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0. ACRONIMS

8-OHdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina

ABCAT1: ATP-binding cassette subfamily A, member 1
AFCAPS/TexCAPS: Air Force / Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study
Apo: Apoproteina

CARE: The Cholesterol and Recurrent Events

CETP: Cholesterol ester transfer protein

c-HDL: Colesterol-HDL

Cl: Cardiopatia isquémica

c-LDL: Colesterol-LDL

CV: Coeficients de variacio

CHD: Coronary heart diseases / Malalties cardiovasculars
EC: Esters de colesterol

HDL.: High density lipoprotein / Lipoproteina d’alta densitat
HL: Hepatic lipase / Lipasa hepatica

HMG-CoA: 3-hidroximetilglutaril-Coenzim A

IAM : Infart agut de miocardi

IC95% Interval de confianca del 95%

IDDM: Diabetis mellitus tipus |

IL-6: Interleucina-6

IMC: index de massa corporal

LDL: Low density lipoprotein / Lipoproteina de baixa densitat
LIPID: Long-term Intervention with Pravastatin in Ischemic Disease Study
LPL: Lipoprotein lipase

MANOVA: Analisi de la variangca multivariant

MUFA: Acids grassos monoinsaturats

NIDDM: Diabetis mellitus tipus Il

OLAB: oxidized-LDL antibodies

OR: odds ratio

oxPAPC: 1-palmitoil-2-araquidonil-sn-glicero-3-fosforilcolina oxidada



PAF :
PAF-AH:
PAI-1:
PCR:
PEIPC:
PGE-2:
PGl,:
PGPC:
PhAc :
PHMB:
PON1:
POVPC:

PPAR alfa:

PUFA:

REGICOR:

RHT:
SFA:
SR-BI:
TBARS:
TG:
VLDL:

WOSCOPS:

Platelet Activating Factor | Factor activador de plaquetes
PAF-acetilhidrolasa

Inhibidor de 'activador del plasminogen

Reaccié en cadena de la polimerasa
1-palmitoil-2-(5,6-epoxiisoprosta E2)-sn-glicero-3-fosforilcolina
Prostaglandina E-2

Prostaciclina

1-palmitoil-2-glutaroil-sn-glicero-3-fosforilcolina

Fenilacetat

P-hidroximercuribenzoat

Paraoxonasa1
1-palmitoil-2-(5)oxovaleroil-sn-glicero-3-fosforilcolina
Peroxisome proliferator-activated receptors alpha /

Receptors activats per proliferadors peroxisomals alfa

Acids grassos poliinsaturats

Registre Gironi del Cor

Replacement hormone therapy / Terapia hormonal substitutoria
Acids grassos saturats

Scavenger receptor class B type |

Thiobarbituric Acid Reactive Substances

Triglicérids

Very low density lipoprotein / Lipoproteines de molt baixa densitat

The West of Scotland Coronary Prevention Study
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1.1 Malaltia cardiovascular (CHD)

Les malalties cardiovasculars (coronary heart diseases, CHD) es poden classificar en quatre grups:
a) les malalties cerebrovasculars, directament relacionades amb la hipertensio; b) arteriopatia
periférica, que és la manifestacido periférica de [Iarteriosclerosi; c) cardiopatia reumatica,
d’incidéncia baixa actualment en els paisos desenvolupats, perd encara la cardiopatia més
freqlient en els paisos subdesenvolupats; i d) cardiopatia isquémica (Cl), la principal causa de mort

en els paisos desenvolupats en I'actualitat. L’arteriosclerosi és la base etiopatogénica de la Cl.

Les CHD esdevenen la primera causa de mortalitat en els paisos desenvolupats a mitjans del
segle XX 2. Aixd és degut a que les mesures higiéniques, vacunes i antibiotics pal-lien en gran
mesura els efectes de les malalties infeccioses, de manera que I'esperanca de vida en néixer

supera els 50 anys.

L’any 1932 es realitza el primer estudi on s’analitza la relaci6 entre les diferéncies geografiques de
freqiiéncia de Cl i les diferéncies en la dieta, especialment el seu contingut en greix . El 1953, el
Seven Countries Study observa per primera vegada la relacié que hi ha entre les diferéncies
geografiques i la concentracié plasmatica de colesterol en I'aparicié de la Cl *. Basant-se en els
resultats d’aquest estudi, el 1970 es demostra que el risc de presentar una CI esta relacionat amb
el colesterol plasmatic i amb la proporcié de calories de la dieta provinents d’acids grassos saturats
5—12.

Els primers estudis prospectius van servir per identificar factors relacionats amb un major risc de
presentar una Cl: Cooperative Study on Lipoproteins ">, Minnesota Business men study " i 'estudi
de Framingham '°. El 1956 ja s’identifiquen els tres factors de risc principals: colesterol plasmatic
elevat, la hipertensié arterial i I'habit tabaquic '°. Aquests factors de risc més el sexe s'utilitzen
actualment per construir les taules de risc en prevencié primaria i secundaria (vegeu taules
segiients extretes de '").

Actualment les CHD ocasionen entre el 12 y el 45% de totes les defuncions en els paisos

industrialitzats .
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Les manifestacions cliniques de la ClI sén I'angor, l'infart agut de miocardi (IAM) i la mort sobtada.
L’IAM és produit per una isquémia miocardica, que és un déficit d’'oxigen com a consequéncia d’un
desequilibri entre les necessitats i I'aportacié d’oxigen d’'un segment de la massa muscular del cor.
Generalment aquesta situacié és conseqliéncia de l'arteriosclerosi coronaria, procés arterial

obstructiu fonamental en I'etiopatogénia de la ClI.

La incidéncia de IAM en una regié geografica es determina mitjangant registres poblacionals, que
en utilitzar un disseny comu permeten la comparacié entre diferents zones geografiques. La
incidéncia d’lAM a Catalunya es descriu en 2 estudis:

OMS-MONICA-Catalunya realitzat entre 1985-94 ' i REGICOR (registre gironi del cor) realitzat
entre 1990-2 %°.

Les taxes d’incidéncia acumulada (casos nous més casos recurrents) estandarditzada per edat,
entre 35 i 74 anys, i per 100.000 habitants, que es descriuen son de 210 en homes i 34 en dones
en el MONICA-Catalunya, i de 200 homes i 31 dones en el REGICOR.

1.2 Paradoxa del sud del Mediterrani

Segons les dades dels estudis MONICA i REGICOR, la incidencia de IAM a Catalunya és inferior a

21-23

la dels paisos del nord d’Europa, Estats Units o Australia i similars a la d’altres paisos

mediterranis industrialitzats 2*?°.Vegeu grafiques segiients extretes de '%°.
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El 1993 es descriu la “paradoxa francesa”, que en sintesi, consisteix en la preséncia d’'una baixa
incidéncia de CHD a Franga, malgrat una dieta elevada en colesterol i greixos saturats en aquest
pais . D’una manera semblant es pot descriure una paradoxa en d’altres paisos del sud d’Europa,
com Espanya, on es troba una baixa incidéncia d'|AM juntament amb una elevada prevalenga dels
classics factors de risc de CHD. Per exemple, la incidéncia d’'lAM a Minnesota és tres cops
superior a la de Girona, com es pot observar en la taula seglent, tot i que la prevalenca de factors

de risc cardiovascular és més gran a Girona que a Minnesota. Vegeu figura segiient extreta de %’

Incidéncia d’lAM acumulada
x100.000
Homes Dones
Girona 207 48
Minnesota 613 203
Finlandia 915 165
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En algun cas, s’ha explicat aquesta paradoxa per un elevat consum de fruita i peix 2. El nivell
elevat del colesterol contingut en les lipoproteines d’'alta densitat (HDL) es descrit ampliament com
un factor protector contra les CHD en estudis epidemioldgics realitzats arreu del mén, on
lincrement de 1mg/dl del colesterol-HDL (c-HDL) s’associa a una disminucié de la mortalitat
cardiovascular del 1-3.6% 2**°. Malgrat que la concentracié de HDL en el nostre medi és similar a
la d’altres zones geografiques amb molt més elevada incidéncia de CHD *', es pot hipotetitzar que
la HDL en la nostra poblacié pot tenir la seva capacitat protectora incrementada per mecanismes
qualitatius. Un determinant de la composicié qualitativa de la HDL és I'enzim Paraoxonasa1
(PON1), responsable de l'activitat antioxidant de la HDL. Aixi doncs, factors ambientals (dieta,
activitat fisica, tractament amb farmacs, etc.) i també factors genétics relacionats amb la PON1,
poden modular la composicid quantitativa i qualitativa de la lipoproteina i, consequientment,

contribuir a protegir de CHD al nostre medi.
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1.3 Fisiopatologia de I’arteriosclerosi

L’arteriosclerosi ha estat definida per Ross * com una malaltia inflamatoria caracteritzada per una
disfuncié endotelial, causada per diferents agents (LDL oxidades, radicals lliures, homocisteina,
microorganismes, etc.). En condicions normals, I'arteriosclerosi €s un mecanisme de defensa de la
paret arterial contra les agressions que consisteix en la formacié de lesions fibroadiposes o

% i que poden provocar

fibroses que precedeixen o acompanyen als processos inflamatoris
disfuncié endotelial. Aquestes agressions no sén un fet aillat o esporadic en condicions com la
hipercolesterolémia, la hipertensié i el tabaquisme, que constitueixen processos d’agressio

3

permanents *. Per altra banda, el desenvolupament de I'aterosclerosi esta fortament lligat a

I'estrés oxidatiu 3.

La fisiopatologia del procés arteriosclerdtic comenga amb I'acumulacié de lipoproteines a la paret
endotelial i de proteoglicans a la superficie endotelial, on s’hi uneixen monocits i limfocits T

circulants. Vegeu figura segiient extreta de >°.

Fluid
Ehear
Btress

Permeability
gene expression,

ECNOS o |
J ROS

(HPETE)

_ P Minimally
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oxidation - J 2

4

Specific
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Aquestes cél-lules migren a I'espai subendotelial per accié de les substancies quimiotactiques,
produides per cél-lules endotelials, leucocits i céllules del muscul llis *. Els limfocits T i els
monocits diferenciats a macrofags rics en colesterol (ceél-lules escumoses), formen inicialment les

estries grasses en l'intima de la paret arterial. Si se segueix desenvolupant la lesio, cél-lules

musculars llises migren de la media a la intima i proliferen formant plaques grasses que rodegen

una acumulacié extracel-lular de lipids en preséncia de macrofags rics en greixos. El seglent
estadi és el de placa fibrosa, que es caracteritza per I'aparicié d’'una capsula de teixit fibrds i
muscular que creix cap a la llum arterial produint una obstruccié del flux sanguini. La ruptura o
fissura de la placa fibrosa pot produir una hemorragia a la placa, trombosi i, secundariament,
oclusio de l'artéria que produeixi una isquémia del teixit irrigat per aquest vas sanguini, amb risc de

necrosi si es manté durant un temps suficient *.

Dels agents que contribueixen a larteriosclerosi, 'oxidacié de les LDL sembla tenir un paper
important, independentment de I'efecte deleteri de la seva concentracié absoluta ¥, Les LDL
oxidades poden 1) produir una agressio sobre I'endoteli, 2) augmentar I'adheréncia de mondcits i
limfocits T a la paret endotelial, i la posterior migracié cap a l'espai subendotelial (agent
quimiotactic per mondcits i limfocits T), 3) activar la diferenciaci6 de mondcits a macrofags, que
posteriorment acumularan LDL oxidades a través dels receptors scavenger fins convertir-se en
cél-lules escumoses, i 4) activar la produccié local de factors de creixement, citocines i mediadors

inflamatoris secretats pels macréfags, que potencien la proliferacio de les cél-lules musculars llises.

1.4 Lipoproteines d’alta densitat (HDL), els seus enzims i

’arteriosclerosi

El 1975 es descriu per primer cop I'associacié entre el c-HDL i la Cl *°. Varis estudis de cohort
confirmen la relacié entre el baix nivell de c-HDL i I'elevat risc de CHD, independentment del c-
LDL. Entre ells, el Framingham Heart Study *°, i el Honolulu Heart study *'. Posteriorment, dos
assaigs clinics de prevencié primaria amb farmacs hipolipemiants, el Helsinki Heart Study **, amb
gemfibrozil, i el Lipid Research Clinics Primary Prevention Trial, amb colestiramina **, demostren
que un increment de c-HDL disminueix I'incidéncia d’esdeveniments de CHD, independentment de
la disminuci6 del c-LDL. Un increment d’1 mg/dl de c-HDL suposa una disminucié d’entre el 1-3.6
% de mortalitat per CHD i d’un 3.7% de presentar un IAM fatal *.
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A part de les evidencies epidemiologiques, experiments amb animals també donen suport a la idea
de que la HDL exerceix una funcié protectora contra la CHD propia d’aquesta lipoproteina. S’ha
observat que els nivells de HDL dels animals d’experimentacio es correlacionen inversament amb

45;46

el desenvolupament de I'arteriosclerosi i que quan, in vivo, s’eleven els nivells de HDL,

s’aconsegueix una regressié de la lesi6 *'.

A més, pacients amb alteracions genétiques que provoquen nivells de HDL disminuits, acostumen
a desenvolupar arteriosclerosi prematura i Cl “**°. Exemples de deficiéncia de HDL de base
genetica son les mutacions en el gen ApoAl, la malaltia de Tangier, la deficiencia de LCAT, i la

malaltia de I'ull de peix (fish-eye disease).

S’han descrit dos mecanismes principals pels quals les HDL poden exercir aquesta funcio

protectora.

1.4.1-El transport revers de colesterol de les cél-lules perifériques al fetge

LA HDL és la lipoproteina responsable del transport revers de colesterol de les cél-lules
perifériques al fetge, és a dir, promou la sortida de colesterol de cél-lules, com podrien ser els
macrofags o les cél-lules que formen la paret vascular, i el transporta fins als hepatocits *'*2. S’ha
descrit que I'oxidacié de HDL redueix la seva capacitat per promoure I'eflux de colesterol de varies
53-57

cel-lules

En aquesta funcio hi tenen un paper principal les seglients proteines:

Apo (apoproteina) Al: L’apoAl promou l'eflux de colesterol de les cél-lules. L'apoAl és la principal
apoproteina de les HDL *® i actua com a cofactor de I'enzim LCAT, i també uneix a I'enzim PON1.

La sobreexpressio d’apoAl en animals d’experimentacid, inhibeix la progressié de les lesions **'.

En humans, els nivells de ApoAl, estan inversament relacionats amb el risc de CHD *#°2,

A més de promoure l'eflux de colesterol de les cél-lules, I'apoAl també envia colesterol a les
cél-lules, sense que la particula de HDL sigui captada ni degradada. En els teixits esteroidogénics
aquest mecanisme aporta el 90% de colesterol necessari i els animals knock-out pel gen de I'apoAl
sén incapagos d’acumular ésters de colesterol (EC) en cél-lules esteroidogéniques .

Els gens de 3 apoproteines formen el cluster ApoAl-CllI-AlV, de manera que els gens de apoAl i

apoClil estan col-locats en posici6 cua-cua **.
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ABCA1 (ATP-binding cassette subfamily A, member 1): L’ABCA1 és un transportador localitzat
en la membrana citoplasmatica i aparell de Golgi de cél-lules perifériques. Es dependent d’AMPG i
té la funcio de transportar colesterol cel-lular cap a I'apoAl lliure de lipids, per formar HDL. Per tant
és una proteina implicada en el transport revers de colesterol ®°°®. S’ha especulat que més que
activitat de canal, 'ABCA1 tingui una funcié de proteina reguladora o que necessiti d’altres
proteines per tenir una funcié completa °’.

En pacients amb hipoalfalipoproteinémia tipus 1 (malaltia de Tangier) i tipus 2, portadors de
mutacions en el gen ABCA1 %% g’ha descrit un deficiéncia de I'eflux de colesterol cel-lular i un
hipercatabolisme subsequient d’apoAl que ddéna lloc a nivells baixos de HDL. Mutacions en el gen
ABCA1 s’associen a un eflux del colesterol cel-lular anormal i nivells de c-HDL propers a zero, i a
deposici6 massiva d’ ésters de colesterol en els teixits, hepatoesplenomegalia, neuropatia
periférica, i CHD prematura. L’eflux de colesterol dels macrofags esta danyat en els pacients amb

malaltia de Tangier la qual cosa dona lloc a 'acumulacié massiva de cél-lules escumoses.

LCAT (EC 2.3.1.43) (lecitin:colesterol acil transferasa): El colesterol lliure de les HDL es troba a
la superficie de la lipoproteina i en esterificar-se passa al seu nucli °. La LCAT catalitza aquesta
esterificacié de colesterol lliure en les HDL, transferint I'acid gras de la posicié sn-2 del fosfolipid
fosfatidilcolina al grup hidroxil del colesterol generant-se liso-fosfatidilcolina ”*. La LCAT s’activa per

2 La liso-fosfatidilcolina

'apoAl, sent factors clau la conformacié i carrega de I'apoproteina
generada és pro-aterogénica, ja que es pot transferir a I'endoteli i alli inhibir I'alliberament de NO
7374 La LCAT és considerat un enzim clau en el transport revers de colesterol °. A més, la LCAT
pot hidrolitzar i transesterificar factor activador de plaquetes i aixi inactivar-lo, o fosfatidilcolina

678 De fet, en condicions

truncada (polar) generada durant la oxidacié de les lipoproteines
d'estrés oxidatiu, la LCAT perd la capacitat d’esterificar colesterol lliure i en canvi s’estimula
l'activitat d’esterificacié de liso-fosfatidilcolina usant fosfatidilcolines oxidades amb acids grassos

curts 77,

SR-BI (Scavenger receptor class B type I): El receptor SR-BI és responsable de la captacié
selectiva ’'EC de les HDL " per part del fetge, dels teixits esteroidogéncis (gonades, glandules

) 8981 i dels macrofags . Les HDL no sén captades com una particula sencera per la

adrenals
céllula, sind que el seu colesterol, perd no la proteina, és selectivament enviat a la cél-lula ”°. El
SR-Bl també sembla estar involucrat en I'eflux de colesterol de les cél-lules cap a les lipoproteines

838 S'expressa en els macrofags i pot reconéixer LDL natives i LDL modificades 2.
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ApoAlV: L’apoAlV esta associada a la HDL, pero pot ser facilment dissociada de la lipoproteina
mitjangant ultracentrifugacié ®. Quan esta en forma de liposomes, 'apoAlV promou tan bé com
I'apoAl o I'apoE I'eflux de colesterol de fibroblasts %, adipocits ', macrofags i cél-lules musculars
llises ®. Els animals transgénics que sobreexpressen apoAlV presenten una certa proteccié contra

el desenvolupament de lesions arteriosclerotiques induides per la dieta °.

ApoAll: L’apoAll no interfereix amb I'accié de I'apoAl o apoAlV en I'eflux del colesterol in vitro.
L’apoAll és tant eficient com I'apoAl en promoure I'eflux de colesterol de cél-lules de muscul llis o
fibroblasts, perd no tan eficient en el cas dels macrofags 8.

In vivo, animals transgénics pel gen de I'apoAl humana desenvolupen en baix grau I'arteriosclerosi

induida per dieta 5%6%:90-%

, €n canvi els transgénics d’apoAll desenvolupen una arteriosclerosi més
rapidament * que els transgénics d’ apoAl o apoAl/apoAll. Les HDL aillades d’aquests transgénics
per apoAll no presenten un eflux de colesterol deficient, atribuint-se el desenvolupament accelerat

d’arteriosclerosi al seu contingut disminuit de 'enzim antioxidant Paraoxonasa1 %.

ApoE: L’apoE té una funcid essencial en el catabolisme de remanents de lipoproteines per part del
fetge. En segon lloc, té un paper molt important en I'eflux de colesterol de les cél-lules perifériques.
S’ha utilitzat sovint ratolins knock-out pel gen de I'apoE com a models animals d’aterogénesi
perqué desenvolupen arteriosclerosi fins i tot seguint una dieta control (4% de greix) (chow diet)
%:97 Aquests animals presenten dues caracteristiques pro-aterogéniques: nivells elevats de
remanents de lipoproteines i nivells baixos de HDL %", Els macrofags només secreten el 5% de
I'apoE circulant en plasma, perd aquesta és suficient per restablir la capacitat d’eflux de colesterol

en ratolins deficients en apoE %.

CETP (cholesterol ester transfer protein): L' enzim CETP, unit a I'apoAl, forma part de la HDL.
Catalitza la reaccié d’intercanvi d’'EC de les HDL a les lipoproteines riques en ftriglicerids(TG)
(quilomicrons i lipoproteines de molt baixa densitat, VLDL), i de TG dels quilomicrons i VLDL cap a
les HDL. Posteriorment, la lipasa hepatica catalitza la hidrolisi de TG i fosfolipids de les HDL en el
teixit hepatic. La CETP pot transportar EC de les LDL oxidades a les HDL, tot i que a una velocitat
menor que si es tractés de LDL natives. Sembla doncs, que la CETP pot disminuir I'efecte
aterogénic de LDL oxidades %°.

La deficiéncia de CETP (principalment deguda a mutacions en el gen de CETP) produeix un

L 100

marcat increment de c-HDL, a més d’'un increment en el tamany de particula de la HD , que

retarda el seu catabolisme. '°".
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La deficiencia de CETP s’associa a una major prevalengca de CHD, tot i els elevats nivells de c-

102103 En canvi, nivells elevats d’activitat

HDL, especialment en individus hipertrigliceridemics
CETP, s’associen a baixos nivells de c-HDL i major gruix de I'artéria carotida, el que indicaria que
els nivells elevats de CETP son aterogénics .

105;106 ;

En models animals, la sobreexpressié de CETP és pro-aterogénica i el deficiéncia o inhibicio

de CETP produeix un augment del c-HDL i inhibeix la progressié aterosclerosa '*""'%,

S’ha descrit que la CETP podria estar en excés en individus normolipémics, on la velocitat de
transferencia d'EC estaria limitada per la concentraci6 de TG; perd en individus
hipertrigliceridémics la velocitat estaria limitada per la concentraci6 de CETP '%. Aquesta idea
estaria recolzada pel fet que, in vivo, la CETP sembla inhibir la progressié de I'arteriosclerosi en

animals hipertrigliceridémics, perd no en animals normolipémics "%,

HL (EC 3.1.1.3) (lipasa hepatica): La HL es localitza a la superficie endotelial del teixit hepatic,
gonades i glandules adrenals ''°; s'uneix a heparina, i té una alta homologia amb la lipoprotein
lipase (LPL), tant pel que fa a la seqiiéncia nucleotidica com de residus "'".

La HL és una lipasa que actua sobre la HDL, hidrolitzant els fosfolipids de la superficie i TG del
nucli "2,

La gran quantitat de TG acumulats en el nucli de HDL, concretament en les particules esfériques
anomenades HDL,, provenen de I'accié de la CETP. A més , la HL promou I'entrada d’EC de les
HDL, als hepatocits actuant possiblement com a lligand de SR-BI). El receptor SR-Bl promou
'entrada d’EC de les HDL al fetge i drgans esteroidogénics; i alli el colesterol lliure, fosfolipids i
apoE i apoCll sobrants passen a formar les HDL; (discoidals) '*®. La HL és responsable de la
disminucié de tamany de les HDL, és a dir, de la transformacié de les particules esfériques HDL,
grans a les petites i discoidals HDL; "*.

Hi ha certa controvérsia sobre la relacio entre la HL i I'aterosclerosis. Alguns estudis associen
deficiéncia humana d’HL amb I'aterosclerosi, pero altres estudis no ho troben 3 Els nivells baixos
d’activitat HL s’associen a concentracions augmentades de c-HDL, LDL grans i hipertrigliceridémia,

i en alguns estudis, un major risc de CHD "%,

1.4.2 Propietats antioxidants i antiinflamatories de la HDL

Els lipids oxidats poden ser transferits de les LDL a les HDL, fet que pot inhibir la propagacié en
cascada de l'oxidacié en les LDL ''®. Aquest és, per tant, un mecanisme pel qual les HDL
protegeixen les LDL de la oxidacié en la intima '""'"®, Les HDL poden eliminar liso-fosfolipids i

colesterol oxidat de les LDL oxidades, molécules que inhibeixen la relaxacié vascular endotelial e

10
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122 |La HDL és el portador predominant d’hidroperdxids d’EC en humans '?%. Aquests hidroperoxids

d’EC de les HDL sén captats pels hepatocits més eficientment que no pas els EC natius '#*'%°. A

més, in vitro, la HDL també inhibeix I'oxidacié de les LDL causada per ions metal-lics '2°"'%7.

Els animals transgénics deficients en apoE o apoAl presenten un augment de la concentracié de c-
HDL i una disminucié important en la formacio de estries grasses. La inhibicid de la formacio de les
cél-lules escumoses es produeix en un estadi posterior al dipdsit de lipids, de I'activacié endotelial
o de 'adheréncia de monacits "%,

A més, la HDL presenta altres funcions que li confereixen la seva capacitat protectora: a) prevé la

mort cellular induida per les LDL oxidades '?°, b) inhibeix I'expressié de molécules d’adhesié 2%,

129;130, d)

c) protegeix la paret vascular contra varies formes de lesié regula la produccié de

prostaciclina (PGl,) per cél-lules endotelials i cél-lules musculars llises vasculars "33,

Les apoproteines i enzims units a la HDL son els principals responsables de la proteccio contra

I'oxidacio.

ApoAl: L’apoAl és idéntica al factor estabilitzador de PGI, séric. La PGIl,, o prostaciclina, és
sintetitzada a I'endoteli vascular i les cél-lules del muscul llis, i actua com un potent vasodilatador
regulant el to vascular i inhibidor de I'agregacié plaquetaria . A més, la PGIl, inhibeix el
creixement de cél-lules musculars llises vasculars, I'adhesié de leucocits i 'acumulaciéd I’EC a la
paret cel-lular "**'%, L’estabilitzacié de PGI, per la HDL i I'apoAl pot protegir contra la formacié de
trombus plaquetaris en zones de dany vascular. L'efecte beneficidés de les HDL en la prevencio de
CHD podria explicar-se en part per aquest efecte. Aixi doncs, I'apoAl també promou la relaxacié
vascular endotelial. L’apoAl de la HDL és la responsable d’absorbir els liso-fosfolipids de les LDL
oxidades, disminuint aixi la transferéncia d’aquestes molécules de les LDL oxidades a la superficie
de les céllules endotelials, i suprimint o minimitzant la desregulaci6 del to arterial endotelial induit

per LDL oxidades "°.

PON1 (3.1.8.1/3.1.1.2) (Paraoxonasa1): Tractarem la PON1 més extensament en el seglent

apartat.

ApoJ (o clusterina): L’'apoJ és una lipoproteina associada a la HDL en plasma huma3,
especificament unida a I'apoAl i la PON1, amb una raé molar constant apoJ/PON1 de 8.2 + 2.1 '°.
L’apod és considerada un reactant de fase aguda, i es troba a la subfraccié de particules de HDL

que contenen PON1 i apoAl , perd també en aquelles que contenen PON1 perd no apoAl ™ .

11
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L’apodJ inhibeix I'oxidacié de les LDL i I'activitat quimiotactica de les LDL cap als monocits ™.

S’ha comprovat que la relacié entre apoJ/PON1 esta incrementada en ratolins susceptibles a
desenvolupar estries grasses alimentats amb una dieta aterogénica o alimentats amb dieta control
i injectats amb LDL minimament oxidades, en knock-outs per apoE alimentats amb dieta control
(4% de greix) i en knock-outs de receptor de LDL alimentats amb dieta enriquida en colesterol '*.
Els estudis en humans mostren que la raé apoJ/PON1 és significativament més gran en pacients

normolipémics amb CHD que en controls.

PAF-AH (EC.3.1.1.47) (PAF-acetilhidrolasa): El factor activador de plaquetes (Platelet Activating
Factor , PAF) és un potent agregant plaquetari generat per les cél-lules endotelials en resposta a
dany oxidatiu i pot induir els macrofags a produir anions superoxid, contribuint aixi a la progressié
de laterosclerosi "*'*. La hidrolisi del grup acetil en posicié sn-2 del PAF el transforma en
productes bioldbgicament inactius (liso-PAF i acetat) que ja no sén reconeguts pel receptor del PAF.
Aquesta reaccié esta catalitzada per la PAF-AH '*°. La PAF-AH és sintetitzada majoritariament pels
macrofags ' i es creia que era un enzim associat a les LDL i HDL " ja que s’havia trobat activitat
PAF-acetilhidrolasa en aquest dos tipus de lipoproteines. Un estudi recent qlestiona I'existéncia de
PAF-AH a les HDL per falta d’evidéncies concloents, i postula que la PON1 és I'inic enzim de les
HDL responsable de la hidrolisi del PAF .

La PAFAH, a part de catalitzar la hidrolisi de I'enllag en posicié sn-2 del PAF, també hidrolitza acids
grassos oxidats de cadena curta en la posicié sn-2 dels fosfolipids "°, acids grassos que tenen un

potent efecte pro-inflamatori '°.

L’efecte protector de les HDL pot ser degut no només a la concentracioé de la lipoproteina en sang,
siné també a la rad entre la concentracié de HDL que conté enzims protectors i la concentracié de
LDL minimament oxidades. Aquesta raé esta determinada per factors genétics, com els gens de la
PON1, de la PAF-AH, HL, CETP i el loci apoAl/CII/AIV "' i per factors ambientals, com la

concentracié de LDL, el tabac o la diabetis, que augmenten I'estrés oxidatiu 2.

1.5 La Paraoxonasa1

La paraoxonasal (PON1) és un enzim de 43kDa '**, que comprén 354 residus i se sintetitza en el
fetge dels mamifers '**. Segons el Protein Data Bank, no es coneix I'estructura tridimensional de la
PON1, doncs no hi ha dades cristal-lografiques ni t¢ homologia amb cap familia o proteina

d’estructura ja descrita '*°. Es coneix pero, que la PON1 conté tres residus cisteina, dos formant un

12
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pont disulfur intramolecular i I'altre, la Cys 283, presentant el grup tiol lliure ™°. Un 76% dels
residus de les PON1 d’humans, ratolins i conills sén idéntics, i concretament totes 3 Cys estan
conservades '*°.

La PON1 circula pel torrent sanguini especificament unida a les apoproteines apoAl ' i apoJ '*°
de les HDL.

La PON1 confereix caracteristiques antioxidants a les HDL. In vitro, la PON1 és capacg d’ hidrolitzar
certs substrats endogens (p.e. peroxids lipidics, hidroperoxids d’'EC, peroxid d’hidrogen, lactones,
esters ciclics,...), substrats exogens (p.e. organofosfats de toxines naturals) o substrats sintétics
(p.e. paraox0, gas sarin, fenilacetat,...).

L’activitat d’hidrolisi de paraoxd (activitat paraoxonasa) s’ha trobat disminuida en pacients amb
malalties d’elevat estat oxidatiu, com les CHD, les dislipémies i la diabetis. Els ratolins knock-out
pel gen PON1 desenvolupen aterosclerosi de manera accelerada '*’.

L’activitat paraoxonasa, la seva concentracié i probablement la seva capacitat antioxidant estan
modulades per polimorfismes localitzats en les regions promotora i codificant del gen PON1.

Tots aquests punts seran revisats en els seguents apartats.

1.5.1 Inicis

En el camp de la toxicologia, 'enzim PON1 ha tingut cert interés degut a la seva capacitat
d’hidrolitzar organofosfats sintétics, que actuen com a pesticides (p.e. metabolits oxons de paratid,
de clorpirifés i de diazind) o gasos nerviosos (p.e. sarin i soman) ">*'%8_ E| paper de la PON1 en la
detoxificacié d’organofosfats és important fisioldgicament, ja que injectar PON1 en models animals
els protegeix de [I'enverinament, i les diferéncies d’activitat paraoxonasa interespécies
correlacionen bé amb la dosi letal mitja (revisat en '*°).

La majoria d’organofosfats sén neurotoxines: s’'uneixen de forma reversible a la PON1, que els
hidrolitza, perd de forma irreversible a I'enzim acetilcolinesterasa i a altres esterases sériques.
Aquesta unié inactiva I'acetilcolinesterasa en els punt de sinapsi i les terminals neuromusculars'® i
'enzim és incapa¢ de catalitzar la hidrolisi del neurotransmissor acetilcolina. Les transmissions
neuromusculars queden bloquejades, si I'efecte de I'organofosfat és agut, i es poden produir
neuropaties i efectes neuropsiquiatrics, si I'efecte és cronic .

Aixi doncs, la PON1 protegeix el sistema nervidés dels mamifers eliminant els organofosfats que
arriben a la circulacié. Tot i que inicialment s’estudia la PON1 per aquestes implicacions
toxicologiques, actualment ha guanyat molt d’interés degut al paper antioxidant que se li atribueix,

especialment respecte les lipoproteines oxidades.
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Tot i eliminar organofosfats sintétics i també donar proteccié contra I'arteriosclerosi, es creu que la
funcié de PON1 s’ha conservat evolutivament per altres raons '®:
1) Existeixen toxines naturals d’organofosfats, ésters exdgens i endogens (tiolactones
d’homocisteina, altres lactones, carbonats ciclics,...) que la PON1 és capac d’hidrolitzar.
2) La composicio de les LDL és similar a la de les membranes cel-lulars, de manera que la
PON1 podria ser important per a mantenir I'estructura i funcionalitat de les membranes
cel-lulars, i més concretament, les del sistema nervids central, on les HDL sén les Uniques

lipoproteines presents.

1.5.2 El gen PON1

El gen PON1, que codifica per la PON1, conté 9 exons, unes 26kb '®? i es localitza en el brag llarg

del cromosoma 7 entre q21.3 i g22.1 en el genoma huma '®3. Aquest locus se situa en una regié
propera a la dels gens PDK4 (en el locus 7921.3-q22.1), ABCA1 (en el locus 7921.1 i responsable
de la malaltia de Tangier), i CFTR (en locus 7931.2 i responsable de la fibrosi quistica). De fet, el
1985 es va descriure que hi havia un lligament genétic entre el locus de la fibrosi quistica i un locus
polimorfic que controlava I'activitat arilesterasa sérica de I'enzim PON1'®*. De fet, el mateix any es
confirma que el lligament era entre el gen PON1 i el CFTR, ja que es troba que el locus de PON1
estava lligat a un marcador de DNA lligat a fibrosi quistica '®. Aquesta informacié, juntament amb

experiments d’hibridacié in situ '*°

, van situar en els inicis el locus de PON1 en 7q21-q22.

El gen PON1 forma un cluster amb dos gens de la mateixa familia: PON2 i PON3 '®, els quals
comentarem posteriorment.

L’analisi de la regié promotora del gen, descriu a PONT com un gen TATA-less '®, sense caixa
CAAT, un promotor que és ric en GCs ', amb un lloc d’unié al factor de transcripcié repressor
Sp1, i una zona homodloga a un element de resposta a IL-6 '’. L’intré 8 conté una seqiiéncia Alu i

lintré 5 una repeticié dinucleotidica CA de 46 repeticions .

1.5.2.1- El polimorfisme PON1-192
El polimorfisme PON17-192 compren els al.lels Q i R que corresponen a una glutamina (CAA) i una
arginina (CGA\) en el residu 192 de la PON1 "8,

Aquest polimorfisme va ser identificat 'any 1993 com la base molecular responsable de les

diferéncies en I'activitat paraoxonasa dels al.loenzims de la PON1 '*°, és a dir, el polimorfisme
PON1-192 modula I'activitat paraoxonasa '®®. En els inicis, els fenotips de I'activitat paraoxonasa
s’anomenaven fenotips A i B, i corresponien als al-loenzims Q i R del polimorfisme PON1-192,

respectivament. El canvi de residu, i consequient canvi de carrega de I'enzim, poden afectar al
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numero de recanvi de substrat, el qual és elevat tant en I'al-loenzim R de la PON1 humana com en
la PON1 del conills, on hi ha una lisina (de mateixa carrega que I'arginina) en la posicié 192 **°.

El polimorfisme fenotipic d’activitat paraoxonasa va ser el primer marcador a trobar-se associat al
gen CFTR '*.

La frequéncia al-lélica del polimorfisme PON17-192 d’algunes poblacions ha estat inferida a partir
del fenotip, i en resum, s’ha suggerit que la freqiiéncia de l'al-lel Q disminueix en desplagar-nos
des d’Europa cap a Africa i Asia. Tot i aixi, alguns estudis cas-control mostren discrepancies a
I'hora de descriure el genotip a partir del fenotip en poblacions malaies, xineses i japoneses '*°.
Vegeu en la segulent figura la distribucié mundial del fenotip de baixa activitat, originariament

extreta de '°.
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Pel que fa a la distribucié fenotipica de 'activitat paraoxonasa, les poblacions europees segueixen
una distribucié trifasica, d’acord amb la distribucié genotipica del polimorfisme PON71-192 ' que
és aproximadament de 50:40:10 respecte a QQ:QR:RR "2, amb una freqiiéncia al-lélica al voltant
d’un 0.30 per lallel R del polimorfisme PON1-192 "8'3 En poblacié espanyola, la freqiiéncia
al-lélica de R trobada pel nostre grup és 0.31 '™ mentre que per un altre grup és una mica

superior, 0.41, amb una distribucié genotipica 35:48:17 ',
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En un estudi recent, s’ha descrit en poblacié negra que la frequéncia de I'al-lel R del polimorfisme
PON1-192 és de 0.64, és a dir, una distribucié genotipica de QQ:QR:RR del 12:49:39 % '"°.
Aquestes freqliiencies concorden amb la distribucié fenotipica d’activitat paraoxonasa en poblacié
negra (la distribucié al-lélica en negres no ha estat descrita en cap altre estudi) '’>.

En la poblacié Inuit de Canada, de forma similar a la negra, la frequéncia de l'allel R del
polimorfisme PON1-192 és de 0.70, amb una distribucié genotipica de QQ:QR:RR del 9:42:49 %
175.

Les poblacions de Malaisia, la Xina i d’Africa, en canvi, presenten distribucions fenotipiques
unimodals, on gairebé no hi ha individus amb baixa activitat paraoxonasa i el valor de la mediana
és més alt que per les poblacions europees, encara que la seva freqiéncia de l'al-lel de baixa
activitat paraoxonasa, el PON7-192Q, no sigui zero '"*'2, En col-lectius mongols i negroides,
menys d’'un 10% de la poblacié es pot incloure en el grup de baixa activitat, i no és ni tan sols
demostrable en els aborigens d’Australia '"°.

Recentment '’®, s’han trobat tres polimorfismes en el gen rPON1 de conill (P82S,K93E i S101G)
que segreguen amb els fenotips A i B de la rPON1, els quals presenten caracteristiques fisiques i
d’especificitat de substrat semblants a la PON1 humana. El fenotip A de conill també protegeix
millor de les LDL contra I'oxidacié que el B, com se sospita que succeeix amb la PON1 humana.
Aquest animal podria doncs esdevenir un bon model per estudiar I'efecte del polimorfismes en el

desenvolupament de les malalties.

1.5.2.2 El polimorfisme PON1-55
El polimorfisme PON17-55 compren els al.lels L i M que corresponen a una leucina (TTG) i una
metionina (ATG) en el residu 55 de la PON1 12918,

Aquest polimorfisme modula els nivells de mRNA '’ i proteina de la PON1 '8, de manera que

I'al-lel L correspon a concentracions de PON1 més elevades que l'al-lel M. Aixo es pot explicar en
part perqué 1) hi ha un cert grau d’equilibri de lligament entre I'al.lel L del polimorfisme PON17-55 i
I'al.lel C del polimorfisme PON7-(-108), que és un polimorfisme funcional de la regié promotora del
gen PON1 ;i 2) l'alloenzim L presenta una major estabilitat a nivell de proteina, possiblement
degut a una major resisténcia a la proteolisi '"°.

S’ha descrit també que el polimorfisme PON17-55 modula l'activitat paraoxonasa independentment
del polimorfisme PON1-192, perd no n’altera I'activitat especifica "*°.

S’ha descrit que la frequiéncia de l'al-lel L del polimorfisme PON1-55 és de 0.82 en poblacié negra i
de 0.64 en blanca, és a dir, una distribucié genotipica de LL:LM:MM del 67:30:3 % en negres i

47:38:15 % en blancs '™. Altre cop, aquestes freqiiéncies concorden amb la distribucié fenotipica
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d’activitat paraoxonasa en poblacié negra. la distribucié al.lelica en negres no ha estat descrita en

172 159;172

cap altre estudi "', i amb la distribucio al.lélica en poblacio blanca d’altres estudis

1.5.2.3 Els polimorfismes descrits recentment

L’any 2000 es descriuen 3 nous polimorfismes en la regié promotora del gen PONT:

PON1-(-107), PON1-(-824) i PON1-(-907) '®'. La nomenclatura varia lleugerament segons els
autors, pero es refereixen tots als mateixos polimorfismes .

Estudis de expressio génica determinen que el polimorfisme PON7-(-107) modula I'expressio de la
proteina, fins a 2 cops segons I'estudi "% | i el PON1-(-824) també ho fa, perd en menor grau.
De fet, el PON1-(-107) es localitza en un lloc d’'unié pel factor de transcripcié repressor Sp1, lloc
important per un gen TATA-less com el PON1 "8%182 Aquests dos polimorfismes PON7-(-107) i
PON1-(-824) es correlacionen amb les diferéncies de concentracié '® i d’activitat paraoxonasa en
sérum "¢,

A més, els tres polimorfismes PON17-(-107), PON1-(-824) i PON1-(-907) es troben fortament
associats al PON1-55, perd no al PON1-192 "', cosa que pot explicar perqué el PON7-55 modula
la concentracio de PON1, perd només en part (PON71-55 segueix quedant com a factor
independent en el model). Un altre estudi del mateix any també troba que PON7-55 i PON1-(-108)
estan en equilibri de lligament '®2.

L’analisi posterior de cinc polimorfismes, 3 polimorfismes de la regié promotora (PON7-(-108),
PON1-(-162) i PON1-(-909), i els PON1-55 i PON1-192 de la regi6 codificant, indica que tots estan
en equilibri de lligament i, a més, expliquen la variabilitat d’activitat arilesterasa en un percentatge
elevat, activitat que és explicativa de la concentracié de la PON1 ", Segons els mateixos autors,
tots tres polimorfismes de la zona promotora modulen I'expressié de PON1 en 'ordre de dos cops
cada polimorfisme . De fet, el polimorfisme PON7-(-162) es localitza dins un lloc d’unié per factor
de transcripcié NF-1 "®® i dins d’'una regié molt homologa a un lloc de resposta a la citocina pro-
inflamatodria IL-6, la qual disminueix la expressi6 de PON1 en céllules HepG2 i l'activitat
paraoxonasa en ratolins .

Haplotips de PON1-55 i PON1-192: Hi ha certa controvérsia en I'existéncia de I'haplotip 55M/192R,

168;185

qgue no ha estat detectat per dos estudis , perd si per un tercer 8. En la majoria de casos es

troba que PON1-55 i PON1-192 estan en equilibri de lligament, concretament l'al-lel L amb el R

167;178
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1.5.2.4 Altres gens de la familia de les PON
Com ja hem comentat, els gens de la mateixa familia PON1, PON2 i PON3 formen un cluster en

g21.3 del cromosoma 7 '®. L'ordre dels gens és PON2(28 kb)-PON3(22kb)-PON1(27kb), tots en la
b 186'

mateixa orientacio, i separats per unes distancies d’'uns 25 kb i 20 k
En humans, el gen PON1 es diferencia dels gens PON2 i PON3 perqué posseeix 3 nucleotids a
I'exd 4 que codifiquen pel residu Lys105, inexistent en els altres dos gens .

Els gens PON1, PON2 i PON3 dels mamifers tenen un alt percentatge d’identitat en les zones
codificants i en les unions ex6-intré (81-91% a nivell nucleotidic i 79-90% a nivell d’aminoacids),
fets que fan pensar I'origen d’aquests gens és la duplicacié génica .

L’activitat lactonasa es conserva en les tres proteines, PON1, PON2 i PON3, perd en canvi no
comparteixen la activitat paraoxonasa (inexistent en PON2 i PON3) i activitat arilesterasa (gairebé
inexistent en PON2 i PON3). L’activitat paraoxonasa podria ser un marcador distintiu de I'origen

més recent de la PON1, respecte les altres PONs '’.

1.5.2.4.1-El gen PON2

El gen PON2 es troba ubiquament transcrit (fetge, cor, cervell)

163188 i en diferents formes de

mRNA degut a splicing alternatiu o a I'is de un segon inici de transcripcio .

A diferéncia de les proteines PON1 i la PON3, la PON2 no esta associada a la HDL, siné que
sembla realitzar una accié antioxidant a nivell cel-lular, on podria unir-se als hostes dels enzims
antioxidants intracel-lulars que protegeixen la cél-lula de I'estrés oxidatiu '®°. En cultius cel-lulars,
s’ha descrit que PON2 prevé la peroxidacio lipidica de les LDL, reverteix I'oxidacié de les LDL
parcialment oxidades i inhibeix la capacitat de les LDL parcialment oxidades d’induir quimiotaxi de
monocits "%,

S’han descrit dos polimorfismes en la zona codificant del gen PON2 que condueixen als canvis
d’aminoacids A148G i S311C ",

L’al.lel G de PON2-148 s’associa a un augment de la hiperglicemia en deju en poblacié aborigen
canadenca Qji-Cree amb NIDDM, perd no s’associa directament a NIDDM o a intolerancia a la
glucosa '*°. Aquest al.lel també es troba associat a nivells de c-HDL més elevats en Hutterites ' i
nivells de colesterol-LDL (c-LDL) més baixos en aborigens canadencs ',

L’haplotip PON2-148A/311S s’ha trobat associat a un reduit pes en néixer en poblaci6é asiatica,
perd no en poblacio africana .

L’al.lel S de PON2-311 s’ha trobat associat a major risc de CHD en Indis asiatics i podria actuar
sinérgicament amb el R de PON7-192, independentment del perfil lipidic . Aquest al-lel també

sembla interaccionar amb I'apoE4 pel risc de sofrir malaltia d’Alzheimer o deméncia vascular '%.
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En canvi, en pacients caucasics amb hipercolesterolémia familiar, s’ha trobat que Il'al.lel C de
PON2-311 podria ser protector contra CHD .

1.5.2.4.2-El gen PON3

EL producte de PON3 en conills és una lactonasa d’uns 40 kDa, que conserva les 3 Cys com la

PONH1 (la Cys 283 amb el grup sulfur lliure i les altres dues formant el pont disulfur intramolecular) i
també circula unida a les HDL '¥. L’expressié de PON3 es déna principalment en el fetge i, a
diferéencia de la PON1, s’ha observat en cultius cel-lulars que lI'expressi6 de PON3 no esta
regulada per fosfolipids oxidats, ni per dietes riques en greix en ratolins '". Segons Reddy i cols.
%7 la PON3 podria exercir una funcié ateroprotectora constitutiva basal, mentre que la funcio
protectora de PON1 seria més variable, donat que I'expressido de PON1 es reprimeix per estimuls
pro-aterogénics '¥’. De fet, la PON3 protegeix contra I'oxidacié de LDL amb Cu?* |, fins i tot millor

que la PON1, perd presenta una baixa activitat arilesterasa i nul-la activitat paraoxonasa '*.

1.5.3-Activitats enzimatiques de la PON1

La PON1 té diverses activitats enzimatiques, que catalitzen la transformacié de diferents substrats
que nomenem a continuacio:

1- Organofosfats:

Paraoxé (activitat paraoxonasa) '°*1°1®
sarin %
soman '*®
diisopropilfluorofosfat '%°
diazox¢ '
2- Arilésters:
Fenilacetat (activitat arilesterasa) '*®
4-nitro-fenilacetat,
2-nitro-fenilacetat,

2-naftilacetat "%

feniltioacetat '*°

ox6 de clorpirifés "%

3- Lactones (activitat lactonasa)
Estatines

Tiolactones d’homocisteina cel-lulars enddgenes.
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4- Capacitat de proteccié de LDL enfront de I'oxidacio (activitat antioxidant):
Peroxids lipidics(2): 2’

fosfolipids peroxidats i hidroperoxidats
EC peroxidats i hidroperoxidats
peroxid d’hidrogen (H-05)

PAF (activitat PAF-acetilhidrolasa) '*®

Aquestes activitats varien tant pel que fa a la dependéncia al Ca®* o a la Cys283 de I'enzim, com
pel comportament segons el genotip dels polimorfismes PON7-192 (al-lel Q o R) i PON1-55 (al-lel L

o0 M). Vegeu la segient taula resum.

Substrat Magnitud d’hidrolisi | Dependéncia de
hidrolitzat o dels al-lels de PON1-

activitats de PON1 192/ PON1-55 ca* Cys 283 |
Paraoxo Q<R /L>M Si No
Fenilacetat Q=R Si No
2-Naftilacetat Q=R

ox6 de clorpirifés Q=R

Lactones Depén de la molécula |Si Si
Sarin Q>R

Soman Q>R

Diazox6 Q>R Si No
Protecci6 de LDL|Q>R*/L<M No Si

enfront 'oxidacio
Grau d’Inhibicié degut | Q<R *
a estrés oxidatiu de
les activitats
paraoxonasa,
arilesterasa i de
proteccié enfront
I'oxidacio

* hi ha discordances a la literatura

1.5.3.1 Activitat paraoxonasa (respecte paraoxo)

L’activitat d’hidrolisi de paraoxé de 'enzim PON1 s’anomena activitat paraoxonasa.
El paratié és un compost tié relativament poc toxic en la seva forma original, pero en el fetge és
convertit en un altre compost molt més toxic, el paraoxd. Aquesta reaccio és catalitzada per les

72 i el seu producte ox6

monoxigenases microsomals dependents de Citocrom Pgs, del fetge
resultant, el paraoxé (O,O-dietil-O-p-nitrofenilfosfat), pot ser detoxificat en el mateix fetge per més
enzims (p.e. glutation-S-transferasa en el cas dels mamifers). Si certa quantitat d’'ox6 escapa a la

detoxificacié hepatica, la PON1 de la sang pot hidrolitzar-lo. No succeeix aixi en les aus 2%, peixos
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i invertebrats (p.e. insectes), que generalment no disposen de PON1 i s’intoxiquen amb aquests
compostos.

De forma similar al paratio, els insecticides clorpirifés i diaziné sén bioactivats a productes oxo6
inhibidors de la colinesterasa per I'accié del sistema Citocrom Pys 198 Aquest productes sén I'oxé
de clorpirifés i el diazoxd, respectivament, i com el paraoxd, poden ser hidrolitzats per la PON1.
Quan es realitza la determinacioé de I'activitat paraoxonasa en el laboratori, es parteix directament
del substrat paraoxé i no del seu precursor, el paratio. Com es comenta en I'apartat 3. Métodes, la
mesura d’activitat paraoxonasa es realitza seguint la formacié de p-nitrofenol a A 405 nm. Aquest,
juntament amb el dietilfosfat, sén els productes de la hidrolisi del paraoxd. Vegeu figura seguent

extreta de '7°.

Parathion Paraoxon
S Cytoch o}
CgHSD\u ytochrome C;HsO i
Sho-Ore—cxt> "0 O
CaHsO P450 CH 0~

Paraoxonase

C,H,O\ﬁ

P-OH + HO—@ NO,

Diethylphosphate p-Nitrophenol

CHs0~

© Current Opinion in Lipidology

S’ha descrit que I'albumina també té certa activitat paraoxonasa, i per tant s’ha suggerit que el més
optim foéra realitzar I'analisi de l'activitat paraoxonasa relacionada amb la proteina PON1 en una
fraccié de sérum que no contingui albtimina 23,

En els nostres estudis hem analitzat 'activitat paraoxonasa (usant paraoxé com a substrat) ja que
és un parametre que s’ha trobat disminuit en pacients amb malalties relacionades amb
I'arteriosclerosi, com 1AM 2*42% diabetis mellitus ?°® o hipercolesterolémia familiar 2°"2%. A més,
I'activitat paraoxonasa es correlaciona fortament amb la concentracio PON1, de manera que és

representativa de la quantitat de proteina 2%

, i les mostres conservades a —20°C presenten una
concentracié6 PON1 i activitats paraoxonasa i arilesterasa, activitat també analitzada en un estudi
nostre 2°®, no alterades durant almenys un any #'°.

L'activitat paraoxonasa esta molt modulada pels polimorfismes PON7-192 i PON1-55 descrits
anteriorment. L’al-loenzim R del polimorfisme PON7-192 i I'al-loenzim L del PON71-55 semblen ser
els més actius enfront la hidrolisi del paraoxé tant a nivell de PON1 purificat com de les seves HDL
aillades "*°, tot i que PON1-55 no altera n’activitat especifica '*®'®. En concret, els al-loenzims Q i

R per PON1-192 de diabétics tipus 2, difereixen uns 6 cops respecte I'activitat paraoxonasa sérica,
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i uns 5 cops respecte la rad [activitat paraoxonasa/activitat arilesterasa], indicadora de l'activitat
especifica 2. A més, factors ambientals també modulen I'activitat paraoxonasa de manera que la
variacié inter-individual observada en poblacions sanes és deguda també a factors independents
del genotip '"°. Expliquem més extensament aquest punt en els segiients apartats.

L’activitat paraoxonasa és fortament dependent de la concentracié de Ca®*, doncs pot arribar a

inhibir-se un 90% per quelaci6 amb EDTA 2%, s’inhibeix per lipids oxidats "

155

i no és gens
dependent de la preséncia de la Cys 283 de I'enzim ™, caracteristiques que tenen importants

implicacions analitiques.

1.5.3.2 Activitat arilesterasa (respecte fenilacetat)

L’any 1983 es va determinar que el locus que determinava l'activitat arilesterasa era el mateix que
el de I'activitat paraoxonasa. En efecte, el grau d’estimulaci6 amb NaCl de l'activitat paraoxonasa
cosegrega amb la rad de les activitats [paraoxonasa/arilesterasa)], les correlacions entre les
activitats paraoxonasa basal o estimulada amb NaCl i I'activitat arilesterasa sén molt elevades, i el
fenilacetat actua com a inhibidor de I'activitat paraoxonasa en ambdés fenotips A i B de la PON1
214 Expliquem I'estimulacié de I'activitat paraoxonasa amb NaCl més endavant.

L’activitat arilesterasa de I'enzim PON1, anomenada activitat arilesterasa, catalitza la reaccio
d’hidrolisi de fenilacetat a fenol i acid acétic. Com s’explica en 'apartat 3. Métodes, la determinacio
experimental d’aquesta activitat es realitza seguint la formacié de fenol, que absorbeix de forma
important a A 270 nm, que també absorbeix el substrat fenilacetat en part. La técnica de
determinacio d’activitat arilesterasa no s’ha pogut automatitzar, entre altres raons perqué és més
laboriosa que la d’activitat paraoxonasa.

Igual que l'activitat paraoxonasa, l'activitat arilesterasa és representativa de la concentracié de

178;209

proteina i també es manté sense variacions durant un any si les mostres es conserven a —

20°C #'°. L’activitat arilesterasa, com l'activitat paraoxonasa, és dependent de la concentracié de
Ca? 2, també s’inhibeix per lipids oxidats 2'* i tampoc és dependent de la presencia de Cys 283
en I'enzim. De fet, I'activitat arilesterasa es veu inhibida si I'enzim és atacat en la Cys 283 per
peroxids lipidics (lliures o continguts en LDL oxidades), pero I'activitat arilesterasa no és dependent
de la Cys283, ja que no resulta alterada si es canvia la natura del residu en la posiciéo 283 per
mutagénesi dirigida o es pretracta I'enzim bloquejant el grup sulfur de la Cys amb un agent com el

p-hidroximercuribenzoat (PHMB)?".

L’atac de peroxids lipidics podrien comportar un canvi
conformacional de I'enzim o un impediment estéric que alterés I'activitat arilesterasa. La preséncia

d’antioxidants redueix la quantitat de peroxids lipidics formats i preserva I'activitat arilesterasa 2'°.
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L’activitat arilesterasa no sembla estar tan fortament modulada pels polimorfismes PON7-192 ni

15

PON1-55 com ho esta I'activitat paraoxonasa "8, perd hi ha certa contradiccié dependent dels

autors. De fet, I'activitat arilesterasa sérica es troba en una distribucié unimodal en humans "', La

seva heredabilitat estudiada en bessons s’estima en un 74% '

. Recentment, Brophy i cols.'®’,
descriuen que els tres polimorfismes del promotor del gen PON1, PON1-(-108), PON1-(-162) i
PON1-(-909), més els dos de la zona codificant, PON1-55 i PON1-192, expliquen la variabilitat
d’activitat arilesterasa en un percentatge elevat. Concretament, PON7-(-108)(22%)> PON1-
192(5%)> PON1-55(4%)> PON1-(-162)(1%)> PON1-(-909)(0.1%). En canvi en rates, si que s’han
trobat variants genétiques que modulen fortament I'activitat arilesterasa 2'°.

El valor de I'activitat arilesterasa és substancialment major que el de l'activitat paraoxonasa, sent
de I'ordre de micromols de substrat hidrolitzat per mil-lilitre de sérum per minut (U/ml) per I'activitat
arilesterasa, enfront de I'ordre de nanomols de substrat hidrolitzat per mil-lilitre de sérum per minut

(U/l) per I'activitat paraoxonasa ™.

1.5.3.3 Activitat lactonasa (respecte lactones)

Les tiolactones d’homocisteina sén uns compostos endogens presents en totes les cél-lules que
son nocius per les proteines. Les tiolactones d’homocisteina sén uns tioésters ciclics que es
produeixen en la formacié d’aminoacil-tRNA a partir de 'homocisteina. Aquests composts N-
homocisteinilen a les proteines pels residus lisina, aquestes multimeritzen i precipiten tot
inactivant-se 2",

Recentment, s’ha descrit que la PON1 és capac¢ d’hidrolitzar més de 30 lactones i ésters ciclics
(EC3.1.1.25), entre els quals es troben 1) lactones de compostos enddgens, com la mencionada

tiolactona d’homocisteina ?°, gama-lactones de glucocorticoids 2'®

i 2) compostos exdgens que
contenen un anell lactonic, com els farmacs simvastatina, mevastatina i lovastatina 2%,

Aixi doncs, s’ha descrit que la PON1 exerceix I'activitat homocisteina-tiolactonasa 217 en catalitzar
la hidrolisi de tiolactona d’homocisteina cap a homocisteina. Com més gran és [l'activitat

homocisteina-tiolactonasa, millor és la proteccid contra I'homocisteinilacié de proteines '".

L’activitat tiolactonasa és dependent de Ca®* 2°%?"

i de la Cys 283, per tant es deu inhibir durant
I'oxidacio de les LDL ?®°. A més, I'activitat homocisteina-tiolactonasa es correlaciona amb I'activitat
paraoxonasa '’

Els dos al'loenzims respecte el polimorfisme PON7-192 sén capacgos d’hidrolitzar els substrats de
lactones comentats, perd la velocitat en fer-ho és més gran per un o altre al-loenzim dependent de
la lactona substrat 2. Per exemple, el substrat tiolactona d’homocisteina és hidrolitzat en major

grau pels alloenzims R del polimorfisme PON17-192 i L del polimorfisme PON17-55, respecte als
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corresponents Q i M 3 Pel nostre coneixement actual, no s’ha descrit si I'activitat lactonasa
s’inhibeix en igual mesura pels dos al-loenzims.

El sérum dels conills posseeix una de les activitats homocisteina-tiolactonasa majors entre els
vertebrats, i paral-lelament protegeix de la homocisteinilacié millor que el sérum huma **°.

A part de la capacitat per inhibir la homocisteinilacié de proteines, linterés per aquesta nova
activitat lactonasa de la PON1 es deu al seu efecte sobre farmacs soft o antedrugs. Aquests
farmacs son els que tenen un efecte a nivell local, perd no a nivell sistémic perqué s’inactiven en
passar a la circulacié ?'°. El fet d’afegir un grup lactona a una molécula com un glucocorticoid,
provocaria que en aplicar-se topicament fos activa a nivell local, perd en passar a la circulacio fos
hidrolitzada per la PON1 i, per tant, inactivada %'®. En efecte, les lactones i carbonats ciclics de
glucocorticoids sén hidrolitzats d’'una forma extremadament rapida per la PON1 28,

Recentment, també s’ha observat activitat lactonasa en la PON3 de conill '*.

1.5.3.4 Activitat antioxidant (de proteccié contra 'oxidacioé de les LDL) i relacié amb les HDL

S’ha descrit que la PON1 és la responsable de les propietats antioxidants de les HDL sobre
I'oxidacié de les LDL ''®%2°_ E| fet d’afegir HDL en un medi oxidant on hi ha LDL, no afecta a la
formacio de diens conjugats, perd en canvi disminueix en un 90% la formacié de peroxids lipidics
en LDL oxidades d’'una manera dependent de la concentracié de HDL '"". En canvi, si s’afegeix un
inhibidor de la PON1 en experiments fets amb HDL, s’observa un augment de les Thiobarbituric
Acid Reactive Substances (TBARS) (indicadores d’estrés oxidatiu) 2'°.

La PON1 pot inhibir I'oxidacié de les LDL ' i també la de les HDL ?*', processos fortament
involucrats en el desenvolupament de I'arteriosclerosi %%2.

La PON1 protegeix de l'oxidacié de LDL induida per Cu?** o per radicals lliures. Quan s’incuben
LDL amb Cu?* durant 4h a 37 °C, la PON1 és capac de reduir la formacié de peroxids i aldehids en
un 61% i 58% , respectivament #'>. A més, en afegir PON1 (10 U/ml d’activitat arilesterasa) a les
HDL, la fase de laténcia o “lag-phase” d’oxidacié induida per Cu®** es veu perllongada, 'acumulacié
de perodxids i aldehids en les HDL es redueix en un 95%, i aquesta acumulacié es correlaciona
inversament amb I'activitat paraoxonasa ?*'.

[ 156

Com s’ha comentat, aquest enzim esta unit a apoA i apoJ "°de les HDL, i la seva activitat

paraoxonasa es correlaciona tant amb la concentracié de HDL, com amb la d’apoAl en moltes
poblacions estudiades, tot i que la relacid no sembla ser gaire forta **. Les apoAl #* i apoAll ?*°
son capaces de reduir peroxids a hidroperoxids en suspensio, i un altre component de les HDL,
'apod, sembla prevenir la formacié de lipoperoxids induida per LDL en cél-lules de la paret arterial

en cultius ™. Tot i aixi, s’ha suggerit que la proteccié exercida per les HDL esta més fortament
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ligada a la PON1 de les HDL que no pas a la quantitat de particules HDL o a qualsevol altre
component d’elles. En efecte, les HDL dels conills, que presenten una activitat paraoxonasa entre
8-16 cops meés elevada que les HDL humanes, tenen una capacitat maxima de proteccié contra
I'oxidacié dins el mateix rang d’activitat paraoxonasa (entre 75-150 U) que els humans i no dins el
rang de concentraci6 humana de HDL ?''. Existeixen malalties que provoquen una deficiéncia de
HDL i s’associen a decrement d’activitat o concentracié de la PON1 (malaltia de Tangier i malaltia

226;227

d’ “ull de peix”) , mentre que altres situacions, tenint el mateix efecte sobre les HDL, no
s’associen a decrement de la PON1 ?'°. Per exemple, el vegetarianisme amb dieta baixa en
greixos, provoquen hipoalfaproteinémia perd estan associades a menor incidéncia de malaltia
isquémica coronaria, de manera que I'estat funcional de les HDL pot ser més important que no pas
la seva quantitat %, | a la inversa, rates diabétiques induides amb estreptozocina presenten nivells
de les HDL normals o augmentats, perd una PON1 sérica reduida **. La PON1 esta unida
principalment (en un 80% en les rates) a les HDL de major densitat (VHDL), que tenen el seu
origen en la secrecio del fetge i no el catabolisme de les VLDL i constitueixen un 10 % del total de
les HDL, basat en el contingut de colesterol ?*°. Les VHDL poden ser les particules especifiques
responsables del transport de la PON1 en sang, almenys en les rates 2°°. Aixd podria explicar que
variacions en el conjunt general de HDL no repercutissin directament en la PON1, sin6 més aviat
ho fessin variacions d’'una determinada subclasse de HDL, de manera que la relacié entre PON1 i

HDL o apoAl no fos gaire robusta.

In vitro, la PON1 pot metabolitzar les seglients biomolécules:

1) peroxid d’hidrogen fins un 25% #'.

2) fosfolipids peroxidats o hidroperoxidats (p.e. 1-palmitoil-2-(5)oxovaleroil-sn-glicero-3-
fosforilcolina(POVPC), 1-palmitoil-2-glutaroil-sn-glicero-3-fosforilcolina (PGPC, 1-palmitoil-2-
(5,6-epoxiisoprosta E2)-sn-glicero-3-fosforilcolina (PEIPC), 1-palmitoil-2-araquidonil-sn-glicero-
3-fosforilcolina oxidada (oxPAPC) 23" 212232

3) EC peroxidats o hidroperoxidats (p.e.linoleat de colesterol hidroperoxidat #*').

Aquestes molécules sén destruides tant si estan lliures, com si pertanyen a lesions
aterosclerotiques o a LDL parcialment oxidades aillades 2'2. La magnitud de la destrucci6 és
d’'un 19% si parlem de peroxids lipidics en general, perd d’'un 90% si parlem concretament
d’hidroperoxids de linoleat de colesterol 2'2.

4) PAF (activitat PAF-acetilhidrolasa) ": A més de ser capag de destruir fosfolipids oxidats, la
PON1 també té propietats antiinflamatories pel fet de presentar una activitat PAF-

acetilhidrolasa, és a dir, és capag d’hidrolitzar el factor pro-inflamatori PAF i convertir-lo en liso-
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PAF '8 que ja no és reconegut pel receptor de PAF. Sempre s’havia postulat que I'enzim PAF-
AH es trobava en les LDL i HDL ', ja que s’havia trobat activitat PAF-acetilhidrolasa en aquest
dos tipus de lipoproteines. De totes maneres, no hi ha evidéncies que confirmin I'existéncia de
'enzim PAF-AH en les HDL, i un article recent postula que la PON1 sembla ser I'inic enzim

responsable de la hidrolisi de PAF en les HDL "%

Experiments_in vivo: Un estudi amb ratolins knock-out dobles per PON1/apoE, demostra per primer

cop, in vivo, que PON1 protegeix contra l'oxidacio de les LDL i IDL. En efecte, els animals dobles
knock-out presenten un increment de fosfolipids peroxidats (POVPC,PGPC, PEIPC) i liso-
fosfatidilcolina en les LDL (39-107%) i en les IDL (17-85%), comparats amb els animals només
knock-out per apoE #**. A més a més, ratolins knock-out per PON1 presenten més aterosclerosi
que els wild-type quan s’alimenten amb dieta rica en greixos i colesterol "', les seves HDL sén
incapaces de prevenir 'oxidacié de LDL en un model de cultiu cellular de paret arterial **" i les
seves HDL i LDL sén més susceptibles a oxidacié en aquest model de cultiu **’. En concordancia
amb aquestes troballes, ratolins que sobreexpressen 5 cops aproximadament la PON1 murina
conserven I'activitat LCAT (molt sensible a I'estrés oxidatiu) un 30-40% més que animals controls
quan s’incuba el seu plasma en Cu?* durant 2h %*. A més, s’observa una inhibicié de la formacié
d’hidroperoxids lipidics en les HDL, pero cap alteracié en la concentracié d’aquestes lipoproteines,
el seu tamany o la seva carrega %**. Curiosament, la PON1 murina conserva la Cys 283 #**. Un
estudi amb ratolins knock-out per I'apoE, descriu una disminucié (40-65%) dels peroxids lipidics
continguts en els macrofags peritoneals en injectar-los PON1 humana ?*. Paral-lelament, hi ha un
decrement d’entre el 30-40% del I'expressi6 de mRNA del receptor scavenger CD36 i de la
captaci6 de LDL oxidades per part dels macrofags 2°.

La rad [apoJ/PON1] es troba incrementada en ratolins susceptibles a desenvolupar estria grassa
alimentats amb una dieta pro-aterogénica o amb dieta de pinso als que se’ls ha injectat LDL
parcialment oxidades, i també en ratolins deficients en apoE o deficients en el receptor de les LDL
amb dieta rica en colesterol. En humans, aquesta rad és significativament més elevada en pacients

normolipémics amb CHD respecte als controls "2,

Mecanismes: Fa uns anys es creia que les HDL protegien contra I'oxidacié de les LDL perqué
transferien els fosfolipids oxidats de les LDL cap a les HDL i en la superficie d’aquestes ultimes
s’hidrolitzaven aquests compostos '¥’. Actualment, es creu que les HDL no actuen hidrolitzant en la
seva superficie els peroxids que li han estat transferits des de les LDL, sind que les HDL hidrolitzen

aquests fosfolipids peroxidats en les mateixes LDL i HDL "7 i que els fragments resultants
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(majoritariament, liso-lecitina i fragments de I'acid gras de la posicié sn-2) sén transferits de les
LDL a les HDL, on el seu efecte és menys citotdoxic que en les LDL. Aquesta teoria té el suport de
que, si es preincuben les HDL amb Cu?*, els lipids d’aquestes lipoproteines es peroxiden i s'hi
acumulen, perd la capacitat de les lipoproteines de protegir contra I'oxidacié les LDL afegides

posteriorment no es veu alterada "".

La capacitat antioxidant o de proteccié contra I'oxidacié de les LDL que exerceix la PON1 sembla
ser deguda a dues activitats enzimatiques sobre les lesions aterosclerotiques: una activitat
peroxidase-like, que transforma hidroperoxids de linoleat de colesterol (CL-OOH) i de linoleat
lliure (L-OOH) en els seus corresponents hidroxids menys reactius (CL-OOH en CL-OH i L-OOH
en L-OH) % i que també destrueix el H,0, ?*'; i una activitat esterase-like, que pot convertir
hidroperodxids i hidroxids de linoleat de colesterol en hidroperdxids i hidroxids d’acid linoleic lliure,
respectivament (CL-OOH en L-OOH i CL-OH en L-OH, respectivament) #**. Curiosament, in vitro la
PON1 no actua sobre EC no oxidats, és a dir, no presenta activitat esterasa sobre substrats que no

estan oxidats 2%°.

Els fosfolipids més susceptibles de ser oxidats son els que contenen un acid gras poliinsaturat en
la posicié sn-2. En la LDL humana, el lipid més abundant és el linoleat de colesterol, i el fosfolipid
poliinsaturat més abundant és el linoleat de fosfatidilcolina °. Aquest Ultim pot ser peroxidat en el
Co de 'acid linoleic, produint-se una escissié de fragments més curts que se segueixen oxidant fins
a aldehids o cetones, que s’uneixen covalentment a I'apoB de les LDL, fent que aquesta sigui

reconeguda pel receptor scavenger "°.

Les HDL probablement actuen abans de I'escissio, hidrolitzant I'acid linoleic(C1s.2, Ag 12) pel punt on
esta hidroperoxidat, és a dir en el Cg, i alliberant-ne un fragment de 9 carbonis, i posteriorment
hidrolitzant el fragment restant de 9 carbonis que quedava unit a la posicié sn-2 "°. La molécula de
liso-lecitina resultant (sense grup acil en la posicidé sn-2) és molt citotoxica en les LDL, perd no en

les HDL, on és un producte fisioldgic de I'activitat de la LCAT .

S’ha proposat que la PAF-AH i la PON1 podrien tenir funcions coordinades sobre els acids grassos
en posicid sn-2 dels fosfolipids oxidats. Mentre la PAF-AH, present en les LDL, només actuaria
sobre acids grassos curts (de com a maxim 9 carbonis), la PON1 podria actuar també sobre

212 (Vegeu figura segiient extreta de ?'2. Sembla que la PAF-AH no

cadenes de més de 9 carbonis
és la responsable de protegir contra 'oxidacié de les LDL en les HDL, ja que en ratolins knock-out
per PON1, l'activitat PAF-AH sérica no es veu alterada perd en canvi les seves HDL no poden

protegir contra I'oxidacié '*’. Vegeu la figura segiient extreta de %'2.
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La determinacio d’estrés oxidatiu s’ha realitzat en el nostre laboratori amb dues técniques, TBARS

i LDL oxidada, que detallem en I'apartat 3: “Métodes”.

Altres métodes per determinar I'estat oxidatiu sovint emprats consisteixen en la determinacio dels

anticossos contra LDL oxidades, anomenats oxidized-LDL antibodies (OLAB)

metodes per

avaluar l'oxidacid6 a nivell de DNA, mesurant la concentraci6 de 8-OHdG (8-hidroxi-2’-

desoxiguanosina) en orina .
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1.5.4 Capacitat o activitat enzimatica de la PON1 segons factors genétics, quimics o

bioquimics

1.5.4.1 Expressio el gen PON1

Els estimuls pro-aterogénics, com per exemple la preséncia de fosfolipids oxidats en cultius

cellulars, reprimeixen I'expressido del gen PON1. També el consum de dietes riques en greix
produeix el mateix efecte sobre I'expressioé génica de PON1T en ratolins. S’ha suggerit, doncs, que
la PON1 podria ser un enzim induible '¥’.

Experiments amb hepatocits i amb ratolins han descrit que la transcripcid del gen PON1 esta
modulada per fosfolipids oxidats, com el OX-PAPC que disminueix I'expressié génica de la PON1
perd augmenta la de I'apoJ . Aquesta modulacié es déna via la citocina IL-6 quan la modulacié
és a curt termini, perd per un altre mecanisme a llarg termini '®.

Com hem comentat, el polimorfisme PON7-(-107) del promotor es localitza en un lloc d’unié pel
factor de transcripcio repressor Sp1, lloc important per un gen TATA-less com el PON1 81182 j eg
relaciona perfectament amb la concentracié de la PON1 '8, De fet aquest polimorfisme podria
explicar el 22% de variabilitat de la concentracié de la PON1 . Dos altres polimorfismes del
promotor, PON1-(-162) i PON1-(-909), també poden variar, en un ordre de dos cops, la
concentracié de PON1 '®. Coincideix que el polimorfisme PON7-(-162) es localitza dins un lloc

d’unié per factor de transcripcid NF-1 %

i dins d’'una regié molt homologa a un lloc de resposta a la
citocina pro-inflamatdria IL-6, la qual disminueix la expressi6 de PON1 en cél-lules HepG2 i

I'activitat paraoxonasa en ratolins .

1.5.4.2 Genotips de PON1-192

La capacitat de PON1 de catalitzar la hidrolisi de diazoxd, de soman i de sarin sembla ser major

per part de l'alloenzim Q que pel R ' Contrariament, la capacitat d’hidrolisi de paraoxé i de
tiolactona d’homocisteina és major en el R que en el Q ', i la d’hidrolisi de I'oxé de clorpirifés i de
fenilacetat no difereix entre al-loenzims '*®. El canvi de residu Q per R , i conseqiient canvi de
carrega de I'enzim, podrien afectar al niumero de recanvi de substrat paraoxd, el qual és elevat tant
en alloenzim R com en la PON1 del conills, que tenen una lisina (de carrega similar a la de
I'arginina) en la posicié 192 '°. Els al-loenzims Q i R podrien actuar sobre diferents metabolits dins
la cadena de reaccions per metabolitzar un mateix substrat 2'>.

Les activitats paraoxonasa i arilesterasa de la PON1 humana purificada es poden estimular amb
alguns fosfolipids (augment de les Vo perd no de les Ky), essent la dilauroilfosfatidilcolina el

d’efecte més estimulant ?’. L’estimulacié és diferent segons els al-loenzims Q i R de PON7-192, i
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aquestes diferéncies sén substrat-dependents ?®°. S’ha suggerit que la interaccié entre la PON1 i

els fosfolipids pot ser important ja que la PON1 sérica esta associada als lipids de les HDL .

Hi ha molta controvérsia sobre I'efecte del genotip en la capacitat de la PON1 de protegir contra
I'oxidacié de LDL. Alguns autors consideren que l'al-loenzim Q pel polimorfisme PON7-192 i el M
del polimorfisme PON7-55 protegeixen millor contra l'oxidacié de les LDL que el R i IL,
respectivament. Una revisié del tema publicada I'any 2001 '®° també li déna suport a aquesta idea
213236239 En efecte, ajustant la quantitat d’enzim per I'activitat arilesterasa, I'al-loenzim Q té& major
capacitat i rapidesa reduint lipoperoxids de la lesio aterosclesclerdtica que I'al-loenzim R 2. Tot i

aixi, en els experiments 2*'

s’utilitzen LDL propies de cada individu, enlloc de LDL estandarditzades
per totes les mostres. A més, aquestes observacions son fetes en condicions de concentracio
baixa de proteina. En canvi, la concentraci6 de proteina de les HDL és més elevada en condicions
fisioldgiques i llavors no s’observen diferéncies, respecte al genotip, de la capacitat de proteccié de
la PON1 contra I'oxidacié de les LDL ni del grau d’inactivacié de la PON1 ?'". En experiments amb
fosfolipids oxidats que indueixen la migracié de mondcits en cultius de cél-lules de paret arterial, la
PON1 redueix la migracié també sense diferéncies segons el genotip ?°'. S’ha descrit que
lal-loenzim Q és més eficient inhibint 'oxidacié de les LDL si s’afegeix en l'etapa d’iniciacié de
I'oxidacid, mentre que I'al-loenzim R mostra major eficiéncia si s’afegeix en la fase de propagacio,

és a dir, una hora després de I'inici de I'oxidacié ™.

Com ja hem dit, durant I'oxidacié lipidica es produeix la inhibicié de les activitats paraoxonasa,
arilesterasa i de proteccié contra I'oxidacié de les LDL, pero hi ha també discrepancies sobre si
algun dels al-loenzims conserva millor que l'altre aquestes activitats després de 'oxidacio. Per una
banda, alguns autors creuen que I'al-loenzim Q de la PON1 conserva millor que el R les activitats
paraoxonasa, arilesterasa i de proteccid contra l'oxidacid de les LDL 2. Pel nostre
coneixement, no s’ha estudiat el que li succeeix a I'activitat lactonasa '*2%°.

En efecte, en experiments in vitro on es provoca I'oxidacié de LDL amb Cu?®* (incubacié durant 4h i

ajustant la quantitat de proteina PON1 amb [l'activitat arilesterasa) 2"

0 en experiments on
s’incuben les HDL amb homogenats de lesions de l'artéria cardtida o coronaria i es mesura
leliminacié de lipoperdxids (incubacidé durant 24h i ajustant la quantitat de proteina PON1 amb

Iactivitat arilesterasa) 2*°

, S’observa que les activitats paraoxonasa i arilesterasa es redueixen de
forma més exagerada en el cas de l'al'loenzim R que en el de l'alloenzim Q. Per exemple en el
primer cas 2", la reduccié de I'activitat arilesterasa és d’un 55% i 28% per l'al-loenzim R i el Q,

respectivament, i pel segon cas #,d’'un 45% i 15%, respectivament. En experiments similars, on
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s’incuben conjuntament HDL i LDL propies de cada individu amb Cu?* durant 6h, la capacitat de
protegir contra I'oxidacié es conserva millor en les HDL d’individus QQ (57%), que dels QR (25%) i
dels RR (1%) 2",

Per l'altra banda, un estudi amb pacients amb NIDDM mostra que la reduccié de [l'activitat
paraoxonasa deguda a I'oxidacié (incubacié amb LDL i Cu®* durant 6 h i ajustant per mg de HDL)
resulta ser d’'un 70% de forma similar en ambdés genotips QQ i RR #'!. Cal tenir en compte, pero,
que en aquest estudi I'ajust es fa per quantitat de HDL i no de la PON1, i que a més, la diabetis
confereix un estat oxidatiu basal incrementat en comparacié amb individus sans ?"".

S’ha descrit que I'al-loenzim R presenta una quantitat de la PON1 ajustant per les HDL 1.3 cops
major que el Q, una activitat paraoxonasa també 6 cops major i una activitat especifica

paraoxonasa igualment 5 cops major en pacients diabétics tipus 2 2'".

Antigament els fenotips de la PON1 es determinaven amb I'estimulacié de I'activitat paraoxonasa

199

amb NaCl i la rad [activitat paraoxonasa/activitat arilesterasa] ™. El grau d’estimulacié és

240 " |’al-loenzim R

consistent i reproduible en mostres congelades durant almenys dos anys
presenta una activitat paraoxonasa superior i s’estimula en major grau enfront NaCl 1 M que
lal-loenzim Q. La rad [activitat paraoxonasa/activitat arilesterasa] de l'al-loenzim R té un valor
aproximat de 8, mentre que la del Q és de 1 '*°. Sembla que els 2 al-loenzims tenen un nombre de

recanvi similar per 'activitat arilesterasa pero forga diferent per I'activitat paraoxonasa .

1.5.4.3 Genotips de PON1-55

En experiments on s’'incuben conjuntament HDL i LDL amb Cu?* durant 6h, la capacitat de protegir

contra I'oxidaci6 es conserva millor en les HDL d’individus MM (49%) que no pas els LL(22%) o LM
(29%) pel que fa al polimorfisme PON17-55 ?°'. Perd, com hem comentat en I'apartat anterior, hi ha
controversia sobre el tema ja que les LDL utilitzades en aquest assaig son les propies de cada
individu. Pels nostres coneixements, no s’ha estudiat si I'oxidacio lipidica altera de forma diferent
les activitats paraoxonasa, arilesterasa o lactonasa segons el polimorfisme PON17-55.

Aquest polimorfisme determina en gran part la concentracié enzimatica de PON1 per varies raons.
Primer, el polimorfisme PON7-55 es troba en equilibri de lligament amb un polimorfisme del
promotor del gen, el PON71-(-108), que controla I'expressié génica. Segon, PON7-55
independentment dels altres polimorfismes de PON1, encara explica un 4% de la variabilitat de
l'activitat arilesterasa, representativa de la concentracié. De fet, la proteina corresponent a I'al-lel L
de PON1-55 és més estable que la M ",
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1.5.4.4 Activitat enzimatica de la PON1 en funcié de la preséncia de Cys 283

La preséncia de cisteina en el residu 283 de I'enzim PON1 (Cys 283) és indispensable per exercir

I'activitat tiolactonasa 2%

i la proteccid contra I'oxidaciéo de LDL per part de 'enzim PON1. La
Cys283 de la PON1 és indispensable per I'activitat antioxidant de la PON1, de manera que si el
residu es muta per una alanina o una serina mitjangant mutagénesi dirigida, o es bloqueja utilitzant
un agent bloquejant de grups sulfur, 'enzim passa a ser incapag de reduir el contingut de peroxids
lipidics en lesions a l'artéria cardtida 2°°. Sembla ser que durant 'oxidacio lipidica, els oxids lipidics
justament ataquen aquesta Cys283.

La preséncia d’aquest residu intacte no té cap mena d’importancia per les activitats d’hidrolisi
d’'organofosfats i arilésters (activitats paraoxonasa i arilesterasa, respectivament), perd aquestes
activitats es veuen reduides si el grup sulfur de la Cys 283 és atacat per peroxids lipidics 2'¥%'°,
Inicialment, es cregué que la hidrolisi del paraoxé per part de la PON1 comportava la fosforilacié
del residu Cys283 de I'enzim amb la consequent inactivacié de la seva capacitat enzimatica (model
de Augustinsson) ?*'. Contrariament i de forma més recent, Sorenson i cols. van observar que la

substitucio de la Cys 283 per una alanina no tenia cap efecte sobre I'activitat paraoxonasa '*°.

1.5.4.5 Dependéncia al Ca®* de I'activitat enzimatica de la PON1

Les activitats d’hidrolisi d’organofosfats (com I'activitat paraoxonasa 2'* i la hidrolisi de diazoxé ',

213 217 200

hidrolisi arilesters (com l'activitat arilesterasa) “'° i activitats tiolactonases sén dependents de

la concentracié de Ca*", mentre que la capacitat de proteccié contra la oxidacié de les LDL es

213

considera que no en depén . De fet, la quelacié de Ca?* amb EDTA inhibeix Iactivitat

paraoxonasa en un 90%, mentre que la capacitat protectora només disminueix entre un 73-46%
212.

A partir de les diferéncies respecte al Ca?* i de les esmentades respecte la Cys283, s’ha suggerit
que 1) el centre actiu responsable de les activitats arilesterasa i paraoxonasa no és el mateix que
el centre actiu responsable de protegir contra I'oxidacio; o bé 2) existeix un sol centre actiu
responsable de totes les activitats enzimatiques de la PON1, el qual sofreix canvis conformacionals

que afecten només a certes activitats enzimatiques 2'*.

1.5.4.6 Inactivacio de I'activitat enzimatica de la PON1 per oxidacio

La capacitat de la PON1 de protegir contra I'oxidaci6 de les LDL sembla que es veu acompanyada
per una inactivacio de I'enzim degut a les interaccions del grup sulfur de la Cys 283 de I'enzim amb

els lipids oxidats formats durant I'oxidacioé de les LDL 2'32®,
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Pel que fa a I'activitat paraoxonasa, 'augment de I'estrés oxidatiu, mesurat com a TBARS, produit
en afegir un inhibidor de la PON1 en un medi amb HDL, provoca una reduccié d’aquesta activitat
215 En aquest mateix sentit, els ratolins knock-out per apoE, que presenten aterosclerosi prematura
i estrés oxidatiu elevat, sofreixen un decrement accentuat de I'activitat paraoxonasa amb I'edat 215,

L’activitat arilesterasa s’inhibeix en un 35-61% 2'°

si I'enzim és atacat en la posici6 Cys283 per
peroxids lipidics (lliures o continguts en LDL oxidades), pero es considera que aquesta activitat no
és dependent de la Cys283, ja que no resulta alterada si es canvia la natura del residu en la
posicié 283 per mutagénesi dirigida o es pretracta I'enzim bloquejant el grup sulfur de la Cys amb
un agent com el PHMB 2'°. L’atac de peroxids lipidics podrien comportar un canvi conformacional
de I'enzim o un impediment estéric que alterés I'activitat arilesterasa.

Segons alguns autors, la inactivacié de I'enzim no és la mateixa pels dos allloenzims del
polimorfisme PON17-192. La reduccié de l'activitat paraoxonasa, I'activitat arilesterasa i la capacitat
de proteccié contra I'oxidacié de les LDL, que té lloc durant I'oxidacid, seria menor per I'al-loenzim
Q que rallloenzim R, i alhora el primer protegiria millor contra I'oxidacié. Perd altres estudis
indiquen que l'oxidacié inactiva en igual mesura a ambdds alloenzims respecte [l'activitat
paraoxonasa i respecte la capacitat de proteccié contra I'oxidacié, avaluada com 'acumulacié de
peroxids durant la incubacié de LDL amb Cu?* i I'increment de mobilitat electroforética de les LDL,
conservant només al voltant d’'un 30% de les activitats inicials 2'".

Respecte les activitats paraoxonasa, arilesterasa i lactonasa, s’ha descrit que tant el paraoxé, el
fenilacetat o la tiolactona d’homocisteina no sén inhibidors competitius de les altres dues activitats,

suggerint-se que els centres actius podrien ser diferents per cada activitat 2'’.

1.5.4.7-Altres factors que modifiquen 'activitat de la PON1

Com s’ha comentat en I'apartat “Relaci6 amb HDL i capacitat antioxidant”, la concentracié de la
PONH1 pot estar limitada per la quantitat de HDL existent, i més concretament, per la subfracci6 de
HDL que conté PON1. Aixi doncs, s’ha observat que pacients amb la malaltia de Tangier o malaltia

LTS ” 226;227

d’ “ull de peix , que provoquen hipoalfaproteinémia, conserven la funcionalitat de la PON1, tot
i que presenten una activitat paraoxonasa reduida causada per una disminucié en la concentracio
de la PON1 i no per una inactivacid de I'enzim ?'°. Altres malalties que no sén deficiéncies
congénites de les HDL, siné trastorns que cursen amb concentracions baixes de HDL com la
diabetis, I'lAM i la insuficiéncia renal, també presenten disminucions de PON1 com expliguem més

detalladament en el seglent apartat.
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Resumint el que s’ha dit en aquest apartat, els peroxids lipidics inhibeixen les activitats
paraoxonasa, l'arilesterasa, la lactonasa i la de proteccié contra I'oxidacio.

La quelacié de Ca?* inhibeix les tres primeres activitats 2'".

La temperatura elevada d'uns 60 °C inhibeix a les activitats paraoxonasa, arilesterasa i de

proteccié contra I'oxidacié 2", pero la ultima no es veu afectada per temperatures de 56°C '121:212,

1.6 Patologia organica relacionada amb la PON1

Molts estudis han relacionat la PON1 amb patologies organiques com les malalties
cardiovasculars, la hipercolesterolemia familiar, la diabetis, les malalties neuronals o Ia
insuficiéncia renal. A continuacié descrivim la relacié d’aquestes patologies amb a) I'enzim PON1,
és a dir, la seva concentraciéo de PON1 i les seves activitats enzimatiques i b) els polimorfismes de
PON1.

1.6.1 Malalties cardiovasculars (CHD)

Les malalties cardiovasculars (CHD) s’associen sovint a nivells baixos de HDL, lipoproteina on es
localitza la PON1. A més, els nivells sérics d’'activitat paraoxonasa sén significativament baixos
després d’un IAM ?** i es mantenen reduits durant les 2h — 42 dies després del comengament dels
simptomes ?®. Fins i tot abans del comencament dels simptomes clinics de la CHD, Iactivitat
paraoxonasa esta disminuida en pacients diabétics 2*2. Els nivells d’activitat paraoxonasa també es
troben baixos en pacients amb malalties fortament associades a CHD com la hipercolesterolémia
familiar 27, la insuficiéncia renal o la diabetis mellitus 2°®. Totes aquestes premisses van portar a
estudiar la relacié entre la PON1 i les CHD.

Nombrosos articles apunten que l'associacié entre CHD i nivells baixos d’activitat no és ftrivial,
degut a que I'activitat paraoxonasa esta fortament modulada pel genotip PON7-192 i presenta una
variabilitat inter-individual molt elevada. Aixi no sembla adequat utilitzar unicament l'activitat o

' ni tampoc els genotips de PON1 per separat ***, per predir

concentracié de la paraoxonasa %
directament el risc de CHD, perod pocs estudis fins al moment determinen alhora la genética de la
PONT1 i l'activitat paraoxonasa o l'activitat arilesterasa #2?*2_En definitiva, I'analisi del fenotip
juntament amb el genotip semblen indispensables per a poder predir la CHD ?*’, i mentre no es
disposi d’un assaig de rutina basat en la hidrolisi de peroxids lipidics, Mackness i cols. aconsellen
determinar l'activitat paraoxonasa, la d’hidrolisi de diazoxé o la concentracié de PON1 en tots els

estudis epidemiolodgics que tractin la relacié de la PON1 i les CHD #*.
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a) L’enzim PON1:

La concentracid i I'activitat paraoxonasa es troben reduides fins a un 50% en pacients amb CHD,

independentment del genotip PON71-192 o PON1-55 ?*42%¢ A més, alguns d’aquests pacients tenen
valors normals de c-HDL, perd les seves HDL protegeixen insuficientment contra la migracio de
mondcits induida per LDL en cultius de cél-lules de la paret arterial "*2. Comparant dues poblacions
amb taxes de CHD diferents (Belfast i Toulouse), es troba que la concentracié de PON1 és menor
en la poblacié de major taxa de CHD (56 enfront de 71 ug/ml) i l'activitat paraoxonasa de cada
grup genotipic de PON7-192 (QQ,QR i RR) és diferent en cada poblacio, és a dir, I'activitat
paraoxonasa dels individus QQ és menor i la dels RR és major, respectivament ,en la poblaci6 de
taxa més elevada, que en laltra ??®. No hi ha consens en I'afirmacié que la raé [apoJ/activitat
paraoxonasa] predigui la CHD millor que no pas la raé [colesterol total/c-HDL] "%24,

Els pacients amb CHD que a més presenten una altra patologia associada, tenen comportaments
diversos. Per exemple, els que a més de CHD son trasplantats renals presenten activitats
paraoxonasa i arilesterasa similars als trasplantats sense CHD ?*°. Els que a més de CHD son
diabétics presenten I'activitat paraoxonasa, arilesterasa i la concentraciéo de PON1 més elevats que
els seus homolegs sense CHD 8. Aixd s’ha explicat dient que 'homozigosi LL de PON7-55 en la
diabetis sembla ser un factor de risc independent per CHD, a més d’estar en equilibri de lligament
amb I'allel R del PON1-192.

Alguns autors consideren que l'activitat paraoxonasa prediu millor el risc d’arteriosclerosi de
I'artéria carotida %*° o de CHD #** que no pas els genotips PON7-55 o PON1-192, considerats
ailladament, tot i que els nivells d’activitat enzimatica se superposen considerablement entre

genotips d’un polimorfisme ?*'.

b) Polimorfismes de PON1:

Ruiz i cols. ?*° van descriure per primer cop la relacié entre el genotip del polimorfisme PON7-192 i

les CHD en una poblacié caucasica diabética. Concretament van trobar que tant I'al-lel R del
polimorfisme PON1-192, com els genotips portadors d’aquest al-lel (RR o QR) augmentaven el risc
de patir un IAM. Amb posterioritat, estudis cas-control han intentat replicar aquests resultats,
obtenint-se discordances importants.

251

Per exemple, estudis portats a terme amb indis de Singapur (no xinesos) i de la India 2*°, amb

252 253 i amb nord- i centre-americans #** 2** 2°donen suport a I'associacié del genotip

japonesos
del polimorfisme PON17-192 i les CHD. Paral-lelament, la comparacié de dues poblacions, la
irlandesa de Belfast i la francesa de Toulouse, amb taxa de CHD molt diferent (a Belfast tres cops

major que a Toulouse) indica que hi ha una major freqiiéncia de I'al-lel R a la poblaci¢ irlandesa #2°.
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Contrariament, altres estudis cas-control conduits en poblacié japonesa ?*°, xinesa %', turca % i

caucasica 185;244;259-263

no poden demostrar I'associacié. Un estudi prospectiu en individus majors de
84 anys seguits durant 10 anys no troba associacié dels polimorfismes PON7-192 i augment de

mortalitat cardiovascular %**. El genotip PON7-192 tampoc no s’associa a la severitat, progressié o

regressié de I'aterosclerosi coronaria segons un altre estudi prospectiu .

A la taula es mostren els principals estudis d’associacio

Estudi Poblacio P |CHD+ CHD -
| patologies (tfconfirmats amb coronariografia)
(*diferencia estadisticament significativa, N Freq. al'lel R|N Freq. al'lel R
ns no significatiu)
Ruiz *2°° Caucasica, 0.03 263(0.35 171(0.26
NIDDM
Pfohl *2%° Caucasica, 0.02 1701 0.34 118[0.25
NIDDM
Odawara ***’ Caucasica, 0.003 4210.69 122(0.58
NIDDM
Serrato **** USA 0.0001 223t(0.44 24710.31
Mackness **% Caucasica, 0.007 Belfast |0.33 | Toulouse | 0.24
Belfast vs Toulouse 165 186
Gardemann *%® Caucasica, 0.015 760(0.30 304(0.25
<62 anys
Hasselwander %*° Caucasica, ns 103(0.30 388(0.31
Trasplantats
renals
Hermann *° Caucasica ns 6421 (0.31 701(0.30
Antikainen ° Caucasica ns 380(0.26 169(0.26
Aubg %%° Caucasica ns 156 |0.27 310/0.30
Cascorbi '®° Caucasica ns 9631 |0.27 971/0.27
Rice %%? Caucasica ns 440t10.30 527(0.30
Ombres 70 Caucasica ns 4721(0.30 204 (0.27
Zama ***? Japonesa 0.002 75(0.74 115[0.59
Imai ***° Japonesa <0.001 210]0.75 4310.65
Suehiro #*° Japonesa ns 134 (0.60 2520.62
Ko 27 Xinesa ns 218/0.65 218/0.64
Sanghera-Singapur ' | Xinesa ns 246(0.59 24410.53
Sanghera-Singapur **' | India 0.014 12210.43 165[0.33
Patj *** India 0.0001 120(0.45 80(0.17
Aynacioglu **® Turca ns 96(0.38 105(0.31
Sen-Banerjee ***° Costa Rica 0.008 4920.27 518(0.24
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Uns metaanalisi publicat recentment ressalta una certa heterogeneitat de les odds ratio (OR) entre
aquests estudis, i conclou que I'associacié entre els genotips portadors de I'al-lel R de PON71-192 i
la preséncia de CHD és estadisticament significativa, amb una OR de 1.5 (interval de confianga del

95%, 1C95% 1.17-1.77), com es pot veure en la segiient figura extreta de ***

, sense evidéncia
d’efecte de raca, pero si d’efecte de biaix de publicacié (tots els estudis amb tamany de mostra
petit presenten efectes grans, com si els estudis petits amb resultats no significatius no
s’haguessin publicat) ?**. Quan el metaanalisi avalua el genotip RR enfront la resta, la OR es
manté significativa, essent de 1.16 (IC 95% 1.00-1.35) ?**. Cal tenir en compte les diferencies
etniques de les poblacions estudiades, la varietat de les patologies analitzades i que els estils de

vida sén diferents segons els estudis.

“OR or RR” genotypes more prevalent in CHD patients than “QQ” compared to controls
Antikainen  — H
Aubo  —| H
Cascorbi - :
I -
Hemann = 18-
Mackness — 8
Ombres  — ——
Pati - : _—
Pfohl | — s
Rice ——
Ruiz  — —_—a
Sanghera - Indians - ——
Serrato  —| ——
Imai = |
Odawara  —| +
Sanghera - Chinese | —_—
Suehio - ————1——
Taiwan -
Zama
Combined — —~
T T T T
0.5 1.0 15 80
Increased odds of Increasad odds of genotype

genolyps QQCHD+ ¢————— ——— B QROFRRCHD+

“RR” genotypes more prevalent in CHD patients than “QQ or OR” compared to controls

Antikainen
Aubo

Sanghera - Chinese
Suehiro
Taiwan

Cascorbi -
Hemann
Ombres +
Pati - ——
Pfohl s
Rice o T
Ruiz —
Sanghera - Indians -
Sermato —
Imai -
Odawara -

Zama
Combined —
T
80
Increased odds of genotype Increased odds of genotype
QQor QR of CHD+ < P RRifCHD+

Note: gg Oriental Studies, g Caucasian Studies
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Alguns autors, igual que nosaltres, consideren que el genotip PON7-192 modula el risc de CHD
nomeés en preséncia d’altres factors de risc de CHD, com son la diabetis mellitus, el consum de
tabac, I'edat o nivells baixos de c-HDL séric.

Concretament, els individus portadors de I'allel R que, a més son diabétics, tenen un major risc d’
IAM que els QQ, tant els caucasics amb una OR de 2.65 (IC 95%1.04-6.75) *°%° com els
japonesos %%,

Altres factors poden ser importants en la modulacié del risc. Tal és el cas de la edat, I'habit
tabaquic o la concentracié basal de c-HDL. En efecte, s’ha descrit que el risc de CHD és més gran
en els individus homozigots QQ que en els portadors de I'al-lel R si sén fumadors ?’", si tenen una
edat avancada 2’2 o concentracions baixes de c-HDL ?". Altres troballes indiquen en canvi que
I'efecte deleteri correspon a l'allel R i es déna només en els individus amb c-HDL elevat %', que la
freqléncia de l'al-lel R dels octogenaris sense simptomes d’aterosclerosi sembla ser menor (13%)
comparada amb els octogenaris amb aterosclerosi (37%) i amb controls no octogenaris (46%) 2%, i
que els caucasics joves portadors de I'al-lel R presenten un risc incrementat d’'IAM %% o de malaltia
vascular cerebral 2”°.

No s’ha pogut demostrar cap efecte de I'al-lel R respecte a les CHD en trasplantats renals .

El polimorfisme PON7-55 modula la concentraciéo de PON1 i aixd podria explicar la seva associacié

amb el risc de patir CHD. Algunes referéncies indiquen que els polimorfismes PON71-55j-192 es
troben en desequilibri de lligament i aquest podria explicar la relacioé dels polimorfismes esmentats
amb la CHD "8,

S’han descrit associacions entre 'al-lel L i la CHD en poblacié caucasica 2’°?’%2’®_ En canvi, altres

observacions en indis asiatics, xinesos ?’° i també en poblacié caucasica 24268280

son negatives.
En el mateix sentit, un estudi prospectiu amb majors de 84 anys tampoc pot relacionar I'al-lel L
amb més risc cardiovascular ?*.

Si s’avalua conjuntament amb altres factors de risc de CHD, com la diabetis 78 5 |a historia familiar
de CHD prematura ?®', el genotip LL resulta ser un factor de risc per CHD (independentment de
I'equilibri de ligament amb el PON1-192) '8 o ser un factor de risc per tenir una baixa tolerancia a

la glucosa (p=0.0007) %' respectivament.

Recentment s’ha descrit que el polimorfisme PON7-55 sembla estar en equilibri de lligament amb
el PON1-(-108) del promotor, la qual cosa que podria explicar I'efecte del primer 8. El
polimorfisme PON1-(-108) del promotor, que sembla modular I'expressié del gen, s’ha descrit com

un factor de risc de patir CHD en diabétics tipus I, independent del polimorfisme PON71-192, de
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manera que el genotip TT (determinant d’'una baixa expressié de PON1) esta sobrerepresentat en
diabétics tipus Il amb CHD amb una OR de 1.64 (IC 95% 1.03-2.61) . A més, aquest el
polimorfisme PON1-(-108) sembla modular el risc exercit pel PON1-192 &

Pel que fa al polimorfisme PON1-(-907), I'al-lel C d’expressié baixa de PON1, sembla associar-se a

un augment de risc de CHD, perd només en homes menors de 50 anys %2.

1.6.2 Hipercolesterolémia familiar

La hipercolesterolémia familiar (HF) és una malaltia monogénica autosomica dominant que té una
prevalenga del 0.2% i que es caracteritza per presentar un nombre reduit o nul de receptors
funcionals de les LDL, degut a mutacions en el gen del receptor de les LDL, de les quals se n’han
descrit al voltant de 700 (J.L. Goldstein, 73rd European Atherosclerosis Society Congress,
Salzburg, Austria 8 de Juliol 2002). Els individus amb HF poden ser homozigots o heterozigots. Els
homozigots, que presenten mutacions en les dues copies del gen, acostumen a ser compound
heterozygotes, és a dir, son heterozigots per 2 mutacions diferents (J.L. Goldstein, 73rd European
Atherosclerosis Society Congress, Salzburg, Austria 8 de Juliol 2002). Com a consequéncia de les
mutacions en el receptor de les LDL, la majoria dels pacients amb HF presenten hiperlipidémia del
fenotip lla (vegeu la taula seguent), o el fenotip tipus Ilb en algun cas. La HF no s’associa pero a

hipertensio, obesitat o diabetis.

Classificacié de Fredrickson de les hiperlipidémies adaptada per la OMS 233284,
Lipoproteines Atero- |Associada a
Fenotip |elevades CT TG |geneitat | trastorns genétics
(mobilitat
electroforética)
- Norm | 1111 |no defic. fam. de LPL
I Qm en dejuni alot observ. |o de apoClI
Norm HF
LDL al Rec de LDL anormal
A (betalipoproteines) ™" ++++ | Hiperlipidémia familiar
Pop combinada
Hipercolesterolémia poligenica
LDL+VLDL (beta i [l HF
IiB : . " +++ Hiperlipidémia familiar
prebetalipoproteines) .
combinada
IDL ™ Disbetaproteinémia familiar
- (banda beta ampla) 1 T
VLDL Norm " H!pert_rlgllger_ldemlall fam|I|ar
v (prebetalipoproteines) | al o + Hiperlipidémia familiar
P pop 1 combinada
- "M Hipertrigliceridémia familiar
v ?gggt:ﬁj?'rgte\.ﬁg :"ém + | Hiperlipidemia de tipus familiar
P pop 1 de multiples lipoproteines.
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La HF es detecta en néixer o poc després, arribant a uns nivells de CT de 350-500 mg/dl en els
heterozigots i 700-1200 mg/dl en els homozigots. Sovint, en els homozigots, es presenta CHD
abans dels 20 anys, i, entre els 30-50 anys d’edat en els homes heterozigots i una década més
tard en les dones. Els pacients amb HF presenten xantomes i, concretament en els homozigots,
els xantomes cutanis apareixen ja en els primers mesos de vida. En els homozigots, 'aterosclerosi
preco¢ és greu i generalitzada i el seu tractament consisteix en plasmaféresi de les LDL i
trasplantament de fetge, ja que els farmacs o la dieta hipolipemiant no sén eficacos. L’aterosclerosi
també afecta als heterozigots, que s’han de tractar amb dieta hipolipemiant i farmacs. En els
familiars de primer grau la prevalenga de la HF és del 50% #%?®°. Els individus amb HF
heterozigota amb mutacions severes en el receptor de les LDL presenten valors de c-LDL més
elevats que els de mutacions moderades, tant a I'inici com sota tractament farmacologic. En canvi,

el percentatge de canvi del c-LDL degut al tractament no depén de la gravetat de les mutacions .

1.6.2.1 Perfil lipidic

a) L’enzim PON1:

Els conills amb hipercolesterolémia induida per una dieta rica en colesterol presenten un augment

del CT, cap canvi en el c-HDL, perd una disminucié de I'activitat paraoxonasa d’un 43% 2%". Tot i
aixi, en el moment d’iniciar la dieta pro-aterogénica o en finalitzar-la s’ha observat que I'activitat
paraoxonasa correlaciona positivament amb el c-HDL ?*”. La disminucié en I'activitat paraoxonasa
també s’ha observat en conills transgénics per 'apoAl humana ?%'.

En humans sans, el c-HDL es pot predir per I'activitat arilesterasa (els dos correlacionen bé), perd

2 2% En humans amb HF, lactivitat

no per lactivitat paraoxonasa ni pel genotip PON7-19
paraoxonasa representa només un 52 % de la dels controls, tot i no haver diferéncies de c-HDL.
Aixo pot indicar que la PON1 disminueix la seva activitat independentment de la quantitat de HDL, i

que per tant, la PON1 no actua com una apoproteina 2.

b) Polimorfismes de PON1:

Hi ha discordances respecte a si els genotips de PON1 afecten el perfil lipidic o el risc de CHD o

de quin al-lel és el deleteri.

Mentre que alguns estudis afirmen que el perfil lipidic varia segons el genotip del polimorfisme
PON1-192 "' altres estudis no han trobat aquesta associacié ?*°. Per exemple, en poblacié aillada
Hutterite, els parametres c-LDL, c-HDL, apoB, TG, i les raons de CT/c-HDL, c-LDL/c-HDL i

apoB/apoAl son significativament menys aterogeniques en els individus QQ que en els QR o en els
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RR ?®_ La contribucié de la variacié genotipica de PON7-192 sobre la variacié fenotipica d’aquests
parametres lipidics és significativa i tant gran com la del locus apoE. En les dones menopausiques
de la nostra poblacié, 'al-lel Q presenta nivells de CT i c-LDL majors que el R amb efecte gen-
dependent, de manera que les dones que sén RR ja tenen nivells tant baixos com les dones pre-
menopausiques sigui quin sigui el seu genotip '*. En la nostra poblacio, els homes portadors de
l'al-lel R, només si realitzen una quantitat elevada d’activitat fisica, presenten nivells tant alts de c-
HDL com els QQ de qualsevol nivell d’activitat fisica, i a sobre, aquests primers presenten nivells

de TG més baixos que els QQ de qualsevol nivell d’activitat fisica **. Vegeu segiient figura.

mmol/L
1.7 ¢

R carriers

16 4

Trig. HDL-C Trig HDL-C

B Sedentary M Active [ Very active

Respecte al risc de CHD, aterosclerosi o reactivitat vascular, sembla estar afectat per interaccions
entre el perfil lipidic i el genotip de PON1. El nostre grup va trobar una interaccié entre el nivells
baixos de c-HDL i el genotip PON7-192, de manera que el risc d’'lAM és significativament major
quan el c-HDL és baix només en els individus QQ, perd no en els individus QR o RR ?°. En la HF,
la combinaci6 LL/QQ dels genotips PON1-55 /PON1-192 considerats alhora, poden representar un
factor de risc independent per patir aterosclerosi de I'artéria carotida *®'. Segons un altre estudi,
I'efecte deleteri sobre la carotida correspon a l'al-lel R i es déna només en els individus amb c-HDL

t ®'. També s’ha descrit que la reactivitat vascular en resposta a una hipertrigliceridémia

eleva
transitoria (per infusié intralipidica) o en resposta a administracié bucal de nitroglicerina és menor

en els individus de genotip RR de PON1-192 2%2,
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1.6.2.2 Farmacs hipolipemiants

Els farmacs emprats més usualment pel tractament de les dislipeémies sén les estatines i els fibrats.
D’altres son, avui en dia, poc o gens utilitzats, com les resines d’intercanvi idnic, o es troben en

fase d’estudi, com els inhibidors de I'absorcié intestinal de colesterol.

1) Les estatines: Les estatines sén inhibidors de la 3-hidroximetilglutaril-Coenzim A (HMG-CoA)
reductasa, enzim limitant de la biosintesi intracel-lular de colesterol. Vegeu la seglient figura de la

biosintesi de colesterol.
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Concretament, la simvastatina és una estatina derivada de la lovastatina i el seu efecte principal

L 293;294

sobre el perfil lipidic és la disminucié del CT i el c-LD , Sense provocar canvis en la

distribucié del tamany de les lipoproteines LDL i HDL, efecte que s’ha demostrat en prevencié
primaria % i secundaria ¢, 7.

L’estudi més extens realitzat amb la simvastatina és el Heart Prevention Study, un assaig clinic
portat a terme en més de 20.000 individus d’edats compreses entre 40-80 anys, amb elevat risc de
CHD, és a dir, amb historia personal de CHD, malaltia oclusiva d’artéries no coronaries, diabetis

mellitus o hipertensié 2%

. Després de 5 anys de tractar-los amb 40 mg/dia de simvastatina
s’observa una disminucié de c-LDL (1mM, és a dir, 39 mg/dl), aixi com una reduccié d’'un 25% de
la taxa d’aparicié d’un primer esdeveniment cardiovascular i de la de mortalitat coronaria. Aquests
percentatges eren independents de les concentracions de CT i c-LDL basals, del sexe, edat,

diabetis o CHD anterior.
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El Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S) #°®

avalua I'efecte de la simvastatina en prevencio
secundaria, en un assaig clinic amb 4444 pacients amb CHD, hipercolesterolémics i
normotrigliceridémics, randomitzats a prendre simvastatina (20 o 40 mg/diaris) o placebo, els quals
foren seguits durant més de 5 anys. Els resultats mostraren una disminucié significativa de la
incidéncia d’esdeveniments coronaris (del 28 al 19 %), que s’atribueix a un descens del CT, el c-
LDL i 'apoB i, amb menor forga, a 'augment del c-HDL, de forma que una reducci6 d’'un 1% del c-
LDL produit per la simvastatina representa una reduccié del 1.7% del risc d’esdeveniments
coronaris.

S’ha descrit que la simvastatina redueix la concentracio i 'activitat de la CETP ?*7, i en individus
hipercolesterolémics, la simvastatina també redueix I'absorcié intestinal de colesterol, aquesta
darrera mesurada mitjangant el nivell plasmatic del fitosterol campesterol 2%°.

A part dels canvis lipidics que promou la simvastatina, aquesta podria tenir efectes pleiotropics, no
directament relacionats amb els lipids **°. S’ha suggerit que la simvastatina podria prevenir i
revertir I'aterosclerosi mitjangant diversos mecanismes.

En primer lloc, s’ha observat in vitro que la simvastatina disminueix els nivells de COX-2 que, via la
sintesi de prostaglandina E-2, induiria la sintesi de metal-loproteinases que destruirien la matriu
extracel-lular de les plaques aterosclerdtiques i aixi les inestabilitzarien 3032,

En segon lloc, la simvastatina actuaria com a antioxidant per se, com indicarien experiments in
vitro i ex vivo. En efecte, s’ha observat que al afegir simvastatina en el medi disminueix de forma
dosi-dependent la velocitat de formacioé i quantitats maximes de diens conjugats durant I'oxidacié
de les LDL i HDL. Complementariament, les LDL i HDL de pacients tractats amb simvastatina
formen menor quantitat d’aldehids durant assaigs d’oxidacié 2*°.

En tercer lloc, I'efecte que produeix la simvastatina sobre I'activitat transcripcional del gen PON1T i
sobre I'activitat paraoxonasa, i que expliquem en el segient apartat “a) L’enzim PON1”, podria ser

un mecanisme contra I'aterosclerosi.

També s’ha analitzat I'efecte d'altres estatines en assaigs clinics importants com [Iestudi
WOSCOPS (Pravastatina) i el AFCAPS/TexCAPS (Lovastatina) en prevencio primaria, i el CARE i

el LIPID (Pravastatina ambdoés) en prevencié secundaria. Les estatines son els hipolipemiants amb

millor capacitat per disminuir el ¢c-LDL i tenen una bona tolerancia. En menor grau, les estatines
també augmenten el c-HDL.

L’estudi WOSCOPS (The West of Scotland Coronary Prevention Study), que avalua l'efecte de la
pravastatina en homes moderadament hipercolesterolémics, lliures de CHD, conclou que la

disminucio del c-LDL és d’'un 24% i s’associa a un risc relatiu per CHD de 0.53 (p=0.0007), que
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disminueix de forma no lineal respecte a la magnitud de disminucié de c-LDL, és a dir, que una
disminucié de c-LDL per sobre del 24% no implica un benefici clinic addicional **.

L’estudi AFCAPS/TexCAPS (Air Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study), realitzat
en individus lliures de CHD i amb nivells normals de CT i c-LDL, perd baixos de c-HDL, indica que la
lovastatina redueix el c-LDL un 25% i incrementa el c-HDL un 6%, aixi com redueix significativament
la incidéncia del primer esdeveniment coronari agut amb un risc de relatiu de 0.63 (IC 95% 0.50-5.79)
304.

Els estudis CARE (The Cholesterol and Recurrent Events) i LIPID (Long-term Intervention with
Pravastatin in Ischemic Disease) avaluen l'efecte de la pravastatina en prevencié secundaria, i
troben una disminucioé del 28 i 25 % en el c-LDL, respectivament, i una reduccio del 24 % en els
esdeveniments coronaris majors i taxa de mortalitat coronaria, respectivament *%.

Alguns metabdlits derivats de I'atorvastatina inhibeixen in vitro 'oxidacié de LDL i HDL i preserven

I'activitat paraoxonasa 3.

a) L’enzim PON1:

Fins la publicacio de l'article referent a la simvastatina presentat en aquest treball de tesi, no

s’havia avaluat I'efecte de la simvastatina sobre l'activitat paraoxonasa, aixi com tampoc s’havia
estudiat si I'efecte era dependent dels genotips de PON1 descrits. Posteriorment, han aparegut
publicacions que confirmen i ratifiquen les nostres troballes precedents. Per exemple, uns cientifics
han observat que la simvastatina augmenta 2.5 cops l'activitat transcripcional del promotor del gen
PON1, efecte que és dependent de mevalonat, producte de la HMG-CoA reductasa *°’. Aquests
mateixos investigadors, aixi com d’altres més recentment, també han trobat un augment de
I'activitat paraoxonasa en individus sota tractament d’ estatines .

Per altra banda i com ja hem comentat en I'apartat d’activitats enzimatiques de la PON1, la
paraoxonasa pot hidrolitzar estatines que contenen anells lactonics com la mevastatina, lovastatina

i simvastatina 2.

b) Polimorfismes de PONT:
- Pravastatina: S’ha descrit que I'accié de la pravastatina en 'augment de la concentracié d’apoAl i
de c—HDL és dependent dels polimorfismes PON71-192 i PON1-55. Concretament, I'efecte de la

pravastatina sobre la concentracié de apoAl i HDL és maxim només en els individus portadors de

I'al-lel R, no observant-se canvis en els QQ. ®.
- Fluvastatina: No s’han trobat interaccions entre el genotip del polimorfisme PON1-192 i I'efecte de

la fluvastatina sobre el perfil lipidic o els indexs angiografics de CHD 2°°.
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- Estatines: els alloenzims Q i R del polimorfisme PON7-192 hidrolitzen la mevastatina, la

lovastatina i la simvastatina a una velocitat similar *®. Vegeu figura segiient extreta de 2*° .

Activitat de PON1 humana purificada segons PON1-192
(pmol substrat hidrolitzat/min/mg PON1)

Substrat Al-loenzim Q Al-loenzim R
Mevastatina 485.1 £19.5 461.8 + 23.1
Lovastatina 489.6 £29.4 473.4 +18.9
Simvastatina 684.5 £34.5 568.3 +11.7

Il) Els fibrats:

Els fibrats son els farmacs hipolipemiants que millor disminueixen els TG i eleven el c-HDL. Sén
ben tolerats, pero la seva eficacia en disminuir el c-LDL es menor que la de les estatines Malgrat
que s’han descrit efectes secundaris greus, en pacients amb hipercolesterolémia i

285 encara que sota monitoritzacio

hipertrigliceridémia pot ser indicat associar estatines amb fibrats
continua.

Els efectes dels fibrats sobre el metabolisme lipidic sén principalment mediats per I'activacié dels
receptors activats per proliferadors peroxisomals alfa (peroxisome proliferator-activated receptors
alpha, PPAR alfa), que activen la biosintesi d’apoAl i inhibeixen la d’apoClIl en el fetge entre

d’altres accions 3™

. Bastants assaigs clinics han confirmat que els fibrats poden retardar la
progressié de 'aterosclerosi i la morbimortalitat cardiovascular, i aquest efecte no s’associa només
a l'accio hipolipemiant sind també a efecte pleiotropics, com efectes antiinflamatoris, antioxidants,

antitrombotics i de millora de la funcié endotelial 3'".

a) L’enzim PON1

Hi han discrepancies a la literatura respecte de I'efecte dels fibrats sobre la PON1. Malgrat que un

estudi preliminar refereix que que el gemfibrozil augmenta I'activitat paraoxonasa tant en pacients
amb hiperlipidémia ' com en diabétics tipus Il *'*, d’altres estudis més recents no han trobat cap
efecte del gemfibrozil, dels bezofibrats o del ciprofibrat sobre la PON1 en pacients amb
hiperlipidémia ' *'°. En qualsevol cas, s’ha descrit que alguns metabdlits derivats del gemfibrozil

inhibeixen in vitro 'oxidacié de LDL i HDL i preserven I'activitat paraoxonasa *%.
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1.6.3 Diabetis mellitus

La diabetis mellitus tipus | (IDDM) s’associa a un elevat estrés oxidatiu i alta susceptibilitat a CHD.

La diabetis mellitus tipus Il (NIDDM) es caracteritza, entre d’altres, per una glicémia superior als
126 mg/dl, hipertrigliceridémia, la preséncia d’'un metabolisme oxidatiu accelerat que comporta una
elevada excrecié urinaria de 8-OHdG (marcadora del nivell d’estrés oxidatiu) 3'°, baixos nivells de

HDL, i elevats de HDL; *'° i una aterosclerosi accelerada 3'".

a) L'enzim PON1:

In vitro, les concentracions elevades de glucosa redueixen la capacitat antioxidant de les HDL. En

efecte, la incubacié durant una setmana en glucosa 450 mg/dl (glicémia extrema que pot donar-se
en diabétics), enlloc del rang 75-115 mg/dl fisiologic, disminueix I'activitat paraoxonasa de la HDL i
de la PON1 aillada en un 65 i 40%, respectivament. També disminueix la rad activitat
paraoxonasa/c-HDL, augmenta el nivell dels TBARS, dels diens conjugats formats en I'oxidaci6 de
LDL, empitjora la capacitat per prevenir 'adhesié de mondcits a la capa endotelial induida per LDL
parcialment oxidades i augmenta la quantitat d’acids grassos insaturats hidrolitzats per part de la
lipasa hepatica 3'®

En rates a les que se les indueix diabetis per estreptozocina, I'activitat paraoxonasa sérica

disminueix progressivament al llarg del temps 2*°

. La diabetis tipus Il s’associa a accidents
cardiovasculars lligats a baixos nivells de c-HDL, més que no pas lligats a alts nivells de c-LDL en
humans #''. Tot i aixo, els diabétics tipus Il presenten valors d’activitat paraoxonasa, de la raé
[activitat paraoxonasa/c-HDL] i de la rad [activitat paraoxonasa/apoAl] menors que els seus
controls sans, associats a una disminucié de I'activitat especifica perd no a cap canvi en el c-HDL
319321 | a correlacié entre I'activitat paraoxonasa i el c-HDL desapareix quan es tracta de pacients
diabeétics tipus I **'. A més, pacients diabétics tipus Il que presenten complicacions, com CHD *'¢,

178;207;266;320

retinopatia >'° o neuropatia , posseeixen valors d’activitat paraoxonasa menors que els

diabétics sense complicacions.

La diabetis tipus | s’associa a un decrement de la concentraci6 de PON1 i de [lactivitat
paraoxonasa d’un 18%, independentment dels polimorfismes de la regié codificant de PON1 3%,
De manera complementaria, s’afirma que un 67% dels diabétics tipus | tenen [Iactivitat
paraoxonasa baixa, independentment del c-HDL, enlloc del 50% trobat en poblacié sana %’. Vegeu

la figura segiient extreta de 2°’.
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b) Polimorfismes de PONT:
L’al.lel R del polimorfisme PON7-192 sembla ser un factor de risc independent per CHD en
diabétics tipus Il >*° (amb OR de 2.12 (IC 95% 1.19-3.70) '® o de 1.78 (IC 95% 1.08-2.96) **°

segons l'estudi) *’. En la nostra poblacid, els diabétics tipus Il portadors de I'al-lel R presenten un

risc per IAM de 2.65 (IC 95 % 1.04-6.75) respecte als no diabétics amb els mateixos genotips 2°°.
Partint del fet que la diabetis s’associa a concentracions de c-HDL baixes, s’ha proposat que si
lal-loenzim Q realment pogués protegir millor que I'allloenzim R, els diabétics portadors de
l'al-loenzim R tindrien més risc coronari, en coincidir una concentracié baixa de c-HDL i una PON1
menys activa 2'". Per tant, la curiosa contradiccié també s’observa en diabétics tipus II: es troba
una activitat paraoxonasa reduida associada a una elevada freqiéncia de I' al'lel R (al-lel d’alta
activitat paraoxonasa) 2°°.

El polimorfisme PON7-556 sembla modular I'activitat paraoxonasa (no l'activitat especifica) dels
diabétics tipus 1l de forma independent del PON7-192 '8 L’allel L de PON7-55 s’associa a
retinopatia en diabétics tipus |, també independentment del PON7-192 32, Un estudi amb individus
sans, mostra que el genotip LL prediu una resisténcia a la insulina més severa que el genotip
portador de I'al-lel M independentment de I'edat, el sexe, el BMI, el TG o ¢c-HDL 324 La resisténcia a
la insulina podria ser el lligam que relaciona el polimorfisme PON17-55 i 'augment en el risc de

CHD. De fet, entre joves no diabétics amb historia familiar de CHD prematura, els homozigots LL
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presenten una pitjor tolerancia a la glucosa que els portadors de l'al-lel M (p=0.0007) i que la d’'un
grup control (p=0.049) ?®.

Com ja hem comentat, el polimorfisme PON17-(-108) del promotor, que sembla modular I'expressié
del gen i estar en equilibri de lligament amb PON17-55 "%, s’ha descrit com un factor de risc de patir
CHD en diabétics tipus Il, independent del polimorfisme PON17-192, de manera que el genotip TT
(determinant d’'una baixa expressié de PON1) esta sobrerepresentat en diabétics tipus Il amb CHD
amb una OR de 1.64 (IC 95% 1.03-2.61) '®. Aquest polimorfisme PON7-(-108) sembla modular
alhora el risc exercit pel PON1-192 .

A més, el lligament genétic entre els gens PONT i el PDK4, el qual codifica per I'enzim piruvat
deshidrogenasa quinasa 4, implicat en la regulacié del metabolisme de la glucosa, podria explicar

en part la relacié entre el genotip del gen PON1 i la glicémia en diabétics 22,

1.6.4 Malalties neuronals

La majoria de compostos organofosfats sén neurotoxines. Una exposicié cronica a nivells baixos
d’organofosfats, aixi com a gasos nerviosos, pot produir neuropaties i efectes neuropsiquiatrics .
Aixi doncs, l'efecte detoxificant de la PON1 respecte aquests compostos (vegeu figura segiient

325
)

extreta de , 1 també respecte els peroxids lipidics, podria ser clau en el desenvolupament de

malalties neuronals, com la malaltia d’Alzheimer o de Parkinson.
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P450/PON1 Bicactivation and inactivation of an
organophosphorothioste insecticide
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PON1 Inactivation of a typloal nerve agent

Figure 1 Pathways of OP detoxication. For the insecticides, a bicactivation reaction carried out by
cytochrome P-450 (mixed function oxidases) is required to generate the very toxic oxon forms that
inactivate the cheolinesterases (Murphy 1980). The nerve agents do not require bicactivation for
cholinesterase inhikition.

a) L’enzim PON1:

El diazox6é és un metabolit d’'un organofosfat usat pels grangers en el bany de desinfeccio

d’ovelles. S’ha descrit que els grangers malalts per causa d’aquests banys presenten una deficient
hidrolisi del diazoxd per la PON1, amb una OR de 1.77 (1.18-2.67) *%°.
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En diabétics tipus | i tipus Il, I'activitat paraoxonasa és significativament menor en els pacients que
sofreixen, a més, neuropatia periférica *%.

Els soldats amb el Sindrome de la Guerra del Golf Pérsic presenten nivells d’activitat paraoxonasa
sérica també menors que els individus control (un 50%), perd no d’hidrolisi de diazoxé **’. No s’ha
pogut determinar si es tracta d’'una situacié que ja es donava abans de la guerra o si és un efecte
posterior, perdo de totes maneres, aquest fet comporta una situacié d’elevada susceptibilitat a
intoxicacié amb insecticides '

En la malaltia d’Alzheimer i la demeéncia vascular ['activitat paraoxonasa sembla ser

significativament menor que en els individus no afectats 2.

b) Polimorfismes de PON1:

Sembla que els soldats de la Guerra del Golf Pérsic homozigots per I'al'lel Q de PON1-192 tenen

menys probabilitat de patir simptomes neuroldgics que els portadors de l'al-lel R, concordant amb
el fet que l'al'lel Q és el que més eficientment hidrolitza al sarin, soman i diazoxé **°. D’entre els
homozigots QQ, I'activitat arilesterasa baixa és el que millor diferencia el soldats simptomatics dels
controls i es correlaciona amb presentar historia de toxicitat aguda avangada després de prendre
piridostigmina **. Amb tot, no es disposa d’informacié sobre els agents quimics o nivells d’aquests
a que van ser exposats els soldats *%°.

Els organofosfats s6n un factor de risc per la malaltia de Parkinson. Hi ha controvérsia a la

330

literatura sobre el Parkinson i la PON1. Algun estudi *", perd no tots 31 troba associacié entre la

malaltia de Parkinson i I'al.lel R del polimorfisme PON17-192, o associacié entre la preséncia de

malaltia i I'al-lel M del polimorfisme PON1-55 (al-lel de baixa activitat paraoxonasa) >*%33

, que no
s’ha provat en poblacié xinesa *** o caucasica **°.

Respecte la malaltia d’Alzheimer, esta ben descrita I'associacié amb els diferents al-lels de I'apoE
(la preséncia de I'apoE2 és protectora, la d’apoE3 és neutra i la d’'apoE4 és un factor de risc) pero

no es troba associacio amb els de la PON1 336337,

1.6.5 Insuficiéncia renal

La insuficiéncia renal cronica generalment esta associada a dislipémia (nivells baixos de c-HDL
juntament amb hipertrigliceridémia), a un elevat estrés oxidatiu *** degut segurament a unes
activitats enzimatiques antioxidants (superoxid dismutasa, catalasa i PON1) insuficients 3*°

elevat risc de CHD 34,

,iaun
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a) L'enzim PON1:

L’activitat paraoxonasa, I'activitat arilesterasa i també els nivells de c-HDL s’han trobat disminuits

en pacients sotmesos a hemodialisi, independentment dels polimorfismes PON1-55 i -192 340342,

343

perd en canvi la rao [activitat paraoxonasa/c-HDL] no sembla diferent dels controls **°, ni tampoc la

rad [activitat paraoxonasa/apoAl] en diabétics amb nefropatia *'°. El trasplantament renal sembla

344

que restableix els nivells normals d’activitat paraoxonasa °**, i fins i tot pot augmentar-ne els

d’activitat arilesterasa (amb una p<0.001) 2.

1.7 Factors ambientals relacionats amb la PON1

L’activitat paraoxonasa sérica difereix entre la poblacié sana de diferents paisos, no només degut a

1 % sind als factors ambientals. Factors

la distribucié genotipica dels polimorfismes de PON
ambientals com ['activitat fisica, la dieta o el tabaquisme modulen la concentracio i I'activitat

paraoxonasa.

Els factors que alteren el risc de CHD es poden classificar en majors o menors, segons la
magnitud de l'associacio existent, i en modificables i no modificables. D’entre els modificables es
troben les dislipémies, la hipertensio, el tabaquisme, el sedentarisme, la dieta, la diabetis,
'obesitat, més recentment I’homocisteina, els anticonceptius orals, el ferro, els agents infecciosos i
els psico-socio-laborals. D’entre els no modificables: el sexe, I'edat i el antecedents familiars de
CHD *.

1.7.1 Activitat fisica

1.7.1.1 Activitat fisica regular

La practica d’activitat fisica de forma regular és un factor protector enfront la incidéncia i progressio
de la CHD 3% De fet, s’ha observat que millora el perfil lipidic *’, disminueix la tensié arterial
i la incidéncia de diabetis tipus Il **°. De totes formes, aquestes millores només expliquen una part

de la proteccié que comporta I'activitat fisica regular contra la CHD, I'efecte beneficios de la qual es

350

produeix a partir d’'una despesa de 300kcal/dia o més . Paral-lelament, el sedentarisme

comporta un risc relatiu comparable al de la hipertensid, hipercolesterolémia i el tabaquisme 3*°.

351 352 lo

L’activitat fisica regular potencia les defenses antioxidants *°" i redueix la peroxidacioé lipidica

que genera una millora en I'estat antioxidant, basat en nivells elevats de la capacitat antioxidant

total del plasma, acid ascorbic, acid uric, alfa-tocoferol, activitat superoxid dismutasa i c-HDL 3.
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a) L’enzim PON1:

L’'unic estudi previ als nostres realitzat en humans, troba que lactivitat paraoxonasa esta

augmentada en un grup de jugadors de rugbi ben entrenats en comparacié amb el grup control

sedentaris **.

b) Polimorfismes de PON1:
El nostre grup va trobar en una mostra poblacional d’homes, que I'efecte beneficiés de I'activitat
fisica regular sobre el perfil lipidic (TG, c-HDL i log [TG/c-HDL]) depén del polimorfisme PON1-192,

essent beneficids basicament pels portadors de I'allel R ?°. Es a dir, que si els portadors de I'al‘lel

R realitzaven activitat fisica amb regularitat, assolien un perfil lipidic tan positiu com el dels
individus QQ.

1.7.1.2 Activitat fisica aguda

La practica d’activitat fisica de forma aguda, produeix un augment en el consum d’oxigen **2, que
comporta un augment de I'estrés oxidatiu amb una consequent generacié de radicals lliures i de
peroxids lipidics *°2. Aquest tipus d’activitat fisica a més, disminueix alguns antioxidants **° i la
generacié de radicals lliures pot superar les defenses antioxidants en certs teixits **'. Per exemple,
s’ha observat que les rates entrenades regularment presenten una menor peroxidacio lipidica
després d’'un exercici agut que les rates sedentaries **°. En un altra estudi, no obstant, s’ha descrit
un augment de la peroxidacié lipidica després de l'activitat fisica aguda, independentment de
I'entrenament previ. **’. En qualsevol cas, sembla que I'activitat fisica regular potencia la capacitat

endogena de lluitar contra I'estrés oxidatiu 2.

a) L’enzim PON1:

L’activitat fisica aguda en rates augmenta la peroxidacio lipidica **" i inhibeix I'activitat paraoxonasa

sérica, tant si estan entrenades **° com si no %°.

Després de realitzar un exercici aerdbic intens, com una maraté, els atletes entrenats presenten
nivells normals d’activitat arilesterasa i de la capacitat de les HDL de proteccié contra I'oxidacio de
les LDL, perd tenen alteracions en l'oxidabilitat de les LDL **'. Aquests fets s’han basat en la
incorporacié d’acids grassos no esterificats en les LDL, encara que els autors d’aquest estudi
indiquen que hi ha controvérsies sobre I'efecte oxidatiu de l'activitat fisica aguda respecte als
marcadors de lipoperoxidaciéo plasmatica. No obstant, sembla clar que molécules antioxidants

plasmatiques com l'acid uric, la bilirubina i I'acid ascorbic si que augmenten.
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1.7.2 Dieta

La dieta és un dels factors ambientals al que se li atribueix un paper més important en la diferent
incidéncia de CHD entre el nord d’Europa, els EEUU i els paisos mediterranis. Una dieta rica en
colesterol i acids grassos saturats (SFA) s’associa a una incidéncia de CHD sorprenentment baixa
a Franca i elevada a Finlandia *%?, i es correspon amb la coneguda “paradoxa francesa®, que en un
principi s’havia atribuit al consum de vi *%.

La dieta mediterrania es caracteritza pel seu contingut ric en fibra (cereals i llegums), acids grassos
poliinsaturats (PUFA) (peix), acids grassos monoinsaturats (MUFA) (oli d’oliva), alfa-tocoferol (fruits
secs), acid ascorbic i beta-carotens (fruites i verdures) i compostos polifendlics (vi, oli d’oliva,
verdures).

La ingestié de SFA s’associa directament a mortalitat per CHD ***"" j tant els SFA com els MUFA-
trans empitjoren el risc de CHD "2 Una dieta rica en SFA produeix un augment de c-LDL i un
descens del c-HDL 3", aixi com un augment en els fendmens trombotics **, probablement per un
augment de I'agregacié plaquetaria *”° i de I'activitat del inhibidor de I'activador del plasminogen
(PAI-1) %, De fet, com més llarga és la cadena de I'acid gras SFA, major és l'increment de
colesterol plasmatic "

En canvi, s’ha comprovat a nivell ecologic que els PUFA i greixos vegetals redueixen el risc
poblacional de patir CHD *®. En aquest mateix sentit, les poblacions amb menor contingut d’acid

| 3° Tot i aixi, la

linoleic en el teixit adipds sén les que presenten major mortalitat per C
susceptibilitat a I'oxidacio dels acids grassos augmenta amb el nombre de dobles enllagos de la
molécula *’?. Les dietes riques en PUFA redueixen els TG, el CT, el c-LDL, perd també el c-HDL
372;380.

Els MUFA _també es caracteritzen per reduir risc de CHD. Entre d’altres, els MUFA augmenten la
fibrinolisi i la sensibilitat a la insulina, disminueixen la tensid arterial sistolica i diastolica en els
pacients amb NIDDM i la susceptibilitat de les LDL a oxidar-se *2. Les dietes riques en MUFA
milloren el perfil lipidic ja que redueixen el c-LDL i augmenten el c-HDL *%%%°_ Sj |a dieta rica en
MUFA és alhora pobra en SFA, aleshores es redueixen tant el c-LDL com el CT ¥"2.

Finalment, les dietes riques en hidrats de carboni disminueixen el c-LDL , perd també el c-HDL i
conseqiientment el CT, a part d’augmentar els TG 238",

L’acid oleic (C18:1) forma el 92% dels MUFA-cis de la dieta i esta present en forma abundant en
I‘oli d’oliva (70%), carn magra (17%), embotits(10%), formatge tipus Brie (7%), pernil curat(3%),

alvocat, olives, nous, productes enllaunats en oli d’oliva i patates xips fregides en oli d’oliva 372 |
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Seven Countries Study va ser el primer en demostrar els efectes beneficiosos de I'oli d’oliva
respecte la mortalitat per CHD %2,

Alguns dels efectes beneficiosos de I'acid oleic a nivell de la patogénesi de la malaltia vascular sén
la disminuci6 de la sintesi de DNA de cél-lules musculars llises, reduccid de 'activacié endotelial,
és a dir, 'expressid de molécules d’adhesié (VCAM-1, E-selectina, ICAM-1) %3 la quimiotaxi i
I'adhesié de mondcits a cél-lules endotelials induida per LDL parcialment oxidades *. L’acid oleic
també produeix una major proteccié de les LDL contra 'oxidacié **. De fet, les LDL quan la dieta
esta enriquida en MUFA (concretament acid oleic) s’oxiden menys que quan I'enriquiment és en
PUFA (concretament acid linoleic) i la diferéncia sembla dependre del contingut d’acid oleic en les
LDL i ser independent del contingut d'antioxidants en la lipoproteina %%’ També les HDL riques
en acid oleic s’oxiden en menor grau, independentment d’altres antioxidants com la vitamina E o la
vitamina A 3%,

Respecte el perfil lipidic, I'acid oleic de la dieta pot reduir els nivells de c-LDL i el CT segons uns
estudis "% tot i que algun estudi el considera neutre, és a dir, que no modifica els nivells de
colesterol *”7.

En l'operacié de fregir amb oli, la concentracié d’acid oleic sembla no variar en augmentar el
nombre d’usos per fregir, mentre que la concentracié d’acid linoleic si que disminueix i es

correlaciona amb l'augment de compostos polars 3%°.

Tampoc I'escalfament del menjar
convencional amb calor o amb microones sembla produir canvis en la composicié dels acids
grassos de la carn *%.

A part de l'acid oleic, l'oli d’oliva t¢ uns components polifenodlics (tirosol, acid protocatéquic,
aleuropeina,...) *', diferents a la vitamina E, que poden contribuir a disminuir la susceptibilitat de

les LDL a ser oxidades %2

Hi ha certa controvérsia envers I'efecte beneficidés de les vitamines i compostos antioxidants de la
dieta. Les vitamines hidrofiliques antioxidants, com la vitamina E, allarguen la fase de laténcia dels
diens conjugats durant I'oxidacié de LDL in vitro, perd no disminueixen la quantitat final de peroxids
lipidics '"”. Aquesta disminucié de la quantitat final si que s’aconsegueix quan s’afegeixen HDL en
el medi d’'incubacid. Aixi doncs, el grau d'oxidacié de les LDL i HDL sembla ser independent del

contingut lipoproteic de vitamines %°%%

, i més encara, s’ha dit que la vitamina E podria exercir un
efecte pro-aterogénic, en potenciar I'activitat de la CETP '07"73%33% "E| Heart Prevention Study,
que ja hem mencionat en la part dels assaigs clinics realitzats amb simvastatina, també analitza
I'efecte d’'un combinat de vitamines antioxidants (650 mg de vitamina E, 250 mg de vitamina C i 20

mg beta-caroté/ dia) o placebo, durant un periode de 5 anys, i conclou que no varia el perfil lipidic
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ni la taxa de mortalitat cardiovascular o taxa del primer esdeveniment **. En canvi, els experiments
realitzats amb ratolins deficients en mostren que la vitamina E 3% i altres antioxidants com la

quercetina **’ i glabridina **® inhibeixen I'oxidacié de les LDL en un 20-55%.

a) L'enzim PON1

S’ha dit que els canvis d’activitat paraoxonasa induits per la dieta podrien estar fortament associats

al metabolisme de les HDL i I'apoAl, és a dir, que les variacions en I'activitat paraoxonasa deguts a
la dieta es correlacionarien amb variacions en el c-HDL i 'apoAl, mentre que alguns canvis en
l'activitat paraoxonasa deguts a altres causes no correlacionen tant amb canvis en les HDL o
apoAl 3%

L’experimentacié amb animals demostra que la dieta aterogénica redueix I'activitat paraoxonasa en
conills, ratolins i rates. Efectivament, una dieta rica en colesterol produeix en conills wild-type i
conills transgénics per 'apoAl humana una disminucié de I'activitat paraoxonasa *®°. En ratolins
susceptibles a desenvolupar lesions d’estria grassa de 'aorta induides per dieta, una dieta rica en
colesterol i greixos provoca una disminucié de la capacitat de les seves HDL per protegir contra
'oxidacio, associada a una disminucid dels nivells de mRNA de la PON1, de les activitats
paraoxonasa i arilesterasa ?*. En canvi, en animals resistents a desenvolupar aquestes lesions
degut a la dieta, es produeix un augment en la quantitat de mRNA de PON1, de les activitats
arilesterasa i paraoxonasa i de les HDL %%, La composicié dels acids grassos de la dieta modifica
I'activitat paraoxonasa en les rates, de manera que la dieta rica en trioleina (MUFA) 'augmenta, la
rica en tripalmitina (SFA) no I'altera i la rica en oli de peix (PUFA) la disminueix ?*°.

En humans, un assaig clinic amb diferents olis observa un augment post-pandrial de l'activitat
arilesterasa (12 U/ml) després d’ingerir oli d’oliva i una disminucio (-1 U/ml) després de la ingestié
d’oli de cartam (ric en PUFA) en dones amb diabetis tipus Il i no en homes *°*, tot i que la fase de
laténcia de l'oxidacié de les LDL, els indexs d’estrés oxidatiu i la capacitat antioxidant no es

%01 Si la dieta és rica en SFA o MUFA-trans, I'activitat paraoxonasa post-pandrial

modifiquen
augmenta al voltant d’un 2% en comparacié amb els valors en deju “°, pero la dieta rica en MUFA-
trans comparada amb la rica en SFA produeix una disminucio d’'un 6% en l'activitat paraoxonasa,
que es correlaciona amb la disminucié del c-HDL “%2. El greix ric en SFA ( per exemple amb un
percentatge de SFA:MUFA:PUFA, 54:39:7) que s’ha usat per fregir menjar t& un contingut de
peroxids, de carbonils i d’acids superior que el mateix greix abans d’'usar, i fa disminuir I'activitat
arilesterasa durant I'etapa post-pandrial fins a 12h després de I'apat, moment en que es recupera
el valor basal, mentre que el greix no usat augmenta I'activitat arilesterasa, recuperant-se el valor

403

basal a les 8h (vegeu figura seguient extreta de ™). Els canvis de I'apoAl sérica es correlacionen
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inversament amb els canvis soferts per I'activitat arilesterasa. Paral-lelament, el contingut de
peroxids de les LDL també disminueix en el primer cas i augmenta en el segon, pero la

susceptibilitat de les LDL a ser oxidades no es modifica **.

% change paraoxonase activity

% change serum apoA-|
o
A

Iy

Time (hr)

El consum elevat de vitamines C o E en homes s’associa a nivells augmentats d’activitat
paraoxonasa i de hidrolisi de diazoxd 3. Aixi mateix, en afegir suc de granada a la dieta s’observa
un increment de la activitat paraoxonasa en un 20 % i una disminucié de I'estrés oxidatiu ***. En
canvi, sorprenentment, en humans s’ha descrit que el consum de vegetals, fibra i beta-carotens es
correlacionen negativament amb I'activitat paraoxonasa “®°. Aquests resultats han estat corroborats
per un assaig clinic publicat molt recentment que mostra que una dieta rica en vegetals (elevada
en alfa- i beta-carotens, vitamines C i E, entre d’altres) redueix I'activitat paraoxonasa, i els nivells
de CT, c-LDL, c-HDL i apoAl en dones. La reduccio de activitat paraoxonasa es correlaciona amb
la reduccié de c-HDL, i a més, el decrement de activitat paraoxonasa depén dels polimorfismes
PON1-55 i PON1-192, és a dir, que el decrement més important es doéna en les dones
homozigotes LL i en les portadores de I'al-lel R, respectivament 3*°. Els autors comenten que el
consum superior de fibra en la dieta rica en vegetals podria explicar el decrement del CT i c-HDL.

El consum diari i moderat d’alcohol augmenta I'activitat paraoxonasa sérica en humans, i 'augment
es correlaciona de nou amb una augment del c-HDL i apoAl “®®. En ratolins, el consum de vi negre,
que conté els polifenols quercetina i catequina, s’associa a LDL menys susceptibles a I'oxidacio,

probablement degut a una activitat de la PON1 potenciada pels polifenols *°’.
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b) Polimorfismes de PON1:

Bastants estudis han demostrat I'existéncia d’interaccions gen-dieta. En relaci6 amb els

polimorfismes de PON1, ja hem comentat que una dieta rica en vegetals comporta un decrement
de [lactivitat paraoxonasa principalment en les dones LL i portadores de lallel R dels
polimorfismes de PON1-55 i PON1-192, respectivament **°. També altres gens interaccionen amb
la dieta. Per exemple, el polimorfisme apoAl-(G —75G) pot modular la disminucié del c-LDL en el
canvi de dieta rica en SFA a una dieta rica en PUFA en les dones %, i també en el canvi a una
dieta rica en MUFA en homes *°°. També els polimorfismes dels gens apoAlV, apoB i LPL semblen
modular les respostes a canvis en la dieta *'°. Els portadors de I'al-lel apoE4 poden ser millor
responedors a canvis en la dieta (restriccié de colesterol i greix) pel que fa a la disminuci6 de c-

LDL que no pas els portadors dels al-lels apoE3 o apoE2 *'".

1.7.3 Tabaquisme

El tabac és un factor de risc important i independent pel desenvolupament de I'aterosclerosi *'?. Els
mecanismes a través dels quals el tabac afecta a I'aterosclerosi semblen ser I'estrés oxidatiu 2, la

reduccio del c-HDL *'* i la major susceptibilitat a 'oxidacié de les LDL dels fumadors *'*.

a) L’enzim PON1:

Estudis in vitro descriuen que el fum de tabac inhibeix I'activitat paraoxonasa de forma dosi- i

temps-dependent *'°. Vegeu les figures segiients extretes de *'°.
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En humans, el tabac redueix la concentracié de PON1 i les activitats paraoxonasa i arilesterasa,
perd no les seves activitats especifiques *'°. Entre els fumadors amb CHD, les activitats i la
concentracié de PON1 s6n menors en els casos més severs de CHD i complementariament, tenen

una pitjor capacitat de protegir contra I'oxidacié de les LDL *'®. Sembla que deixar de fumar
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restableix al cap de dos anys, la concentracié i els nivells d’ambdues activitats a nivells equivalents

a les dels no fumadors *'®.

b) Polimorfismes de PONT:
El diferent nivell de concentracié de PON1 i d’activitat arilesterasa degut al tabaquisme sembla ser

independent dels polimorfismes PON7-192 i PON1-55 *'®. S’ha descrit que existeix una interaccio
entre el tabac i el polimorfisme PON17-192 sobre el risc d'|lAM, de manera que, només pels no

fumadors, l'allel R s’associa a un increment significatiu de la OR (1.64, 1.19-2.26), mentre que

pels fumadors la OR gairebé no varia segons el genotip i és aproximadament de 2.60 (1.72-3.90)
%5 El nostre grup també ha trobat una interaccié tabac-PON7-192, en que el nombre de paquets
fumats per any s’associa a un augment de la OR de CHD només en els QQ, de manera dosi- i

temps-dependent ?". Vegeu figura segiient extreta de ?"".
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Figure 3. Odds ratios of myocardial infarction for tertiles of cigarette
packs smoked per year in subjects stratified by PON1-192 geno-
types.

També s’han trobat interaccions respecte al polimorfisme PON17-55 i el desenvolupament de
I'aterosclerosi, de manera que els homozigots LL presenten un risc major que els portadors de
l'al-lel M quan sén no fumadors, perd si fumen les OR d’ambdds grups augmenten respecte als no

fumadors i la relacio s’inverteix, sent major el risc pels portadors de I'al-lel M *'7.

1.7.4 Edat
Bastants estudis donen suport a la teoria de I'estrés oxidatiu de I'envelliment ?*'*'® és a dir, que en

augmentar I'edat es produeixen modificacions inflamatories en la paret arterial, i 'augment de la
susceptibilitat a I'estrés oxidatiu de I'espai subendotelial que poden donar lloc a una acceleracié de

I'aterosclerosi #'°.
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a) L'enzim PON1:

L’activitat paraoxonasa dels humans en néixer és aproximadament la meitat que a I'edat de 2 anys,
420

tot i presentar un nivell de c-HDL igual o superior als adults "™, i es considera que a partir dels 6
mesos d’edat I'activitat paraoxonasa és similar a la dels adults *?". En rates i ratolins s’assoleixen
nivells d’adult a partir de les 3 setmanes **'. Aquest fet suggereix que els nounats poden ser més
sensibles a les intoxicacions amb compostos organofosfats que no pas els adults .

L’activitat paraoxonasa dels humans adults disminueix amb I'envelliment, de manera que l'edat i

I'activitat paraoxonasa es correlacionen negativament /24?2,

b) Polimorfismes de PON1:

El nostre grup ha observat que la correlacié negativa entre I'edat i I'activitat paraoxonasa es dona

només en els pacients amb 1AM, principalment els que sén QQ del polimorfisme PON1-192 2. En
efecte, en els individus QQ I'edat comporta un risc d'lAM 4 cops superior pel grup de 63-74 anys
que pels menors de 50 anys, risc que és no significatiu en els QR i menor encara en els RR #’2,

En persones centenaries, s’ha trobat que la freqiiéncia de I'al-lel R del polimorfisme PON1-192 és
superior que en el grup de 20-65 anys “**.

L’expressié de PON1 és estable en el temps i la diferéncia d’expressiéo de la PON1 entre els

individus d’un mateix genotip arriba a ser de 13 cops **'.

1.7.5 Estrogens

El possible efecte beneficiés de la terapia hormonal substitutdria (replacement hormone therapy,

RHT) sobre el risc de CHD és un tema forga controvertit. Per una banda, la RHT pot tenir efectes

425,426 427,428

favorables sobre el perfil lipidic ***, la coagulacio , i el to vascular , perd també pot
provocar efectes trombotics i pro-inflamatoris adversos “****°. Concretament sobre el perfil lipidic,
la terapia amb estrogens o combinada amb progestagens produeix un augment dels nivells de TG i
c-HDL i disminucié del c-LDL, sense provocar canvis en la insulina o en la tensi¢ arterial 424 cal
tenir en compte, pero, el possible efecte d’hiperplasia endometrial de la terapia Unica d’estrogens.
Alguns estudis cas-control i de cohorts indiquen que la terapia combinada d'estrogens-
progestagens s’associa a una reduccié de la morbimortalitat cardiovascular, perd segons I'estudi
Heart Prevention Study aixd no és aplicable a dones grans amb CHD anterior. Actualment encara

s’estan realitzant assaigs clinics sobre el tema.
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a) L’enzim PON1:

Les dones post-menopausiques sotmeses a RHT presenten una activitat paraoxonasa superior a

les que no ho estan '™

Les dones trasplantades cardiaques presenten un c-HDL i una activitat paraoxonasa superiors si
estan sotmeses a RHT, amb nivells similars a les dones control sanes “*'. De forma similar, un
assaig clinic amb dones diabétiques tipus I, mostra que la RHT fa augmentar I'activitat arilesterasa
(10%), augment que és més important com menor és l'activitat basal i que es correlaciona amb
augment del c-HDL **2.

L’activitat paraoxonasa sembla ser més elevada en dones que prenen anticonceptius orals que les

que no en prenen “%°.

b) Polimorfismes de PON1:

En la nostra poblacié sembla existir una interaccié entre el polimorfisme PON7-192 i la

menopausia sobre el perfil lipidic, ja que els nivells de CT i c-LDL de les post-menopausiques son
majors que els de les pre-menopausiques en els grups QQ i QR, mentre que els de les pre-

menopausiques no varien segons aquest polimorfisme 7.

1.7.6 Resposta inflamatoria

En les lesions aterosclerdtiques s’han trobat components cel-lulars relacionats amb la inflamacié **®

i alguns estudis epidemioldgics troben correlacio entre la incidéncia d’aterosclerosi i la preséncia

de malalties infeccioses, bacterianes i viriques, com la Chlamydia pneumoniae 434 g

citomegalovirus *** i la bronquitis cronica **°.

a) L’enzim PON1

Certes molécules implicades en la fase aguda de la resposta inflamatoria (IL-1, IL-6, TNF,

endotoxina, fosfolipids oxidats via IL-6) disminueixen els nivells de mRNA de PON17 en cél-lules
HepG2 ", in vivo, s’'observa una disminucié de I'activitat paraoxonasa **'.

En ratolins sotmesos a dieta aterogénica a curt termini, la formacié de complexos immunes contra
'apoAl oxidada sigui possiblement el mecanisme pel qual les HDL oxidades s’eliminin i
conseqiientment disminueixi I'activitat paraoxonasa, perd no el seu mRNA “%.

En humans operats quirdrgicament, s’ha observat que durant la fase aguda hi ha una reducci6
d’activitat paraoxonasa i una concomitant pérdua de les propietats antioxidants de les HDL **°. Els

pacients positius per auto-anticossos antifosfolipids presenten activitat paraoxonasa reduida “*°. El
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virus de la influenga, agent causant de les infeccions respiratories agudes més associades a una
alta mortalitat per CHD, provoca una disminucio de I'activitat paraoxonasa i de la capacitat de les

HDL de protegir contra I'oxidacié **'.
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2. OBJECTIUS

A continuacié presentem els objectius de la tesi, relacionant-los amb cada article presentat.

Aquests objectius estan també definits en cadascun dels articles que conformen la tesi.

Capitol I:
1-Determinar l'efecte del tractament amb el farmac simvastatina en individus amb

hipercolesterolémia familiar sobre les activitats paraoxonasa i arilesterasa, el perfil lipidic i la

concentracio de peroxids lipidics,

2-Determinar si aquest possible efecte és dependent dels polimorfismes PON71-192 i PON1-55

Capitol ll:
1-Avaluar I'efecte de I’exercici fisic regular aerobic sobre I'activitat paraoxonasa i determinar

si aquest efecte és dependent dels polimorfismes PON7-192 i PON1-55.

2-Avaluar I'efecte de I’exercici fisic agut aerobic sobre I'activitat paraoxonasa, segons I'estat

d’entrenament i segons els polimorfismes PON1-192 i PON1-55.

Capitol lll:
Determinar 'efecte del consum d’acid oleic sobre I'activitat paraoxonasa i sobre el perfil lipidic, i

la dependéncia als polimorfismes PON1-192 i PON1-55.
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3. METODES

Els métodes emprats per estudiar els objectius plantejats estan descrits en el capitol Métodes dels

articles que configuren la tesi. A continuacid, incloem una breu descripcié tant dels subjectes que
van intervenir en cada estudi, com dels métodes usats pels analisi i I'obtencié de dades

antropométriques.

3.1 Subjectes i intervencio

Capitol I:
Van participar 64 voluntaris (39 dones i 25 homes) amb diagnostic clinic d’'HF establert com un

colesterol-LDL superior a 160 mg/dl, preséncia de xantomes en l'individu o familiars de primer grau
i historia familiar de malaltia coronaria prematura o hipercolesterolémia. Tots ells eren
normoglicémics i eutiroideus, no sotmesos a cap tractament farmacologic i havien seguit una dieta
hipolipemiant de 3 mesos.

La intervencié consisti en sotmetre els pacients a una tractament de 20 mg de simvastatina/dia
durant 4 mesos i determinar les activitats paraoxonasa i arilesterasa, el perfil lipidic i antropométric,
abans i després de la intervencio.

Com a controls per comparar els valors de activitat paraoxonasa entre individus normo- i
hipercolesterolémics, es van seleccionar aleatoriament 124 individus de poblacié general

normolipémics, aparentment sans no tractats amb cap farmac.

Capitol Il:
En aquest estudi van participar 17 voluntaris joves (10 dones i 7 homes) sedentaris, és a dir, que

realitzessin una activitat fisica menor de 2h/setmana durant els 3 mesos anteriors a la intervencio.
Cap d’ells tenia historia prévia de MCV, diabetis, dislipémia, discapacitat fisica, malaltia respiratoria
cronica, no eren obesos (index de massa corporal, IMC=<30), el seu consum d’alcohol era menor
de 40 g/dia, no consumien drogues il-legals ni suplements vitaminics o minerals.

La intervencio fou a dos nivells. En primer lloc, es van sotmetre a un entrenament d’activitat fisica
aerdbica durant 4 mesos, en el qual s'augmentava progressivament la durada i freqiéncia de les
sessions d’entrenament. En segon lloc, els participants van realitzar dos exercicis d’activitat fisica
aguda aerodbica, en forma de prova d’esfor¢, adaptats a la seva capacitat (determinada una
setmana abans): un abans dels 4 mesos d’entrenament i l'altre en finalitzar aquest periode. En

ambdos casos les determinacions d’activitats paraoxonasa i arilesterasa, determinacions lipidiques
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i antropomeétriques, entre d’altres, es realitzaren just abans dels exercicis aguts i al cap de 0.5, 1, 2

i 24 hores. Vegeu-ho esquematitzat a continuacio.

ENTRENAMENT (16 setmanes)

Setmana -1 0 15 16

.
T 1

Prova d’esforg
maxim (VOomay,---)

Prova d’esforg
maxim (VOonays---)

Mostra Basal
Mostra Basal . .
Exercici AGUT aerdbic 30 Exercici AGUT aerobic 30
min min
Mostres 0, 0.5, 1, 2, 24h Mostres 0, 0.5, 1, 2, 24h
Capitol lll:

Varen participar 654 individus (tots homes) seleccionats aleatdriament de la mostra representativa
de la poblacié de Girona de I'estudi transversal REGICOR. A part de les determinacions d’activitats
paraoxonasa i arilesterasa, determinacions lipidiques i antropomeétriques, van respondre
questionaris sobre la dieta, el consum de tabac (veure exemples de questionaris en l'apartat

7.Annex) i activitat fisica en el temps lliure.

3.2 Analisi de ’activitat paraoxonasa (respecte paraoxo)

La mesura d’activitat paraoxonasa es realitza monitoritzant la formaci6 de p-nitrofenol, que és un
dels productes en qué s’hidrolitza el paraoxé (O,O-diethyl-O-p-nitrophenylphosphate). Aquesta

reaccio es dona espontaniament de forma notable.

PON1

Paraoxd > p-nitrofenol + dietilfosfat

El p-nitrofenol absorbeix la radiacié de A =405 nm. Es pot seguir la cinética de la reaccié per

espectrofotometria amb un Autoanalitzador Cobas-Mira (Roche-Diagnostica).
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REACTIUS:

Buffer- solucié de Ca Cl, 2.57 mM, Tris-HCI 128.57 mM , Na Cl 5.14 mM ajustada a pH 8.5.
Paraoxo- Paraoxé concentrat 3633.7mM (PM=275.2, dens=1 g/ml, Sigma).

En posar la técnica apunt, observarem que el Paraoxé guardat en la nevera s’hidrolitzava

espontaniament a una velocitat notable. Aixi que vam decidir preparar varies aliquotes de Paraoxé

5 mM (i alguna aliquota de 25 mM) i congelar-les a —40°C, de manera que no s’hidrolitzés

espontaniament. L’aliquota de 5 mM la descongelem just abans de fer cada série de

determinacions.

L’esquema del procediment de preparacié del paraoxo és el seglent:

CINETICA:

Paraoxd concentrat
{(COMERCIAL)
362 TmM
Phi=275 2
Lrens=1 g/ml

o

La cinética enzimatica s’estudia a 37 °C.

0.68 mi Paraoxd 10l | Paramd
| 250 mM " oaE mm
/' 1ami / 100 mil
9 32ml HeOd enfasar amb
Hz Od fins 100ml 30 mi
Buffer pH3.5
CaCl; 253 mh 105 m N
ThsHCl 122 57mhd
Hatl & Admbd 1
Paraoxo Fresc
5mM
126 ml
B.75 ml
O
Aliguotes de
Paraoxd Fresc SmM
[en aliquates de 6.75ml
congelat a —0PC)
440
Cobas-hira
SFRIIM -
S0ul 3
Cubeta
Paraoxd 5 mM
CarlZ 19 mhd
Tiis-HC1E0 mhd
Ma Gl 25 mh
O

El volum final de la cubeta és 500ul: 450 pl reactiu Paraoxé 5mM, Ca Cl ; 1.9mM, Tris-HCI 90mM,
Na Cl 3.6mM + 50 ul sérum.
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Vam emmagatzemar les mostres de sérum a -70°C fins al seu analisi. Esta descrit que les mostres
mantingudes a —20 °C presenten unes activitats paraoxonasa i arilesterasa no alterades, almenys
durant 1 any *2.

Vam programar I'autoanalitzador de manera que, abans de I'addicié del sérum al paraoxé 5 mM,
'autoanalitzador faci un blanc de reactiu per corregir la possible hidrolisi espontania ocorreguda
després de la descongelacié del paraoxé 5 mM.

Tot sequit, per construir la recta que representa la velocitat inicial de la reaccié enzimatica,
I'autoanalitzador realitza 15 determinacions espectrofotomeétriques a 405 nm (una cada 24 s) al
llarg de 6 min. Hem comprovat que durant aquest interval de temps la pendent de la funcio
Increment d’absorbancia enfront Temps es manté lineal, per tant és un interval adequat per

mesurar la velocitat inicial de la reaccio enzimatica. Vegeu el grafic seguent.

[RES] 4 PON
4.060-
3.884 et
2.88
1.00
@-E‘E‘ T T T T
@.8 5. i@.@ 15.8 26.0
TIME [MIN]

Post-dilucié: es realitza dilucié 72 de la mostra si el valor d’Abs>3.5. La relacié concentraci6 -
absorbancia no és lineal a absorbancies tan altes (la solucié t¢ massa concentracié de compost

que absorbeix i aquesta deixa de ser transparent).

AAb% At
Cal aplicar un factor sobre el resultat de (en min™") que facilita I'autoanalitzador, per
donar el resultat en U/I.

Aplicant la llei de Beer- Lambert (Abs =¢c 1), el coef. d’extincié6 molar(€=18053M"'cm™) i la

L U/ _umolS transformat 443
definicio de 1 / =1 (minx )

essent Abs = absorbancia
€ = coef. d’extincié molar(18053M"'cm™)
¢ =concentracio en M
| =el pas de llum en cm (0.6 cm)

U= unitat enzimatica
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s’obté un valor de 923.21.
Valors de l'activitat PON que déna I'autoanalitzador sén de I'ordre de 10? (entre 50-900 U/l), sense

decimals.

CONTROLS:

Vam emprar controls interns per a calibrar les determinacions i estudiar els coeficients de variacio
del métode.

Vam fer els controls interns de la segiient manera: vam fer un pool de sérums amb menys de 48
hores d’antiguitat i que no haguessin estat congelats, fossin ictérics o hemolitzats. Vam aliquotar el
pool i vam congelar les aliquotes.

Les aliquotes de control van ser descongelades just abans de cada assaig. Una aliquota d’aquest
sérum control era analitzada per triplicat cada 24 mostres.

Els coeficients de variacio intra- i inter-série foren menors del 2%.

RESIDUS | SEGURETAT:

Els residus de paraoxé s’han de llencar en el recipient de dissolvents organics no clorats.

Totes les solucions de paraoxé es preparen en una campana de gasos perqué és una substancia
volatil neurotoxica. A més, és un possible mutagen que afecta a sistema nerviés i sang. Cal no
inhalar-ne ni que entri en contacte amb la pell (s’absorbeix a través d’ella). Cal usar bata, guants,

mascareta i ulleres de seguretat, i fer les dilucions en la campana de gasos.

3.3 Analisi de l'activitat arilesterasa (respecte fenilacetat)

La PON1 catalitza la reaccié d’hidrdlisi de fenilacetat, per formar fenol i acid acétic per mitja de

’anomenada activitat arilesterasa de I'enzim PON1.

PON1
fenilacetat — p» fenol + acid aceétic

Tot i que el fenol absorbeix de forma important a 270 nm a les condicions experimentals de pH8.0,
no vam poder monitoritzar la formacié de fenol amb I'autoanalitzador Cobas-Mira per manca del
filtre necessari per aquest a longitud d’ona. Aixi doncs, vam emprar I'espectrofotometre d’us
manual Hewlett Packard 8452A Diode Array Spectrophotometer. Ens vam basar en el métode

descrit per Gan i cols. *.
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REACTIUS:

Buffer: 1 | de solucié de Ca Cl, 0.9mM, Tris-HCI 20mM, ajustada a pH8.0.

Fenilacetat (PhAc) o fenilacetat concentrat o éster fenilacétic (PM=136.2, dens=1.08 g/ml, Sigma):
1 mM en la soluci6 final, és a dir, s’afegia 128.38 ul de PhAc concentrat a 1 | de Buffer.
Preparavem reactiu fresc cada dia afegint el PhAc concentrat al Buffer. En aquest cas, no va

caldre congelar el reactiu perqué la hidrolisi espontania del PhAc no és prou important.

MOSTRES:

Per posar a punt aquesta técnica, vam optimitzar la diluci6 de sérum. Escollirem com a
concentracié de sérum adient aquella que presentava un valor de AAbs/t respecte concentracio de
sérum dins l'interval de linealitat. A més, no havia de ser massa diluit perqué la reaccié no anés
massa lenta, ni massa concentrat de manera que s’acabés el substrat massa rapid en no haver
prou substrat per tant d’enzim. La dilucio adient va resultar ser la de 1/600.

Vegeu els seglients grafics que representen AAbs/t (107) respecte dilucié sérum.

4.5
@ 1/150
41 & 1/200
3.5 1
3 i
_ @ 1/400
- 2.5
< $ 1/600
5 24
£ 1/700
/800
157 < 1/900
;| #1120
0.5 1
0 T T T
0 0.002 0.004 0.006 0.008

dilucié sérum

CINETICA:

Vam determinar la vy d’hidrolisi enzimatica a 270 nm, a 25°C i en sérum diluit a 1/600.

El volum final de la cubeta és 3000 pl: 2995 ul reactiu PhAc1.0mM,Ca Cl, 0.9mM, Tris-HCI 20mM
pH8.0 + 5 ul sérum)

Vam usar una cubeta de quars, que no absorbeix radiacio de la A de treball.
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Vam realitzar un blanc de reactiu per restar la hidrolisi espontania de fenilacetat, tot usant la

mateixa cubeta on després afegiem el serum i orientada cap al mateix costat.

Per construir la recta que representa la velocitat inicial de la reaccid enzimatica,
I'espectrofotometre realitzava determinacions a 270 nm al llarg de 50 s (una cada 2 s). Vam
comprovar que durant aquest interval de temps la pendent de la funcié Increment d’absorbancia
enfront Temps es mantenia lineal, per tant és un interval adequat per mesurar la velocitat inicial de
la reaccié enzimatica. També vam comprovar que la hidrolisi espontania del PhAc durant aquest

curt periode de temps era despreciable. Vegeu el segient grafic.

0.64000
0.43000
= s O
ﬂd_’_,_,.«—".—“
0.32000
_—’_"‘.——
f/_‘_

0,16000 i [/ '

2y 600
0.0000

0 100 200 00 400 50 S

Post-dilucié: realitzavem una dilucié 2 de la mostra si valors>200 U/ml ja que 200U/ml equivaldria
a una dilucié 1/200 del nostre serum control, per tant molt proper a la pérdua de linealitat (succeia
a valors>1/150).

Vam repetir les determinacions de mostres que tenien una desviacio estandard >2% respecte a la

recta del resultat.

AAbs At
Vam calcular el factor F per convertir (en s™") que facilita 'autoanalitzador, a U/ml.
ARE=k * F
essent k, la pendent de la reacci6 d’ordre zero (A= k t + Ag)

ARE, l'activitat arilesterasa en U/ml
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El calcul del factor F es realitza:

IU/ _ 1 umol PhAc hidrolitzat
ml min* ml serum

Abs=¢ *c*I
Abs = gppac *[PhACT*l + epnon [PNOH]*I  (essent =1 cm)
AAbs = EPhAC *A [PhAC] + ephon A [PhOH]

Donada la reaccio,
PhAc —® PhOH + AcAcétic

-A [PhAG]= A [PhOH]
AADS = £pnac * A [PhAC] + gpron« (A [PhAG])
AADS = (pnac - £rnon )* A [PhAC]

AADS = (epnoH = epnac)” V [PhAC]

PhAc hidrolitzat (en definiciéo de U/ml) es refereix a V[PhAc] (decrement)

v Phac |- 2468
Epnorr — € prac)
B AAbs 3
(Epnor — Eppae) ¥ ml serum* min
AAbs /s 60s 10° umol 1/ Y ml cubeta

- (Epnorr — Eppae) Imin - 1mol 103 ml cubeta X ml sérum

per dilucioé de serum 1/600: Y= 3.000 ml
X=0.005 ml

(ephoH-ephac)270=1310 M lem™ (*4)

Y ml cubeta

=AAbs/s*45.80 ——————— = AAbs /s *27481 = Adbs/s * F

X ml serum

70



3. METODES

essent F=27481 el factor

A Abs/s les unitats en que apareixen les dades en I espectrofotometre.

CONTROLS:
Vam usar controls interns elaborats amb el mateix sistema que els controls per determinar
I'activitat paraoxonasa.

Els coeficients de variacio intra- i inter-série foren menors del 4%.

RESIDUS | SEGURETAT:

El fenilacetat és nociu per ingestio.

3.4 Determinacio dels polimorfismes PON1-192 i PON1-55

L’extraccid de DNA genomic de cél-lules blanques la vam fer mitjancant el métode de salting out

445 El tipatge dels polimorfismes PON7-192 i PON1-55 el vam realitzar mitjancant reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR) seguida de digestié del fragment amplificat amb enzims de
restriccio.

El termociclador que vam emprar per la PCR és un Perkin-Elmer Cetus 2400 Thermal Cycler, amb
el seglent programa:

un pas inicial de desnaturalitzacié de 4 minuts a 94°C, seguit de 35 cicles de 30 segons a 94°C
(desnaturalitzacid), 1 minut a 61°C (anellament) i 1 minut a 72°C (extensid). La PCR acabava amb
un pas final d’ extensié de 7 minuts a 72°C.

La seqiiéncia dels primers havien estat descrites per Humbert 4.

Els primers forward i revers eren, respectivament: TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG i
CACGCTAAACCCAAATACATCTC pel polimorfisme PON1-192, i
GAAGAGTGATGTATAGCCCCAG i TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC pel polimorfisme PON1-
55.

Els fragments amplificats eren de 99 bp i 170 bp, respectivament.

Els productes digerits (4 hores a 37°C ) amb els enzims de restriccié Alw/ pel polimorfisme PON1-
192 i Hsp92lIl pel polimorfisme PON1-55 produien fragments de 65+34 bp (al-lel R de PON1-192) i
126+44 bp (per al'lel M de PON1-55). Aquests productes eren separats per electroforesi en gel
d’agarosa del 3% durant 75 minuts a 60V.
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3.5 Analisi de lipids, lipoproteines i apoproteines

Vam analitzar lipids, lipoproteines i apoproteines en mostres sériques obtingudes després d’una nit
de dejuni.

Vam determinar la concentracié de CT i TG mitjangant métodes enzimatics (Roche Diagnostica,
Suissa). Per determinar el c-HDL vam emprar la mateixa metodologia que per determinar el CT,
perd després de la precipitacié (amb fosfotungstat de Mg2+) de les lipoproteines que contenen
apoB (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) **’. Vam calcular el c-LDL mitjangant la
formula de Friedewald “*®. Després de ultracentrifugacié vam determinar el colesterol-VLDL i TG-
VLDL. Determinarem la concentracié sérica d’apoAl i apoB per immunoturbidimetria (Roche
Diagnostica), la concentracid6 de LpAl per immunoelectrodifusid (Sebia) i vam calcular la
concentracié de HDL que conté apoAl i apoAll (LpAl:All) a partir de la diferéncia entre I'apoAl

sérica total i la concentracio de LpAl.

3.6 Analisi de TBARS

Vam fer una determinacié aproximada de la peroxidacio lipidica pel métode dels TBARS descrit en

la referéncia *4°.

3.7 Analisi de LDL oxidada

Vam determinar la concentracié de LDL oxidada mitjangant un ELISA (Mercodia AB, Uppsala,

Suécia) usant dos anticossos contra els determinants antigénics de la molécula de apoB oxidada.

3.8 Ajustament per canvis de volum plasmatic

En la realitzacié d’activitat fisica aguda, el volum del plasma d’'un mateix individu sofreix un canvi
que és important en alguns dels casos. Aixi doncs, en l'estudi de l'efecte de la intervencié de
I'activitat fisica (Capitol Il) vam ajustar els valors de totes les determinacions fetes en sérum als

canvis de volum, segons esta descrit a la referéncia **°.

3.9 Obtencié de dades antropomeétriques i guiestionaris

Vam recollir les dades antropomeétriques i informacié proporcionada per quiestionaris sobre activitat
fisica, dieta, consum de tabac i alcohol, diabetis, consum de farmacs hipolipemiants,

antihipertensius o antidiabétics. Incloem el qliestionari usat en el Capitol Il en I'Annex.
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3.10 Analisi estadistica

Per comparar frequéncies al-léliques, el compliment de I'equilibri de Hardy-Weinberg i diferéncies
entre variables categoriques vam aplicar el test de chi-quadrat.

Per testar la influéncia d’'un polimorfisme sobre variables fenotipiques o sobre el risc de CHD, vam
aplicar el test t de Student aparellat o no (dependent del tipus d’estudi) per variables normals, ila U
de Mann-Whitney o el test de Wilcoxon per variables no normals. La correlacié de Pearson o de
Spearman va usar-se per estimar l'associacid entre variables normals o no normals,
respectivament.

A més vam fer I'analisi multivariant, mitjancant una analisi de la varianga multivariant (MANOVA) o
regressio logistica per variables fenotipiques o risc de CHD respectivament, sempre ajustant per
variables confusores.

Per testar interaccions entre factors ambientals i genétics vam aplicar MANOVA o regressio
logistica.

Quan la variable activitat paraoxonasa no seguia una distribuci6 normal, vam aplicar una
transformacio logaritmica.

Vam calcular els coeficients de variacio (CV):

. CV interserie

) .. desv est
CV interserie =100 * ————

mitja
agafant totes les dades de totes les séries de I'estudi.
. CV intrasérie = mitja de CV de cada série (CV série)

CV serie = 100 * 45V st
mitja

agafant les dades d’'una mateixa série.
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4. RESULTATS

A continuacié adjuntem com a resultats els tres articles presentats en aquesta tesi.
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4.1 Capitol I:

Effect of simvastatin therapy on paraoxonase activity and related

lipoproteins in familial hypercholesterolemic patients.
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Podeu consultar l'article a:

Marta Tomas, Mariano Senti, Ferran Garcia-Faria, Juan Vila, Alex Torrents,
Maribel Covas, Jaume Marrugat, "Effect of Simvastatin Therapy on
Paraoxonase Activity and Related Lipoproteins in Familial Hypercholesterolemic
Patients”, Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology, September
2000 20(9):2113-2119



4. RESULTATS

4.2 Capitol II:

Paraoxonase1-192 polymorphism modulates the effects of regular and

acute exercise on paraoxonase1 activity.
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Podeu consultar l'article a:

Marta Tomas, Roberto Elosua, Mariano Senti, Luis Molina, Joan Vila, Roger
Anglada, Montserrat Fitd, Maria Isabel Covas, Jaume Marrugat.
"Paraoxonasel-192 polymorphism modulates the effects of regular and acute
exercise on paraoxonasel activity". Journal of Lipid Research 2002 Volume
43(5):713-720
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4.3 Capitol IlI:

Interaction between the GIn-Arg 192 variants of the paraoxonase gene

and oleic acid intake as a determinant of high-density lipoprotein

cholesterol and paraoxonase activity.
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Abstract

Olive oil, rich in oleic acid, could play a particular beneficial role in the anti-atherogenic effects attributed to the Mediterranean diet.
Paraoxonase (PON1) has emerged as the component of high-density lipoproteins (HDL) most likely to explain its ability to attenuate the
oxidation of low-density lipoproteins. We hypothesised that oleic acid intake might be associated with changes in PON1—-HDL associated
particles, and investigated the impact, if any, on this association of the PON1-192 polymorphism, a common polymorphism that strongly
modulates PON1 activity. Six hundred and fifty-four men randomly selected from the census were studied. Oleic acid intake was calculated
from a 72-h recall questionnaire with specific software. Oleic acid intake groups (low vs. high) were created by stratifying the population
according the median value as a cut-point. After adjusting for confounding variables, high oleic acid intake was associated with increased
HDL cholesterol levels and PON1 activity only in subjects with the QR and the RR genotypes, respectively. Analyses of the variance showed
a statistically significant interaction between PON1-192 genotypes and oleic acid intake for log PON1 activity (P=0.005) and a marginally
significant interaction for HDL cholesterol ( P=0.066). These results suggest that the beneficial effect of increasing oleic acid intake on HDL
and PONI activity at population level is especially observed in subjects carrying the R allele of the PON1-192 polymorphism. © 2001

Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

The so-called “French paradox™ has been described as
an apparent coexistence of high-fat diet with low incidence
of coronary heart diseases (Artaud-Wild et al., 1993). An
extension of this paradox can be found in other southern
European countries, such as Spain, where low acute myo-
cardial infarction incidence and mortality rates have been
found together with high cardiovascular risk factor preva-
lence at population level (Masia et al., 1998; Pérez et al.,
1998). The factors in Spain that confer sufficient protection
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Institut Municipal d’Investigaci6 Meédica, Dr Aiguader 80, E-08003,
Barcelona, Spain. Tel.: +34-93-2211009; fax: +34-93-2213237.
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to compensate for the high cardiovascular risk factor prev-
alence remain to be elucidated. However, it is likely that
lifestyle factors, such as diet or physical activity and their
interactions with genes, may contribute to neutralising other
factors with negative effects.

Diet is one of the major environmental factors playing an
important role in the different coronary heart disease
incidence rates between northern Europe or the United
States and Mediterranean countries. Olive oil, rich in oleic
acid, could play a particular beneficial role in coronary heart
disease prevention and in the antiatherogenic effects attrib-
uted to the Mediterranean diet. Oleic acid may exert
beneficial effects on the pathogenesis of vascular disease
through a variety of mechanisms, such as reducing smooth
muscle cell DNA synthesis and low-density lipoprotein
(LDL) levels, and protect LDL from oxidation (Mata et
al., 1997), inducing less monocyte chemotaxis and adhesion

0014-2999/01/$ - see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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when exposure to oxidative stress exists (Tsimikas et al.,
1999), and inhibiting endothelial activation (Carluccio et
al., 1999). With regard to oxidative modification of lip-
oproteins, it has also been described that phenolic com-
pounds present in olive oil may contribute to the
endogenous antioxidant capacity of LDL (Wiseman et al.,
1997) and that an oleic acid-rich diet protects against the
oxidative modification of high-density lipoproteins (HDL)
(Sola et al., 1997). Concerning lipids and lipoproteins,
dietary oleic acid was considered to be “neutral”, neither
raising nor lowering serum cholesterol levels (Grundy,
1996).

Paraoxonase (PONI) is a calcium-dependent esterase
closely associated with HDL-containing apolipoprotein Al
that has been reported to confer antioxidant properties to
HDL by decreasing the accumulation of lipid peroxidation
products (Mackness et al., 1991a). It has been suggested that
PONI is related to coronary heart disease risk (Ruiz et al.,
1995; Serrato and Marian, 1995) and that its activity, usually
measured using paraoxon as a substrate, is under genetic
and environmental regulation and appears to largely vary
among individuals and populations. One molecular basis of
the variations in PONI1 activity is a polymorphism in the
PONI1 gene located in chromosome 7, which is clustered
with at least two other related genes, PON2 and PON3
(Primo-Parmo et al., 1996). PON1 genetic polymorphism
comprises PON1 Q, an isoform with low activity towards
paraoxon hydrolysis, which has a glutamine at position 192,
while the high-activity PON1 R isoform contains an argi-
nine at position 192 (Mackness et al., 1996).

Whereas some authors have failed to find associations
between the variation in PON1 gene and changes in lip-
oprotein concentrations (Antikainen et al., 1996; Sanghera
et al., 1997), others have found significant associations of
PON1-192 genetic variants with changes in HDL-choles-
terol levels and in triglyceride concentrations in a relatively
genetically isolated population (Hegele et al., 1995; Boright
et al., 1998).

Since an olive oil-rich diet has been recognised to have
antioxidant properties, we hypothesised that oleic acid
intake might be associated with changes in PON1-HDL
associated particles. On the other hand, we investigated the
impact of the PON1-192 polymorphism, if any, on the
relationship between oleic acid intake and PON1 activity
and lipoproteins in a random sample population.

2. Subjects and methods
2.1. Subjects

Six hundred and fifty-four men, aged 25-74, were
randomly selected from a representative population sample
in a cross-sectional study (the REGICOR study) designed to
establish the prevalence of main cardiovascular risk factors
in the province of Gerona, Spain where the incidence of

myocardial infarction was found to be low (Masia et al.,
1998; McGovern et al., 1996; Marrugat and Senti, 2000).
All subjects completed a smoking questionnaire consisting
of eight questions regarding current and past cigarette
consumption. Since all ex-smokers of the studied population
had stopped smoking at least 6 months before examination,
nonsmokers were classified as either those who had never
smoked or ex-smokers. The Minnesota Leisure Time Phys-
ical Activity Questionnaire was used to assess energy
expenditure in leisure time physical activity (EEPA) during
the previous year (Taylor et al., 1978). The EEPA ques-
tionnaire has been validated for use among Spanish men
(Elosua et al., 1994) and was administered by a trained
interviewer. All subjects gave their written informed consent
to participate. The protocol was approved by an ethics
committee. Thirty-seven men taking anti-hypertensives or
lipid lowering drugs were excluded from the analyses that
included comparisons of parameters by genotype and oleic
acid intake groups.

2.2. Dietary assessment

Dietary information was obtained using a 72-h recall
questionnaire, which was administered by a trained inter-
viewer and validated for use among Spanish people
(Schréder et al., 2001). The questionnaire contained a food
list. Participants were requested to precisely describe their
food and beverage intakes during the previous 3 days. Each
of the foods listed was characterised by a full description of
the usual serving size. Ninety different foods typical of the
eating habits in northeastern Spain (e.g. local bread with
olive oil and tomatoes, or the amount and type of oil used
for salad and vegetable dressing) were selected to fit typical
population alimentary habits. Furthermore, some generic
foods had open questions for the participants to specify
details of their type and serving sizes. In this case, the
interviewer requested the exact food type (e.g. type of
cheese or salad ingredients). The precise preparation of
foods was taken into account to include all the ingredients
(e.g. oil or butter for frying). Oleic acid intake was calcu-
lated from the 72-h recalls with the software Diet Analysis
Nutritionist IV (N Squared Computing, San Bruno, CA).
The database of this software includes 9879 food items
complemented with food items from Spanish food compo-
sition tables (Hurren et al., 1987; Jiménez Cruz et al., 1994,
Moreiras et al., 1992).

2.3. Biochemical analyses

2.3.1. Analyses of lipids and lipoproteins

Blood samples were collected after an overnight fast.
Serum cholesterol (Roche Diagnostica, Basel, Switzerland,
Ref: 0736635) and triglyceride levels (Roche Diagnostica,
Ref: 0736791) were determined enzymatically. LDL cho-
lesterol was calculated by the Friedewald formula (Friede-
wald et al., 1972). HDL cholesterol was measured as
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cholesterol after precipitation of apolipoprotein B-contain-
ing lipoproteins with phosphotungstic-Mg>" (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Germany, Ref: 543004) (Lopes-
Virella et al., 1977). Inter-assay coefficients of variation
were 2.5%, 4.5% and 3.2% for total cholesterol, HDL
cholesterol, and triglycerides, respectively.

2.3.2. Analysis of PONI activity

For PONI activity analysis, samples frozen at —70 °C,
which were thawed just before the beginning of each assay,
were used. PON1 activity towards paraoxon was measured
following the reaction of paraoxon hydrolysis into p-nitro-
phenol and diethylphosphate catalysed by the enzyme.
PONT1 activity was determined from initial velocity of p-
nitrophenol production (subtracting the spontaneous para-
oxon hydrolysis) at 37 °C and recorded at 405 nm by a
Cobas-Mira Plus autoanalyzer (Roche Diagnostica). Forty
microliters of serum was added to a basal assay mixture to
reach final concentrations of 5 mM paraoxon, 1.9 mM
CaCl,, 90 mM Tris—HCI (at pH 8.5) and 3.6 mM NaCl.
Two strategies were followed to avoid spontaneous hydrol-
ysis of diluted paraoxon solutions. First, a blank determi-
nation of basal assay mixture without serum was made.
Second, 5 mM paraoxon basal assay mixture aliquots
frozen at —40 °C were used and thawed just before the
beginning of each assay. Frozen aliquots of a serum pool,
used as an internal control, were thawed just before the
beginning of assay. One aliquot of serum pool was meas-
ured in triplicate every 24 samples. The serum pool was
used to correct for inter-assay variations. A PONI1 activity
of 1 U/l was defined as 1 pmol of p-nitrophenol formed per

min per serum litre. The molar extinction coefficient of p-
nitrophenol is 18,053 M~' cm™' at pH 8.5. Analytical
within-run imprecision was determined by 20 replicate
measurements of three different serum samples with differ-
ent PONI1 activity. Analytical between-run imprecision was
determined from 20 day-to-day measurements of the same
three samples. The intra- and inter-assay coefficients of
variation were under 1.7%.

2.4. PONI1-192 genotype determination

Genomic DNA was isolated from white cells by the
salting out method (Miller et al., 1989). Polymerase chain
reactions (PCR) were performed using primer sequences
derived from published data (Humbert et al., 1993). We used
the following primers for amplification of the 99 base pairs
sequence encompassing codon 192: 5’ TAT TGT TGC TGT
GGG ACC TGA G 3 and 5 CAC GCT AAA CCC AAA
TAC ATC TC 3’ . The amplification cycle was performed
on a Perkin Elmer Cetus 2400 Thermal Cycler with initial
denaturation for 4 min at 94 °C, followed by 35 cycles of 30
sat94 °C, 1 min at 61 °C and 1 min at 72 °C, and finally by
7 min of extension at 72 °C. PCR products were digested
with Alwl for 4 h at 37 °C and the samples electrophoresed
in 3% agarose gels for 75 min at 60 V.

2.5. Statistical analysis
The chi square test was used to analyse the association

between categorical variables. PON1 activity was log trans-
formed to fit a normal distribution. For comparisons of

Table 1
Clinical characteristics, lipid and lipoprotein concentrations, log PON1 activity and PON1-192 genotypes of men stratified by the categorised oleic acid
intake®

All (n=654) Low oleic acid intake High oleic acid intake P

(n=327) (n=327)

Age (years) 50.3 (13.9) 48.6 (14.1) 52.0 (13.5) 0.002
Kilocalories per day 2306.2 (522.9) 2338.0 (527.8) 2274.3 (516.8) 0.120
Oleic acid intake (gx 100 kcal) 1.41 (0.31) 1.17 (0.17) 1.65 (0.22) <0.001
BMI (kg/m?) 26.5 (3.8) 26.2 (3.8) 26.9 (3.8) 0.034
EEPA (kcal/day) 247.0 (125.0—452.0) 237.0 (102.2—-422.7) 254.0 (138.0—494.0) 0.156
Alcohol (g/week) 249.0 (36.0-504.0) 182.0 (0.0-476.0) 252.0 (71.2—-504.0) 0.042
Smokers (n (%)) 196 (30.0) 105 (32.1) 91 (27.8) 0.232
Total cholesterol (mg/dl) 223.3 (43.8) 221.4 (43.6) 225.1 (44.1) 0.281
Triglycerides (mg/dl) 99.0 (72.0-139.7) 99.0 (74.0—140.0) 98.0 (71.0-138.0) 0.669
LDL cholesterol (mg/dl) 151.4 (40.2) 150.5 (38.2) 152.2 (42.2) 0.602
HDL cholesterol (mg/dl) 47.8 (13.8) 46.7 (12.9) 49.0 (14.5) 0.036
Log PONI activity 5.45 (0.49) 5.42 (0.46) 5.48 (0.51) 0.277
PONI1-192 genotypes
QQ (n (%)) 308 (47.1) 161 (49.2) 147 (45.0)
QR (7 (%)) 281 (43.0) 139 (42.5) 142 (43.4) 0.282
RR (n (%)) 65 (9.9) 27 (8.3) 38 (11.6)

Continuous variables are expressed as mean (S.D.) or median (interquartile range).
? Men were stratified in two groups according to the median value of oleic acid intake x 100 kcal. BMI, body mass index; EEPA, daily energy expenditure

in leisure-time physical activity.
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continuous variables between groups, Student’s t-test or
Mann—Whitney U-test were performed. Pearson correlation
coefficients were used to test the strength of the association
between oleic acid intake and serum parameters. Oleic acid
intake groups (low vs. high) were created by stratifying the
population into two groups using the median oleic acid
intake (in g/100 kcal of daily caloric intake) as a cut-point.
Analyses of the variance were performed to test for gene—
diet interaction on log PON1 activity and HDL cholesterol

in models that included age, body mass index [calculated as
weight (kg)/height’ (m?)], smoking, alcohol consumption
and daily EEPA.

3. Results

Subjects in the high oleic acid intake group were older,
showed higher mean values of body mass index, HDL

Table 2
Clinical characteristics, lipid and lipoprotein concentrations, and log PON1 activity of men stratified by PON1-192 genotypes and the categorised oleic acid
intake

All Low oleic acid intake® High oleic acid intake® P
QQ (n=308) (n=161) (n=147)
Age (years) 50.9 (13.6) 49.5 (14.0) 52.4 (13.1) 0.061
Kilocalories per day 2336.3 (561.6) 2347.1 (548.9) 2324.5 (576.8) 0.725
Oleic acid intake (gx 100 kcal) 1.40 (0.29) 1.19 (0.16) 1.63 (0.21) <0.001
BMI (kg/m?) 26.5 (3.9) 26.3 (3.9) 26.6 (3.8) 0.498
EEPA (kcal/day) 237.0 (136.0-423.0) 229.5 (126.5-412.0) 247.0 (145.0-494.0) 0.334
Alcohol (g/week) 252.0 (52.0-504.0) 252.0 (52.0-470.0) 252.0 (45.0-504.0) 0.530
Smokers (n (%)) 91 (29.5) 51 31.7) 40 (27.2) 0.391
Total cholesterol (mg/dl) 226.5 (42.2) 227.4 (43.2) 225.5 (41.1) 0.702
Triglycerides (mg/dl) 101.5 (73.7-142.5) 104.0 (74.0—145.0) 100.0 (73.0—142.0) 0.784
LDL cholesterol (mg/dl) 153.5 (38.3) 154.4 (37.9) 152.5 (38.8) 0.679
HDL (mg/dl) 48.6 (13.6) 48.4 (13.6) 48.7 (13.7) 0.879
Log PONI activity 5.06 (0.24) 5.07 (0.26) 5.05 (0.22) 0.733
QR (n=281) (n=139) (n=142)
Age (years) 49.8 (14.1) 47.7 (13.7) 51.9 (14.2) 0.011
Kilocalories per day 2274.9 (484.1) 2326.6 (511.4) 22243 (451.8) 0.076
Oleic acid intake (gx 100 kcal) 1.42 (0.33) 1.17 (0.17) 1.67 (0.24) <0.001
BMI (kg/m?) 26.7 (3.8) 264 (3.7) 27.0 (3.8) 0.179
EEPA (kcal/day) 261.0 (126.0—-498.0) 260.0 (98.0—493.0) 267.5 (145.5-509.2) 0.414
Alcohol (g/week) 216.5 (27.5-504.0) 139.0 (0.0-504.0) 252.0 (88.0—495.5) 0.057
Smokers (n (%)) 85 (30.2) 44 (31.7) 41 (28.9) 0.612
Total cholesterol (mg/dl) 221.4 (44.7) 218.0 (43.9) 224.6 (45.4) 0.223
Triglycerides (mg/dl) 96.0 (71.0—138.0) 98.0 (76.5—143.0) 92.5 (70.0-134.2) 0.213
LDL cholesterol (mg/dl) 150.2 (41.8) 148.3 (39.0) 152.1 (44.4) 0.457
HDL (mg/dl) 474 (14.2) 45.0 (12.2)° 49.6 (15.6) 0.007
Log PONI activity 5.81 (0.25)° 5.82 (0.26)° 5.80 (0.24)° 0.578
RR (n=65) (n=27) (n=38)
Age (years) 49.4 (14.6) 47.7 (16.7) 50.7 (13.0) 0.433
Kilocalories per day 2298.5 (493.3) 2342.6 (499.6) 2267.1 (493.1) 0.547
Oleic acid intake (gx 100 kcal) 1.41 (0.32) 1.12 (0.19) 1.62 (0.20) <0.001
BMI (kg/m?) 26.2 (3.5) 24.7 (2.9)¢ 27.2 (3.6) 0.005
EEPA (kcal/day) 218.0 (92.0-396.0) 210.0 (25.0-369.0) 219.0 (103.5-437.0) 0.394
Alcohol (g/week) 126.0 (0.0-380.0) 42.0 (0.0-364.0) 159.5 (12.0-467.2) 0.118
Smokers (n (%)) 20 (30.8) 10 (37.0) 10 (26.3) 0.356
Total cholesterol (mg/dl) 216.7 (47.2) 204.2 (39.4) 225.6 (50.7) 0.071
Triglycerides (mg/dl) 102.0 (69.0—-134.0) 96.0 (59.0-121.0) 117.0 (74.0-153.2) 0.055
LDL cholesterol (mg/dl) 146.8 (42.0) 140.1 (33.1) 151.5 (47.1) 0.284
HDL (mg/dl) 46.3 (12.8) 445 (11.4) 47.6 (13.7) 0.338
Log PON1 activity 6.16 (0.27)° 5.94 (0.25)° 6.28 (0.19)° 0.001

Continuous variables are expressed as mean (S.D.) or median (interquartile range).
? Men were stratified in two groups according to the median value of oleic acid intake x 100 kcal. BMI, body mass index; EEPA, daily energy expenditure

in leisure-time physical activity.

® Significantly different from QQ homozygotes, P=0.028.
¢ Significantly different from QQ homozygotes, P<0.001.
d Significantly different from QQ homozygotes, P=0.049.
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cholesterol concentration, and alcohol consumption than
those in the low oleic acid intake group (Table 1). Log
PONT1 activity tended to be higher in subjects in the high
oleic acid intake category than in the low (involving a mean
increase in PONI1 activity of around 14 U/l), although
differences did not reach statistical significance. No differ-
ences between the two groups with regard to PON1-192
genotype distribution were found.

Serum lipid and lipoprotein concentrations of the R
carrier groups in the overall study group were similar to
those of QQ homozygotes (Table 2). As expected, log
PONT1 activity was significantly lower in the subset of the
low-activity PON1 QQ genotype subjects than in those who
were QR or RR (P<0.001).

The hypothesis that PON1-192 polymorphism might
modify the relationship between the oleic acid intake and
serum parameters was explored by stratifying subjects in
the three PON1-192 genotypes and oleic acid intake
categories (Table 2). No differences were found in clinical
characteristics, lipids and lipoproteins, or log PONI activ-
ity between oleic acid intake groups of QQ homozygotes.
However, QR heterozygotes with high oleic acid intake
showed significantly higher HDL cholesterol concentration
than low oleic acid intake subjects. RR subjects included in
the high oleic acid intake group showed significantly
higher PON1 activity than those of the low intake group.
It is noteworthy that HDL cholesterol concentration in QR
subjects was significantly lower than QQ homozygotes
only in the low oleic acid intake group. PONI activity
was significantly higher in QR subjects and RR homozy-
gotes than in QQ homozygotes, despite the oleic acid
intake.

A significant correlation between oleic acid intake and
log PONI activity was found only in RR heterozygotes
(#=0.595, P=0.001). No significant correlation was found
between these variables in the overall study group, or
between oleic acid intake and HDL cholesterol, or between

Table 3
Effect of interaction of oleic acid intake and PON1-192 genotype on log
PONT1 activity and HDL cholesterol concentration

Log PONI activity HDL cholesterol

F value P value F value P value
Oleic acid intake® 7.31 0.007 3.17 0.075
PON1-192 genotype 421.54 <0.001 0.58 0.562
Oleic acid intake x 5.46 0.005 2.73 0.066
PONI-192 genotype
Age 22.98 <0.001 0.01 0.914
BMI 0.15 0.703 33.52 <0.001
Smoking 1.59 0.208 10.84 0.001
Alcohol consumption 1.90 0.174 42.48 <0.001
EEPA 0.01 0.930 2.05 0.152

? Men were stratified in two groups according to the median value of
oleic acid intakex 100 kcal. BMI, body mass index; EEPA, daily energy
expenditure in leisure-time physical activity.

HDL cholesterol and log PONI1 activity in any considered
category. To further explore whether an interaction existed
between genotype and oleic acid intake, analyses of the
variance adjusting by age, body mass index, smoking,
alcohol consumption and physical activity covariables
were carried out. A statistically significant interaction
between PON1-192 genotypes and oleic acid intake for
log PONT activity was observed (P=0.005) (Table 3). The
interaction between oleic acid intake and PONI1-192
genotypes for HDL cholesterol was marginally significant
(P=0.066).

4. Discussion

Human and animal studies strongly support the hypoth-
esis that oxidative modification of LDLs plays a crucial role
in the pathogenesis of atherosclerosis (Berliner and Hei-
necke, 1996). Therefore, mechanisms preventing LDL oxi-
dation appear to be antiatherogenic. In this respect, HDL-
associated PON1 may be a major defence barrier against
lipid peroxides from oxidised LDLs (Mackness et al., 1993).
Conversely, PON1 activities (activities towards paraoxon
and towards oxidised lipids) can be inhibited by oxidative
stress, and the degree of inhibition depends on the PON1—
192 genotype (Aviram et al., 1999). R allozyme is supposed
to give worse protection against oxidation and be more
easily impaired than the Q allozyme (Mackness et al., 1997,
1998; Aviram et al., 1998, 2000).

The Mediterranean diet has been claimed to be one of the
reasons for the low incidence of coronary heart disease,
despite the high prevalence of cardiovascular risk factors
(Masia et al., 1998; Marrugat and Senti, 2000). The Med-
iterranean diet is rich in monounsaturated fatty acids,
particularly oleic acid, which confers antiatherogenic bene-
fits through a variety of mechanisms.

Since an olive oil-rich diet has been recognised to have
antioxidant properties, and since PON1—192 polymorphism
has been shown to be related to a variation in HDL
cholesterol levels in some population based studies, the
hypothesis under consideration was that this genetic marker
may influence the possible association of oleic acid intake
with changes in PON1 HDL associated particles. Our results
showed that the interaction between PON1-192 genotype
and the oleic acid intake resulted in differences, particularly
in PON1 activity levels. High oleic acid intake was asso-
ciated with increased PONT1 activity levels only in men who
were homozygotes for the R allele. HDL cholesterol con-
centration was significantly higher in subjects with a high
oleic acid intake than in those with a low oleic acid intake
only in the QR genotype. HDL cholesterol was also found
increased in RR subjects with a high oleic acid intake, but
differences did not reach statistical significance, probably
owing to the small number of RR subjects. On the other
hand, QR subjects in the lower oleic acid intake category
had a HDL cholesterol concentration mean significantly
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lower than QQ homozygote men in the same category. HDL
cholesterol was also lower in RR subjects with a low acid
intake than QQ homozygotes in the same category, but
differences did not reach statistical significance due to the
small number of RR homozygotes. These differences dis-
appeared when R carrier subjects and QQ homozygotes in
the high oleic acid intake group were compared. All these
findings suggest that the effects of common polymorphisms
on a particular trait depend on the presence of a specific life
style and other environmental factors, and may explain
discrepancies among association studies. For example, the
R allele, which has been related to increased cardiovascular
risk in some studies (Ruiz et al., 1995; Serrato and
Marian,1995), may be deleterious only in sedentary subjects
(Senti et al., 2000) or in subjects consuming an oleic acid-
poor diet, both appear to have considerably more adverse
HDL-cholesterol concentrations than subjects with the QQ
genotype.

The findings observed in the present study raise some
interesting considerations. It has been reported that LDL
isolated after diets rich in monounsaturated fatty acids
oxidises less readily than LDL obtained from diets rich in
polyunsaturated acids, and that this difference depends on
the content of oleic acid in LDL particles (Bonanome et al.,
1992; Reaven et al., 1993). On the other hand, HDL rich in
oleic acid was less easily oxidised, regardless of the content
of antioxidants such as vitamins A and E (Sola et al., 1997).
We show here that a high oleic acid intake was associated
with significantly increased HDL cholesterol concentrations
and PONI1 activity levels in QR and RR subjects, respec-
tively. We also show that oleic acid intake positively
correlated PON1 activity in subjects who were homozygotes
for the R allele. Altogether, these findings support the idea
that an oleic acid-rich diet gives protection against lip-
oprotein oxidation, particularly in men carrying one or
two R alleles, and introduces the enhanced PON1 activity
and its HDL related lipoprotein as a likely mechanism for
this effect.

In view of previous findings, in which there were
differences in the lipoprotein profile according to the
amount of regular physical activity only in R carriers
(Senti et al., 2000), it seems reasonable to postulate that
the HDL-R PONI1 associated particle is more susceptible to
changes in environmental factors, such as physical activity
or diet. Although the association of PON1-192 polymor-
phism with changes in lipid and lipoprotein concentrations
remains unclear, PON1 is strongly linked to HDL. It has
also been reported that plasma concentrations of PON1 are
positively correlated with HDL-cholesterol and apo Al, and
negatively with total cholesterol and apo B (Blatter-Garin
et al., 1994). PONI activity seems to be decreased in
patients with familial hypercholesterolemia compared with
control subjects (Mackness et al., 1991b; Tomas et al.,
2000). These observations suggest a relationship between
lipoprotein metabolism and PON1, the latter being in turn
strongly modulated by the PON1-192 polymorphism. On

the other hand, there are cumulating evidence that a
number of genes associated with lipid metabolism have
their expressions controlled by the intracellular levels of
fatty acids (Amri et al., 1996; Cheema and Clandinin,
1996; Sfeir et al., 1997). In this respect, the PON1 gene
would be another gene to be added to the list of this kind
of genes.

Given the potential benefit of having high HDL choles-
terol and PON1 activity levels as a desirable antioxidant
status, the results of the present study suggest that any direct
intervention towards increasing the amount of oleic acid
intake in subjects carrying one or two R alleles should
theoretically reduce the risk of atherosclerosis with consid-
erable specificity.

In summary, an oleic acid-rich diet may be beneficial in
individuals who carry one or more PON1-192 R alleles,
which constitutes 50% of the population, to achieve favour-
able antioxidant status similar to that observed in PON1 QQ
homozygous subjects.

Acknowledgements

This study was supported by grants from the Fondo de
Investigaciones Sanitarias 99/0013-01, 99/9342; CICYT
1FD97-0626 and CIRIT 1999SGR00243. We appreciate the
English revision made by Ms. Stephanie Lonsdale and Dave
Mcfarlane.

References

Amri, E.Z., Teboul, L., Vannier, C., Grimaldi, P.A., 1996. Fatty acids
regulate the expression of lipoprotein lipase gene and activity in pre-
adipose and adipose cells. Biochem. J. 314, 541—-546.

Antikainen, M., Murtomaiki, S., Syvanne, M., Pahlman, R., Tahvanainen, E.,
Jauhiainen, M., Frick, M.H., Ehnholm, C., 1996. The Gln—Argl91
polymorphism of the human paraoxonase gene (HUMPONA) is not
associated with the risk of coronary heart disease in Finns. J. Clin.
Invest. 98, 883 —885.

Artaud-Wild, S.M., Connor, S.L., Sexton, G., Connor, W.E., 1993. Differ-
ences in coronary mortality can be explained by differences in choles-
terol and saturated fat intakes in 40 countries but not in France and
Finland. Circulation 88, 2771-2779.

Aviram, M., Billecke, S., Sorenson, R., Bisgaier, C., Newton, R., Rosen-
blat, M., Erogul, J., Hsu, C., Dunlop, C., La Du, B., 1998. Paraoxonase
active site required for protection against LDL oxidation involves its
free sulfhydryl group and is different from that required for its aryles-
terase/paraoxonase activities: selective action of human paraoxonase
allozymes Q and R. Arterioscler., Thromb., Vasc. Biol. 18, 1617—
1624.

Aviram, M., Rosenblat, M., Billecke, S., Erogul, J., Sorenson, R.,
Bisgaier, Ch.L., Newton, R.S., La Du, B., 1999. Human serum para-
oxonase (PON1) is inactivated by oxidized low density lipoprotein and
preserved by antioxidants. Free Radical Biol. Med. 26, 892—904.

Aviram, M., Hardak, E., Vaya, J., Mahmood, S., Milo, S., Hoffman, A.,
Billicke, S., Draganov, D., Rosenblat, M., 2000. Human serum para-
oxonases (PON1) Q and R selectively decrease lipid peroxides in hu-
man coronary and carotid atherosclerotic lesions: PON1 esterase and
peroxidase-like activities. Circulation 101, 2510—-2517.



M. Tomas et al. / European Journal of Pharmacology 432 (2001) 121-128 127

Berliner, J.A., Heinecke, J.W., 1996. The role of oxidized lipoprotein in
atherogenesis. Free Radical Biol. Med. 20, 707—-727.

Blatter-Garin, M.C., Abbott, C., Messmer, S., Mackness, M.I.,
Durrington, P., Pometta, D., James, R.W., 1994. Quantification of
human serum paraoxonase by enzyme-linked immunoassay: popula-
tion differences in protein concentrations. Biochem. J. 304, 549—
554.

Bonanome, A., Pagnan, A., Biffanti, S., Opportuno, A., Sorgato, F., Dor-
ella, M., Maiorino, M., Ursini, F., 1992. Effects of dietary monounsa-
turated and polyunsaturated fatty acids on the susceptibility of plasma
low density lipoprotein to oxidative modification. Arterioscler. Thromb.
12, 529-533.

Boright, A.P., Connelly, P.W., Brunt, J.H., Scherer, S.W., Tsui, L.-C.,
Hegele, R.A., 1998. Genetic variation in paraoxonase-1 and paraoxo-
nase-2 is associated with variation in plasma in Alberta Hutterites.
Atherosclerosis 139, 131-136.

Carluccio, M.A., Massaro, M., Bonfrate, C., Siculella, L., Maffia, M.,
Nicolardi, G., Distante, A., Storelli, C., De Caterina, R., 1999. Oleic
acid inhibits endothelial activation: a direct vascular antiatherogenic
mechanism of a nutritional component in the Mediterranean diet. Arte-
rioscler., Thromb., Vasc. Biol. 19, 220-228.

Cheema, S.K., Clandinin, M.T., 1996. Diet fat alters expression of genes for
enzymes of lipogenesis in lead and obese mice. Biochim. Biophys. Acta
1299, 284-288.

Elosua, R., Marrugat, J., Molina, L., Pons, S., Pujol, E., 1994. Validation of
the Minnesota leisure time physical activity questionnaire in Spanish
men. Am. J. Epidemiol. 139, 1197-1209.

Friedewald, W.T., Levy, R.I., Fredrickson, D.S., 1972. Estimation of low-
density lipoprotein cholesterol in plasma, without use of the preparative
ultracentrifuge. Clin. Chem. 18, 499—508.

Grundy, S.M., 1996. Lipids, nutrition, and coronary heart disease. In:
Fuster, V., Ross, R., Topol, E.J. (Eds.), Atherosclerosis and Coronary
Heart Disease. Lippincott-Raven, Philadelphia, pp. 45—68.

Hegele, R.A., Brunt, J.H., Connelly, P.W., 1995. A polymorphism of
the paraoxonase gene associated with variation in plasma lipopro-
teins in a genetic isolate. Arterioscler., Thromb., Vasc. Biol. 15, 89—
95.

Humbert, R., Adler, D.A., Disteche, C.M., Hassett, C., Omienski, C.J.,
Furlong, C.E., 1993. The molecular basis of the human serum para-
oxonase activity polymorphism. Nat. Genet. 3, 73—76.

Hurren, C.A., Stockley, L., Broahurst, A.J., 1987. An abbreviated food
table using food groups for the calculation of energy, protein, fat,
carbohydrate, total sugars, starch and dietary fiber. Nutr. Res. 7,
15-25.

Jiménez Cruz, A., Cervera Ral, P., Bacardi Gascon, M., 1994. Tabla de
composicion de alimentos. Sandoz Nutr.

Lopes-Virella, M.F., Stone, P., Ellis, S., Colwell, J.A., 1977. Cholesterol
determination in high-density lipoproteins separated by three different
methods. Clin. Chem. 23, 882—-884.

Mackness, M.I., Arrol, S., Durrington, P.N., 1991a. Paraoxonase prevents
accumulation of lipoperoxides in low-density lipoprotein. FEBS Lett.
286, 152—154.

Mackness, M.I., Harty, D., Bhatnagar, D., Winocour, P.H., Arrol, S.,
Ishola, M., Durrington, P.N., 1991b. Serum paraoxonase activity in
familial hypercholesterolemia and insulin-dependent diabetes mellitus.
Atherosclerosis 86, 193—-199.

Mackness, M.1., Arrol, S., Abbott, C.A., Durrington, P.N., 1993. Protec-
tion of low-density lipoprotein against oxidative modification by
high-density lipoprotein associated paraoxonase. Atherosclerosis 104,
129-135.

Mackness, M.1., Mackness, B., Durrington, P.N., Connelly, P.W., Hegele,
R.A., 1996. Paraoxonase: biochemistry, genetics and relationship to
plasma lipoproteins. Curr. Opin. Lipidol. 7, 69—76.

Mackness, MLL., Arrol, S., Mackness, B., Durrington, P.N., 1997. Alloen-
zymes of paraoxonase and effectiveness of high-density lipoproteins in
protecting low-density lipoprotein against lipid peroxidation [letter].
Lancet 349, 851—852.

Mackness, B., Mackness, M.I., Arrol, S., Turkie, W., Durrington, P.N.,
1998. Effects of the human serum paraoxonase 55 and 192 genetic
polymorphisms on the protection by high density lipoprotein against
low density lipoprotein oxidative modification. FEBS Lett. 423, 57-60.

Marrugat, J., Senti, M., 2000. High cholesterol may not have same effect
on cardiovascular risk in southern Europe as elsewhere. Br. Med. J.
320, 249.

Masia, R., Pena, A., Marrugat, J., Sala, J., Vila, J., Pavesi, M., Covas, M.,
Aubo, C., Elosua, R., 1998. High prevalence of cardiovascular risk
factors in Gerona, Spain, a province with low myocardial infarction
incidence. J. Epidemiol. Community Health 52, 707—715.

Mata, P., Varela, O., Alonso, R., Lahoz, C., de Oya, M., Badimon, L.,
1997. Monounsaturated and polyunsaturated n—6 fatty acid-enriched
diets modify LDL oxidation and decrease human coronary smooth
muscle DNA synthesis. Arterioscler., Thromb., Vasc. Biol. 17,
2088-2095.

McGovern, P.G., Pankow, J.S., Shahar, E., Doliszny, K.M., Folsom, A.R.,
Blackburn, H., Luepker, R.V., 1996. Recent trends in acute coronary
heart disease mortality, morbidity, medical care, and risk factors. The
Minnesota Heart Survey Investigators. N. Engl. Med. J. 334, 884—
890.

Miller, S.A., Dykes, D.D., Polesky, H.F., 1989. A simple salting-out pro-
cedure for extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic. Acids
Res. 16, 1215.

Moreiras, O., Carbajal, A., Cabrera, M.L., 1992. La composicion de los
alimentos, ed Eudema, Madrid.

Pérez, G., Pena, A., Sala, J., Roset, P., Masia, R., Marrugat, J., 1998. Acute
myocardial infarction case fatality, incidence and mortality rates in a
population registry in the province of Girona, Spain, 1990 to 1992. Int.
J. Epidemiol. 27, 599—-604.

Primo-Parmo, S.L., Sorenson, R.C., Teiber, J., La Du, B.N., 1996. The
human serum paraoxonase/arylesterase gene (PONI1) is one member
of a multigene family. Genomics 33, 498—507.

Reaven, P., Parthasarathy, S., Grasse, B.J., Miller, E., Steinberg, D.,
Witztum, J.L., 1993. Effects of oleate-rich and linoleate-rich diets
on the susceptibility of low density lipoprotein to oxidative modifi-
cation in mildly hypercholesterolemic subjects. J. Clin. Invest. 91,
668—676.

Ruiz, J., Blanche, H., James, R.W., Blatter Garin, M.C., Vaisse, C.,
Charpentier, G., Cohen, N., Morabia, A., Passa, P., Froguel, P.,
1995. Gln—Arg 192 polymorphism of paraoxonase and coronary
heart disease in type 2 diabetes. Lancet 346, 869—872.

Sanghera, D.K., Saha, N., Aston, C.E., Kamboh, M.I., 1997. Genetic poly-
morphism of paraoxonase and the risk of coronary heart disease. Arte-
rioscler., Thromb., Vasc. Biol. 17, 1067—1073.

Schréder, H., Covas, M.I., Marrugat, J., Vila, J., Pena, A., Alcantara, M.,
Masia, R., 2001. Use a three-day estimated food record, a 72-hour
recall and a food-frequency questionnaire for dietary assessment in a
Mediterranean Spanish population. Clin. Nutr. 20, 429-437.

Senti, M., Aubd, C., Elosua, R., Sala, J., Tomas, M., Marrugat, J., 2000.
Effect of physical activity on lipid levels in a population-based sample
of men with and without the Arg variant of the human paraoxonase
gene. Genet. Epidemiol. 18, 276—286.

Serrato, M., Marian, A.J., 1995. A variant of human paraoxonase/arylester-
ase (HUMPONA) gene is a risk factor for coronary artery disease. J.
Clin. Invest. 96, 3005—-3008.

Sfeir, Z., Ibrahimi, A., Amri, E.Z., Grimaldi, P., Abumrad, N., 1997.
Regulation of FAT/CD36 gene expression: further evidence in support
of a role of the protein in fatty acid binding/transport. Prostaglandins,
Leukotrienes Essent. Fatty Acids 57, 17-21.

Sola, R., La Ville, A.E., Richard, J.L., Motta, C., Bargallo, M.T., Girona, J.,
Masana, L., Jacotot, B., 1997. Oleic acid rich diet protects against the
oxidative modification of high density lipoprotein. Free Radical Biol.
Med. 22, 1037-1045.

Taylor, H.L., Jacobs Jr., Dr., Schucker, B., Knudsen, J., Leon, A.S.,
Debacker, G. 1978. A questionnaire for the assessment of leisure time
physical activities. J. Chronic Dis. 31, 741-755.



128 M. Tomas et al. / European Journal of Pharmacology 432 (2001) 121-128

Tomas, M., Senti, M., Garcia-Faria, F., Vila, J., Torrents, A., Covas, M.,
Marrugat, J., 2000. Effect of simvastatin therapy on paraoxonase activ-

ity and related lipoproteins in familial hypercholesterolemic patients.
Arterioscler., Thromb., Vasc. Biol. 20, 2113-2119.

Tsimikas, S., Philis-Tsimikas, A., Alexopoulos, S., Sigari, F., Lee, C.,
Reaven, P.D., 1999. LDL isolated from Greek subjects on a typical diet
or from American subjects on an oleate-supplemented diet induces less

monocyte chemotaxis and adhesion when exposed to oxidative stress.
Arterioscler., Thromb., Vasc. Biol. 19, 122—-130.

Wiseman, S.A., Mathot, J.N., de Fouw, N.J., Tijburg, L.B., 1997. Dietary
non-tocopherol antioxidants present in extra virgin olive oil increase the

resistance of low density lipoproteins to oxidation in rabbits. Athero-
sclerosis 120, 15-23.



5. Discussio







5. DISCUSSIO

5. DISCUSSIO

En aquest treball de tesi hem analitzat I'efecte del tractament amb el farmac simvastatina, la

practica d’exercici fisic agut, I'entrenament fisic i el consum d’acid oleic sobre algunes activitats
enzimatiques de la PON1 i la seva dependéncia dels polimorfismes PON1-55 i PON1-192. Els
principals resultats han estat presentats com articles independents en I'apartat 4.Resultats, i en
cadascun d’ells s’han discutit els resultats corresponents. A continuacié discutirem els aspectes

més rellevants d’aquest treball.

5.1 Capitol I:

Fins la publicacié del present article referent a la simvastatina, no s’havia avaluat I'efecte d’aquest

farmac sobre I'activitat paraoxonasa ni si I'efecte era dependent dels genotips de PON1 descrits.

Una de les principals troballes d’aquest estudi, una activitat paraoxonasa significativament inferior
en els pacients amb HF respecte dels individus normolipémics, és consistent amb un estudi dut a
terme préviament en pacients afectes de la mateixa malaltia 2*’. Es dubtés que les diferéncies de
l'activitat paraoxonasa entre pacients i controls puguin ser atribuides a les petites variacions en la
distribucié genotipica de PON7-192 (QQ:QR:RR 62:32:6 en HF respecte 50:40:10 en
normolipémics) o de PON17-55 (LL:LM:MM 26:62:12 en HF respecte 33:50:17 en normolipémics),

tot i que el tamany de la mostra no fos gaire gran.

Després del tractament amb simvastatina, s’observarem un augment de l'activitat paraoxonasa
dels pacients a uns valors equiparables als dels individus normolipemics. Aquestes dades han

estat corroborades posteriorment en dos estudis recents de caracteristiques similars al nostre
307;308

No trobarem cap correlacié entre I'activitat paraoxonasa i el c-HDL o l'apoAl, i tampoc no hi
hagueren variacions del c-HDL, apoAl, LpAl o LpAl:All degudes al tractament. En canvi, en altres
estudis portats a terme en poblacié general i en pacients amb HF heterozigota s’ha descrit una
correlacié entre I'activitat paraoxonasa i I'apoAl o el c-HDL 2%, Els nostres resultats suggereixen
que l'efecte de la simvastatina sobre I'activitat paraoxonasa no és dependent de les concentracions
del c-HDL i 'apoAl, de manera que les possibles propietats antioxidants de la simvastatina no
serien degudes a canvis en les lipoproteines que contenen apoAl. Existeix una subclasse de HDL

t 140

que conté apoJ, a la qual s’'uneix la PON1 en una rad molar [apoJ/PON1] constant ™", i que és una

subclasse de HDL que en la major part no conté apoAl *

. En aquest sentit, una possible
explicacié de l'increment de I'activitat paraoxonasa féora que la simvastatina potenciés la seva

incorporacio a aquesta subclasse especifica de HDL que conté apod. De fet, un altre estudi també
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indica que ni I'activitat paraoxonasa ni el genotip PON7-192 no poden predir els valors de c-HDL,
perd en canvi I'activitat arilesterasa si que correlaciona amb el c-HDL, cosa que no succeeix en el

nostre cas 2%,

Donat que les LDL oxidades inactiven I'activitat paraoxonasa mitjangant I'establiment d’interaccions

entre el lipids oxidats de les LDL i el grup sulfur lliure de la PON1 2'3215

, una altra possible
explicacié de la baixa activitat paraoxonasa en pacients amb HF féra que la PON1 s’inactivés
parcialment en els pacients amb HF degut a l'elevat estrés oxidatiu que sofreixen aquests
individus.

Hem demostrat que la simvastatina disminueix els nivells de c-LDL, a més del CT, 'apoB, I'apoB-
LDL i els TG, com ja ha estat ampliament descrit tant en prevencié primaria com secundaria 2°*2%,
A més d’inhibir la biosintesi de colesterol, s’ha descrit que la simvastatina també pot reduir la

concentracio i I'activitat de la CETP 27

, aspecte que afavoriria un increment de la concentracié del
c-HDL. No obstant, en el nostre estudi no vam observar canvis significatius del c-HDL després del
tractament. El que sembla demostrat és que la simvastatina redueix I'absorcié intestinal de
colesterol, avaluada com el nivell plasmatic del fitosterol campesterol, en individus hiperlipeémics
299.

Les estatines sén molt efectives reduint el c-LDL i la produccié cel-lular de colesterol, perd el
mecanisme pel que actuen podria ser més complex que el proposat inicialment. En el moment de

redactar I'article que aqui presentem, s’havia descrit que les estatines podien disminuir la sintesi

0 4%2 | 453

hepatica d’apoB-10 , alterar la produccié de HDL en el fetge o tracte intestina i fins i tot
actuar com a antioxidant en les lipoproteines 2*®, és a dir, que la simvastatina tindria propietats
antioxidants per se, com indicarien experiments in vitro i ex vivo. En efecte, la velocitat de formacié
i quantitats maximes de diens conjugats durant I'oxidacio de les LDL i HDL disminueix de forma
dosi-dependent en afegir simvastatina al medi. Complementariament, les LDL i les HDL de
pacients tractats amb simvastatina formen menor quantitat d’aldehids durant assaigs d’oxidacié .
El nostre estudi revela que la simvastatina reduia els peroxids lipidics i la rad [peroxids lipidics/c-
LDL], havent-hi una correlacié positiva entre els peroxids lipidics i el c-LDL, tant abans com
després del tractament. La nostra hipotesi de partida era que la simvastatina podia tenir una accio
antioxidant com a resultat d’'un increment de la PON1 associada a HDL. De fet, I'activitat
paraoxonasa correlacionava negativament amb els perdxids lipidics després del tractament, i els
canvis en aquests dos parametres també correlacionaven negativament. S’ha observat que la
simvastatina augmenta 2.5 cops I'activitat transcripcional del promotor del gen PON1, efecte que

és inhibit per mevalonat 3. En el nostre estudi I'activitat arilesterasa, de la que s’ha dit que
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representa principalment la concentracié proteica de PON1, va mostrar només una tendéncia no
significativa d’augmentar després del tractament i els seus valors es mantingueren inferiors en els
pacients amb HF que en els normolipémics. Tampoc es correlacionaren amb els peroxids lipidics
ni abans ni després del tractament.

Per altra banda, se sap que la PON1 pot hidrolitzar estatines que contenen anells lactdnics com la
mevastatina, lovastatina i simvastatina i que aquesta capacitat esta en funcié del polimorfisme
PON1-192 ?®_ Nosaltres no vam trobar diferéncies dels canvis de 'activitat paraoxonasa en funcié
d’aquest polimorfisme, tot i que cal tenir en compte el tamany de mostra relativament petit de cada
grup genotipic. Amb totes aquestes dades, sembla ldgic proposar que lI'augment de l'activitat
paraoxonasa en els HF després del tractament sigui degut a la reduccié de l'estrés oxidatiu
causada per la simvastatina. Tot i aixi, es necessiten més estudis sobre els mecanismes pels quals
la simvastatina eleva I'activitat paraoxonasa. Amb posterioritat al nostre estudi, aparegué nova
informacié sobre d’altres possibles mecanismes d’accié de la simvastatina. En aquest sentit, la
inhibicié de la sintesi de mevalonat per part de la simvastatina podria tenir efectes pleiotropics, no
directament relacionats amb els lipids . De fet, el mevalonat no és només un precursor del
colesterol, sindé també d’altres compostos (p.e. isoprenoids no esteroides). S’ha proposat que la
simvastatina podria estabilitzar la placa d’ateroma, donat que s’ha observat que aquest farmac
disminueix els nivells de COX-2 in vitro que, via la sintesi de prostaglandina E-2, induirien la sintesi
de metal-loproteinases que destruirien la matriu extracel-lular de les plaques aterosclerotiques i aixi

les inestabilitzarien 20139,

L’activitat paraoxonasa va ser similar en ambdés sexes com ja s’ha indicat en altres estudis '’°,
perd no en tots “°°. L’activitat arilesterasa era una mica superior en els homes que en les dones

amb HF, pero similar en ambdés sexes dels individus controls.

També s’ha estudiat I'efecte d’altres farmacs hipolipemiants, com els fibrats, sobre l'activitat
paraoxonasa, amb resultats divergents. En alguns estudis s’ha descrit que el gemfibrozil augmenta
I'activitat paraoxonasa en pacients amb hiperlipidémia 3'? i en diabétics tipus Il *'* i que els seus
metabolits inhibeixen I'oxidacié de les LDL i les HDL in vitro i preserven I'activitat paraoxonasa >°°.
En canvi, altres estudis no han observat canvis de I'activitat paraoxonasa en resposta al tractament

amb gemfibrozil i bezofibrats en malalts amb hiperlipidémia tipus Ilb *'*, ni en resposta al ciprofibrat
310
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En el nostre estudi, hem observat que la concentracié de lipids, apoproteines i peroxids lipidics, a
nivell basal, després del tractament i la variacid d’aquests parametres pel tractament no soén
dependents dels polimorfismes PON7-192 o PON1-55. No obstant, com sempre passa amb
tamanys de mostra petits, cal considerar aquests resultats amb certa precaucio.

Tampoc va ser dependent dels genotips PON7-192 o PON1-55 la magnitud d’augment d’activitat
paraoxonasa. Tal com era d’esperar, I'activitat paraoxonasa era superior en els individus portadors
de l'allel R i els homozigots LL que no pas els homozigots QQ i portadors de lal-lel M,
respectivament, tant a nivell basal com després del tractament.

Existeixen discrepancies sobre si I'activitat paraoxonasa, és a dir, enfront un reactiu no fisiologic
com és el paraoxd, és prou representativa de la capacitat antioxidant de I'enzim #'' i si I'al'lel R del
polimorfisme PON17-192 realment s’associa a un major risc de CHD (vegeu apartat 1.6). De
moment, pel que fa als resultats d’aquest article, es pot dir que la simvastatina pot tenir important
propietats antioxidants mitjangant l'increment de lactivitat paraoxonasa, probablement com a
consequéncia de la reduccié de l'estrés oxidatiu, en un mecanisme que és independent de la
concentracié de les lipoproteines que contenen apoAl i independent dels polimorfismes PON1-192
i PON1-55,

5.2 Capitol Il:

En el present article hem avaluat per primer cop en humans I'efecte dels exercicis fisics regular i

agut sobre l'activitat paraoxonasa, la possible influéncia dels polimorfismes PON1-192 i PON1-55 i

la dependéncia de I'efecte de I'exercici fisic agut respecte el grau d’entrenament.

INICI

Abans de la intervencid, la concentracié del CT i l'activitat paraoxonasa eren més grans en els
portadors de l'alllel R que en els QQ del polimorfisme PON7-192. No hi havia diferéncies
significatives de sexe, edat, nombre de fumadors, IMC, c-HDL, ¢c-LDL, TG o LDL oxidades entre els
QQ i els portadors de l'al-lel R del polimorfisme PON7-192. Tampoc no havia diferéncies entre els
genotips del polimorfisme PON17-55. S’ha descrit que I'’habit tabaquic sembla reduir la concentracié
i activitat paraoxonasa *'®, i el nostre grup ha descrit una interaccié entre el tabaquisme i el genotip
QQ pel risc d'IAM ?"". En el present estudi, no vam trobar diferéncies significatives de I'activitat
paraoxonasa i les LDL oxidades entre fumadors i no fumadors. Tampoc n’hi havia entre sexes,
igual que en I'estudi del Capitol I.

Encara hi han poques dades sobre les variacions hormonals o cronobioldgiques de I'activitat

paraoxonasa. En la majoria d’estudis, l'activitat paraoxonasa és similar en homes i dones, a
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excepcid d’'un estudi que la troba més elevada en dones que en homes, particularment en les
dones que prenien anticonceptius orals “*°.

Cal esmentar que en el present estudi, els dos exercicis fisics aguts es realitzaren a la mateixa
hora del dia (3 hores després del dinar) i els participants seguiren la mateixa dieta que durant els 3

dies previs a I'anterior exercici fisic agut.

EFECTE DE L'ENTRENAMENT FiSIC

Després de I'entrenament, les variables de forma fisica (com el volum maxim d’oxigen) mostraren

que l‘'entrenament fou eficag, fent millorar significativament la condicio fisica dels participants. No hi
hagué cap canvi en el nombre de fumadors ni en 'IMC. Va existir una tendéncia del perfil lipidic a
millorar amb un augment de la concentracié del c-HDL i una disminucio de la de CT, c-LDL i TG,
canvis tots ells no significatius.

L’entrenament no s’associa a un increment de 'activitat paraoxonasa en el grup general, en canvi,
s’observa una disminucié de les LDL oxidades. En un estudi cas-control anterior s’observaren
valors incrementats d’activitat paraoxonasa en jugadors de rugbi ben entrenats comparats amb
controls sedentaris 3**. Les diferéncies en el disseny i les caracteristiques dels participants fan els

dos estudis dificils de comparar. De totes maneres, I'entrenament fisic dels atletes sembla

351;352;355 352

potenciar els sistemes antioxidants i reduir la peroxidacio lipidica °°%, millorant I'estat
antioxidant del plasma . El decrement de les LDL oxidades després de I'entrenament observat

en el present estudi déna suport a aquesta idea.

EFECTE DE L’EXERCICI FiSIC AGUT

L’'increment d’activitat paraoxonasa immediatament després de I'exercici fisic agut fou seguit d’una

disminucié durant les dues hores seglents i d’'una tendéncia a la recuperacio a les 24h. Un estudi
realitzat amb rates mostra efectes similars: un exercici fisic agut Unic provoca una inhibicié precog
de l'activitat paraoxonasa %0 En el nostre estudi, s'observa també un increment de les LDL
oxidades just després de I'exercici fisic agut i durant les dues hores segiients. Aquestes dades
recolzen la idea que I'exercici fisic agut indueix estrés oxidatiu i incrementa la peroxidacié lipidica

que, al seu torn, disminueix I'activitat paraoxonasa 2'°>%2,

EFECTE DE L'ENTRENAMENT FiSIC | EXERCICI FiSIC AGUT

L’entrenament es caracteritza per un augment de l'activitat paraoxonasa just després de I'exercici

fisic agut i una recuperacié dels valors basals a les 24h, recuperacié que no es produi quan els
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participants encara eren sedentaris. Aquest fet suggereix que I'entrenament atenua I'efecte de
I'exercici fisic agut sobre I'activitat paraoxonasa.

No esta clar si I'efecte de I'entrenament fisic sobre la resposta de I'activitat paraoxonasa a un
exercici fisic agut es déna a través de mecanismes directes o indirectes. L'exercici fisic agut
sembla produir un increment en la transcripcid génica de certs antioxidants i una reduccio en la

454435 an rates entrenades, perd no en rates desentrenades **.

lipoperoxidacio
Un cop entrenats, s’observa un increment de les LDL oxidades en els nostres participants després
de I'exercici fisic agut respecte el temps basal, encara que els seus valors es restabliren a les 24h.
S’ha descrit que els atletes entrenats presenten una major oxidabilitat de les LDL (deguda
probablement a la incorporacié d’acids grassos no esterificats en les LDL) i també una capacitat
antioxidant sérica global incrementada just després de realitzar un exercici aerobic intens, com una
maraté “*® %' En canvi, s’ha trobat que els nivells d’activitat arilesterasa i de la capacitat de les
HDL per protegir contra 'oxidacié de les LDL eren similars als d’abans de la cursa *'. Aquests fets
ens indicarien que la capacitat de proteccié de la PON1 enfront I'oxidacié de les LDL i l'activitat
arilesterasa no es veuen limitades i, segurament, I'activitat paraoxonasa tampoc. Cal dir que la
proteccié exercida per I'entrenament fisic pot no ser suficient per protegir completament les LDL de
la seva intensa oxidaci6 resultant de I'exercici fisic agut en individus totalment en forma *'. Es de
suposar que l'activitat antioxidant global, potenciada per I'entrenament fisic, pot indirectament
mitigar la inhibicié de I'activitat paraoxonasa causada per la major oxidacié de les LDL induida per
I'exercici fisic agut, i, com a resultat, I'activitat paraoxonasa pot recuperar els nivells basals més
rapidament en l'estat entrenat. Aixi dons, I'activitat antioxidant global, potenciada just després de
I'exercici fisic agut en els entrenats, podria explicar que I'activitat paraoxonasa en aquest moment
fos significativament superior a la basal només en els entrenats.

L’entrenament també podria exercir una accié directa sobre la proteina PON1 o sobre la
lipoproteina portadora de la PON1, la HDL, encara que sembla improbable que canvis en el c-HDL
expliquin canvis en I'activitat paraoxonasa ja que, com hem vist en el Capitol |, no vam observar
correlacié entre el c-HDL i I'activitat paraoxonasa ni en el grup general de participants ni en els
estratificats per genotip en cap dels punts de determinacio.

No coneixem amb exactitud la dieta seguida per cadascun dels participants, perd aquesta
dificilment explicaria els canvis trobats en I'activitat paraoxonasa. La dieta era la mateixa durant els
3 dies previs als exercicis fisics aguts en cada participant, de manera que diferéncies intra-
individuals d’activitat paraoxonasa entre abans i després de I'entrenament no es podrien atribuir a
la dieta. Aquestes mateixes diferéncies atribuides al genotip a nivell inter-individual, podrien ser

degudes a dietes diferents de cadascun dels participants, perd tal com comentem en la introduccié,
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els canvis d’activitat paraoxonasa que son induits per la dieta semblen estar en molts casos
fortament associats a variacions en el c-HDL i 'apoAl **. En aquest sentit, una dieta aterogénica
(en conills, ratolins i rates) o una dieta rica en vegetals o el consum moderat d’alcohol (en
humans), semblen donar lloc a canvis d’activitat paraoxonasa que es correlacionen amb variacions
en el c-HDL i I'apoAl 228:230:399:400:406 - Ajy&y no s’observa en un assaig clinic on el suc de granada
incrementa l'activitat paraoxonasa sense provocar canvis en el c-HDL **, ni tampoc en I'estudi
sobre el consum d’acid oleic presentat en el Capitol Ill. En el nostre cas, si els canvis inter-
individuals fossin deguts a la dieta, segurament es veurien modificats altres valors, com el c-HDL o

'apoAl, cosa que no succeeix.

EFECTE DE L’ENTRENAMENT FiSIC, EXERCICI FiSIC AGUT | EL POLIMORFISME PON1-192

La troballa més important d’aquest estudi fou que els efectes de I'exercici fisic agut i 'entrenament

fisic diferien en funci6 dels genotips del polimorfisme PON7-192. Hi hagué una tendéncia oposada
dels genotips de PON17-192 respecte dels canvis d’activitat paraoxonasa després de I'entrenament,
no només en l'estat basal, també en gairebé tots els temps considerats després de I'exercici fisic
agut. Concretament, l'activitat paraoxonasa dels individus QQ mostra un augment, mentre que la
dels portadors de l'al'lel R disminui. En analitzar-ho estratificant pels genotips PON7-55, aquests
canvis no foren estadisticament significatius, excepte pels portadors de l'al'lel M a les 24h de
I'exercici fisic agut. Més encara, abans de I'entrenament només els QQ recuperaren els nivells
basals d’activitat paraoxonasa a les 24h, mentre que després de I'entrenament la recuperaren tots
els individus independentment del genotip de PON7-192. En canvi, ambdds grups dels genotips de
PON1-55 assoliren [l'activitat paraoxonasa basal a les 24h de [I'exercici fisic agut amb
independéncia del seu estat d’entrenament.

Totes aquestes troballes suggereixen que la resposta de l'activitat paraoxonasa a I'exercici fisic
agut esta modulada per I'estat d’entrenament previ i també el genotip PON7-192. Dades prévies de
la nostra unitat suggerien una influéncia del polimorfisme PON7-192 sobre I'efecte de I'exercici fisic
en l'activitat paraoxonasa. En aquest sentit, la practica d’activitat fisica sembla estar associada a
un millor perfil lipidic només en els portadors de l'allel R, mentre que no es troba cap associacio
en els individus QQ ?*°. De totes maneres, és dificil explicar els efectes oposats dependents del
PON1-192 de 'entrenament sobre I'activitat paraoxonasa. Com ja hem comentat en la introduccio,
hi ha certa controvérsia sobre si les LDL oxidades inhibeixen d’igual forma els dos al-loenzims de
PON1-192 %', Alguns estudis suggereixen que, per una mateixa quantitat de PON1, I'al-loenzim Q
proporciona millor proteccié contra I'oxidacié in vitro de les LDL i, en condicions altament oxidants,

les activitats paraoxonasa i arilesterasa d’aquest es redueixen menys que les de I'al-loenzim R #¢.
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També hi ha discrepancies sobre si la capacitat de proteccié contra I'oxidacié és veu més reduida
en el cas de I'alloenzim R que en el Q per una mateixa quantitat de HDL ?°"*'!, Segons les dades
del nostre estudi, es pot suggerir que I‘entrenament fisic podria proporcionar als portadors de I'al-lel
R una proteccié insuficient contra I'estrés oxidatiu causat per un exercici fisic agut.

S’ha descrit que I'exercici fisic regular provoca uns increments repetitius de radicals lliures després
de cada sessido d'exercici que podrien actuar com a inductors de la transcripcié de gens

antioxidants enddgens 4°%4%’

(PONT1 o altres antioxidants). No obstant, la superior susceptibilitat de
lal-lel R a ser inhibit resultaria en una disminucié de l'activitat paraoxonasa en els portadors
d’aquest al-loenzim. Una altra possible explicacié de I'efecte oposat dels al-lels és que podria haver
un desequilibri de lligament entre el polimorfisme PON7-192 i un polimorfisme del promotor o una
altra regié de PONT1, I'al'lel del qual que anés lligat al Q fos més responedor a I'estrés oxidatiu, de
manera que podria modular la sintesi o activitats de PON1. Per exemple, s’ha descrit recentment
que el polimorfisme PON1-(A-162G), situat en el promotor de PONT en una regié que té alta
homologia amb un element de resposta a interleucina-6 (IL-6), podria estar en desequilibri de
lligament amb el polimorfisme PON1-192 '*”. S’ha suggerit que I'exercici fisic agut incrementa els
fosfolipids oxidats que al seu torn indueixen la secrecié de la citocina pro-inflamatoria IL-6, la qual
promou a una reduccido de la concentracio de PON1 en cél-lules HepG2 i una disminucioé de
I'activitat paraoxonasa en ratolins '®*. D’aquesta manera, 'efecte de la IL-6 sobre I'expressio de
PON1 podria dependre en gran mesura del polimorfisme localitzat en el possible element de

resposta a IL-6 lligat al polimorfisme PON71-192.

5.3 Capitol lll:

Tenint en compte les evidéncies que atribueixen a I'oli d’oliva, i més concretament, a I'acid oleic, un

efecte beneficids antiaterogenic, en el present estudi hem testat I'efecte del consum de I'acid oleic
sobre I'activitat paraoxonasa. També hem avaluat la possible influéncia del polimorfisme PON1-
192 sobre aquest efecte.

Vam classificar els subjectes de I'estudi segons el seu consum d’acid oleic utilitzant la mediana
global com a punt de tall. Els individus amb elevat consum d’acid oleic del present estudi eren més
grans i tenien valors d'IMC, c-HDL i de consum d’alcohol significativament superiors que els de
baix consum d’acid oleic. La diferéncia en el consum d’alcohol, desaparegué en fer I'analisi per
genotips. En canvi, es van mantenir les diferéncies d’edat en el grup QR i d'IMC en el grup RR. En
qualsevol cas, es van ajustar totes aquestes variables (edat, IMC, consum d’alcohol, a més de

tabaquisme i activitat fisica) en el model de l'analisi de la varianca emprat per testar les
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interaccions PON7-192-consum d’acid oleic sobre [lactivitat paraoxonasa (p=0.005) i la
concentracié de c-HDL (p=0.066).

Com ja hem esmentat, sbn nombrosos els estudis portats a terme en animals i en humans que
donen suport a I'important paper que té la modificacié oxidativa de les LDLs en la patogénesi de
I'aterosclerosi “*®. Aixi doncs, els mecanismes que protegeixen contra I'oxidacié de les LDL
semblen ser antiaterogenics i en aquest sentit, la PON1 podria ser una primera barrera contra els
peroxids lipidics de les LDL oxidades . Per una altra banda, I'activitat paraoxonasa i la capacitat
de proteccié de les LDL contra I'oxidacié lipidica de la PON1 poden ser inhibides per I'estrés
oxidatiu, en una magnitud que depén del genotip de PON1-192 segons alguns estudis, encara que
no tots %'°. Malgrat que encara hi han controvérsies, alguns autors indiquen que l'alloenzim R
confereix pitjor proteccié contra I'oxidacio i és més facilment inhibit que I'al-loenzim Q 207213236239,
Per altre costat, alguns estudis afirmen que el perfil lipidic varia segons el genotip del polimorfisme

20 En un estudi

PON1-192 ™' tot i que altres estudis no han trobat aquesta associaci6
poblacional, els parametres c-LDL, c-HDL i TG es trobaren significativament menys aterogénics en
els individus QQ que en els QR o en els RR ?®°. En el nostre medi, hem observat que els homes
portadors de l'alllel R sedentaris presenten un perfil lipidic aterogénic que només millora
significativament a xifres comparables a les dels QQ si realitzen una quantitat elevada d’activitat
fisica . En canvi, les dones menopausiques del genotip QQ de la nostra poblaci® mostren
concentracions de CT i c-LDL superiors a les QR i aquestes, al seu torn superiors a les RR, amb
un clar efecte gen-dependent '"“.

La dieta mediterrania sembla ser un dels factors explicatius claus de la baixa incidéncia de CHD en
la nostra poblacid, tot i I'alta prevalenca d’altres factors de risc cardiovascular ?°'**°. La dieta
mediterrania es caracteritza entre d’altres per un elevat consum d’oli d’oliva, particularment ric en
acid oleic, un MUFA que confereix un efecte beneficids antiaterogénic per diversos mecanismes. El
consum d’oli d’oliva verge produeix un consequent augment de la concentracié plasmatica d’acid
oleic, aixi com una menor oxidabilitat de les LDL, que sembla ser dependent del contingut
lipoproteic d’acid oleic i no del contingut d'antioxidants **°3¢7%%°. També les HDL riques en acid
oleic s’oxiden en menor grau, independentment de la preséncia d’altres antioxidants com la
vitamina E o la vitamina A *®. Altres efectes descrits de I'acid oleic sén: una disminucié de la
sintesi de DNA de cél-lules musculars llises i una reduccioé de l'activacié endotelial que comprén

383 i una disminucio de I'adhesié de monocits a

una expressio inferior de molécules d’adhesio
cél-lules endotelials induida per LDL parcialment oxidades ***. Respecte al perfil lipidic, I'acid oleic
de la dieta pot reduir els nivells de c-LDL i el CT segons alguns estudis *'3° tot i que d’altres el

consideren neutre 377461,
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El fet que s’hagi determinat que la dieta rica en oli d’oliva té propietats antioxidants i que el
polimorfisme PON1-192 s’hagi relacionat amb la variacioé dels nivells de c-HDL en alguns estudis
poblacionals, ens porta a formular la hipdtesi de que aquest polimorfisme pot influenciar la possible
I'associacio entre el consum d’acid oleic i els canvis en la PON1 associada a les HDL. Vam
observar una interaccio entre el polimorfisme PON7-192 i el consum d’acid oleic sobre els nivells
d’'activitat paraoxonasa i de forma marginalment significativa sobre la concentracié de c-HDL.
L’elevat consum d’acid oleic s’associa a nivells elevats d’activitat paraoxonasa només en homes
que eren homozigots RR. La concentracié de c-HDL també era significativament superior en el
grup de consum elevat d’acid oleic que en el grup de baix consum només en els homes de genotip
QR. En els individus RR, la diferéncia de c-HDL no arriba a la significacié estadistica, segurament
degut al nombre petit d’individus RR. Per altra banda, la concentracié del c-HDL dels individus de
QR del grup de baix consum d’acid oleic era menor que la dels QQ de la mateixa categoria de
consum. El c-HDL també era menor en els individus RR amb baix consum d’acid oleic que en els
QQ de la mateix categoria de consum, tot i que de nou no arribés a la significacié estadistica
probablement degut al baix nombre d’individus RR. Aquestes diferéncies desaparegueren en
comparar els individus portadors de l'allel R amb els QQ pertanyents a la categoria d’elevat
consum d’acid oleic. Aquestes troballes suggereixen que I'efecte d’'un polimorfisme sobre un tret
particular depén de la preséncia de factors ambientals, com I'estil de vida, i aixod podria explicar les
discrepancies entre estudis. Per exemple, I'al-lel R, que ha estat relacionat amb un maijor risc de

250;254

CHD que l'al'lel Q en alguns estudis , pot associar-se a concentracions de c-HDL més

290

adverses només en individus sedentaris o en individus que consumeixen dietes riques en

399

vegetals * o pobres en acid oleic (present estudi), o també I'al-lel R pot associar-se a una activitat

paraoxonasa menor quan se sotmeten els individus a un entrenament fisic (estudi del Capitol 1) o

quan les dietes son pobres en vegetals **°

o riques en acid oleic (present estudi). Per tant, sembla
raonable proposar que l'alloenzim R de la PON1 i la HDL que conté aquest al-loenzim sén més
susceptibles als canvis causats per factors ambientals, com I'activitat fisica o la dieta .

Hem descrit alguns dels mecanismes pels quals I'acid oleic pot conferir efectes beneficiosos. En el
cas de la PON1, en un assaig clinic en dones diabétiques tipus Il s’observa un augment post-
pandrial de I'activitat arilesterasa després de la ingestié d’li d’'oliva *'. En el mateix assaig, no
obstant, es descrigué una disminucié de I'activitat arilesterasa després de la ingesta d’oli ric en
PUFA, mantenint-se invariables I'oxidabilitat de les LDL, els indexs d’estrés oxidatiu i la capacitat
antioxidant de les HDL. En el present estudi, el consum d’acid oleic s’associa a una concentracio

incrementada de c-HDL i augment d’activitat paraoxonasa en els individus QR i RR,
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respectivament. També demostrarem que el consum d’acid oleic correlaciona positivament amb
I'activitat paraoxonasa en els individus homozigots RR. Tot aquestes troballes recolzen la idea que
la dieta rica en acid oleic protegeix contra I'oxidacié de les lipoproteines, particularment en homes
portadors d’'un o dos al-lels R. L’associacié entre l'activitat paraoxonasa i el c-HDL o entre el
polimorfisme PON7-192 i el c-HDL no estan massa clares, tot i que la PON1 estigui unida
fortament a la HDL. S’ha descrit en alguns estudis que lactivitat paraoxonasa o la seva

concentracié es correlacionen positivament amb el c-HDL i I'apoAl 2°93%

, perd altres estudis
descriuen que el c-HDL es correlaciona amb [l'activitat arilesterasa, perd no amb ['activitat
paraoxonasa 2. Com comentem en el Capitol Il, quan s6n induits pels acids grassos de la dieta o
per una dieta rica en vegetals o consum moderat d’alcohol, els canvis de I'activitat paraoxonasa es
correlacionen amb variacions en el c-HDL i I'apoAl. Per tant, els canvis en la sintesi, secrecioé o
catabolisme del c-HDL induits per la dieta explicarien en part els canvis en l'activitat paraoxonasa
228:230:399:400406 - En gquest sentit, en ratolins sotmesos a dieta aterogénica s’ha proposat un
mecanisme immunologic contra I'apoAl oxidada que explicaria I'eliminacié de HDL oxidades i la
consequent disminucié de I'activitat paraoxonasa sense cap alteracié de la transcripcidé génica de
PON1 **®_ També s’ha dit que la fibra que conté la dieta rica en vegetals seria la causant de la
disminucio de c-HDL i d’activitat paraoxonasa 399 Amb tot, aixd no s’observa en un assaig clinic on

L 4% ni tampoc en el

el suc de granada incrementa l'activitat paraoxonasa perd no varia el c-HD
present estudi, on ni I'activitat paraoxonasa ni el consum d’acid oleic no es correlacionaren amb el
c-HDL. L’activitat paraoxonasa esta disminuida en pacients amb HF, com presentem en l'article del
Capitol | 272%_ Aquesta observacié suggereix que existeix una relacié entre el metabolisme lipidic i
l'activitat paraoxonasa, essent l'Ultima fortament modulada pel polimorfisme PON7-192. Cal
esmentar que hi han evidéncies que indiquen que l'expressidé de certs gens associats al
metabolisme lipidic, com la lipoprotein lipasa, I'acid gras sintasa i els factors de transcripcié PPAR

462454 ost3 controlada per nivells intracel-lulars d’acids grassos “°.

(alfa, beta i gama), entre d’altres
El gen PON1 podria ser un d’ells.
Donat el benefici potencial de tenir una concentracié de c-HDL i activitat paraoxonasa elevades
com un estat antioxidant desitjable, els resultats d’aquest estudi suggereixen que tota intervencié
dirigida a incrementar el consum d’acid oleic per part d’individus portadors d’'un o dos allels R

haurien de reduir el risc d’aterosclerosi amb considerable especificitat.

En resum, la dieta rica en acid oleic pot ser beneficiosa en individus portadors d’'un o dos al-lels R
del polimorfisme PON17-192, que constitueixen un 50% de la nostra poblacio, per tal d’assolir un

estat antioxidant favorable, similar a 'observat en els individus QQ.
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6. CONCLUSIONS

6.CONCLUSIONS:

6.1 Capitol I:

- Els pacients amb HF presenten una activitat paraoxonasa significativament inferior a la dels

individus normolipémics.

- El tractament amb simvastatina en pacients amb HF té un efecte antioxidant possiblement
relacionat amb un augment de l'activitat paraoxonasa, que correlaciona amb una disminucié de la
concentracié de peroxids lipidics. Aquests efectes son independents de la concentracié d’apoAl i
de HDL i també dels polimorfismes PON1-55i PON1-192.

6.2 Capitol Il

- L’entrenament fisic s’associa a un increment en I'activitat paraoxonasa en els individus QQ i a

una disminucioé de la mateixa en els portadors de I'al-lel R pel polimorfisme PON7-192.

- L’increment de l'activitat paraoxonasa immediatament després de I'exercici fisic agut és seguit
per una disminucié subseqlient de [lactivitat. La recuperacio dels nivells basals d’activitat
paraoxonasa a les 24h de I'exercici fisic agut es déna en els individus QQ independentment del

seu estat d’entrenament, i en els individus portadors de I'al-lel R només quan estan entrenats.

- Els resultats d’aquest estudi suggereixen en conjunt que els efectes de I'entrenament fisic i de
I'exercici fisic agut sobre l'activitat paraoxonasa estan modulats pel polimorfisme PON7-192. El

paper del polimorfisme PON1-55 és molt menys pronunciat.

6.3 Capitol lll:

- Existeix una interaccié entre PON1-192 i el consum d’acid oleic respecte als nivells de c-HDL i
activitat paraoxonasa. Aquesta es tradueix en que el consum elevat d’acid oleic comporta un
augment de la concentracié de c-HDL i de l'activitat paraoxonasa en els individus portadors dels

genotips QR i RR del polimorfisme PON1-192, respectivament.

Conclusio final:

La PON1 es configura com un enzim clau en el mecanisme de defensa de I'oxidacio lipoproteica.
El fet que la seva activitat sigui altament influenciable per factors genétics, ambientals i les seves

interaccions obre noves i importants perspectives en el camp de la lipidologia i de I'arteriosclerosi.
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sanitario, de que tiene el colesterol
el evado? . ... .. | |

1 = si; 2 = no; 9 = datos insuficientes;



13.

14.

15. ¢

16. ¢

17.

18.

19.

20.

21.

22.

¢(Algan sanitario (médico o enfernera) le ha

prescrito alguna dieta para reducir el

nivel de colesterol? ....... ... ... . ... .. ... .. ... | |
Si ; 2 = no; 3 = dudoso; 8 = no procede;
dat os i nsufici entes;

1
9

¢Toma o ha tomado en las uUltimas dos semanas
al guna nedicacion prescrita por un
médi co para reducir el colesterol? ............. | |

1 = si; 2 = no; 3 = dudoso; 8 = no procede;
9 = datos insuficientes;
¢Le han hecho en el dltino afio al gun analisis
de sangre para nedir el colesterol? ............ | |
1 = si; 2 = no; 3 = dudoso; 8 = no procede;
9 = datos insuficientes;
cHa tonmado usted en las ultimas dos semanas
aspirinas par a prevenir 0 tratar
enf ermedades del corazéon? ...................... | |
1 =si;2 = no;
3 = si, pero no para el corazoén;
9 = datos insuficientes;

Ant ecedent es de | nsufici encia Cardi aca.
Por teléfono se valorard solanente presencia de
disnea utilizando el cédigo "5" si la hay o el "1"
en_caso _contrario;
.Se cansa excesivanmente o le falta el
aire al realizar algun ejercicio (subir
escaleras, camnar, etc.) ......... ... | |

1 = No disnea; 2 = Disnea a grandes esfuerzos;

3 = Disnea a pequefios esfuerzos;

4 = Disnea a nininobs esfuerzos;

5 = D snea sin poder especi fi car el gr ado;
9 = datos insuficientes;

GAlgan famliar directo (padres, hermanos,tios)
ha fallecido por causas cardiacas, antes

1 = si; 2 = no; 9 = datos insuficientes;

¢Ha sido informado al guna vez por personal sanitario

de que tiene una el evaci 6n de |a gl ucosa

(azlcar) en sangre? .........iiiiiin.. | |
1 = si; 2 = no; 9 = datos insuficientes;

sHa  seguido  por indi caci 6n de  personal
sanitario algun tipo de dieta para
reducir |a glucosa (azucar) en sangre? ......... | |
1 = si; 2 = no; 8 = No procede;
9 = datos insuficientes;

c¢Toma o ha tomado alguna vez conprimdos para el
control de la glucosa (azUcar)? ................ | |

Si ; 2 = no; 8 = no procede;

dat os i nsufici entes;

1
9

¢Precisa insulina para el control de la glucosa?....... | |
1 =si; 2 =n0; 8 =no procede; 9 = datos insuficientes;



23.¢,Se ha realizado en el udltino afio algun
analisis para conocer sus niveles de
glucosa (azucar) en sangre? .................... | |
1 = si; 2 = no; 9 = datos insuficientes;

Sol 0 nuj eres: prequntas de 24 a 27

1 = si, nornal nente; 2 = si, pero irregul arnente;
3 = no; 8 = no procede;
9 = datos insuficientes;

25. ¢Qué edad tenia cuando inici6 |la nenopausia?........ | | ]
88 = no procede; 99 = datos insuficientes;

26. ¢Ha tomado (en el ultinmo mes) hornonas
sexual es (estrogenos) para | os sintonas

1 = si; 2 = no;
8 = no procede; 9 = datos insuficientes;
27.¢Ha tomado (en los ultinos dos neses)
anti concepti vos en pi | dor as o]
I NYECCI ONES 2. . . | |
1 = si; 2 = no;
8 = no procede; 9 = datos insuficientes;
28. ¢Ha sido usted informado por personal sanitario,
de que su tensidn arterial es alta? ........... | |
1 = si; 2 = no; 9 = datos insuficientes;

29. ¢Ha tomado usted en las dltimas dos semanas al gun
conprimdo para dismnuir la tension arterial? | __|

Si ; 2 no;

posi bl enent e; 9 = datos insuficientes;

1
3

30. ¢Se ha tormado usted la T.A en el dltino afio?.......... | |
1 = si; 2 = no; 9 = datos insuficientes;

3l.Frecuencia cardiaca.............ciiiiiiiiiin... [ ] | |

32.Brazo en el que se toma la tension arterial ............ | |
1 = derecho 2 = izquierdo

33.Grcunferencia braquial en centinetros........... I I

34.Presion sistélica registrada en la prinmera toma. | __ | __ | _|

35.Presion diastélica registrada en la prinmera toma. | __ | _ | __|

36. Presion sistélica registrada en |a segunda toma.. | _ | _|_|

37.Presion diastélica registrada en |a segunda toma. | __ | __ | _ |

38. Manguito utilizado para la toma de la TA.............. | |
1 = obeso; 2 = adul to; 3 = cadete;

39.Hora en que se toma la TA. ... ... . . ... | | |

40. Tenperatura en | a habitaci 6n en que se
toma la TA en OC. ... . .. | | |



41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.

64.

65.

Col esterol total en suero....................... [ ] | |

HDL colesterol ....... .. . . . [ | | |
LDL colesterol ....... . . . . [ | | |
Triglicéridos...... ... ., [ ]
Lp (@) v [
Fibrindgeno. .. ... ... [ ] | |
Vitamna E......... ... .. ... . I
Vitamna A. . ... [
APO Al . | |
APO B . | |
Tiocianato en SUEro. ..., [ ] | |
AicCema. ... [ | | |
Altura en centimetros...................... I T
Peso en granos ajustando a 200 granos...... [
Gntura en centimetros. ..................... [ ]
Cadera en centimetros. ...................... I T
Pliegue tricipital brazo derecho 12 nmedicion... | _|_|.|__|
Pliegue tricipital brazo derecho 22 nmedicion... | _|_|.|__|
Pliegue tricipital brazo derecho 32 nmedicion... | __|_|.|__|
Pliegue tricipital brazo izquierdo 12 nedicion. | _ | _|.|__|

Pliegue tricipital brazo izquierdo 2% nedicion. | _ | _|.|__|

Pliegue tricipital brazo izquierdo 32 nedicion. | _ | _|.|__|

Brazo domnante. ......... ... | |
1 = derecho; 2 = izqui erdo;

El ectrocardiograma. .. ...... ... | |
1 = Hecho; 2 = No hecho;

¢Qual es el notivo por el cual no deseal puede

col aborar en el estudio? ....................... | |
| nposi bl e de est abl ecer cont act o;
Tenpor al nente esta fuera del area durante
el estudio;
Hospi tal i zaci 6n o enfermedad i nportante;
No | e interesa el estudio;
Trasl ado de residenci a;
Def unci 6n antes del estudi o;
Probl emas en el trabajo;
No procede; 9 = Datos insuficientes;

o~NOUTh~hW N



IMPRESO DE RECOGIDA DE DATOS REGICOR
ESTUDIO TRANSVERSAL

CUESTIONARIO DE CONSUMO DE TABACO

Version Julio 1994

1. ¢Fuma usted cigarrillos actualnmente?.................... | |
1 =si ,regularnente; Ir a la pregunta 2
2 = no; Ir a la pregunta 5
3 = al guna vez; Ir a la pregunta 3

. ¢Habi tual nente cuantos cigarrillos fuma por dia?. |__ | _|__|
88 = no procede; Ir a la pregunta 8

1 = Habitual nente un dia o nenos;

2 Habi t ual rente de dos a cuatro dias;
3 Casi cada di a;

8 = no procede;

. ¢Habi tual nente cuantos cigarrillos fuma, cada uno
de esos dias? ........ ... . ..., [ ] |
88 = no procede

. ¢Fund usted cigarrillos regularnmente en el pasado?..... | |

1 =2S; Ir a la pregunta 6
2 = No; Ir a la pregunta 10
8 = No procede;

¢Qe afio dej 6 usted de fumar cigarrillos?.......... 19 | |
88 = no procede;

.Si hace menos de un afio. ........ ... .. | |
1 = menos de un nes;
2 = de uno a seis neses;
3 = de seis a doce neses;
8 = no procede;

.¢Qual ha sido el nunero nmaxino de cigarrillos

fumados por usted en un dia? .............. [ ] |
88 = no procede;

. ¢QUé edad tenia cuando enpezé a funmar
regularmente? ........ . ... | | |
88 = no procede;

10. ¢Ha funmado al guna vez cigarros puros o puritos?........ | |
= Funo habi t ual nent e; -->1|r ala pregunta 11
= No; -->1r ala pregunta 12

Funo ocasi onal nent e

nenos de uno por dia;-->1r a la pregunta 11
Al guna vez pero no

ahor a; -->1r ala pregunta 12
8 = No procede;

f
1
2
3
4 =



1 = Funo habitualnmente; --> 1Ir a la pregunta 13
2 = No; --> Ir ala pregunta 14
3 = Funo ocasional mente; --> 1Ir a la pregunta 13
4 = Al guna vez pero no

ahor a; --> Ir ala pregunta 14

13. ¢Cuant os granos de tabaco de pipa fuma en
una senmana aproxi madanente? .............. [ | | |
888 = no procede;
999 = no se sabe;

14. Esta pregunta es Uni camente para funmadores
ocasi onal es o no fumadores.

¢cDurant e cuantas horas aproxi madanente esta usted
a lo largo del dia en anbi entes donde se fuma?...... | ]|
88 = no procede
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IMPRESO DE RECOGIDA DE DATOS
ESTUDIO TRANSVERSAL

CUESTIONARIO DE ANGOR DE ROSE

Versdon . Julio 1994

Encuesta de Angi na de Rose

1. ¢Ha sentido al guna vez dolor o nolestias en
el pecho? ... .. . . | |
1 = si; 2 = no;
(S la respuesta es negativa no continuar)
2.¢Lo siente cuando sube una cuesta o cam na
CON rapidez? .. ... | |

1 =si; 2 = no; 3 = nunca sube cuest as
0 cam na con rapi dez;
8 = No procede; 9 = datos insuficientes;

3.¢Lo siente cuando cam na a paso ordinario
en terreno llano? ...... ... ... . ... | |
1 =si; 2 =no; 8 = no procede;
9 = datos insuficientes;
4. ;Que hace si el dolor o la nolestia le
aparecen al andar? ........... . ... ... | |
1 = Se para o marcha néas despacio; 2 = Conti nua;
8 = no procede; 9 = datos insuficientes;
Marcar "1" si el sujeto continla andando después
de tomar nitritos

5.Si se detiene, ¢qué sucede?........... ..., | |
1 = se siente aliviado; 2 = no se siente aliviado;
8 = no procede; 9 = datos insuficientes;

1 = 10 mnutos o nenos; 2 = Mas de 10 mi nut os;
8 = no procede;
7. Qui ere seflal ar donde nota el dolor o la nolestia?....... | |
= Regi 6n esternal (superior o nedia);
Regi 6n esternal (inferior);
Regi 6n ant eroi zqui erda del térax;
= Brazo i zqui er do;

obhWNE

= no procede; 9 = Qras;

1 =si; 2 =n0o; 8 = no procede;

9. ¢Ha tenido al guna vez un dolor fuerte en |la
parte anterior del pecho que durara nedia
hora o MAS? . ... .. . | |
1 =si; 2 =no; 8 = no procede;

10. ¢Ha sido informado, de haber padeci do un
infarto de mocardio? .......... ... . ... ... | |
1 =si; 2 =n0o; 8 = no procede;
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CUESTIONARIO DE PATOLOGIA VASCULAR
CEREBRAL

Verson . Julio 1994

1

¢Se ha quedado alguna vez parte de su cuerpo sin

Un brazo y una pierna del msno | ado
S6l o un brazo

SOl 0 una pi erna

Los dos brazos y |as dos piernas

Al guna parte de |la cara

No

OO WNE

2. (Al guna vez ha notado acorcham ento, adornecimento

sensaci on de hormgueo, o ha dejado de notar
al guna parte de su cuerpo (no relacionado con |la
postura o que aparezca al levantarse)................

1 = Un brazo y una pierna del msno | ado
2 = SOl o un brazo
3 = Sbl o una pierna
4 = Los dos brazos y |las dos piernas
5 = Alguna parte de |la cara
6 =
(Al guna vez ha notado....(Contestar: 1 =si; 2 = no;)
3. Dificultad para entender | o que dicen (no siendo por
"despi ste" o por ser palabras que no entiende).......
4. Dficultad al hablar, no pudiendo decir |o que
QUI I B o e e e e
5. Una pérdida brusca de vision transitoria o no sin
perder el conocimento que no pudiera ser
atribuido a causa oftalnmolégica......................
6. Al mrar un objeto sélo veia la mtad o una cuarta
PAr L . .
7. Al andar se iba hacia un lado, no pudiendo ir en
linea recta durante varios dias y sin que le
dieran vuelta las coSas.............cuiiiiinnn.
8. Sensaci 6n de que se cae o se balancea, estando de
Pl €, SIN MBrEO. ...ttt et e et et e e e
9. Vértigo: Mareo con sensacion de que le den vuelta
| as cosas, en ocasiones CON NaUSeasS. .................
10. Dificultad para tragar alinentos (no estando

enfernmo de la garganta) ............... ...

11. Ver doble. ... . [ |

12.

Dificultad para pronunciar |as pal abras, cono si se
le enredase la lengua......... .. ... . ... . . . ..
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ESTUDIO TRANSVERSAL
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ENCUESTA ALIMENTARIA

Version Julio 1994

Ninmero de vasos de 150-200 cc de | eche consum dos
en los udltinos tres dias.

Café y chocolate consumido en los Uultinos tres

Nanmero y tipo de caf és:

SOl O . e
Cortado ........
Con leche ... ... . . . . . . . .
Capuchino ... ..
Largo ...
Descafeinado .......... ... .
Nanmero y tipo de otras infusiones_ .. ...,
Nanmer o de cucharadas de azucar conb aconpafiam ent o
(café, té, zZumdS) . ... ...
Namero de cucharadas de nernelada....................
Namero de cucharadas de mel .........................
Nanmero de piezas de chocolate........................
Namero de tazas de chocolate.........................

Tipo y ndnero de vasos de zuno de fruta consum dos
en los ultinmos tres dias:

Namero de wunidades de |os siguientes derivados
consum dos en los ultinos tres dias:

Nata nontada (n° de cucharadas soperas)..............

Crema de | eche (n® de unidades de 50 gr.)............

Nanmero y tipo de yogurts consum dos en |los ultinos

BNt BroOS. . .o e
Sem -descrenmBdosS. . . ...
DescCremBdosS. . . ..o
De fruta. . ...... ...

Cer eal es consum dos en los Ultinos tres dias:

Ti po Corn Fl akes:
Con leche . ... . . . .
CON ZUMD . . .
CoN YOogUIt ..
SOl O .

Ti po copos de avena:




Con leche ... ... . . . L
CON ZUNMD .. e L
CoNn YyoguUIt .. _
Pastas consumidas en los ultinos tres dias:
dONUL S ... e L
Croi SSaNt S . ... i e e L
eNsal MadasS . ... ..ot e L
madal enas ......... ... L
otras e L
Namero y tipo de rebanadas de pan consum das en
los Udltims tres dias (excluir las de los
bocadi | | 0s):
Bl anco. . ... | |
Integral . ... [ |
Pan de molde. . ... ... .. . .. [ |
Cantidad y tipo de bocadillos (se considera 125 gr
cada uno):
Con tomate y/ 0 aceite. ... ... | |
Sin tomate. . ... [ |
Con mantequilla. . ... ... ... . . [ |
CON MAIrgari NA. . ..ot e e e e e [ |
L 0 [ |
Tipo y cantidad (n° de Ilonchas) de enbutidos
consum dos en | os altimos tres dias:
JamON . e L
Jandn dulce . ... ... . ... L
Salam ... L
Mortadela ......... . . . L
Salchichon ..... ... ... .. . . . . . . . L
Fuet ... L
Chori Zo ..o L
LOMD . . L
Frankfurt ......... .. . . . . . L
Sobrasada .......... ... L
Butifarra blanca .............. ... .. ... ... ...... L
Butifarra negra ........... . .. _
QL rOS L
Namero de raciones de 50 gr y tipo de queso
consunmidas en los dltinos tres dias:
| |
| |
Tipo y cantidad de alinentos enlatados consum dos
| os dltinos tres dias:
ACBITUNAS .. o | |
ALUN [ |
Berberechos . ... ... .. . . . . [ |
Al MBJ AS .o [ |
Mejillones ... . [ |
QI r0S _ [ |

Ninero de raciones de ensal ada y conposi ci on:



Namer o de cuchar adas soperas de condi nent aci 6n

Aceite de olivay vinagre ......................
Aceite de girasol y vinagre ....................
Vinagreta . ... ...
MEYONESA CASEra . ..ottt ettt
Mayonesa conercial .......... ... .. ... . .. . ... ...
Mayonesa descremada ............... i
Salsa rosa .......c
QI roS

Ninero de raciones de verduras y conposici on

Narmer o de cuchar adas soperas de condi nent aci 6n

Aceite de olivay vinagre ......................
Aceite de girasol y vinagre ....................
Vinagreta . ... ...
MEYONESA CASEra . ..o viiii ettt
Mayonesa conercial ............ .. ... ... . .. . ...,
Mayonesa descremada ............... i
Salsa rosa .......c
QL roS

Nanmero de raciones y tipo de |egunbres consum das

Lent ej as:

Gar banzos:

Hervidas ........ ... ... .. |
Fritas ....... .. |
Cocidas ...t |
Qro_ e
Hervidas ........ ... ... .. |
Fritas ....... .. |
Cocidas ... |
Qro_ e




Judi as:

Hervidas .......... ... . .. R
Fritas ... )
Cocidas ......... i )
Qro_ )
Habas:
Hervidas ........ ... ... . .. N
Fritas ... )
Cocidas ......... i )
Qro_ )

Namero de raciones y tipo de féculas consum das

Pasta italiana:

Spaghetti )
Canelones .......... ..., )
Macarrones_ L )
Fideos ........ ... )
Pizza ...... .. . )
Pat at as:
Hervidas ........ ... ... .. N
Fritas ....... . . )
ChipsS .o )
Estofadas .............. ... ... ... ... .... )
Qras .. )
Arroz
Hervido ...... ... ... . . . . .. N
Paella ........ .. ... . . . .. )
Con sofritoy salsas ................... )
Qro )

Namero y tipo de huevos consunmidos en los tres

Tortilla (n° de huevos):

.......... [ 1] ]
S [ 11 ]
Hervidos ........ . ... [ 1]
Fritos ... [ ||
Ti po de carne consumida en los tres dltinos dias:
Raci ones de 150 g de carne de buey consum das:
Frito N
Plancha__ )
Cocido__ . )
Barbacoa )
Hervido_ )
Rebozado )
Raci ones de 150 g de carne de ternera:
Frito_ N
Plancha__ )
Cocido__ . )
Barbacoa )
Hervido )




Rebozado ... [
Raci ones de 150 g de carne de cordero:
Frito L L
Plancha__ L L
Cocido__ . L L
Barbacoa L L L
Hervido_ L L
Rebozado L L L
Raci ones de 150 g de carne de cerdo:
Frito L L
Plancha__ L L
Cocido__ . L L
Barbacoa L L
Hervido L L
Rebozado L L L
Raci ones de 150 g de carne de pollo:
Frito_ L L
Plancha__ L L
Cocido__ . L L
Barbacoa L L L
Hervido_ L L
Rebozado L L L
Raci ones de 150 g de carne de conej o:
Frito L L
Plancha__ L L
Cocido__ . L L
Barbacoa L L
Hervido_ L L
Rebozado L L
Raci ones de 150 g de salchichas (4 salchichas) de
butifarra:
Frito ... . L L
Plancha ........ ... ... . . . . . . . ... L L
CoCido ... L L
Barbacoa ............ ... ... . .. . L L
Hervido ...... ... .. . . . . . L L
Rebozado ........... ... .. ... ... ... ... .... L L
Raci ones de carne picada:
Frito ... . L L
Plancha ........ ... ... .. . . . . . ... L L
Cocido ... L L
Barbacoa ............ ... ... . .. L L
Hervido ...... ... ... . . . . .. L L
Rebozado ............ ... ... ... .. ... .. ... L L
Qro tipo de carne:
Frito ... L L
Plancha ........ ... .. .. . . . . . . ... L L
Cocido ... L L
Barbacoa ............ ... ... . .. L L
Hervido ...... ... ... . . . . .. L L
Rebozado ........... ... .. ... ... ... ... ....

Ninmero de

raciones 150 gr y tipo de pescado

consum dos en los ultinos 3 dias




Pescado bl anco (nerluza, rape, |enguado)

Frito ... )
Plancha .......... ... .. .. . . . . ... e
CoCido ... e
Barbacoa ............ ... ... . .. e
Hervido ...... ... ... . . . . .. e
Rebozado ........... ... ... . ... ... ... .... )
Pescado azul fresco (sardinas, anchoas, atun):
Frito ... )
Plancha .......... .. ... . . . . . . ... )
CoCido ... )
Barbacoa ........... ... ... .. . ... )
Hervido ...... ... .. .. . . . . )
Rebozado ........... ... ... .. ... ... ... .... )
Mari sco:
Frito ... )
Plancha ........ ... .. .. .. . . . . ... )
CoCido ... )
Hervido ...... ... ... . . . . .. )
Rebozado ........... ... ... ... .. ... ... . ... )
Cal amares, pul po o sepi a:
Frito ... )
Plancha ........ ... .. .. .. . . . . ... )
CoCido ... )
Barbacoa ............ ... ... . .. . )
Hervido ...... ... ... . . . . .. )
Rebozado ........... ... ... ... .. ... ... . ... )
Frutos secos. Nimero de raciones y tipo
(bolsita de 30 gr). ... .. L
Namer o de pi ezas de fruta fresca:
MaNZanas . ... .... .. L
Peras .. ... L
Naranjas (3 nmandarinas = 1 naranja) ............ L
Platanos .. ......... i L
QI OS----- - - o L
Namero de raciones y tipo de fruta en al nibar L
..................................................... [ |
Ninero de raciones de |os siguientes postres
(150 gr.):
Flan. .. | |
Hel ado (n® de bolas)......... ... .. ... [ |
Arroz con leche. . ... ... . . [ |
Cema o natillas ........ .. . . i [ |
Tartas_ [ |

(O O o [ |




Ref rescos consum dos |los uUltinos tres dias:

Col aS
Colas light ..
Naranjadas__ ..
Li nonadas .
TONI CAS o

ATENCION: sélo en la ultinma semana:

Vasos de vino (50 CC) ...t
Uni dades de cerveza (330 cc: "medianas").............
Uni dades de cerveza (125 cc: "quintos")..............
Copas de licor [incluye cofiac y brandis] (25-50cc)...
Nianero de carajillos (25¢cC.) . ... . i,
Nanmero de bebidas |argas (cubatas, entre 50-75cc

oo )
"Chupitos” (snaps) (50 cc licor).....................

QroS
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