.mx/2012/03/adn-antiguo-y-su-estudio-en-el-
campo-de.html?view=classic

DESVENTAJS DE LA PCR:

o— "I

\

\

e Técnica no cuantitativa solo cualitativa.
e Alta probabilidad de obtener falsos positivos por contaminacion (primer
dimers)
e Se debe tener un gran cuidado con el manejo de temperaturas para que
el cebador (primer) se una al ADN en la localizacién correcta.
Para resolver el problema de la cuantificacion en la PCR comun (PCR DE
PUNTO FINAL) se han generado variaciones sobre el esquema inicial de la
PCR, dando lugar a lo que se conoce como PCR cuantitativa o PCR en tiempo
real. Recordando que la PCR DE PUNTO FINAL solo permite identificar,
mientras que la PCR EN TIEMPO REAL cuantifica e identifica. (69

5.15.1 PCR en tiempo real o PCR cuantitativa.

Un punto clave en la PCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo
real la amplificacién de nuestro genoma de interés. Para llevar a cabo esta
deteccion existen varios métodos, casi todos basados en la utilizacion de otro
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fragmento de ADN (sonda) complementario a una parte intermedia del ADN
que queremos amplificar. 69-71)

En 1991 surgié el primer trabajo introduciendo el uso de la actividad 5-3’
exonucleasa de la enzima Taq polimerasa, utilizando una sonda marcada con
fosforo radiactivo para cuantificar secuencias especificas de VIH. (70-72)

Esta sonda constituida por una secuencia de 13 a 18 nucledtidos lleva
adherida una molécula fluorescente en el extremo 5 mejor conocida como
“reportero” y otra molécula que inhibe esta fluorescencia en el extremo 3’ mejor
conocido como "quencher" o apagador, de tal manera que cuando estas dos
moléculas se encuentran unidas en una misma secuencia de ADN y a una
distancia determinada, toda la energia emitida en forma de fluorescencia por el
reportero, es absorbida por el apagador mediante el fenobmeno de FRET
(Fluorescent Resonant Energy Transfer, por sus siglas en inglés). (7374

De tal forma que solo cuando la sonda es “rota” o desplazada de su sitio
mediante la actividad exonucleasa del ADN polimerasa, la molécula
fluorescente se libera de la accién del "quencher" y emite fluorescencia al ser
iluminada con un laser que la excite, como lo muestra la Figura 18. (™) La
cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR sera
proporcional a la cantidad de ADN que se esta amplificando

1. Componentes del ensayo y ADN molde
> Sonda )'“-’B Sond /"WB
ok i itz Reverse primer
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G A e
[ A ’, 3 3‘
2 ADN moide (GIA)
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| o I Vi
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2 G A
Forward primer \ \ / e
b apagaaor
: < . |
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acoplada ‘& e e e
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Foreard primer W G I .I iad
Sonda N 2 M"-’ niciagor
acoplada 110000 T - Molde de ADN
E Exension del
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Figura 18. Ensayo de PCR en tiempo real mediante la tecnologia Tagman®, se utiliza una
sonda que se une a una region especifica del ADN, que al ser separada por la ADN polimerasa
durante la amplificaciéon, emite fluorescencia. Se observa como solo la sonda marcada con
colorante VIC es degradada ya que es especifica para ese alelo, mientras que la sonda
marcada con colorante FAM no se une, esto debido a que no es especifica para la secuencia
de nucledtidos en la cadena de ADN molde. De esta forma, un aumento en la sefial de
fluorescencia de los reporteros indicard homocigocidad para el nucleétido dimarfico que reporta
la fluorescencia especifica. Si se observa fluorescencia de ambos reporteros esto indicara
heterocigocidad.
https://www.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/c
ms_039282.pdf
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Consideraciones para realizar un ensayo de PCR en tiempo real:

e Tipo de muestra: sangre, plasma, suero, esputo, orina, LCR, etc.

e Procesamiento de la muestra recogida en tubos con EDTA, citrato,
heparina.

e Cantidad minima de muestra a manejar

e Presencia o ausencia de inhibidores de la amplificacion (74-75)

e Caracteristicas de los acidos nucleicos, ARN versus ADN, Doble
cadena versus cadena sencilla.

VENTAJAS:

Alta sensibilidad y especificidad.

Permite cuantificar el producto exponencial de una amplificacién de ADN
Puede generar amplicones pequefios (desde 60 pb).

El proceso completo se realiza en el termociclador lo cual disminuye la
posibilidad de contaminacion y aumenta el rendimiento

DESVENTAJAS:

e Se debe utilizar ADN como secuencia diana
o Puede haber presencia de Primer-dimers

Los productos de PCR, una vez sintetizados, pueden ser analizados de
diferentes formas. EI método mas sencillo es la visualizacion de fragmentos de
ADN mediante gel de electroforesis, utilizando geles de agarosa o acrilamida.
Otros métodos de deteccion incluyen hibridaciéon con sondas radiactivas o
marcadores fluorescentes (Tagman y SYBR) (72-75)

Marcadores Fluorescentes para deteccién en PCR en tiempo real.

Los primeros ensayos efectuados en tiempo real fueron reportados por Higuchi
en 1993, utilizando bromuro de etidio como agente intercalante, utilizando un
termociclador modificado que permitia irradiar las muestras con luz ultravioleta
y detectar fluorescencia mediante una camara de video. Con esta técnica se
efectuaron los primeros ensayos de tiempo real, sin embargo, existian muchas
desventajas como: la baja sensibilidad del bromuro de etidio, el riesgo a la
salud que implica trabajar con este reactivo, etc. (7®)

Las caracteristicas que los agentes detectores o reporteros deben cumplir son:
Primero que la fluorescencia generada sea directamente proporcional al
numero de copias obtenidas en cada ciclo de PCR y segundo, que esta
molécula fluorescente no inhiba la PCR o disminuya la eficiencia de la
amplificacion.

Existen dos clases principales de marcadores fluorescentes para la PCR en
tiempo real: especificos y genéricos.

A) ESPECIFICOS: Emplean sondas de acidos nucleicos que se unen a
amplicones especificos (producto de PCR).
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La mayoria de estas sondas usan el fendmeno FRET para emitir las sefales
luminosas que se van a medir en el termociclador a medida que se obtenga el
producto de la PCR. (71-76)

VENTAJAS:
e Deteccion de fluorescencia facil

¢ Permite identificar genotipos y polimorfismos

DESVENTAJAS:
¢ Disefo de sondas especificas

e Costosos y laboriosos de disefiar

B) GENERICOS: La deteccién genérica se basa en la utilizacion de
colorantes que se incorporan a todas las secuencias de doble
cadena de ADN en una reaccién de PCR. Una vez que el colorante
se une al acido nucleico formado en la reaccion y al ser excitado
mediante una fuente luminosa (rayo laser), emite una seAal
fluorescente que se procesa en tiempo real. ¥ Los mas utilizados
son los colorantes SYBR ® Green y SYBR ® Gold (7374

VENTAJAS:

e Economicos
e Distribuidos faciimente
¢ No necesita un disefio especial

DESVENTAJAS:

¢ No puede identificar genotipos ni polimorfismos
¢ Requiere de mucho tiempo para el analista
e (Gasto alto de reactivos para optimizar la técnica

La principal limitacion de estos marcadores es que, al unirse al total de acidos
nucleicos en la reaccion de la PCR, emiten una sefal luminosa tanto para
productos especificos como para aquellos que no lo son (primer-dimers) como
lo muestra la Figura 19.

Para hacer frente a esta situacion se debe realizar un analisis de los resultados
en la curva de fusion (Melting Curve). Este analisis permite que los productos
no especificos puedan ser discriminados de los amplicones especificos (67-69)

42



Producto Producto —

inespecifico especifico —a—2
(Primer dimers) /

Figura 19. Analisis de la curva de fusién. Los picos de las curvas muestran que los productos
especificos de la PCR en tiempo real tienen una temperatura de fusion mayor a la de productos
inespecificos. http://www.sigmaaldrich.com/technicaldocuments/articles/biology/assay-
optimization-and-validation.html

5.16 Equilibrio HARDY-WEINBERG.

El equilibrio de Hardy-Weinberg, es también conocido como equilibrio
panmictico, fue estudiado a principios del siglo 20 por diferentes autores, pero
fueron Hardy, un matematico y Weinberg, un fisico quienes lo establecieron.

Este modelo se utiliza para calcular las frecuencias genotipicas a partir de las
frecuencias alélicas. (77-78)

El equilibrio de Hardy-Weinberg es un modelo tedrico para genética de
poblaciones y se basa en las siguientes hipotesis:

1. La poblacion es panmictica, todos los individuos tienen la misma
probabilidad de aparearse y el apareamiento es al azar (panmixia).

2. La poblacion es suficientemente grande o infinita (para minimizar las
diferencias existentes entre los individuos).

3. La poblacion no esta sometida a migracién, mutaciéon o seleccion (no
hay pérdida ni ganancia de alelos).

4. Las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de
generacion en generacion. (77-79)

Bajo estas circunstancias las poblaciones genéticas se mantienen en equilibrio.
Se considera que:

p es la frecuencia del alelo A1, 0<p < 1.

g es la frecuencia del alelo A2,0<q<1y p+qg=1.

Proponiendo la siguiente ecuacion: (p + q)? = p? + 2pq + ¢° =

Donde:

p?= frecuencia del genotipo A1 es HOMOCIGOTO al alelo 1
2pg= frecuencia del genotipo A1 y A2 es HETEROCIGOTO al alelo 1y 2
g?= frecuencia del genotipo A2 es HOMOCIGOTO al alelo 2. (Figura 20)
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p=f(A)

Figura 20. Grafica con la cual se comprueba el equilibrio de Hardy—Weinberg para los
homocigotos al alelo A, heterocigotos al alelo Aa y los homocigotos al alelo a.
http://bioinformatica.uab.es/base/base3.asp?sitio=geneticapoblaciones&anar=concep&item=Ha
rdy-Weinberg

Para un gen autosémico, dialélico (Alelos A1 y A2) Consideremos:

Las frecuencias de los genotipo F(G) llamadas D, H, y R con 0 < [D,H,R] <
1y D+tH+R=1

Las frecuencias de los alelos F(A) llamadas p,yqcon 0 <[p,q]<1yp+q=1.

Genotipos A1 A1 A1 A2 A2 A2
Numero de sujetos DN HN RN
Frecuencias D H N
Frecuencias alélicas A1D+H/2=p
F(A)
A2R+H/2=q con p+q=1

OBSERVACIONES:

e« Las frecuencias genotipicas F(G) pueden utilizarse para calcular
frecuencias alélicas F(A).
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5.17 Electroforesis de acidos nucleicos.

El principio basico de la electroforesis consiste en la migracion de las moléculas a
través de un gel u otro tipo de matriz de naturaleza porosa (agarosa,
poliacrilamida), en el cual, por accién de un campo eléctrico, seran separadas de
acuerdo a su carga, tamafo y peso molecular. Para controlar el avance de la
separacion de las moléculas en la matriz y establecer un patrén de fragmentos, las
moléculas deberan ser tefiidas con diferentes colorantes. Estos pasos facilitan la
visualizacion de las moléculas a manera de simples bandas las cuales seran
posteriormente analizadas e interpretadas.

La electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida es el método estandar para
separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. La técnica es simple, rapida de
desarrollar y capaz de separar fragmentos de ADN que no son capaces de
separar por otros métodos. La técnica puede localizar fragmentos de ADN con la
presencia de bajas concentraciones de un colorante fluorescente intercalado en la
secuencia y estos pueden ser detectados iluminando el gel con luz ultravioleta. €9

Los geles de agarosa y poliacrilamida pueden ser de muchas formas y tamafnos
segun el propésito del ensayo, los geles de poliacrilamida son mas efectivos para
separar pequefios fragmentos de ADN (5-500 pb) pero son mas dificiles de
elaborar, mientras que, la agarosa sirve para separar grandes fragmentos de ADN
(200 pb-5000 pb). La Figura 21 muestra los componentes necesarios para el
corrimiento del gel de agarosa.

Esquema de camara de electroforesis.

Pocille Buffer de corrimiento

Tanque 1 05-1¢cm. l / Tanque 2
B Gel de agarosa Catodo

Anodo
—— [ligracion de ADN ee——f

\B“E para el ‘/

Electrodos

Figura 21. Esquema de corrimiento de acidos nucleicos en gel de agarosa.

5.18 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA)

Es una técnica de laboratorio para la identificacion y cuantificaciéon de antigenos
especificos o anticuerpos en células lisadas, suero u otras matrices biologicas.
Ademas, por su facil estandarizacion, manejo y variedad de antigenos disponibles,
ha desplazado notablemente a otras técnicas como el radioinmunoensayo. En
este simple ensayo, llamado ELISA (Enzyme linked inmunosorbent assay, por sus
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siglas en inglés) una fase solida sirve de soporte, un ejemplo es el poliestireno que
es utilizado para capturar los antigenos analizados, cuando este se ha unido al
anticuerpo ligado a una enzima provocara que al agregar un sustrato degradable
por la enzima encontrada en el anticuerpo se desarrolle un producto colorido.

El producto colorido resultante puede ser medido directamente del plato que actua
como soporte. El incremento en la densidad oOptica durante la reaccion es
directamente proporcional a la concentracion de la muestra. Con ayuda de una
curva estandar puede determinarse la concentracion original de la muestra. La alta
sensibilidad y especificidad de la técnica ELISA es comparable con la técnica de
Radioinmunoensayo (RIA) a excepcion de que ELISA no utiliza isotopos
radiactivos.

Existen variaciones para la técnica de ELISA como son: ELISA en sandwich,
ELISA directa, ELISA indirecta y ELISA de competitividad. EI mas utilizado en el
laboratorio de diagnostico de autoinmunidad es el ELISA indirecto, el cual se
fundamenta en el reconocimiento de los anticuerpos especificos presentes en las
muestras de los pacientes, mediante un anticuerpo dirigido contra la region Fc
humana de cualquier isotipo (IgG, IgA o IgM). &1 Los anticuerpos anti-Fc estan
unidos a enzimas como la peroxidasa o la fosfatasa alcalina. En este trabajo se
utilizé una ELISA en Sandwich con anticuerpos contra LDLox-CML como
anticuerpo primario y Anti APOB-100 como anticuerpo secundario. ©2)
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6. Planteamiento del problema

Actualmente a nivel mundial hay una gran cantidad de sindromes metabdlicos
encontrados en la poblacion infantil y adolescente, esto provoca problemas de
sobrepeso y obesidad en diferentes grados. Dichos desoérdenes pueden ser
provocados por una serie de factores de riesgo como el sedentarismo, una mala
alimentacién o una predisposicion genética. Las variantes polimoérficas en genes
asociados con la respuesta antioxidante han explicado parcialmente las
diferencias en la evolucién de las enfermedades, la respuesta a farmacos e
inclusive la remision de las mismas. Uno de los genes mas promisorios es PON1,
cuyos polimorfismos han sido reportados en una diversidad de enfermedades
(diabetes, cancer y aterosclerosis, entre otras).

Existen escasos estudios en nifos que relacionen los polimorfismos de la enzima
Paraoxonasa (192 Q/R y 55 L/M) con dislipidemia y acido urico que se encuentran
alterados en la obesidad. Por lo cual, en el presente trabajo se estudié la relacion
entre dichos polimorfismos y los desordenes metabdlicos en nifios mexicanos.
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7. Hipotesis

Se espera encontrar que los polimorfismos 192 Q/R y 55 L/M predispongan a los
nifios a presentar diversas alteraciones metabdlicas, como la obesidad, ademas
se espera que estos polimorfismos se asocien con alteraciones en el perfil
bioquimico y con malos habitos alimenticios, comparados con los nifios portadores
de los genotipos complementarios.

8. Objetivos
General:

e Determinar si los polimorfismos 192 Q/R y 55 L/M del gen PON1 se
relacionan con las concentraciones séricas de triglicéridos, colesterol, HDL-
C, LDL-C y acido urico, en una poblacién de nifios eutréficos y obesos
mexicanos.

Particulares:

e Determinar la presencia de los polimorfismos 192 Q/R y 55 L/M del gen
PON1 en los nifios eutréficos y obesos y si en éstos dos grupos se
presentan diferencias en las frecuencias alélicas de dichos polimorfismos.

e Evaluar el perfil bioquimico, incluido el acido urico en muestras sanguineas
de los nifos eutroéficos y obesos.

e Analizar si existe asociacion entre los polimorfismos 192 Q/R y 55 L/M del
gen PON1 y parametros del perfil bioquimico.
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9. Metodologia.

Disefo experimental

9.1 Tipo de estudio:

Estudio transversal, se realiz6 la medicion de peso y talla a los nifios para
identificar los casos de peso saludable y obesidad. Prospectivo, comparativo.

9.2 Universo de estudio:

Se incluyeron nifios de ambos géneros de 6 a 12 afios de edad que acudan a las
Unidades Deportivas del IMSS en la zona metropolitana de la Ciudad de México.

9.3 Criterios de inclusion:

Nifios clinicamente sanos, de ambos sexos, con edades de 6 a 12 afos, que
acudan a realizar deporte en las unidades deportivas del IMSS, previo llenado de
los cuestionarios auto aplicables y firma de la Carta de Consentimiento Informado
(CClI) por parte de los padres autorizando tanto la medicion como la inclusion de
sus hijos en el estudio, y la carta de asentimiento por parte de los nifios con 8 o
mas afos de edad.

9.4 Criterios de no inclusion:
Nifios que al momento del estudio se encuentren con:
1) Alguna enfermedad infecciosa aguda

2) Que presenten alguna enfermedad crénica como alergias y enfermedades
autoinmunes

3) Que estén participando en un programa de reduccion de peso, con 0 sin
tratamiento farmacoldgico.

9.5 Criterios de eliminacion:
Nifios que no acepten participar en el estudio.

9.6 Obtencion de muestras para los estudios bioquimicos:

A los participantes se les tomaron muestras de sangre venosa (15 mL) por
venopuncion, con previo ayuno de 12 horas. La muestra se preservd en
refrigeracion hasta la separacion del suero por centrifugacién a 3,500 x g por 10
minutos, el cual se utiliz6 para las determinaciones bioquimicas. El suero se
congel6 a -70°C, hasta su analisis. El paquete globular obtenido de Ia
centrifugacion de sangre colectada en un tubo con EDTA, se destiné para la
extraccion del ADN para su genotipificacion.
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9.7 Clasificacién de nifos eutréficos y obesos.

La definicion ideal de obesidad se basa tanto en el porcentaje de grasa corporal,
como en el indice de masa corporal o IMC, éste ultimo se calcula mediante la
formula. IMC: peso corporal (Kg)/estatura (m?), que es utilizado como un método
estandarizado. Se clasifico a los nifios de acuerdo a su percentil de IMC de
acuerdo a la referencia de los Centros para el Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) 2000 (Atlanta, GA) 83-84)

El estatus eutréfico se considera si IMC esta entre los percentiles (Pc) 25y 75 y
estatus obeso cuando el IMC >95 Pc. Seran excluidos del estudio los nifios con
sobrepeso (IMC entre 75Pc y 95Pc) y con bajo peso (IMC <25Pc). (83-85)

9.8 Definicion del perfil bioquimico.

Se considera que los siguientes parametros se encuentran alterados si: Los
triglicéridos = del percentil 90 de acuerdo a edad y sexo. El colesterol-HDL < del
percentil 10 para edad y sexo de acuerdo al panel de expertos para el diagndstico
de dislipidemias en nifios; glucemia de ayuno = 100 mg/dL. La resistencia a la
insulina se calcula de acuerdo al método de HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment: glucosa en ayuno mg/dL X insulina en ayuno pU/mlI/405). Se
considera resistencia a la insulina a partir del punto de corte de 3.4 para HOMA-
IR, el cual corresponde al percentil 90 en una poblacién de nifios sanos.

9.9 Determinacion de parametros bioquimicos.

La determinacidon de valores séricos de colesterol, HDL, LDL, triglicéridos y acido
urico se realiz6 con el equipo Instrumentation laboratory IL650 (Instrumentation
Laboratory SpA, Espafa) Figura 22. Utilizando los reactivos necesarios para la
determinacién y los multicalibradores (REFERRIL G) y los controles (SeraChem
control 1 y 2) suministradas por el proveedor del equipo.

Figura 22. Equipo Intrumetation Laboratory 650.
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9. 10 Extraccion de ADN gendmico de muestras de sangre total.

El aislamiento del ADN se realizé a partir de las células mononucleares de sangre
periférica por el método basado en la separacién en columnas (QlAamp DNA
Blood Midi/ Kit, Qiagen, Alemania). ¥4 La integridad, pureza y concentracion se
evaluo por espectrofotometria a 260/280 nm (ver pagina 36-37) y fraccionamiento
electroforético en geles de agarosa al 2.0 % tefidos con Gel Red Nucleic Acid
Stain® (Life Technologies, USA).

9. 11 Genotipificacion de los polimorfismos del gen PON1.

La determinacion de las frecuencias de los polimorfismos 192 Q/R y 55 L/M de
PON1 se realizé usando sondas TagMan® fluorescentes que detectan el alelo 1
(ancestral) o el alelo 2 (variante) por medio de PCR en tiempo real, ¢%74) utilizando
la tecnologia de Applied Biosystems Inc (Foster City, CA, USA)
(www.appliedbiosystems.com), con el equipo ABI Prism 7900HT (Figura 23 y 24),
las sondas se disefiaron por Applied Biosystems. Empleando el banco de
secuencias GenBank @5 se logro la identificacion exacta del punto en el cual se
encuentran los SNPs como lo muestra la Tabla 3.

POLIMORFISMO PON-1 POSICION 192 PON-1 POSICION 55
Caodigo del polimorfismo rs662 rs854560
Exén 6 3
Cambio de base CAA por CGA TTG por ATG
Cambio de aminoacido Glutamina por Arginina Leucina por Metionina

Tabla 3. Resultado de la busqueda de los polimorfismos de interés en GenBank.

Los datos se analizaron por medio del software del equipo para obtener la
frecuencia de homocigotos para cada alelo 1 o 2 y de heterocigotos. Para los
datos obtenidos de SNPs se evaluo si existe equilibrio de Hardy—Weinberg con el
programa Popgene v1.32 (University of Alberta, Canada).
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Figura 23. ABI Prism 7900HTutilizado para la PCR en tiempo real y la genotipificacion del ensayo.
http.//cgs.hku.hk/portal/files/CGS/Genomics/Realtime-PCR/7900ht _hardware.jpg
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Figura 24. Diagrama de preparacion de la muestra, carga de la placa de reaccién con Master mix,

sonda Tagman® y ADN molde para la amplificacion de ADN y andlisis del producto de PCR

mediante software proporcionado por APPLIED BIOSYSTEMS

https://www3.appliedbiosystems.com/cms/qroups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms
039282.pdf
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Condiciones de PCR.

Paso Temperatura °C Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion 95 10 min 1
Inicial
Desnaturalizacién 95 15 seg
Alineamiento 60 30 seg 40
Extensién 72 30 seg

Tabla 4. Condiciones de PCR empleadas para la amplificacién del ensayo.

9.12 Electroforesis en geles de agarosa.

Etapa Descripcion

Obtencién de material de amplificacion por
PCR-RT

1
Preparacion del gel de agarosa al 2% con
reactivo de tincion (300 mg de agarosa en 30

2 mL de TBE 1X + 1uL de Gel Stain Rain®)
Preparacion de las muestras con buffer de
carga (1uL de ADN + 1pL buffer)

3
Carga de las muestras con el buffer de carga
en el gel de agarosa al 2%.

4
Corrida del gel a 65 volts por 45 minutos

5
Visualizacion del gel con transiluminador Gel
Doc 2000 de BIORAD y andlisis de

6 resultados.

Tabla 5. Procedimiento para realizar Electroforesis en geles de agarosa.

53




9.13 Cuantificacion de LDLox por ELISA con el kit OxiSelect™ Human Oxidixed
LDL ELISA CML-LDL Quantitation. CELL BIOLABS, INC.

Musstra de suers o plasma humano
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Figura 25. Protocolo para cuantificacién de LDLox proporcionado por el proveedor.
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9.14 Actividad Enzimatica PON/ARE.

La actividad enzimatica de PON y ARE fue realizada por el proyecto de titulacion
denominado “Asociacion de la actividad enzimatica de Paraoxonasa (1) y
Arilesterasa (ARE) con el perfil de lipidos y con la resistencia a la insulina en nifios
eutréficos y obesos” del alumno Bandera Maqueda Miguel Angel. UNAM FES
Cuautitlan.

9.15 Analisis estadistico.

Analisis exploratorio. Se efectud un analisis exploratorio con todas las variables a
fin de identificar la naturaleza de su distribucion. Aquellas variables continuas que
no tuvieron una distribucién normal fueron sometidas a distintas transformaciones
hasta obtenerse una distribucion normal, si no fue posible se analizaron con
métodos no paramétricos.

Para los datos obtenidos de los SNPs se evalud si existe equilibrio de Hardy-
Weinberg con el programa Popgene v1.32 (University of Alberta, Canada).

Se compararon los resultados de las mediciones bioquimicas entre los sujetos
segun su condicion nutricia (eutréfico y obeso), usando pruebas “t” de Student y
analisis de varianza de dos vias (o equivalentes no paramétricos, Mann-Whitney o
Kruskal-Wallis). Se estimo la correlaciéon entre el IMC y el perimetro de la cintura
con los datos de laboratorio (perfil bioquimico y actividad de
paraoxonasalarilestarasa) por el coeficiente de correlacion de Pearson.

Analisis multivariado. Se realizé un analisis multivariado incluyendo a las variables
confusoras (edad y género) mediante un modelo de regresidén logistica no
condicional, para variables dependientes discretas, y un modelo de regresion
lineal para las variables dependientes continuas. En el modelo se integraron los
resultados del perfil bioquimico, estado de estrés oxidativo, LDLox, actividad de
paraoxonasalarilesterasa, presion arterial, IMC y perimetro de la cintura. Todos
estos analisis se llevaron a cabo con el programa SPSS (SPSS Inc, Chicago lll)

9.16 Aspectos éticos.

En la elaboracion de este protocolo se han considerado los aspectos éticos
plasmados en la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud
(Diario Oficial de la Federacion el 07 de febrero de 1984), asi como los
lineamientos de la Declaracion de Helsinki %) y Tokio de la Asociacién Médica
Mundial sobre Principios Eticos para las Investigaciones Médicas en Seres
Humanos y cumple con los requisitos de ética estipulados en las diferentes
instancias nacionales (Ley Nacional de Salud) @) y las Normas de las Buenas

Practicas Clinicas propuestos por la Comision Nacional de Investigacion del IMSS.
(88)
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10. Resultados.

10.1. Parametros antropométricos y bioquimicos en nifios eutroficos y obesos.

En la Tabla 6 se pueden observar los resultados obtenidos durante el analisis de
las variables antropométricas en las cuales solo se observa un incremento notable
en el IMC de nifios obesos, mientras que glucosa y presiones sanguineas no
fueron muy diferentes entre eutroficos y obesos. Aunque el valor de Insulina es
mayor en obesos no se observé un alto nivel de glucosa por lo cual se
sospecharia del comienzo de insulinoresistencia en el nifio obeso.
Con respecto a los parametros bioquimicos se observa que tanto en triglicéridos,
colesterol total y LDL-C se encuentran aumentados en los nifios con obesidad y
por esto mismo se nota un claro decremento de los niveles de HDL-C.

Eutréfico Obeso
n=258 n=230
Valor

Caracteristicas Media * DS Media * DS p

Edad (afios) 8.8 * 1.8 9.0 * 1.8 0.008
Variables Antropométricas

Peso (kg) 294 * 74 481 * 128 <0.001

Altura (m) 1.3 £ 01 14 £ 01 <0.001

IMC (Z score) 0.1 * 0.6 21 * 0.3 <0.001

WC (cm) 58.4 * 5.8 78.7 * 9.3 <0.001
Presion Sanguinea (mmHg)

Sistdlica 942 + 97 102.3 * 11.2 <0.001

Diastdlica 64.3 * 8.5 68.3 * 9.2 <0.001
Factores Metabdlicos (mg/dL)

Glucosa 79.0 * 8.8 82.8 * 9.3 <0.001

Insulina(uU/mL) 52 * 4.1 119 £ 98 <0.001

Triglicéridos 72.3 £ 285 119.4 * 61.7 <0.001

Colesterol Total 142.6 * 294 158.9 * 345 <0.001

HDL-C 509 * 114 443 * 11.3 <0.001

LDL-C 919 * 21.9 108.9 + 28.1 <0.001

Tabla 6. Resultados de las mediciones fisicas, quimicas y antropométricas realizadas en los nifios
eutréficos y obesos del ensayo. Los sujetos se clasificaron como eutroficos u obesos utilizando el
IMC de acuerdo con la referencia CDC 2000 y usando el paquete EPIINFO 3.3.2.
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10.2. Acido Urico, LDLox e indice aterogénico (IA).

La Tabla 7 muestra las concentraciones séricas de acido urico para nifos
eutréficos y obesos obtenidas en el estudio, ademas del indice aterogénico el cual,
con base en las concentraciones de triglicéridos y de HDL ayuda a realizar una
prediccion a desarrollar con mayor probabilidad padecimientos como la
aterosclerosis en los nifios siendo un valor igual o menor 4 como el adecuado.

Caracteristicas Eutroéfico Obesos
Acido arico (mg/dL) 4.8 +/-1.0 5.6 +/-1.1
LDLox (mg/dL) 6.26 8.56

Indice aterogénico* 0.152 0.43

Tabla 7. Resultados de la cuantificacion de Acido Urico y su relacién con la predisposicién con
aterosclerosis. *Indice aterogénico: Log Triglicéridos / HDL. (38-42)

10.3. Genaotipificacion de los polimorfismos del Gen PON1.

La Tabla 8 muestra las frecuencias genotipicas para cada SNP en nifos eutréficos
y obesos obtenidas mediante discriminacion alélica después de realizar PCR-RT
con el uso de sondas Tagman® especificas para cada SNP:

Eutroficos
SNP 192 Q/R 55 L/IM
Fenotipos Q QR R L LM M
Genotipos QQ QR RR LL LM MM
Frecuencia 51 137 70 186 58 14
Genotipica
Numero total 258 258
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Obesos

SNP 192 Q/R 55 L/IM
Fenotipos Q QR R L LM M
Genotipos QQ QR RR LL LM MM

Frecuencia 40 123 67 161 64 5
Genotipica
Numero total 230 230

Tabla 8. Frecuencias obtenidas para los SNP 192 Q/R y 55 L/M.

La Figura 26 y 27 muestran geles de agarosa al 2% tefiidos con Gel Stain Rain
realizados a las muestras de eutréficos y obesos después de haber realizado la
PCR-RT, con la finalidad de comprobar que la amplificacién y el resultado de
discriminacion alélica del equipo sean validos.

Figura 26. Corrimiento electroforético de productos de amplificacion de PCR-RT para el
polimorfismo Q192R de muestras de Controles y Casos con los tres alelos (QQ, QR y RR). De 1-6
Controles (1-2 QQ, 3-4 QR, 5-6 RR). De 7-12 Casos (7-8 QQ, 9-10 QR, 11-12 RR). MPB (Marcador

de 100 Pb).
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Figura 27. Corrimiento electroforético de productos de amplificacion de PCR-RT para el
polimorfismo L55M de muestras de Controles y Casos con los tres alelos (LL, LM y MM). De 1-6
Controles (1-2 LL, 3-4 LM, 5-6 MM). De 7-12 Casos (7-8 LL, 9-10 LM, 11-12 MM). MPB (Marcador
de 100 Pb)

En la Tabla 9 se resumen los porcentajes de la frecuencia de genotipos y alelos
después de haberse realizado la discriminacion alélica para los dos SNP el 192
Q/R y el 55 L/M. Para el SNP 192 Q/R el genotipo de mayor frecuencia fue el
heterocigoto (Q/R) con el 53.3% para eutroficos y para obesos 53.5% siendo casi
idénticos y similares a los reportados para la poblacion mexicana en otros
estudios. En cuanto al SNP 55 L/M el genotipo de mayor frecuencia fue el
homocigoto para el alelo ancestral (L/L) con un 72.2% y 70.2% para eutrdéficos y
obesos respectivamente. Siendo congruente con lo ya reportado para la poblacién
mexicana.

Eutréfico Obeso
n=258 n=230
Caracteristicas % % Valor p
Genotipo 192 Q/R
QQ 19.6 17.2 0.757
QR 53.3 53.5
RR 271 29.3
Alelo Q 46.3 43.9 0.484
Alelo R 53.7 56.1
Genotipo 55 L/M
LL 72.2 70.2 0.092
LM 22.3 27.8
MM 5.5 2.0
Alelo L 83.3 84.1 0.760
Alelo M 16.7 15.9

Tabla 9. Frecuencia de alelos después de la discriminacion alélica por PCR-RT. Las frecuencias
alélicas y variables categodricas se compararon mediante la prueba chi-cuadrada. Asimismo, las
frecuencias alélicas y genotipicas se analizaron mediante la prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg.
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10.4. Asociacion entre los SNPs de PON1 con los parametros fisicos, bioquimicos
y con las actividades enzimaticas.

La Tabla 10 muestra los resultados del perfil bioquimico y la actividad de PON y
ARE en nifos eutréficos y obesos con respecto a su SNP. En el apartado del SNP
192 Q/R los niveles de insulina estan relacionados con el SNP en nifios eutroficos
(p=0.041). Colesterol Total y LDL-C para nifios obesos resultaron tener relacién
con el SNP con una p=0.033 y 0.029 respectivamente. La actividad de ARE en
eutroficos y obesos no resulto con relacion al SNP, mientras que la actividad de
PON si tuvo relacién con el SNP con una p=<0.001 para nifios eutréficos vy
obesos. Es decir la actividad PON si depende de la presencia del SNP.

Para el SNP 55 L/M los valores de Triglicéridos y HDL-C en nifios eutroficos
tuvieron relacién con el SNP con una p=0.037 y 0.019 respectivamente. La
actividad de PON también mostro estar relacionada con la presencia del
polimorfismo (p=0.005).

En cuanto a los niveles de LDLox no se encontré una relacion de estos con la
presencia de los SNPs. Para el SNP 192 Q/R en eutrdficos se obtuvo p=0.274 y
en obesos p=0.670, para el SNP 55 L/M de eutréficos se obtuvo un valor p=0.224
y en obesos p=0.549.

Para evaluar el efecto del genotipo sobre las variables clinicas, metabdlicas y
enzimas estudiadas se realizé un analisis de regresion lineal robusto mediante un
modelo aditivo ajustado por edad y sexo y se presentan con intervalo de confianza
al 95%. Para todos los andlisis se consider6 un valor de p<0.05 como
estadisticamente significativo. Los datos se procesaron usando el programa
STATA v.11 / SE (Stata Corporation, College Stattion, TX).
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Eutréfico Obeso
n=258 n=258
Caracteristicas Cl 95% p Cl 95% p
Genotipo 192 Q/R
Presién Sanguinea (mmHg)
Sistdlica -1.7 ; 15 0904 -14; 3.2 0.455
Diastolica -0.3 ; 25 0.132 0.2 ; 3.8 0.033
Factores Metabolicos (mg/dL)
Glucosa Rapida -0.3 ; 2.9 0.115 -2.2 ; 1.7 0.813
Insulina (uU/mL) 00; 14 0.041 -06 ; 2.7 0.204
Triglicéridos -3.6 ; 5.9 0635 -7.0 ; 134 0.536
Colesterol Total -74 ; 3.3 0459 06 ; 143 0.033
HDL -05 ; 3.6 0.140 -1.0; 3.6 0.251
LDL 52 ; 2.8 0.554 0.7 ; 12.2 0.029
Acido Urico -03 ;00 0076 -03;02 0.724
LDLox -0.3 11 0.274 -05 0.8 0.670
Actividad Enzimatica
Arilesterasa (nmol/min/mL) -0.8 ; 0.2 0.302 -04 ; 0.8 0.554

Paraoxonasa (nmol/min/mL)

76.3 ; 108.8 <0.001

79.7 ; 120.0 <0.001

Genotipo 55 L/IM

Presion Sanguinea (mmHg)

Sistdlica -3.1 ; 0.7 0.225 -52; 0.8 0.146
Diastolica -36 ; -0.3 0.022 -14 ; 34 0.412
Factores Metabdlicos (mg/dL)
Glucosa Rapida -3.1 ; 0.6 0.181 -2.2; 29 0.792
Insulina (uU/mL) -0.9 ; 0.8 0982 -28; 1.5 0.557
Triglicéridos 1.5 ; -04 0.037 179 ; 9.0 0.513
Colesterol Total -8.5 ; 4.2 0.504 108 ; 7.7 0.745
HDL 52 ;-05 0.019 -34; 27 0.815
LDL 42 ; 53 0.810 10.7 ; 4.7 0.445
Acido Urico 0.1 ;04 0135 -05;02 0.389
LDLox -0.3 1.3 0.224 -06 1.1 0.549
Actividad Enzimatica
Arilesterasa (nmol/min/mL) 00 ; 12 0.052 -1.0; 0.6 0.599
Paraoxonasa (nmol/min/mL) 59.5 ; -10.6 0.005 49.4 ; 17.5 0.348

Tabla 10. Parametros fisicos, antropométricos, bioquimicos, y enzimaticos de los nifios eutroficos y

obesos y su relacidn con la presencia de los SNPs estudiados.
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10.5 Asociacion de los Genotipos de PON1 con las actividades enzimaticas.

En la Figura 28 A se observa que la actividad de PON en nifios eutrdéficos si esta
relacionada con la presencia del SNP 192 Q/R (p=0.001) y esta actividad fue
mayor en aquellos que tenian el genotipo RR. En los nifios obesos la actividad
PON también fue mayor en los portadores del genotipo RR y dicha actividad si
esta relacionada con la presencia del SNP (p=0.001) como se observa en la
Figura 28 B.
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Figura 28. Asociacion de la actividad Paraoxonasa con genotipo 192 Q/R en eutréficos (A) y
obesos (B).

Para la actividad de ARE en nifios eutroficos la mayor actividad se registro en el
genotipo QQ y esta actividad no esta relacionada a la presencia del SNP
(p=0.615), para los nifios obesos la actividad de ARE fue mayor en los portadores
del genotipo QR, aunque esta actividad estuvo cercana a la del genotipo RR. La
actividad de ARE en los nifios obesos no esta asociada con la presencia del SNP
(p=0.730). (Figura 29)
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Figura 29. Asociacion de la actividad Arilesterasa con genotipo 192 Q/R en eutréficos (A) y obesos

(B)

La actividad de PON en nifios eutréficos si esta relacionada con la presencia del
SNP 55 L/M (p=0.004) y el genotipo LL del SNP se asocia con mayor actividad de
la enzima, en nifios obesos no se encontrd relacion entre la actividad de PON y la
presencia del SNP (p=0.140), de igual manera la mayor actividad fue el alelo LL
(Figura 30).
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Figura 30. Asociacion de la actividad Paraoxonasa con genotipo 55 L/M en eutréficos (A) y
obesos (B)
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Con respecto a la actividad de ARE y el SNP 55 L/M, en nifos eutroficos el
genotipo MM se asocidé significativamente con la mayor actividad de ARE
(p=0.042). En la actividad de ARE en los nifios obesos se determind que el
genotipo asociado con una actividad mas alta fue también el MM, aunque se pudo
observar que estos niveles de actividad no estaban relacionados con la presencia
del SNP (p=0.332) (Figura 31)
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Figura 31. Asociacion de la actividad Arilesterasa con genotipo 55 L/M en eutréficos (A) y obesos

(B)
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11. Discusion.

La Paraoxonasa es una enzima de gran importancia en la modulacion del estrés
oxidativo producido por especies reactivas del oxigeno (ERO) y otros radicales
libres (RL) producidos por la misma respiracién celular y otras afecciones tales
como la obesidad. La PON1 es un antioxidante “natural” que ligado a las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) otorgan cierta proteccion a las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) a sufrir una alteracion estructural por lo cual los receptores
de macrdéfagos para LDL normal no son capaces de eliminarla y por consiguiente
mediante la respuesta inmune llegar a desarrollar aterosclerosis (ver pagina 29).
En estudios realizados anteriormente se ha logrado comprobar que la PON1 esta
directamente relacionada con el perfil de lipidos y con parametros bioquimicos
tales como el acido urico, triglicéridos y colesterol total. Esta enzima presenta
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) como lo son el SNP 192 Q/R, el cual se
ha asociado con la actividad de la enzima y el 55 L/M, que puede interferir con sus
concentraciones séricas.

En los parametros antropométricos se encontré lo esperado que en controles
fueran mas bajos los valores de peso, IMC e insulina como se reporta en otros
ensayos de este tipo. En cuanto a las mediciones bioquimicas como la glucosa, no
se encontraron valores muy separados entre eutréficos y obesos siendo 79.0
mg/dL + 8.8 y 82.8 mg/dL £ 9.3 respectivamente.

Otros parametros bioquimicos como HDL-C y LDL-C, tuvieron diferencias entre los
nifios eutréficos y obesos, aunque se encuentran dentro de los valores normales.
Los valores altos de insulina en nifios obesos quizas pudieron ser debidos a que
ya comienzan a presentar insulinoresistencia.

De acuerdo a Fridman O et al. 2011¢@7) y Guxens M et al 2008 @), los alelos 55 LL
y 192 Q/R son los de mayor frecuencia en los estudios de genotipificacion,
nosotros obtuvimos resultados similares, ya que el alelo 55 L/L se presentd con
frecuencias de 72.2% y 70.2%, en nifos eutréficos y obesos, respectivamente. Y
que para el alelo 192 Q/R fueron de 53.3% y 53.5%, para nifios eutréficos y
obesos, respectivamente.

Con los valores de triglicéridos y HDL-C se realizé la determinacién del indice
aterogénico el cual segun Irurita M et al 2007 ® se puede considerar como un
valor predictivo para desarrollar aterosclerosis en adultos, el cual preferentemente,
debe ser < a 4. Para los nifios de este estudio fue de 0.152 para eutrdficos y 0.43
para obesos, por lo cual es probable que los nifios obesos tengan un alto riesgo
de sufrir aterosclerosis y otras enfermedades cardiovasculares como infarto agudo
al miocardio en edades mas avanzadas si no se toman medidas de prevencion
como se ha observado en la poblacién estudiada por Guxens M et al 2008 ©@1).

En cuanto a los valores de acido urico encontrados si fueron diferentes a los
reportados en otros estudios, como los de So A et al 2010 ©9, Kuzkaya et al 2003
(58) y Santos CX 1999 ®4). Los cuales establecen que los niveles normales de acido
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urico se encuentran entre 3.5 y 5.0 en adultos. Mientras que los obtenidos en
nuestro estudio fueron de 4.8 mg/dL y 5.6 mg/dL para eutroficos y obesos,
respectivamente, cabe mencionar que éstos son valores muy altos, tratandose de
nifios, esto puede ser ocasionado por el consumo de bebidas con alto contenido
de fructosa en la dieta “normal” del nifio. Ya que se ha reportado en la literatura
que la fructosa puede ser metabolizada hasta acido urico mediante las
hexocinasas provocando asi un alza en la concentracion sérica de acido urico (ver
Figura 11).

Esto no necesariamente puede ser malo para el nifo como lo demuestra en su
estudio So A et al 2010 ©%, En el cual se comprueba que el acido Urico puede
tener un efecto “dual”, es decir, el acido urico puede actuar como un prooxidante y
como un antioxidante dependiendo el microambiente quimico. Por ejemplo, el
acido urico puede proteger las particulas de LDL nativas contra la oxidacion
inducida por el Cu?*, pero, por otro lado, también es capaz de aumentar la
oxidacion de las LDLox ya que éstas contienen productos de la peroxidacion de
lipidos (ver Figura 14).

Diversos investigadores han indicado que la actividad de la PON1 en poblaciones
humanas, muestra una distribucién polimorfica con una gran variabilidad
interindividual y también se presentan diferencias en las frecuencias alélicas y
genotipicas. Por lo cual, los resultados de dichos estudios resultan ser poco
homogéneos, y dificultando el analisis de estos como lo describe Gamboa R et al.
2008 (29),

En general, para poblaciones de origen caucasico predomina el alelo Q mientras
que en poblaciones de origen asiatico la mayoria de los estudios reportan al alelo
R como predominante.

Bhattacharyya T et al 2008 (89, demostraron que los polimorfismos que presenta la
PON1 estan involucrados en su actividad y en sus concentraciones séricas, asi
como en la modulacion del estrés oxidativo. En su trabajo demuestran que los
sujetos de estudio con genotipo 192 R/R tienen niveles mas bajos de todos los
indices de estrés oxidativo en comparacion con los individuos con el genotipo 192
Q/Q. lo cual es algo que no se esperaria ya que como sabemos el alelo (R) es el
de riesgo que predispondra una alteracién bioquimica y en este caso la actividad
de PON seria baja.

Huen K et al 2013 2, Mackness B et al 2000 ('3, Canales A et al. 2003 ©0),
Andersen HR et al. 2012 ) Ferré et al. 2002 8 Mata C et al. 2013 “3
concluyeron que los resultados de la actividad de PON proporcionan un apoyo
importante para poder entender de una manera mas sencilla como la variante
PON1 192 Q/R modula gran parte del estrés oxidativo en humanos, ademas de
que es el genotipo de mayor frecuencia para la poblacion caucasica.
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Los resultados de la actividad de PON y ARE y su asociacion con los SNPs son
similares a los reportados por Marquez LIDC et al. 2015 % donde la actividad
PON fue significativamente mayor en los individuos con el genotipo PON 55 LL.

Ramirez JR et al 2006 ") en su ensayo describe que después de la discriminacion
alélica para el SNP 192 Q/R el genotipo de mayor frecuencia fue el heterocigoto
(Q/R) con un 52.8%, similar al obtenido por nosotros, el cual fue de 53.3%.

Moura LM et al 2012. ©®2) describen en su estudio que la actividad media de PON1
en la poblacion estudiada fue de 230.8 £ 1.20 ymol/min/mL para adultos con
enfermedad cardiovascular (ECV) y 134.7 £ 6.48 umol/min/ml para los sujetos
control. Por otra parte, Rojas GAE et al 2005. ®3 en un estudio realizado en
México con adultos, determino que la actividad PON promedio con respecto a los
genotipos LL, LM y MM fueron: 145.3, 73.5 y 14.6 nmol/min/mL respectivamente; y
con respecto a los genotipos QQ, QR y RR fueron: 54, 108.4 y 157 nmol/min/mL,
respectivamente, los cuales son claramente diferentes a los encontrados en nifios.

Los valores de actividad de PON obtenidos en el presente estudio fueron de 4.5 +
3.9y 4.2 £ 4.1 nmol/min/ml para nifios eutréficos y obesos, respectivamente. Estos
valores son bajos si los comparamos con los anteriormente mencionados, quizas,
pueda ser debido a que se incluy6 a nifios no mayores de 11 afios, los cuales se
sabe que aun no tienen niveles altos de la enzima PON1 aunque esto puede ser
asociado a procesos hormonales como la presencia de la hormona del crecimiento
y a la falta de maduracién hepatica, ya que como lo menciona Bojorquez RMC et
al 2014 ®% en un nifio “clinicamente “sano el higado comienza a madurar al iniciar
la pubertad, y como la PON1 es de origen hepatico esto puede ser la causa de
niveles bajos de la enzima PON1 y por consiguiente una baja en la actividad
media de PON en adultos y nifios.

Aunque existen pocos estudios que asocien la actividad de ARE con sus SNP,
existen estudios como los de Martinez SMF et al 2011 ¥ donde evaluaron la
relacion entre la actividad de PON y sus SNPs 55 L/M y 192 Q/R en la poblacién
mexicana adulta con obesidad, la actividad de PON fue 177 (137.0-217.8)
nmol/min/mL para controles y 172 (122.3-221.3) nmol/min/mL para obesos (p=
0.858), la actividad de ARE fue de 70 (49.3-90.0) nmol/min/mL para eutréficos y
71.0 (47.8-94.8) nmol/min/mL (p=0.964) para obesos. Resultados similares fueron
obtenidos por Tabur S et al. 2010. %) para las actividades de PON y ARE cuando
se compararon los resultados de sujetos con peso normal y de obesos.

Estos resultados contrastan con los estudios de Ferretti et al 2005. ") en una
poblacion de mujeres obesas adultas y por Koncsos et al. 2010. ®® en una
poblacién de nifios eutréficos y obesos con niveles de leptina y adiponectina
alterados, en los cuales se encontrd que existian menores niveles de actividad de
PON en los sujetos obesos siendo de 99.42 (83.33/152.05) U/L (p=<0.05) y para
controles de 84.80 (64.33/144.74) U/L (p=<0.05).
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Para ARE 115.20 (93.70/126.00) U/L (p=<0.01) en controles y en obesos fue
94.40 (82.20/108.70) U/L (p=<0.01).

Existen otros factores que podrian regular la actividad catalitica de la enzima
PON1 en los nifios: la edad y el modo general de vida, asi como los factores
nutricionales y farmacologicos. Ademas de la forma de recoleccion de la muestra
para la determinacion de la actividad de PON y ARE ya que existen estudios como
los de Garelnabi M et al. 2015 ) que demuestran que el tipo de tubo colector de
sangre, el anticoagulante, almacenamiento y el cuidado de la muestra puede
afectar dichas actividades (PON y ARE).

Saruhan E et al. 2007 (19 han informado que la edad no afecto los niveles de
actividad sérica de PON1. Puesto que en los tres grupos de edad (nifios, adultos y
ancianos) con los cuales trabajo la actividad de la PON sérica y los niveles de
colesterol HDL permanecieron sin cambios con la edad.

En contraste, Seres | et al. 2004 (%) que trabajo con tres grupos con diferencias
de edad de mas de 20 afios, encontré diferencias asociadas con la edad en la
actividad enzimatica de PON1.

Por lo cual se recomienda realizar mas estudios de este tipo en poblacion infantil
menores de 12 afos, con un mayor numero de casos y controles en diferentes
poblaciones para contrastar los resultados y asi poder evaluar la funcién de la
enzima PON1 en la modulaciéon del estrés oxidativo que sufren las personas
obesas.

En cuanto a niveles de LDLox en nifos eutréficos y obesos para el SNP 192 Q/R
no resulto estar relacionado con la presencia del SNP con una p=0.274 para
eutroficos y p=0.670 para obesos. Para el SNP 55 L/M tampoco se encontré una
relacion entre los niveles de LDLox y la presencia o no del polimorfismo con p=
0.224 para eutroficos y p=0.549 para niflos obesos.

Aunque existen muy pocos estudios que relacionen directamente a los
polimorfismos de la PON y los niveles de LDLox, existen trabajos que las
relacionan con otras patologias como lo describe en su trabajo AnandBabu et al.
2016 (192) en el cual se estudiaron adultos con Degeneracion Macular Asocionada
con la Edad (DMAE) la cual es una enfermedad multifactorial que causa
discapacidad visual en la vejez principalmente por estrés oxidativo provocado por
LDLox. Donde se encontré que los casos tenian niveles mas altos de LDLox con
respecto a los controles ademas de que no existia relacion alguna con los
polimorfismos de esta enzima (192 Q/R y 55 L/M).

Otro estudio que relaciona indirectamente a los SNPs de PON con LDLox es el
descrito por Lakshmy et al 2010 (103) e| cual trabajo con pacientes adultos asiaticos
hospitalizados con Infarto de Miocardio (IM) y su asociacion con LDL oxidada
circulante y estado antioxidante. Donde los pacientes con IM tuvieron LDL
oxidada significativamente mayor 34.4 + 16.9 mg/dL para casos y 30.6 + 12.1
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mg/dL para controles. También determino que no hay correlacién del polimorfismo
PON192 o 55 con LDL oxidada (p<0.05), lo que sugiere que las presencias de
otros factores antioxidantes pueden ser de igual importancia en la prevencion de la
oxidacion de LDL.

12. Conclusiones.

Se realizd el estudio de la actividad enzimatica PON y ARE de PON1, sus
polimorfismos genéticos (192 Q/R y 55 L/M), el perfil de lipidos, concentraciones
séricas de acido urico y LDLox en nifios eutréficos y obesos de la Ciudad de
México. La actividad enzimatica de PON del SNP 55 L/M fue ligeramente mayor
en eutroficos, mientras que para el SNP 192 Q/R la actividad de PON es
ligeramente mayor en obesos. Para la actividad ARE en el SNP 55 L/M fue mayor
en obesos y para el SNP 192 Q/R de ARE fue muy similar entre eutroficos y
obesos.

Aunque no se encontr¢ diferencia estadistica significativa para los niveles de acido
urico debidos a la presencia del SNP 55 L/M o 192 Q/R se pudo observar que
nifos obesos si tienen niveles mas altos de acido urico predisponiendo un mayor
riesgo a desarrollar aterosclerosis, como se demostro con el indice aterogénico.

Lo mas relevante para la poblacion de nifios estudiada fue una frecuencia elevada
de homocigotos para el polimorfismo en posicion 55 y la presencia del alelo L fue
de 83.3% y 84.1% para eutréficos y obesos respectivamente y para la posicion192
la mayor frecuencia fue de heterocigotos y la presencia del alelo R fue de 53.7% y
56.1% para eutroficos y obesos respectivamente. Lo cual corresponde con otros
estudios realizados en el pais para poblaciones infantiles.

Para el apartado de los niveles de LDLox no se encontré relacion de estos con la
presencia de los SNPs de PON1 tanto en nifos eutréficos como obesos. Por lo
cual se puede inferir que la actividad ni las concentraciones séricas de la PON
estan directamente asociadas con los niveles de LDLox, cabe destacar que en la
literatura casi no existen estudios que trabajen con poblacion infantil y mucho
menos que sean de origen latinoamericano.
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13. Perspectivas.

e Es recomendable realizar mas estudios con el fin de evaluar la asociacion
de los polimorfismos de la PON1 (55 L/IM y 192 Q/) y la actividad PON y
ARE con la finalidad de contar con mas datos que permitan determinar si se
puede considerar a la PON1 como un bioindicador de la modulacion del
estrés oxidativo.

e Se deben realizar mas estudios a nivel mundial en los cuales se incluyan
principalmente poblaciones infantiles, ya que es importante tener un control
en los nifos que sufren obesidad y asi poder evitar complicaciones
cardiovasculares en su edad adulta.

e Se sugiere realizar estudios clinicos en los cuales se contemplen los niveles
séricos de LDLox tanto en poblaciones infantiles como adultas. Esto con la
finalidad de aumentar la informacion disponible sobre este biomarcador
tanto de estrés oxidativo como de una mala actividad de la PON.

14. Anexos.

Lista de Equipos utilizados.

Camara de electroforesis Marca LIFE TECHNOLOGIES Modelo HORIZON 58.

Fuente de poder para camara de electroforesis Marca BIO-RAD Modelo Power Pack
Basic.

Equipo de Quimica Sanguinea para determinacion de Acido Urico Marca
Instrumentatios Laboratory Modelo IL650.

Equipo de PCR-RT Marca Applied Byosistems Modelo 7900 TH.

Trans iluminador de geles de electroforesis Marca BIO-RAD Modelo GelDoc 2000.

Lector para placas de ELISA Marca Thermo Scientific Modelo Multiskan FC 357.

Lista de Materiales y Reactivos utilizados.

Agarosa para gel de electroforesis Marca BIO-RAD Laboratories

Colorante de Acids nucleicos Marca Gel Stainain®

Reactivo para determinacion de Acido Urico Marca Instrumentations laboratory IL Test
URIC ACID LIQUID 10x50 mL

Reactivo para Multicalibracion de equipo IL650 marca Instrumentations laboratory IL
Test ReferrilG

Reactivo de control de valores altos y bajos de equipo IL650 Marca Instrumentations
laboratory IL Test SeraChem Control level 1y 2

Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X) para PCR-RT Marca Thermo Scientific.

Sonda Tagman para PCR-RT de SNP RS 662 y SNP RS854560 Marca Applied
Biosystems.

Placa para PCR-RT de 96 pozos con film 6ptico Marca Applied Biosystems.

Kit para cuantificacion de LDLOx OxiSelect™ Human Oxidixed LDL ELISA CML-LDL
Quantitation. Marca CELL BIOLABS, INC.

Pipetas calibradas de 1, 10, 20, 50, 200, 300 y 1000 yL Marca Thermo Scientific
Modelo Finnpipette.

Puntas para pipetas de 1, 10, 20. 200 y 1000 pL con y sin filtro Marca AXYGEN
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