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RESUMEN

Introduccién: £/ incremento en la actividad de mie-
loperoxidasa (MPQO) (EC 1.11.1.7) plasmadtica ha
sido relacionada con la evolucion de diferentes pa-
tologias destacando las enfermedades crénico-de-
generativas que tienen en comin el cursar con un
estado de estrés oxidativo (EO) concomitante a un
proceso inflamatorio persistente. Este es
el caso del asma. La enzima paraoxona-

rasa que forma parte de la APO A-I de
las HDL. Su funcién catalitica le permi-

teinas y membranas como consecuencia
de un EO. A la PON-1 se ha considera-
do como protectora de las lipoproteinas
al interrumpir la oxidacién de las LDL y
disminuir el dafo a estructuras celulares. Es una
actividad enzimdética que representa a la defensa an-
tiestrés oxidativo.

Objetivos: Demostrar que el estrés oxidativo del
paciente asmdatico puede ser evaluado por el incre-
mento de MPO como marcador de dano oxidante
y que la funcién respiratoria adecuada puede ser
relacionada con la capacidad de defensa antioxidan-
te representada por la actividad de la PON-1.
Métodos: La actividad de ambas enzimas fue deter-
minada en el plasma de un grupo de pacientes con
asma leve a moderada comparado con un grupo
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ABSTRACT

Introduction: Plasma myeloperoxidase activity
(MPO) (EC 1.11.1.7) has been related to several
chronic-degenerative diseases such as asthma,
which have in common a chronic inflammatory
process. Paraoxonase (PON-1) (EC 3.1.1.2), is an
arylesterase enzyme that has a hydroperoxide cat-
alytic function. This enzyme is a component of APO
A-I located in HDL. PON1 is has been considered
to protect lipoproteins, because it interrupts the
oxidation process of LDL, conducive to the athero-
sclerotic process.

Objectives: To demonstrate that, a) oxidative stress
in asthmatic patients correlates with the MPO activ-
ity, and b) demonstrate the role of PON1 activity as
a biomarker of their pulmonary function.

Methods: The activity of both enzymes was measured
in plasma of patients with asthma and compared to a
control group of healthy subjects.

Results: In the group of patients with asthma, MPO
activity increased 42% (57.31 = 7.2 U vs 33.34 =
4.7 U p<0.05), while PON-1 activity decreased
52% (0.09 = 0.1 nmol p-nitrophenol/mg prot vs
0.05 + 0.01 nmol p-nitrophenol/mg prot p<0.01).
MPO activity showed an inverse correlation with
FEV, with a Spearman r of -0.57, while PON-1 ac-
tiviy showed a direct correlation with FEF,, ., Spear-
man r of 0.64.

Conclusions: In this study we show, for the first
time, that asthma patients, in whom there is a state
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control formado por individuos clinicamente sanos.
Resultados: En el grupo de pacientes con asma, la
actividad de MPO se incrementé en un 42%
(567.31 £ 7.2 Uvs 33.34 = 4.7 U p<0.05), mien-
tras que se observé un decremento del 52% (0.09
+ 0.1 nmol p-nitrofenol/mg prot vs 0.05 = 0.01
nmol p-nitrofenol/mg prot p<0.01) en la actividad
de la PON-1. La actividad de la MPO mostré una
correlacién inversamente proporcional con el FEV,
con una r de Spearman de -0.57 y la PON-1 mos-
tré una correlacién directamente proporcional con
el FEF,, ., con una r de Spearman de 0.64.
Conclusiones: Se demuestra por primera vez que los
pacientes con asma, en los que se presenta un es-
tado de estrés oxidativo que afecta la funcién pul-
monar, la determinacion de la PON1 puede servir
como predictor de una mejor funcién pulmonar,
mientras que el incremento en la actividad de MPO
podria asociarse a un proceso inflamatorio activo
con el concomitante dano celular.

* U = U/mg de proteina™.

INTRODUCCION

En el asma, un estado inflamatorio crénico se
asocia al estrés oxidativo (EO), que es definido
como el desbalance entre la produccién de espe-
cies reactivas del oxigeno y la produccién y acti-
vidad de antioxidantes a favor de los primeros, lo
que conduce a una mayor predisposicion de dafio
y alteracion de la homeostasis intracelular. EI EO
favorece el desarrollo de otros procesos patold-
gicos incluyendo al dafio endotelial y la ateroscle-
rosis, por lo que se ha sugerido que el asmatico
tiene un riesgo adicional para presentar riesgo
cardiovascular asociado a hipertensién, enfer-
medad coronaria y embolia’3. Las enzimas pa-
raoxonasa (PON-1) y mieloperoxidasa (MPO) se
encuentran vinculadas directamente con este pro-
ceso, ya que la MPO se relaciona con el proceso
inflamatorio, generacién de especies reactivas del
oxigeno (ERO) por los leucocitos y en conse-
cuencia dafio del endotelio vascular y otras es-
tructuras. En contraste, la PON se relaciona con
la proteccion del daio inducido por las ERO du-
rante el EO existente.

La mieloperoxidasa (MPO) (EC 1.11.1.7), es
producida en los granulos azurdfilos de los leuco-
citos polimorfonucleares y liberada de la célula
durante el estallido respiratorio; utiliza como

of oxidative stress that affects the pulmonary func-
tion, PON-1 determination can be useful as a pre-
dictor of a better pulmonary function, whereas an
increment in MPO activity could be associated to
an acute inflammatory process, implicating cellular
damage.

* U = U/mg of protein’.

sustrato al peréxido de hidrégeno (H,O.) generan-
do varios productos oxidantes que incluyen al
acido hipocloroso (HCIO") que es un potente bac-
tericida. La activacion de los leucocitos o estalli-
do respiratorio puede ser tan intensa que incluso
puede autodestruir la célula permitiendo la libe-
racién de diversas enzimas liticas que dafan a
estructuras vecinas. La participaciéon de la MPO
ha sido asociada al asma*®, al sindrome de insu-
ficiencia respiratoria aguda’®, a la bronconeumo-
nia®, a la fibrosis pulmonar idiopatica® y a la en-
fermedad pulmonar obstructiva crénica'®', razén
por la que ha sido considerada como un marca-
dor de riesgo de disfuncion endotelial y cardio-
vascular'3,

Por otro lado, la paraoxonasa (PON1) (EC
3.1.1.2) es una arilesterasa que hidroliza hidrope-
roxidos formados por la lipoperoxidacion como
consecuencia del dafio ocasionado por la persis-
tencia de un estado de EO; se encuentra localiza-
da en la APO A-I de las HDL, por lo que concen-
traciones adecuadas o altas de esta lipoproteina
se han considerado como benéficas ya que se le
considera como protector de las lipoproteinas al
interrumpir la oxidacién de las LDL, y en conse-
cuencia disminuir la formacién de las placas de
ateroma. La PON-1, adicionalmente, evita el dafio
amembranas y otras estructuras. Se ha demostrado
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una relacién inversa entre el dafio endotelial y una
actividad disminuida de esta enzima, hecho que
agrava las consecuencias del EO.

El objetivo de este trabajo fue determinar la
actividad de la MPO y de la PON-1 en plasma de
pacientes con asma analizando su relacién con la
funcién respiratoria teniendo como grupo control
sujetos clinicamente sanos.

SELECCION DE PACIENTES Y METODOS

Este estudio forma parte del protocolo C03-04 y
fue aprobado por el Comité de Investigacion del
Instituto. Todos los procedimientos realizados se
efectuaron en estricto apego a las recomendacio-
nes que aparecen en la Declaracion de Helsinki
de 1975, asi como con los lineamientos que dicta
el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacién para la Salud en su Ti-
tulo Segundo Capitulo | Articulo 17 Categoria Il.

Pacientes. Se seleccionaron de la consulta ex-
terna del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER), previa
aceptaciéon por medio de carta de consentimiento
informado con las siguientes caracteristicas: Uno
u otro sexo, mayores de 35 afos, con diagndsti-
co de asma leve a moderada, de acuerdo a los
criterios de la GINA™. Se les realizaron examenes
de laboratorio, asi como pruebas de funcién res-
piratoria por un técnico calificado, de acuerdo a
los lineamientos de la ATS (American Thoracic
Society, por sus siglas en inglés)'™. Se excluyeron
aquellos pacientes con triacilgliceridemia y coles-
terolemia mayor a 250 mg/dL.

Obtencién de las muestras. Se obtuvo una
muestra de 10 mL sangre por venopuncién en
tubos al vacio con heparina adicionados con hi-
droxitolueno butilado 2 mM en etanol.

Actividad de MPO. Para la determinacion de
la MPO se sigui6 el método de Bozeman'® con
las siguientes modificaciones: se utilizaron 10 uL
de plasma a los que se les agregd un amortigua-
dor de acetato-sacarosa 0.3 M con un pH de 5.4;
100 uL de 3,3",5,5'-Tetrametilbenzidina (Sigma)
1.4 mMy 100 uL de perdxido de hidrégeno 0.3
mM. Se incub6 durante 10 minutos a 37° Cy se
adicionaron 10 uL de catalasa a una concentracién
final de 1300 U/mLy 100 uL de acido acético 0.2
M. La muestra se centrifugd a 3000 rpm duran-
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te 5 min. El sobrenadante se ley6 en un espec-
trofotémetro marca Beckman Coulter DU 800 a
una longitud de onda de 655 nm. Se definié una
unidad de actividad de MPO como la cantidad de
enzima necesaria para catalizar un incremento en
la absorbencia de 0.1 a 655 nm por minuto a
25°C. La actividad especifica de MPO se expre-
s6 en U/mg de proteina™.

Actividad de PON-1. Para la determinacién
de la PON se sigui6 el método de Abbott et
al.’”, utilizando 25 ul de plasma adicionado con
eserina 5x10¢ My 10 minutos de incubacién en
ausencia de luz, transcurrido el tiempo sefiala-
do se tomaron 20 uL de la muestra y se les
agregaron 480 uL de una solucién Tris HCI 90
mM pH 8.5, que contenia CaCl, 1.9 mM, NaCl
3.6 mM y Paraoxon 2.5 mM, se mezclé por
inversion y se leyé en un espectrofotémetro marca
Beckman Coulter DU®800 a una longitud de
onda de 405 nm durante 5 min. La actividad
especifica de la PON-1 se expresé en nmol
p-nitrofenol/mg de proteina™.

Para el tratamiento estadistico se realiz6 la
U de Mann-Whitney para la comparacion en-
tre los grupos y la correlacién de Spearman para
las variables de funcién respiratoria y actividad
enzimatica.

RESULTADOS

En la Tabla | se muestran las caracteristicas gene-
rales de los individuos estudiados.

En la Figura 1, se muestran los resultados de
la actividad de la MPO en donde se observa que
la actividad de la enzima fue 42% mayor en el
grupo de pacientes con asma comparado con el gru-
po de sujetos clinicamente sanos (57.31 = 7.2 U
vs33.34 = 4.7 U p<0.05). En la Figura 2 se pre-

Tabla I. Caracteristicas generales de los individuos
estudiados.

Grupo control  Pacientes con asma

Sexo Q@11 Q17

o 08 o 04
Edad 445 + 7.6 53.7 +13.5
IMC 266 £29 31276
FEV1(%) 1015114 74.4 £ 21.6
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Figura 1. Actividad de la mieloperoxidasa en plas-
ma de pacientes con asma.
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Figura 2. Actividad de paraoxonasa en plasma de
pacientes con asma.

senta la actividad de la PON-1 que fue 52% ma-
yor que en el grupo control (0.09 = 0.1 nmol p-
nitrofenol/mg prot vs 0.05 = 0.01 nmol p-nitro-
fenol/mg prot p<0.01). En la Figura 3 se
presentan los valores para establecer una corre-
lacién inversa entre el FEV, y la actividad de la
enzima MPO con una r de Spearman de -0.57,
mientras que la actividad de la PON mostr6 una
correlacion directamente proporcional (Figura 4)
con el FEF, __ con una r de Spearman de 0.64.

DISCUSION

En este trabajo se demuestra, por primera vez,
que las enzimas implicadas tanto en la produc-
cion de ERO como en la proteccién del dafo a

5.0+ Spearman r = -0.57
R p<0.05
. r2=0.34
L]
o o o .
> 2.5+ °
o . .
® ®ooe
° L]
0.0-
I T T T 1
0 25 50 75 100

MPO (U/mg prot)

Figura 3. Correlacion de la mieloperoxidasa/FEV1
en pacientes con asma.

Spearman r = 0.64

200+ p<0.01
r2 =0.30

FEF25-75%
5]
?

0.00 0.05 O.I’IO 0.15 0.20
PON-1

Figura 4. Correlacién de la paraoxonasa/FEF,, , en
pacientes con asma.

lipidos por estas especies, como son la MPO y la
PON-1 respectivamente, se encuentran alteradas
en los pacientes con asma. Se ha demostrado
que la generacién intermitente de las ERO como
consecuencia de una activacion constante de los
leucocitos debido a una inflamacién crénica, pue-
de modificar la respuesta de las vias aéreas al
reto con acetilcolina y bradicinina', y que las
células leucocitarias obtenidas por lavado bron-
quioalveolar de estos pacientes producen una
mayor produccién de ERO, comparadas con las
de sujetos sanos?, respuesta que es inversamen-
te relacionada con el volumen espiratorio forza-
do del primer segundo (FEV,) asi como con el flu-
jo espiratorio pico (PEF)en los pacientes
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asmaticos?'. Por otro lado, se ha mostrado la exis-
tencia de un incremento en la concentracién de
marcadores de lipoperoxidacion en el aire espi-
rado de los pacientes con asma?'%. Los leucoci-
tos residentes en la via aérea de estos pacientes
manifiestan una mayor produccién de ERO; de ma-
nera similar a los neutrdfilos circulantes que tam-
bién incrementan la generacién de radicales libres
in vitro cuando estan en contacto con contami-
nantes ambientales como es el caso del material
particulado, y en especial las PM _, , >*. Las nano-
particulas (PM_, ) son capaces de atravesar la ba-
rrera alveolocapilar e ingresar al torrente circula-
torio induciendo la activacion de las células
leucocitarias con la consecuente produccion de
especies reactivas del oxigeno a nivel periférico
provocando dafio a otros érganos de la economia.
Este hecho es muy importante ya que la genera-
cién de estas especies no esta confinada al com-
partimiento pulmonar, y en consecuencia puede
ejercer dafo sistémico afectando la evolucion del
asma y de otros padecimientos en el caso de exis-
tir comorbilidad como es el caso de la frecuente
asociacion asma-diabetes, asma-hipertension.
Debido a la importancia de los hallazgos que
se presentan en esta comunicacién, se estan
ampliando para generar otras publicaciones.

CONCLUSIONES

La actividad de MPO fue 45% mayor y la PON-1
45% menor en los pacientes con asma, compa-
rados con el grupo control. Estos resultados repre-
sentan evidencia de que estos pacientes se en-
cuentran cursando con un EO que se expresa por
el aumento en la actividad de la MPO y un de-
cremento en la actividad de la PON-1, lo que
tiene un impacto negativo en su funcién pulmo-
nar traduciéndose en un inadecuado control. Este
estado de EO puede verse agravado o acentuado
por la exposicion a los contaminantes ambienta-
les, implicando un mayor riesgo para la evolucién
y adecuado control de este padecimiento.
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