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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) suponen la primera causa de muerte
en los paises desarrollados y se ha estimado que en el ano 2010 también lidera-
ran las causas de muerte en los paises en vias de desarrollo. Numerosos estudios
epidemiolégicos han confirmado la relacion entre colesterolemia y ECV, postulan-
dose que el descenso de los niveles séricos de colesterol produce una disminucién
de la incidencia y la prevalencia de muerte por cardiopatia isquémica y ECV.
Ademas se ha demostrado que la concentracién elevada de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) es un factor de riesgo, mientras que la de lipoproteinas de alta den-
sidad (HDL) es un factor protector frente a la ECV.

Muchos autores han sugerido que esta accién beneficiosa de las HDL se debe
a que unida a su molécula existe una enzima denominada paraoxonasa (PON1). La
PONI1 es un enzima que presenta varias actividades in vitro: paraoxonasa, ariles-
terasa, y lactonasa. Parece inhibir la oxidacién tanto de las LDL como de las HDL
y facilitar el transporte reverso del colesterol, disminuyendo asi el riesgo de ateros-
clerosis.

Su mecanismo de accién, propiedades cataliticas y sustratos naturales aun se
desconocen. Se han desarrollado algunos métodos espectrofotométricos y calori-
métricos para determinar su actividad arilesterasa que aunque muy utilizados no
son muy sensibles y los resultados obtenidos no son muy reproducibles. En este
trabajo se revisan muchos aspectos centrales referentes a esta enzima: mecanismos
de accion, regulacion por diferentes sustratos y mecanismos genéticos y dieta.
Ademis se presenta un método que utilizando como tampén un mimético de suero
permite obtener resultados mas fiables y reproducibles de actividad arilesterasa en
humanos y ratones. Por otra parte, se detectan posibles efectos de los polimorfis-
mos sobre los valores basales de actividad arilesterasa en individuos con riesgo
cardiovascular incrementado.

Palabras clave: Arilesterasa.—Aterosclerosis.—LDL-oxidada.—Mimético de sue-
ro humano.—Polimorfismos.

SUMMARY

Arylesterase. Methodological and Functional Aspects of a Key Enzyme
in the Cardiovascular Disease. Part I

Cardiovascular diseases (CVD) are the first cause of death in developed countries
and it is estimated that by 2010 they will also be the leading cause of death in
developing countries. Epidemiologic studies have demonstrated that reduction of
total serum cholesterol decreases prevalence and death rates associated with
ischemic cardiopathy and CVD. Furthermore, a high concentration of LDL is
considered a risk factor, while high levels of HDL are thought to be a protective
factor.
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Many authors have suggested that HDL-bound PON1 enzyme may confer the
protective effects to HDL. PON1 is an enzyme with several in vitro activities:
paraoxonase, arylesterase, and lactonase. It has been reported that PON1 inhibits
LDL and HDL peroxidation, as well as it facilitates the cholesterol reverse transport,
helping to inhibit the development of atherosclerosis.

Its native substrates, its in vivo mechanism of action and its molecular targets
in the human body are still unknown. Nevertheless, calorimetric and
spectrophotometric methods, very often employed but reaching to low very precise
and sensible results, to determine its arylesterase activity have been developed. In
this paper several aspects of this enzyme such as the mechanism of action, the
regulation by substrates, genes and diet, are reviewed. Moreover, we present a
method that uses a serum mimetic buffer that permits to obtain more precise and
reproductible results of the arylesterase activity in humans and mice. Furthermore
the relationship between PON1 polymorphisms and arylesterase activity is also
tested in subjects at increased CVD-risk.

Keywords: Arylesterase.—Atherosclerosis.—Oxidized-LDL.—Human serum
mimetic.—Polymorphisms.

Las enfermedades del corazén y del sistema circulatorio ocasionan
1,9 millones de muertes al afo en la Unién Europea (1). Este dato
representa aproximadamente la mitad de todas las defunciones que se
producen en los paises europeos; de este grupo de enfermedades, la
cardiopatia isquémica es una causa fundamental de defuncién. La
cardiopatia isquémica conduce a muchas muertes prematuras y, dado
que la asistencia sanitaria de las ECV es cara y prolongada, constitu-
ye también una gran carga econémica en Europa. En Esparia el coste
debido al tratamiento de las ECV supone casi unos 7.000 millones de
euros al afio (1).

En Espana, las enfermedades cardiovasculares se mantuvieron
como primera causa de muerte, representando el 33,3% del total de
defunciones (una de cada tres) (2). Dentro de este grupo, la cardio-
patia isquémica fue la primera causa de muerte entre los hombres
(con 21.898 defunciones), mientras que las enfermedades cerebro-
vasculares fueron la principal causa entre las mujeres (20.049 defun-
ciones) (2).
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ATEROSCLEROSIS

Se considera que la aterosclerosis es un tipo de arteriosclerosis. El
término arterioesclerosis describe el engrosamiento y rigidez de las
arterias. Existe una arteriosclerosis fisiol6gica que obedece a cambios
constitucionales debidos fundamentalmente al envejecimiento arte-
rial, entre los que destacan el entrecruzamiento de las fibras de cola-
geno y la disminucién de la elastina en la pared arterial.

Sin embargo, el término aterosclerosis se aplica a diversos tipos
de procesos que producen una lesién proliferativa de las capas inti-
ma y media arterial tras la formacién de acimulos fibroadiposos,
que terminan por invadir la luz de las arterias y junto con procesos
trombéticos, comprometen la funcionalidad circulatoria de los vasos
originando un proceso de indole isquémica. La aterosclerosis es una
enfermedad multifactorial que comienza a desarrollarse en la infan-
cia y tarda muchos afios en manifestarse.

La pared de los vasos consta de tres capas que desde su luz al
exterior son: la intima, compuesta de células endoteliales, la media,
formada por células de musculo liso, y la adventicia por tejido
conjuntivo. La etiologia de la aterosclerosis no esta aun bien defini-
da, aunque existen varias hipétesis que explican su inicio. Goldstein
y col. (3) desarrollaron la teoria lipidica de la aterosclerosis, segin
la cual, la presencia de niveles elevados de lipoproteinas de baja den-
sidad (LDL), quilomicrones (QM) y lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) incrementan la captaciéon de las células endotelia-
les, células del musculo liso y macréfagos por un incremento en la
expresion de los receptores especificos de dichas lipoproteinas. Par-
ticularmente, los niveles de LDL regulan la expresién de los recep-
tores que hacen que las LDL se introduzcan en las células y liberen
su colesterol acumulandose en el interior de las células. El acamulo
de colesterol en las células produce, por algin mecanismo no bien
conocido, el desarrollo de la aterosclerosis. Posteriormente Ross (4)
desarrolla la teoria del dafo tisular, en la que propone que son los
cambios que tienen lugar en el endotelio vascular los que inician el
desarrollo de la aterosclerosis. Este dafio en el endotelio vascular
produce una disfuncién endotelial que se traduce en un incremento
de la permeabilidad a las lipoproteinas y otros constituyentes del
plasma, en la activacién de la adhesién molecular de los leucocitos
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y de la migraciéon de los mismos a través del endotelio vascular. En
1989 se desarrolla la hipétesis unificadora de la teoria lipidica de la
aterosclerosis y la respuesta al dano endotelial con los conocimien-
tos sobre el papel de las LDL oxidadas tanto en el inicio como en la
progresion del proceso aterosclerético (comprobado en numerosos
estudios in vitro asi como en experimentacién con animales) (5).

Las LDL se sintetizan en el higado y transportan en el hombre
mas de dos tercios del colesterol hacia los tejidos periféricos. Se
acepta universalmente que altos niveles de LDL en plasma consti-
tuyen un factor importante de riesgo de ECV (6). Sin embargo, el
mecanismo por el que las LDL penetran en la pared arterial no se
conoce todavia; si bien es cierto que hay algunos factores que indu-
cen la entrada de las LDL en la capa intima, tales como la predis-
posicién genética, el aumento de su concentracién plasmatica, su
menor tamarfio, el aumento de la permeabilidad en los lugares sus-
ceptibles a la formacion de la placa de ateroma, la presién arterial,
la disminucién del flujo sanguineo en las zonas dafiadas y el dafo
mecanico o inmunolégico. Ademaés también se han relacionado altos
niveles plasmaticos de TG (TG) con el riesgo de desarrollar ECV y
aterosclerosis. Asi se cree que las lipoproteinas ricas en TG (TRL)
participan en el desarrollo de la placa de ateroma (7).

Como posible mecanismo de entrada de estas lipoproteinas en los
monocitos y en las células musculares lisas, se ha propuesto la fa-
gocitosis a través de varios receptores como el receptor de LDL y el
receptor de VLDL. Aunque atin no se conoce con claridad, se cree
que en el reconocimiento de las LDL esta implicada la apolipopro-
teina (Apo) B100 que se unira al receptor de LDL cuya expresion
esta regulada por la concentracién del colesterol libre en la célula.
A su vez, esta unién es promovida por mediadores inflamatorios
(citoquinas y factores de crecimiento) como: factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), factor de necrosis tumoral a (TNF-o) e interleukina-1 (I1-1)
que estimulan la transcripcién de los receptores de LDL en la super-
ficie celular (7).

Dentro de la capa intima, las LDL sufren modificaciones tanto en
la fraccién proteica, la ApoB se fragmenta en péptidos mas pequerios
susceptibles de reaccionar con moléculas oxidadas (7) como en la frac-
cién lipidica, produciéndose la peroxidacién lipidica que las convierte
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en LDL-oxidadas (LDL-ox) (8). Dicho proceso de oxidacién de las LDL
sigue un mecanismo cadtico y autopropagativo (8) en el que se for-
man LDL-ox y LDL-ox minimamente oxidadas (mmLDL-ox).

Ademas de producirse una acumulacién de LDL, también se
encuentran en la subintima lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), QM vy lipopro-
teina (a) [Lp (a)] que parecen favorecer la llegada y adhesion de los
monocitos a las células endoteliales, que constituye el siguiente paso
del proceso aterosclerético y contribuira a la formacién de la estria
grasa (7). Sin embargo, son necesarios mas estudios para determinar
el papel de todas estas lipoproteinas en la formacién de la placa de
ateroma.

Las LDL-ox son reconocidas por los receptores scavenger promo-
viendo la adhesién de monocitos y neutréfilos a la pared endotelial
a través de moléculas derivadas de los lipidos como son los leuco-
trienos (LT) y la P-selectina (7), y la formaciéon de las células espu-
mosas que constituyen la estria grasa. En los estadios iniciales de la
aterosclerosis aparecen altos niveles de moléculas de adhesién vas-
cular (VCAM-1) e intracelular (ICAM-1), proteina quimiotactica de
macroéfagos (MCP-1) y el factor estimulante de colonias de macrofa-
gos (MCSF) (6).

El siguiente paso como consecuencia de la migracion y divisién
de células musculares lisas y la formacién de fibras de elastina y co-
lageno es la formacién de la capa fibrosa (7). En esta fase disminuye
el grosor de la capa media y se aumenta el tamarfio y la inestabilidad
de la lesién endotelial. Esta etapa esta regulada por factores de cre-
cimiento y quimiotécticos liberados por monocitos, células muscu-
lares lisas, células espumosas y células endoteliales, como son: PDGF,
TNF-a, 11-6, 1I-1B, factor de crecimiento transformador (TGF-B) y el
factor de crecimiento epidérmico unido a heparina (HB-EGF) (7).
Las LDL-ox favorecen la migraciéon de las células musculares a
la intima y el depésito de sustancias insolubles en el interior de la
placa, colageno y fibroblastos. Este proceso deberia ser inhibido por
las metaloproteinasas (MMP) que tienen un efecto proteolitico de la
placa, sin embargo son inhibidas por las LDL-ox (7).

En las lesiones ateromatosas avanzadas se observa una gran fra-
gilidad arterial que suele producir la ruptura de la placa, hemorra-
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gias internas y trombosis (6). Se ha postulado que la calcificacién de
las placas de ateroma puede deberse a la diferenciacién de los fibro-
blastos en osteoblastos (7).

Por altimo, se produce una necrosis tisular como consecuencia
de la apoptosis de los macréfagos, los fibroblastos y las células en-
doteliales por accién de los productos oxidados derivados del coles-
terol (7). Por lo tanto, esta etapa necrética se basa en la apoptosis
celular que favorece la calcificacion de la placa.

HDL Y ATEROSCLEROSIS

Numerosos estudios epidemiolégicos han demostrado la relacién
inversa entre concentracién de HDL y riesgo cardiovascular (9). Tam-
bién se ha senalado que las HDL tienen actividad antioxidante y son
capaces de inhibir la peroxidacién lipidica de las LDL (9).

Las HDL son las lipoproteinas mas pequenas (diametro = 7,
4-12 nm) y mas densas (1,063 < d < 1,21 g/mL). No obstante, se trata
de una familia muy heterogénea de lipoproteinas, habiéndose defi-
nido varias subpoblaciones de diferente composicién lipidica y pro-
teica, y por tanto, con densidad, tamarno y carga distintas (10). Estas
diferencias estructurales condicionan, a su vez, que cada subpobla-
cién de HDL tenga funciones fisiolégicas diferentes.

Se sintetizan en el higado y en el intestino (10). Su Apo principal
es la Apo-Al, aunque las de origen hepatico también suelen llevar
ApoA-II, Apo-C y Apo-E. Las HDL nacientes son pobres en lipidos,
de estructura discoidal constituidas por una bicapa fosfolipidica
rodeada de Apo Al. Por captaciéon de colesterol y fosfolipidos de las
VLDL y los quilomicrones (QM) por accién de la lipoproteina lipasa
(LPL), y esterificaciéon del colesterol por accién de la lecitin coleste-
rol acil transferasa (LCAT) se convierten en esféricas (10). Se han
descrito dos subpoblaciones de HDL esféricas diferentes:

— HDL;: ricas en ésteres de colesterol por accién de la proteina
transferidora de ésteres de colesterol (CETP).

— HDL,: ricas en fosfolipidos, triglicéridos y ésteres de coles-
terol.

11
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El metabolismo y formacién de las HDL se esquematiza en la
Figura 1.

LCAT
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Ficura 1. Esquema de la sintesis y metabolismo de las HDL.
LPL: lipoproteinlipasa; CETP: proteina transferidora de ésteres de colesterol;
LCAT: lecitina colesterolacil transferasa; SRBI: receptor scavenger Bl;
ABCAI: transportador ATP binding cassette Al.

Por otro lado, otra de las funciones mas importantes de las HDL
es el transporte reverso del colesterol desde los macréfagos y células
tisulares al higado donde sera excretado directamente o tras su con-
version en acidos biliares (10) (Figura 2). Este ciclo comienza con
la transferencia de FL desde las células por el transportador ABCA1
a las Apo A1l pobres en lipidos formando las pref-HDL, que por un
mecanismo atn desconocido comienzan a cargarse también de co-
lesterol libre (10). Estas prepf-HDL por accién de la LCAT (que este-
rifica el colesterol libre) las convierte en o-HDL esféricas y pequenas
(Figura 3). Por accién de la LCAT y la PLTP sobre estas o-HDL esfé-
ricas y pequenias se convierten en o-HDL grandes y esféricas. Las
HDL son transportadas al higado por dos rutas:

1. Directamente por unién al receptor scavenger SR-B1.
2. Los ésteres de colesterol y los FL, por accién conjunta de la

proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) y la

12



VoL. 74 (1), 5-27, 2008 ARILESTERASA. ASPECTOS METODOLOGICOS...

HL, son transferidos de nuevo a las LDL y VLDL, quienes a su
vez transfieren TG a las HDL formando HDL pobres en éste-
res de colesterol y ricas en TG. Las LDL y las VLDL ingresa-
ran en el higado a través de los receptores de LDL (10) y las
HDL perderan sus TG convirtiéndose de nuevo en pref-HDL.

El colesterol de las HDL sera excretado en forma de acidos bilia-
res, cerrando el ciclo del tranporte reverso del colesterol.

Bilis

HDL, Macrofago
A-1 PI'E-I-HD .- ) )
Y 'LQE?;_ ‘
- E e
ABCAE— g
CETP SRA
LDLR ) g.aﬂ‘b“
o
1B
VLDL/LDL

Ficura 2. Esquema del transporte reverso del colesterol.

EC: ésteres de colesterol; FL: fosfolipidos; CETP: proteina transferidora
de ésteres de colesterol; LCAT: lecitin carnitinaciltransferasa;
ABCAI: transportador ATP binding cassette Al; Al: apolipoproteina;
SRA vy SRBI: receptores scavenger A y Bl.

Ademas se ha comprobado que inhiben la proliferacién de célu-
las endoteliales que favorecen la adhesién de monocitos y fibroblas-
tos en la formacion de la placa de ateroma (11).

Finalmente se ha demostrado una actividad inhibitoria de las
HDL sobre la oxidacién de las LDL (12), sin embargo los mecanis-
mos por los cuales se desarrolla esta actividad inhibitoria aun no
estan claros. Se han propuesto varias hipétesis por las cuales las
HDL podrian tener un efecto antioxidante:

1. Por su capacidad para quelar metales de transicién: esta pro-
piedad es debida a que las HDL tienen adheridas en su super-
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Ficura 3. Esquema de las reacciones catalizadas por la PON1.

ficie ceruloplasmina y transferrina, sin embargo parece que
estas proteinas tienen al mismo tiempo tienen efectos pro y
antioxidantes (13).

2. Por su capacidad para captar los hidroperéxidos de las LDL-
ox y de la superficie celular, transportandolos hasta el higado
donde seran eliminados (12).

3. La accién antioxidante mas importante es la debida a las en-
zimas que tiene unidas aunque sus mecanismos de accién,
localizaciéon y funciones atin no se conocen con certeza (10):

3.1. Factor activador de plaquetas acetil hidrolasa (PAF-AH)
que inhibe la oxidacién de las LDL (10).

3.2. Paraoxonasa 1 (PON1) que inhibe la oxidacién de las
LDL y facilita el transporte reverso del colesterol (12).
El mecanismo de accién y propiedades de este enzima
van a ser comentadas en extensién a lo largo de este
articulo.

3.3. LCAT fosfolipasa D y proteasas: que activan el transpor-
te reverso del colesterol (10).

14
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PON1 Y ATEROSCLEROSIS

La enzima PON 1 obtenida por inmunopurificaciéon se localiza
en una subfracciéon de las HDL donde a su vez se hallan la Apo Al
y la Apo J o clusterina (14, 15). Su presencia se ha detectado en las
HDL, y en las lipoproteinas de muy alta densidad (VHDL) (14). Dicha
Apo J interviene en la regulacién y prevenciéon de la histolisis, el
transporte lipidico, la apoptosis y la protecciéon de las membranas
celulares en las que se expresa (15). Todo esto hace pensar que la
Apo J es un factor protector del endotelio. De hecho, la concentra-
cion de esta Apo esta aumentada en las fases agudas de la ateroscle-
rosis. Algunos autores sugieren ademaés que la Apo J circula unida a
las HDL con el propésito de regular el transporte y la redistribuciéon
lipidica (15).

La PON 1 es una glicoproteina Ca’*-dependiente de 44 kDa que
presenta varias actividades principalmente (15) (Figura 3):

e Paraoxonasa (EC 3.1.8.1). Hidroliza compuestos organofosfo-
rados (paraoxén, soman, sarin, etc.).

e Arilesterasa (EC 3.1.1.2). Hidroliza ésteres aromaticos como el
acetato de fenilo.

e Lactonasa. Hidroliza lactonas aromaticas y alifaticas (dihidro-
cumarina, lactona del d4cido homogentisico) ademaés de catali-
zar la reaccién reversa de lactonizaciéon de acidos hidroxicar-
boxilicos.

La PONI1 acaba de ser recientemente purificada y cristalizada por
Harel y col. (16, 17) mediante evolucién directa a 2,2 A de resolucién.
La PONI1 parece tener una estructura helicoidal de seis hojas-B, cada
hoja formada por cuatro hebras. La hoja beta esta estabilizada por un
cierre tipo «cremallera» constituido por puentes de hidrégeno entre
el grupo amida y el grupo carboxilo de un filamento adyacente y los
radicales se disponen alternativamente a uno y otro lado de la cadena
polipeptidica y se complementa ademas por un puente disulfuro en-
tre la cisteina (cys) 42 (hebra 6D) y la cys353 (hebra 6C) (16). Contie-
ne dos moléculas de Ca** en el tiinel central de la hélice, una en la par-
te superior (Cal) y otra en el centro (Ca2) con una separacion entre
ambos de 7,4 A (16). Se cree que la molécula Ca2 tiene una funcién
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meramente estructural pero cuya disociacién da lugar a una desnatu-
ralizacién irreversible (16). Sin embargo al Cal se le ha denominado
el «calcio catalitico» (18). Harel y col. (16, 17) sugieren que el centro
activo de la PON1 esta formado por un Ca®* en la parte superior, un
PO,* y una pareja de histidinas (hys) unidas por enlace de hidrégeno
en posiciéon 115y 134 (Figura 4). Estudios posteriores de mutagénesis
dirigida sustituyendo en la posicién H115 histidina por triptéfano han
demostrado que aunque se inhibe la hidrélisis del acetato de fenilo la
PONI1 sigue manteniendo su actividad frente al paraoxén (19).

His134 M H3134 N’H
L) 3
P N
N ) OH
NS H
Hst1s o Hist15 A, 2
.

FiGura 4. Centro activo de la PON1 propuesto por Harel y col. (16, 17)
y mecanismo sobre el acetato de fenilo propuesto por Sdnchez-Montero
y Nus (20).

En la actualidad se desconocen sus propiedades cataliticas, sus
sustratos naturales, su mecanismo de accién in vivo y su diana en el
organismo. Sin embargo, numerosos estudios han llegado a la conclu-
sion de que las propiedades antiaterogénicas de la PONI1 se deben a:

1. Inhibicién de la peroxidacién de las LDL

Aviram y col. (21) han demostrado que la PON1 inhibe la oxida-
cién lipidica tanto de las LDL como de las HDL. Se ha sugerido que
para inhibir la oxidacién de las LDL actta hidrolizando fosfolipidos
oxidados e hidroxiperéxidos del linoleato de colesterilo que estan
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presentes en las LDL oxidadas (21). Ademas se cree que también
actuia hidrolizando peréxidos presentes en las lesiones ateroscleroti-
cas inhibiendo por tanto la progresién de la placa de ateroma (21).

Ademas se ha visto que el grado de oxidacién de las LDL se rela-
ciona inversamente con la actividad arilesterasa. Aviram y col. (22)
han desarrollado dos hipétesis por las cuales la PON1 podria inhibir
la oxidaciéon de las LDL:

a) debe tener una actividad peroxidasa que inhibe el inicio de la
peroxidacion de las LDL;

b) debe actuar estequiométricamente como un «enzima suici-
da» con lipidos oxidados unidos a las LDL-Ox.

A su vez, las LDL-Ox producirian su efecto inhibitorio sobre la
PONI1 por tres posibles mecanismos de accion:

a) por la unién de un i6n Cu** a la PONI;
b) por la unién directa de los radicales libres a la PONI1,;

¢) por la unién de peréxidos asociados a las LDL-Ox.

2. Inhibiciéon de la producciéon de moléculas de adhesién

Algunos estudios han sefialado que la concentraciéon elevada de
HDL inhibe la expresion de algunas citoquinas (23). El grupo de Mac-
kness y col. (23) estudiaron la posible accién que podria ejercer la
PONI1 sobre este efecto, y verificaron que tanto la PON1 purificada
como la unida a las HDL inhiben la sintesis de MCP1 a diferencia de
las HDL sin PON1 que no ejercian este efecto. La hip6tesis que enun-
ciaron fue que la expresion MCP1 se ve estimulada por una elevada
concentraciéon de LDL-ox. Dado que la PON1 inhibe la peroxidacién
lipidica, la sintesis de este enzima también disminuia en su presencia.

3. Inhibicién de la formaciéon de células espumosas

En un estudio llevado a cabo por Fuhrman y col. (24) observaron
que al inyectar PON1 en macréfagos de ratones se disminuia el
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contenido en lipidos oxidados en su interior, lo que resultaba en una
disminucion en la sintesis del receptor «scavenger» CD36 y por tanto
en una disminucién de la captaciéon de LDL-ox en la lesién ateros-
clerética.

4. Inhibicién de la biosintesis de colesterol
por los macréfagos

La acumulacién de colesterol en las células endoteliales y en los
macroéfagos de la lesion aterosclerética puede deberse a sobreexpre-
sién de receptores scavenger aumentando la captacién de LDL-ox, a
disminucién del transporte reverso del colesterol o a un aumento en
la biosintesis celular del colesterol (25). Por otro lado, se ha encon-
trado en las lesiones aterosclerdticas, la enzima PON1 de la cual se
ha descrito una actividad similar a la de la PLasa-A, hidrolizando
aldehidos de proteoliposomas fabricados con fosfatidilcolinas e iso-
prostanos de fosfatidilcolina en la posicion sn-2 dando lugar a liso
fosfatidilcolina (LPC) (25). Las LPC inhiben la biosintesis hepatica
del colesterol por inhibicién de la formacién de lanosterol un pre-
cursor del colesterol (25).

5. Activacion del transporte reverso

En un estudio llevado a cabo por Rosenblat y col. (26) concluye-
ron que el transporte reverso del colesterol desde los macréfagos via
el transportador ABCA1 estaba incrementado cuando las HDL esta-
ban unidas a la PON1, sin embargo en HDL mutantes sin PONI1 el
transporte reverso se inhibia. Concluyeron que una vez mas, la sin-
tesis de LPC por la PON1 era la que favorecia la adhesion de las
HDL al transportador ABCAI1 facilitando el flujo de colesterol desde
los macréfagos (26).

PON1 Y FACTORES DE RIESGO DE LA ATEROSCLEROSIS

La actividad arilesterasa se encuentra disminuida en pacientes
con enfermedad coronaria diagnosticada por angiografia (27). Ade-
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mas se puede utilizar como factor de riesgo de un episodio cardio-
vascular (28).

Por otro lado, en numerosos estudios epidemiol6gicos la PON1
ha sido relacionada con muchos de los factores de riesgo que se
consideran controlables en la prevencién de la aterosclerosis. Las
actividades paraoxonasa/arilesterasa se encuentran disminuidas en
pacientes con hipercolesterolemia familiar (28), y tras el tratamiento
con simvastatina la actividad paraoxonasa aumenta significativamen-
te mientras que la arilesterasa sélo tiene una tendencia a aumentar.

Se ha detectado una menor actividad arilesterasa en diabéticos
tipo-1 y tipo-2 respecto a controles sanos, aunque no se ha encontra-
do una menor concentraciéon de PON1 (29). Se postulé que habria
moléculas glicosiladas en la sangre de los diabéticos que inhibirian
la actividad arilesterasa. En un estudio realizado por Sutherland y
col. (30) en una poblaciéon de mujeres postmenopausicas y con dia-
betes tipo-2 a las que se les sometia a un tratamiento hormonal sus-
titutorio durante seis meses, se concluyé que la actividad arilestera-
sa aumentaba significativamente y este aumento estaba relacionado
positivamente con las HDL.

Se ha determinado que la actividad PONI1 estd disminuida en
cirrosis y hepatitis crénica ya que es sintetizada en higado (31),
empleandose como marcador de dafio hepatico.

La actividad arilesterasa se encuentra disminuida en pacientes
sometidos a hemodialisis respecto a sujetos sanos, seguramente
como consecuencia del desarrollo paralelo de una enfermedad car-
diovascular (32).

Se han hecho algunos estudios para ver qué efecto ejerceria la
dieta sobre la actividad de este enzima. Asi, Sarandol y col. (33)
observaron una disminucién de la actividad arilesterasa y lo asocia-
ron a un mejor status antioxidante positivo que produce un consu-
mo moderado de vino. Wallace y col. (34) concluyeron que el aceite
de oliva tiene un efecto antiaterogénico postprandial por aumentar
la concentracién de arilesterasa en mujeres diabéticas y de mediana

edad.

Por otro lado, la actividad arilesterasa se he visto disminuida en
fumadores y por la exposicion a radiaciones ionizantes (15).
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POLIMORFISMOS DE LA PON1
Y RIESGO CARDIOVASCULAR

El gen que codifica el enzima PONI1 se localiza en el brazo largo
del cromosoma 7 entre los pares de bases 94.571.639 y 94.598.495,
y esta formado por 26.856 pdb (15). Hasta el momento se han iden-
tificado siete polimorfismos en el gen de la PON1 (15).

1. En la regiéon reguladora:

1.1. En la posicién -909. Se debe a la sustitucién de una
guanina (G) por una citosina (C). Este polimorfismo no
parece afectar a la expresion de la actividad arilesterasa
de forma independiente, pues presenta un desequilibrio
de enlace con el resto de los polimorfismos (35).

1.2. En la posicién -832. Se debe a la sustitucién de una
adenina (A) por una G. Los individuos con el polimor-
fismo —832A presentan una mayor actividad arilesterasa
y una mayor concentracién de PON1 que los individuos
-832G (35).

1.3. En la posiciéon —-162. También debida a la sustitucién de
una A por G. Se ha observado una mayor actividad ari-
lesterasa en los individuos que presentan A en lugar
de T (35). Esta diferencia de actividad es menor que
para el polimorfismo de la posicién —108, pero esta muy
poco influenciada por el desequilibrio de enlace con los
nucleétidos de las posiciones 55 y 192 (35).

1.4. En la posiciéon -126. Se debe a la sustitucién de una C
por G (35). No se ha observado ningiin efecto significa-
tivo sobre la actividad arilesterasa (35).

1.5. En la posicién —-108. Debida a la sustituciéon de una C
por una timina (T). Se ha observado una mayor activi-
dad arilesterasa para el haplotipo C que para el T, pero
parte de esta diferencia es debida en un 6% al polimor-
fismo 192 y en un 4% al polimorfismo 55 de la regién
codificadora (35). Se trata de una posicién muy impor-
tante para la expresion de PON1 en humanos, segura-
mente porque esta asociado al sitio de unién del factor
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de transcripcién SP1 (35). El alelo —-108T se ha asociado
con riesgo cardiovascular incrementado en pacientes
con diabetes tipo 2 (36).

2. En la regién codificadora:

2.1.

2.2.

En la posicién 55. Se debe a la sustitucion de una leu-
cina (L) por una metionina (M) (15). Aunque en un
principio asociaron sus diferencias de actividad al poli-
morfismo 192, posteriormente se ha definido una ma-
yor actividad paraoxonasa en los portadores PON1-55L
que es independiente de PON1-192 (37). La mayoria de
los estudios de intervenciéon han asociado también el
polimorfismo PON1-55L con un incremento del riesgo
cardiovascular (37), pero aparecen resultados contra-
dictorios en funcién de factores intrinsecos tales como
la raza y la edad (37).

En la posicién 192. Se produce una sustituciéon de una
glutamina (Q) por una arginina (R) (15). Los portadores
PON1-192R presentan una mayor actividad frente al
paraoxon y una menor actividad frente a soman y sarin
que los portadores PON1-192Q (38). La actividad ariles-
terasa frente al acetato de fenilo no se ve afectada por
ambos polimorfismos (38). Por otro lado, se ha asocia-
do una mayor capacidad para prevenir la oxidacién de
las LDL en las HDL que contienen PON1-192R (15). En
cuanto a su papel predictor de ECV, aun existen mu-
chas controversias, ya que algunos estudios indican que
el polimorfismo PONI1-192R estd relacionado con la
ECV, pero en otros estudios no se encuentra dicha aso-
ciacién (15).

Todos estos resultados han llevado a plantear un tema de debate
muy importante entre los investigadores, ya que los mismos polimor-
fismos que se han relacionado con una mayor actividad paraoxonasa
PON1-L55 y PON1-192R se han relacionado también con un mayor
riesgo de desarrollar una ECV, surge por tanto la pregunta ¢;qué es
mas importante el genotipo o el fenotipo (actividad) para predecir el
riesgo de ECV? Atin no se ha llegado a un consenso para resolver esta
cuestion, por lo que esperamos colaborar con nuestro estudio.
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ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LOS POLIMORFISMOS
PON1-L55M Y PON1-Q192R SOBRE LA ACTIVIDAD
ARILESTERASA EN INDIVIDUOS CON RIESGO
CARDIOVASCULAR INCREMENTADO

Nuestro equipo ha determinado el genotipo en 23 voluntarios con
riesgo cardiovascular incrementado para los polimorfismos PON1-
L55M y PON1-Q192R (39). Los pacientes seleccionados con riguro-
so control debian cumplir los siguientes criterios de inclusién:
edad: hombres > 45 afios; mujeres postmenopausicas (> 50 afios);
IMC > 25 kg/m?. Ademads, una de las siguientes caracteristicas debia
ser presentada: colesterol total > 5,69 mmol/L, ser fumador (> 10 ci-
garrillos al dia) y/o hipertensién (140-90 mm Hg de presién arte-
rial sistélica/diastélica respectivamente). Se determiné su activi-
dad arilesterasa por el método de Eckerson y col. (40) y por el de Nus
y col. (41).

La frecuencia genotipica en ambos sitios de restriccién del enzi-
ma (55 y 192) de los voluntarios con riesgo cardiovascular incremen-
tado cumplia el equilibrio de Hardy-Weinberg (x> < 3,84; p > 0,05).
Ademas los participantes presentaron unas frecuencias genotipicas
que se encontraban entre las frecuencias descritas para sujetos sanos
y sujetos hipercolesterolémicos (28) (Tabla 1).

No se encontraron diferencias significativas en funcién de nin-
guno de los dos polimorfismos para la actividad arilesterasa cuando
ésta fue medida por el método de Eckerson y col. (40), coincidiendo
con el resto de las fuentes bibliograficas (15). Sin embargo, se en-
contré una interaccion PON1-L55M*PON1-Q192R casi significativa
(p < 0,1) para la actividad arilesterasa medida por el método de Nus
y col. (41). Estratificando la poblacién en cuatro grupos en funcién
del genotipo para PONI1-L55M y PONI1-Q192R: [LL, QQJ; [LL,
(QR+RR)]; [(LM+MM), QQJ; [(LM+MM), (QR+RR)] y desechando
los grupos con genotipo [LL, QQ] y [(MM+ML), (QR+RR)] debido al
bajo namero de individuos que los presentaban, se buscaron si exis-
tian diferencias significativas entre ellos. Los voluntarios con geno-
tipo [(LM+MM), QQ] presentaban una menor actividad arilesterasa
medida por el método de Nus y col. (41) (p=0,014) que el grupo [LL,
(QR+RR)] (39) (Figura 5).
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TaBra 1. Frecuencias genotipicas de sujetos con riesgo cardiovascular
incrementado, hipercolesterolémicos (28) y controles sanos (28)

Genotipo infrfeersngeontc;do Hipercolesterolémicos (28) Controles (28)
PON1-55

LL 0,35 0,26 0,33

ML 0,52 0,62 0,50
MM 0,13 0,12 0,17
PON1-192

QQ 0,52 0,62 0,50

QR 0,30 0,32 0,40

RR 0,17 0,06 0,11

Es la primera vez que se ha encontrado que los polimorfismos
PON1-55L y PON1-192R estan asociados a una mayor actividad
arilesterasa. Se puede concluir que estas diferencias se deben al
método de Nus y col. (41) empleado para medir la actividad ariles-
terasa, ya que el método de Eckerson y col. (40) sobreestima la
actividad enzimatica, y este efecto es mas importante en muestras
con muy baja actividad arilesterasa.

60

50

40

30

20

5%

Actividad arilesterasa (U/L)

[LL, (QR+RR)][(LM+MM), QQ]
Genotipo

FiGura 5. Actividad arilesterasa en sujetos con riesgo cardiovascular
incrementado que presentan el genotipo [(LM+MM), QQJ] y [LL, (QR+RR)].
*p<0,05.
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