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INVESTIGACION CLINICA

Actividades paraoxonasa y arilesterasa bajas en sujetos
mexicanos con enfermedad arterial coronaria

Ricardo Gamboa,* Juan Carlos Regalado,* Claudia Huesca-Gémez,* Carlos Posadas-
Romero,** Juan Verdejo Paris,*** Gilberto Vargas-Alarcén,**** Oscar Pérez-Méndez****

Resumen

Propdésito: Determinar la actividad de la enzi-
ma paraoxonasa-1 (PON1), y sus feno- y geno-
tipos en posicion 192 de la cadena de aminoa-
cidos en sujetos mexicanos con diagnéstico de
enfermedad arterial coronaria (EAC). Métodos:
El polimorfismo de la PON1-192 se determind
por PCR-RFLP, y la actividad PON1 en suero se
establecid utilizando dos substratos, paraoxén
(actividad PONasa) o fenilacetato (denomina-
da actividad ARE), en 155 individuos clinica-
mente sanos (grupo control), y en 155 pacien-
tes con enfermedad cardiovascular que habian
sufrido al menos un infarto (grupo EAC). Los
sujetos en el estudio fueron clasificados de
acuerdo a su fenotipo bioquimico como AA, ABy
BB si el cociente de la actividad PONasa estimu-
lada con NaCl 1M dividida por la actividad ARE
era<2,entre 2y 8,y > 8, respectivamente. Re-
sultados: Las actividades PONasa y ARE
fueron significativamente menores en los pa-
cientes con EAC en relacién con los sujetos
control (233.1 + 102.1 vs 295.8 + 159.1 nmol/
min/mL, y 103.1 + 33.7 vs 220.2 + 120.7 micro-
mol/min/mL, respectivamente, p < 0.05 para
ambos). Las frecuencias tanto alélicas como ge-
notipicas de PON1-192 fueron similares en
ambos grupos. Ademas, en nuestro estudio el
genotipo PON1-192 Q/R no corresponde con el
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Summary

Low PARAOXONASE AND ARYLESTERASE PLASMA
ACTIVITIES IN MEXICAN PATIENTS WITH CORONARY
ARTERY DISEASE

Purpose: To determine the Paraoxonase-1
(PONL1) activity as well as its pheno- and geno-
types at position 192 in Mexican subjects with
diagnosis of coronary heart disease (CHD).
Methods: We determined the PON1-192 poly-
morphism by PCR-RFLP, and serum PON1 ac-
tivity, using either paraoxon (PONase activity)
or phenylacetate (ARE activity) as substrates,
in 155 clinically healthy individuals (control
group), and 155 patients with at least one myo-
cardial infarction (CHD group). The biochemical
A/B phenotype was determined by the ratio of
the NaCl 1 M-stimulated PONase activity divid-
ed by the ARE activity. Results: We found sig-
nificantly lower PONase and ARE activities in
CHD patients as compared to controls (233.1 +
102.1 vs 295.8 + 159.1 nmol/min/mL, and 103.1
+ 33.7 vs 220.2 + 120.7. micromol/min/mL, re-
spectively, p < 0.05 for both). Allele and geno-
type frequencies for PON1-192 were similar in
CHD patients and healthy controls. Moreover,
in the control group, the PON1-192 Q/R geno-
type did not matched with the A/B phenotype as
has been proposed by other studies. Conclu-

Correspondencia: Oscar Pérez-Méndez. Departamento de Biologia Molecular. Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”
(INCICH, Juan Badiano Num. 1, Col. Seccién XVI, Tlalpan 14080. México, D.F.). Tel. (52-55) 55 73 29 11 ext. 1461; Fax (52-55)
55 73 09 26; E-mail: opmendez@yahoo.com

Recibido: 21 de noviembre de 2007
Aceptado: 13 de mayo de 2008

Vol. 78 Numero 4/Octubre-Diciembre 2008:360-368


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

Paraoxonasa y arilesterasa en mexicanos con coronariopatia

fenotipo bioquimico A/B como se habia propues-
to anteriormente por otros autores. Conclusio-
nes: Los sujetos mexicanos con EAC presen-
tan actividades PON1 menores que los indivi-
duos control, sugiriendo que la actividad PON1,
podria ser marcador de riesgo de EAC, mien-
tras que el genotipo PON1-192 carece de valor
informativo en la evaluacion de dicho riesgo en
esta poblacién en particular.
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sions: There were important differences in the
ARE and PONase activities between Mexican
CHD patients and controls, suggesting that
PONL1 activity could be a good marker of CHD
risk, whereas PON1-192 lacks of value to as-
sess such risk.

(Arch Cardiol Mex 2008; 78: 360-368)
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Introduccién

as lipoproteinas de alta densidad (HDL)

poseen diferentes propiedades antiate-

rosclerosas, dentro de las que se incluye
la capacidad que tienen de proteger a las lipopro-
teinas de baja densidad (LDL) contra la modifi-
cacién oxidativa.'? Esta propiedad de las HDL
se le ha atribuido en gran medida a la enzima
paraoxonasa-1 (PON1). La PONI1 es una esterasa
dependiente de calcio que se mantiene unida a
las HDL por interacciones hidrofébicas entre la
region N-terminal de la enzima, los fosfolipidos
y las apolipoproteinas de las lipoproteinas.® El
mecanismo propuesto que explica las propieda-
des antiaterogénicas de la PON1 es que esta enzi-
ma cataliza la conversioén de los lipoperdxidos
proaterogénicos a los correspondientes lipohi-
dréxidos que son biolégicamente inocuos.*> La
PONI fue inicialmente descrita como una enzi-
ma destoxificante, debido a su capacidad de hi-
drolizar el paraoxén, producto metabdlico del
paration, el cual se utiliza atin en México como
insecticida. Sin embargo, PON1 ha tomado una
nueva importancia debido a su capacidad antes
mencionada para eliminar lipoperéxidos.
Dos sitios polimoérficos han sido descritos den-
tro de la secuencia de aminodcidos de la protei-
na: L55M y Q192R. En particular la isoenzima
que presenta una glutamina en posicién 192
(PON1-Q192), posee una baja actividad para la
hidrdlisis del paraox6n, comparada con la iso-
forma que contiene una arginina en esa misma
posicién (PON1-R192).57 Algunos estudios han
demostrado que el polimorfismo en la posicién
192 de la PONT es un factor de riesgo para enfer-
medad arterial coronaria (EAC), sin embargo,
estos datos han sido inconsistentes.®1? Las dife-
rencias son probablemente el resultado de la

carga genética que parece ser determinante en la
contribucion de la isoenzima PON1-R192 en la
EAC.312 Adicionalmente, la actividad de la en-
zima en plasma es otro factor de riesgo de EAC;
se ha demostrado que la baja actividad paraoxo-
nasa en suero puede ser un mejor predictor de
EAC que el genotipo de PON1.!3-15 En este sen-
tido, ademds de su capacidad de hidrolizar el
paraoxén, actividad denominada paraoxonasa
(PONasa), la PON1 puede hidrolizar diferentes
ésteres de compuestos aromaticos. Cuando el
fenilacetato se utiliza como substrato, la activi-
dad de la enzima se ha denominado arilesterasa
(ARE). La actividad PONasa es dependiente del
polimorfismo, siendo la isoforma PON1-R192
mds activa con respecto a la PON1-Q192. En
contraste, la actividad ARE es independiente
del polimorfismo de la proteina y es representa-
tiva de la masa activa de la enzima en plasma.
Ekerson y colaboradores, !¢ describieron inicial-
mente que la relacién de las actividades de la
PONasa en presencia de 1M de NaCl dividido
por la actividad ARE (PONasa-NaCl/ARE), re-
sulta en una distribucién trimodal correspon-
diente a un rango bioquimico o fenotipo bajo,
medio y alto, denominados AA, AB y BB, res-
pectivamente. Posteriormente se sugirié que las
isoformas A y B corresponden respectivamente
alasisoenzimas PON1-Q192 y PON1-R192.!7-18
Cuando esta correspondencia fue establecida,
la determinacién del polimorfismo PON-192
sustituy6 a la determinacion de los fenotipos A/
B. Factores ambientales y étnicos pueden modi-
ficar la actividad ARE y, como consecuencia, la
correspondencia entre los genotipos y los feno-
tipos determinados bioquimicamente podrian no
ser exactas; sin embargo esta posibilidad no ha
sido analizada.
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Como se menciond previamente, la asociacion
entre los genes de PON1 y la EAC ha sido repor-
tada en otras poblaciones,' pero poco se cono-
ce acerca de la PON1, sus polimorfismos y su
actividad, en la poblacién Mexicana.?*2! Por lo
anterior, en este estudio analizamos el genotipo
PONI1-192, el fenotipo bioquimico y la activi-
dad de la enzima en sujetos mexicanos con y sin
diagnéstico de enfermedad cardiovascular, para
determinar cudl de estos parametros es de mayor
utilidad como factor predictor de riesgo de EAC
en esta poblacion.

Material y métodos

Sujetos. Diseflamos un estudio transversal que
incluyé a 155 pacientes (57.4% mujeres) con al
menos un evento coronario, diagnosticado cli-
nicamente por las pruebas de laboratorio y de
gabinete pertinentes en el Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez” durante los afios
de 2000 a 2001 y que han formado parte de estu-
dios previamente reportados.?? Se incluyeron
ademads 155 voluntarios sanos (54.1% mujeres)
reclutados en el Instituto Nacional de Cardiolo-
gia “Ignacio Chévez. En el caso de los sujetos
con EAC, 6.5% de los sujetos presentaron dia-
betes mellitus, 15.7% hipertension arterial, 9.2%
eran fumadores activos y 55.5% exfumadores
inactivos y el 20.3% tomaban algin tipo de
medicamento hipolipemiante al momento del
estudio. Los sujetos control fueron reclutados
después de una exploracién clinica, historia
médica, electrocardiograma, placa de térax. De
manera aleatoria a 56 sujetos control, se les de-
termind el grosor intima-media carotidea; esta
medida es un subrogado de aterosclerosis, y se
realizd con el objetivo de comprobar que los
criterios de inclusién permitian seleccionar in-
dividuos con grosores normales, sugiriendo asi
la ausencia EAC en ellos. A los sujetos control
se les realizaron ademads pruebas de laboratorio
para descartar la presencia de enfermedad hepa-
tica renal o tiroidea. Sélo se incluyeron sujetos
> 36 afios con niveles de glucosa plasmatica en
ayunas < 126 mg/dL. El 10.7% present6 hiper-
tension arterial, 8.9% fueron fumadores activos
y 16% tomaban bebidas alcohdlicas de manera
ocasional. Se excluyeron a aquellos sujetos que
estuvieran bajo algtn tratamiento hipolipemian-
te o no estuvieran de acuerdo en participar en el
protocolo de investigacion. Todos los partici-
pantes en el estudio firmaron una carta de con-
sentimiento-informado. El protocolo fue apro-
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bado por el Comité de Etica del Instituto Nacio-
nal de Cardiologia.

Pruebas de laboratorio. Se tomaron muestras
sanguineas de los sujetos con al menos 12 horas
de ayuno, se colectaron en tubos estériles con
EDTA para el andlisis del ADN y en tubos secos
para los ensayos de la actividad paraoxonasa. El
plasma y el suero fueron separados inmediata-
mente por centrifugacién (2,500 rpm) durante
20 minutos a 4°C, separado en alicuotas y alma-
cenado a -70°C hasta su utilizacién. Para la me-
dicién de las concentraciones de lipidos plas-
maticos, las muestras fueron procesadas dentro
de los tres dias siguientes a su recoleccion.

El colesterol total (CT) y los triglicéridos (TG)
fueron analizados por métodos enzimaticos
(Boheringer Mannheinm, Alemania) adaptados
a un analizador Hitachi 705. El colesterol HDL
(C-HDL) fue medido después de la precipita-
cién de las lipoproteinas que contienen apoB
mediante la utilizacién de fosfotungstato/Mg>*.
Las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) fue-
ron calculadas en las muestras con triglicéridos
menores a 400 mg/dL.% Todos los ensayos fue-
ron realizados bajo un esquema de control de
calidad externo (Lipid Standardization Program,
Center for Disease Control in Atlanta, GA).
Actividades paraoxonasa y arilesterasa. La ac-
tividad basal de la paraoxonasa (PONasa) fue
determinada por el método descrito por Ecker-
son;?*1a tasa de hidrdlisis del paraoxén (dietil-
p-nitrofenil fosfato) se determiné por espectro-
fotometria monitoreando el p-nitrofenol a 25°C
formado en la reaccién a 412 nm?*. La mezcla
del ensayo basal incluyé ImM de paraoxon,
ImM de CaCl, en amortiguador glicina 50 mM,
pH 10, y 20 uL de la muestra diluida 1:2 en
eserina 10 M. Para la actividad PONasa esti-
mulada por NaCl, este tltimo se incluy6 en con-
centraciéon IM en el amortiguador del ensayo.
El coeficiente de extincién molar (g,,,) para el
producto fue de 8290 M-'cm'!. La actividad
PONasa se expresé como el nimero de nmol de
p-nitrofenol formado por min por mL de plasma.
La actividad ARE fue determinada utilizando
fenilacetato como sustrato.? La tasa inicial de
la hidrdlisis fue determinada espectrofotométri-
camente a 270 nm. La mezcla para el ensayo
incluy6 1mM de fenilacetato, CaCl, 0.9 mM en
Tris-HC1 20 mM, pH 8.0, y 100 uL de suero (di-
luido 1:100). El g,,, para la reaccién fue 1310
M-lcm!. La actividad arilesterasa fue expresada
como los wmol de fenilacetato hidrolizados por
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min por mL de suero. El cociente de la actividad
PONasa en presencia de 1M de NaCl dividido
por la actividad ARE (PONasa-NaCl/ARE) fue
utilizada para asignar el fenotipo bioquimico.
Los rangos de corte fueron los siguientes: co-
ciente PONasa-NaClI/ARE < 2.0 se asign6 como
fenotipo AA, cociente entre 2.0 y 8 correspon-
di6 al fenotipo AB, y un cociente > 8.0 para
asignar el fenotipo BB.>

Extraccion del DNA y determinacion del geno-
tipo PON1-192. El DNA gen6mico se obtuvo a
partir de sangre periférica de cada individuo uti-
lizando la técnica de expulsién salina.?® Para la
amplificacién de los fragmentos polimérficos
de la PON1-192 se utilizaron los iniciadores:
PON1-192 (sentido) 5°-TAT TGT TGC TGT
GGG ACCTAG G-37,y PON1-192 (antisentido)
5'CACGCT AAACCCAAATACATCTC3".
El DNA obtenido de cada individuo se ampli-
fic6 por el método de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). La mezcla de reaccién in-
cluyé: 1 ug de DNA, 1 pmol/uL de cada inicia-
dor, 20uM de cada deoxinucle6tido trifosfata-
do (dANTP), 2 mM de MgCl,, 10% de dimetil-
sulféxido, 1X de buffer de reacciéon y una
unidad de Taq polimerasa en un volumen total
de 25 pL. La amplificacién se llevé a cabo en
un termociclador (Perkin Elmer 9700) con las
siguientes condiciones: desnaturalizacién por
5 minutos a 94°C, seguida por 30 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 61°C y 1 mi-
nuto a 72°C y finalmente 7 minutos a 72°C.
Los productos de PCR fueron digeridos con la
enzima Alwl.?’ Las muestras se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 3% a 65V.
En todas las electroforesis se utilizé un control
negativo.

Andlisis estadistico. Las frecuencias tanto aléli-
cas como genotipicas de las variantes de la PON1
fueron obtenidas por conteo directo. Ademas, se
evalud el equilibrio de Hardy-Weinberg a tra-
vés de la prueba de chi cuadrada. Se utiliz6 la
prueba de t de Student para comparar los valores
medios entre dos grupos con una n diferente. Un
andlisis de varianza (ANOVA) fue usado para
evaluar el efecto de los genotipos de PON1-192
sobre el perfil de lipidos y las actividades
PONasa y ARE. La asociacién entre las varia-
bles continuas fue llevada a cabo por la correla-
cién de Pearson. Un andlisis de regresion logis-
tica fue utilizado como prueba predictora del
estatus de enfermedad cardiovascular-control.
Un valor de p menor de 0.05 fue considerado
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significativo. Todos los andlisis se llevaron a
cabo con el programa SPSS versién 11.0 (SPSS
Inc. Chicago, IL).

Resultados

Las caracteristicas demograficas y bioquimicas
de los sujetos incluidos en este estudio se mues-
tran en la Tabla I. Existi6 una diferencia signifi-
cativa en la edad, en consecuencia, todas las
pruebas estadisticas fueron ajustadas por la edad.
Los factores clasicos de riesgo tales como coles-
terol total, C-HDL, y glucosa fueron diferentes
entre los dos grupos. Sin embargo, los triglicéri-
dosy el C-LDL fueron similares después del ajus-
te. No hubo diferencias significativas entre hom-
bres y mujeres cuando se analizaron por separa-
do dentro de cada grupo excepto en el C-HDL
(datos no mostrados).

Las frecuencias alélicas y genotipicas de la PON1
en posicién 192 tanto de los pacientes como los
sujetos control, se muestran en la Tabla II. Las
frecuencias genotipicas esperadas y observadas
en los controles y en los pacientes con EAC se
encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Al comparar las frecuencias entre ambos grupos
se observd una disminucién en el alelo Q (OR =
0.912, IC 95% = 0.664-1.253) y un aumento en
el alelo R (OR = 1.096, IC 95% = 0.798-1.505)
en el grupo de pacientes con EAC al compararlo
con el grupo control, pero las diferencias no fue-
ron significativas (p=0.321y p=0.571, respec-
tivamente). Como consecuencia, el polimorfis-
mo de PON1-192 corregido por edad, no predijo
el estatus de la EAC estimado por un modelo de
regresion logistica (p = 0.084).

A continuacién se analizé la posibilidad de que
existiera una equivalencia de los fenotipos de
PONI1 estimados por la relaciéon PONase-NaCl/
ARE (ver métodos) con los genotipos. Al com-
parar las frecuencias de los grupos de manera
independiente, en el grupo control la distribu-
cién del fenotipo PON1 no correspondi6 con el
genotipo esperado. En el grupo control, la fre-
cuencia del fenotipo AA fue de 17.4%, mientras
que el genotipo que deberia corresponder al
homocigoto PON-Q192 (QQ), fue de 32.2% (p <
0.003). También se encontraron diferencias sig-
nificativas en las frecuencias del fenotipo AB y
su supuesto correspondiente heterocigoto PON-
Q192/PON1-R192 (QR), 67.7% y 50.3% respec-
tivamente (p < 0.002), mientras que entre el fe-
notipo BB y el homocigoto PON1-R192 (RR)
se encontré una frecuencia de 14.8% y 17.4%,
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Tabla I. Caracteristicas demogréficas y bioquimicas de los sujetos con-
trol y de sujetos con enfermedad coronaria (EAC).

EAC Controles

N = 155 n =155

Género (Hombres/Mujeres) 66/89 71/84
Edad (afios) 53.3 + 9.3* 496 + 11.5
IMC (kg/cm?) 27.7 +3.7 279+ 54
Colesterol total (mg/dL) 191.5 + 37* 232.1 + 37.3
Colesterol-HDL (mg/dL) 37.0 £ 10.7* 48.5 + 11.5
Triglicéridos (mg/dL)% 191.2 + 80.4 188.8 + 42.3
Colesterol-LDL (mg/dL) 116.3 + 33.5 134.6 £ 42.2
Glucosa (mg/dL) 96.2 + 11.6* 85.6 + 9.2

Valores medios = D.S.

& transformados logaritmicamente para su analisis

*p < 0.05

Tabla Il. Frecuencias alélicas y genotipicas de PON1-192, y fenotipo de
los sujetos control y de sujetos con EAC.

EAC Controles
Alelo n frecuencia (%) n frecuencia (%)
Q 171 (55.1) 178 (57.4)
R 139 (44.8) 132 (42.6)
Genotipo
QQ 41 (26.4) 50 (32.2)*
QR 89 (57.4) 78 (50.3)**
RR 25 (16.1) 27 (17.4)
Fenotipo
AA 35 (22.5) 27 (17.4)
AB 88 (56.7) 105 (67.7)%**
BB 32 (20.6) 23 (14.8)

*p < 0.05 vs fenotipo AA control
**p < 0.05 vs fenotipo AB control
***n < 0.05 vs fenotipo AB en EAC

respectivamente, pero la diferencia en este caso
no resultd ser estadisticamente significativa. Las
frecuencias en el grupo de pacientes con EAC, a
pesar de no existir una correspondencia exacta
entre el genotipo y el fenotipo bioquimico, no
presentaron diferencias significativas entre am-
bos; las frecuencias fueron AA-QQ, 22.5%-26.4%
(p =ns), AB-QR, 56.7%-57.4% (p = ns), y BB-
RR, 20.6%-16.1% (p = ns), respectivamente.

Las actividades PONasa y ARE estratificadas
tanto por el genotipo PON1-192 como el fenoti-
po PONasa-NaCl/ARE se muestran en la Tabla
I11. La actividad PONasa presenta una tendencia
a incrementar en funcién del genotipo PON1-
192 (actividad QQ<QR<RR) lo mismo en el gru-
po de pacientes con EAC que en los sujetos con-
trol. En contraste, la actividad ARE mas elevada
para este Gltimo grupo se observé en los sujetos
homocigotos QQ, mientras que para el grupo de
sujetos con EAC, la actividad mas elevada fue
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detectada en los pacientes homocigotos RR. Por
ultimo, observamos que la actividad PONasa es
significativamente diferente entre el genotipo
RR y el fenotipo BB en el grupo de pacientes
con EAC (p = 0.018), apoyando la nocién de
que el fenotipo y el genotipo en posicién 192
son dos parametros independientes en este tipo
de sujetos.

Al comparar los sujetos control contra los suje-
tos con EAC, después de ajustar por sexo, edad,
e IMC, la media de las actividades PONasa y
ARE fueron 20.2% y 48.8% mas bajas respecti-
vamente, en el grupo de EAC en comparacién al
control (Tabla I1I). Al dividirlas por genotipos,
los pacientes con EAC tuvieron menor activi-
dad PONasa en todos los genotipos con respec-
to a su correspondiente control. Las actividades
ARE en los pacientes con EAC fueron 67.9%,
40.4%,y 47.9%, menores en QQ, QR y RR res-
pectivamente, comparadas con los correspon-
dientes grupos de controles.

Al analizar las actividades PONasa y ARE en
relacién al fenotipo, se encontraron igualmente
diferencias significativas entre los grupos de
sujetos con EAC con respecto a su control, tanto
en PONasa como en ARE (Tabla III). La activi-
dad PONasa fue mayor en los sujetos controles
con fenotipo AB mientras que en los sujetos con
EAC fue en el fenotipo BB.

Debido a que PONI se asocia fisicamente con
las HDL en plasma, postulamos que la cantidad
de estas lipoproteinas, cuantificadas como los
niveles de C-HDL plasmdticos, podria ser uno
de los principales pardmetros que determinan la
actividad enzimatica de la PON1. Por lo tanto,
en un andlisis de correlacion, ajustado por edad
y sexo; se observd una relacién positiva y signi-
ficativa entre los niveles plasmaticos de C-HDL
con la actividad PONasa (r=0.188, p=0.026) y
con la actividad ARE (r = 0.244, p = 0.004) en
los sujetos control. En contraste, en los sujetos
con EAC no existi6 ninguna correlacién signi-
ficativa (datos no mostrados). Finalmente, tam-
poco se encontrd correlacidn significativa al
analizar el genotipo y/o el fenotipo con respec-
toaC-HDL.

Discusién

En este estudio examinamos el polimorfismo de
PONI1 y las actividades PONasa y ARE en suje-
tos con y sin diagnéstico de enfermedad arterial
coronaria, demostrando que en el grupo control,
el genotipo PON1-192 no corresponde al feno-
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Tabla Ill. Actividad paraoxonasa y arilesterasa en sujetos sanos control y en sujetos con EAC, estratificados

por genotipo PON1-192 y fenotipo.

Actividad paraoxonasa
nmol/min/mL

Actividad arilesterasa
wmol/min/mL

EAC Controles EAC Controles
N =155 n =155 n =155 n =155

QQ 175.1+88.62b 258.2 + 148.4 b 93.6 + 30.42b 291.8 + 128.27 ¢
QR 227.3+101.7 ab 284.7 £ 157.3 101.7 + 36.3 2 170.9 + 109.0
RR 345.1+113.8 389.4 + 182.6 123.8 +30.12 237.9 £ 137.9
AA 108.6 + 46.7 af 181.5 + 84.0 113.3 + 22.32 210.0 £ 134.7
AB 236.8+87.72 374.2 + 160.0 @ 102.5 + 35.52 211.5 + 107.5
BB 354.9+97.12 266.3 + 169.2 88.4 +28.3 96.9 + 54.0¢
Promedio de actividades por grupo:

231.6+90.0 290.2 + 1514 102.2 + 32.3 199.3 + 110.3

QQ, QR y RR indican el genotipo y AA, AB y BB el fenotipo de PON1-192.

Valores medios + D.S.

a8 p < 0.05 vs control

b p < 0.05 vs RR dentro del mismo grupo

¢ p < 0.05 vs QR dentro del mismo grupo

dp < 0.05 vs AA 'y BB dentro del mismo grupo
€p < 0.05vs AAy AB dentro del mismo grupo
fp <0.05 vs AB y BB dentro del mismo grupo

tipo bioquimico como ha sido descrito por otros
autores.”® Es innegable que existe una cierta
correspondencia, pero esa correspondencia es
relativamente baja (en nuestro estudio sélo al-
canz6 un maximo del 80% en los sujetos sanos);
los sujetos homocigotos PON1-192 QQ no pre-
sentaron los fenotipos de AA, algunos sujetos
heterocigotos PON1-192 QR no correspondie-
ron al fenotipo AB, y los sujetos con PON1-192
RR no todos correspondieron con el fenotipo
BB. Para nuestro conocimiento, este es el primer
estudio que demuestra una baja corresponden-
cia entre el genotipo de PON1-192 y el fenotipo
bioquimico determinado por la relacién PONa-
se-NaCIl/ARE. A pesar de la falta de correspon-
dencia entre el genotipo y el fenotipo bioquimi-
co, ninguno de los dos fue predictor de EAC, ya
que no observamos diferencias significativas
entre las frecuencias genotipicas ni fenotipicas
de los pacientes y de los controles.

Si bien existen argumentos que apoyan nues-
tros resultados en el sentido de que las activida-
des bajas de ARE pueden favorecer el desarrollo
de aterosclerosis,!> una de las debilidades de
este estudio radica en que una proporcioén im-
portante de nuestros pacientes recibia tratamien-
tos antiaterosclerosos y/o antitrombdticos y que
no fueron suspendidos para participar en el es-
tudio. Por lo anterior, nuestras conclusiones re-
ferentes a la actividad ARE como posible indi-
cador de riesgo cardiovascular, debe ser fortale-
cida con un estudio prospectivo.

Nuestros resultados demuestran que existe un
gradiente de la actividad de la PON1 en funcién
de la presencia del alelo R, esto es, un aumento
en la actividad de hidrélisis de paraoxén en fun-
cioén del genotipo PON1-192, QQ<QR<RR.
Como hemos establecido previamente, obser-
vamos una falta de correspondencia entre el ge-
notipo de PON1-192 y el fenotipo bioquimico
determinado por la relacion PONase-NaCI/ARE.
Debido a que el fenotipo A-B depende de la
actividad ARE, ésta puede ser un factor determi-
nante en la falta de asociacién entre el fenotipo
y el genotipo. La posible explicacién de dife-
rentes actividades ARE entre los sujetos control
y los pacientes con EAC pueden ser las HDL,
lipoproteinas que transportan a la enzima en plas-
ma; la actividad ARE es una estimacién de la
masa funcional de la enzima en plasma, debido
aque la actividad ARE, a diferencia de la PONa-
sano estd influenciada por el genotipo.'3-1> Ade-
mads, la enzima PON1 en plasma se encuentra
asociada a las HDL.?® Nuestros resultados apo-
yan esta tltima nocién, porque observamos una
correlacion positiva entre las actividades tanto
PONasa como ARE y el C-HDL en los sujetos
control. En contraste, dicha correlacion entre el
C-HDL en plasma y la PON1 se pierde en los
sujetos con EAC. En este sentido, Ayub y cols.
sugieren que la baja actividad PON1 es conse-
cuencia del infarto agudo al miocardio, mas que
de la predisposicién de los sujetos a tenerla.’
Esto explicaria la falta de correlacion entre el C-
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HDL y la actividad de la enzima. Sin embargo,
no se puede descartar que la estructura de las
HDL, que es diferente entre controles y pacien-
tes con EAC,3!-33 contribuya a dicha falta de
correlacién ya que es fundamental para la inte-
raccién con PON1.33-35 Esta hip6tesis debe ser
estudiada mas profundamente en estudios espe-
cificamente disefiados para analizar la capaci-
dad de asociacion de la enzima a las HDL.

La edad puede influir sobre los niveles C-HDL
en plasma, y fue significativamente diferente
entre nuestros grupos de estudio. Ademds, se
podria argumentar que la edad puede ser un fac-
tor determinante para la actividad ARE. Sin
embargo, un estudio previo en poblacién sana
Mexicana entre 18-52 afios,?® reporté que las
actividades PONasa y ARE son independientes
de la edad. Por lo tanto, la edad tiene un efecto
sobre los niveles de HDL, pero no necesaria-
mente afecta las actividades PONasa y ARE. A
pesar de estas evidencias, todos los datos fueron
ajustados por edad y sexo cuando se compara-
ron los grupos.

El alelo de PON1-192R ha sido propuesto como
un factor de riesgo de enfermedad cardiovas-
cular®19 debido a que esta isoforma de la enzi-
ma es mds susceptible a ser inactivada por es-
trés oxidativo.3*35 De forma interesante, de-
tectamos una de las frecuencias mas altas para
el alelo R con respecto a otras poblacio-
nes.' 1219 Sin embargo, no encontramos nin-
guna diferencia en la frecuencia del alelo R en
el grupo de EAC en comparacién con el grupo
control, confirmando los hallazgos de un meta-
analisis previamente publicado.!® Otros repor-
tes han sugerido una asociacién entre el poli-

R Gamboa y cols.

morfismo genético de PON1 y la susceptibili-
dad a la enfermedad arterial coronaria, pero es-
tos resultados han sido inconsistentes.312 Nues-
tro estudio sugiere que el polimorfismo del gen
PONI no es un marcador de EAC para la pobla-
ciéon Mexicana. En contraste, las bajas activida-
des PON1, particularmente la actividad ARE,
puede ser un predictor de EAC, y esta obser-
vacién es consistente con otros reportes.!313
Hallazgos similares han sido descritos en suje-
tos con diabetes mellitus,337 hipercolestero-
lemia,” y dafio renal .

Por ultimo, dos individuos que comparten el
mismo genotipo pueden presentar diferencias
importantes en los niveles plasmaticos de PON1
debido a factores ambientales; algunos autores
han demostrado que una dieta rica en colesterol,
alcohol, tabaquismo, asi como la vitaminaCy E
influyen sobre los niveles séricos de PON1.3%-41
Por lo tanto, no es sorprendente que una baja
actividad de la enzima se observe en los sujetos
con enfermedad cardiovascular y que el genoti-
po no presente diferencias significativas entre
controles y cardidpatas, tal como lo hemos ob-
servado en nuestro estudio.

En resumen, en el presente estudio demostra-
mos una baja actividad PONasa y ARE en el
grupo con EAC en relacién al grupo control, y
la ausencia de diferencias significativas en las
frecuencias alélicas o genotipicas PON1-192 en
nuestra poblacién. Estos resultados sugieren fuer-
temente que la baja actividad PONI1, estimada
con el paraoxén o el fenilacetato como sustrato,
puede ser mejor marcador de riesgo de EAC que
la presencia del alelo PON1-192R en la pobla-
cién mexicana.
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