Introduccio

2.1. L'enzim paraoxonasa

Es coneix per paraoxonasa (PON) un grup d’enzims d'una familia génica que en els mamifers
té almenys tres membres codificats pels gens PON1, PON2 i PON3 (1). Aquesta familia de
gens sembla haver-se format per la duplicaci6 d'un precursor comu, ja que tots tres
components presenten una homologia estructural forga gran (aproximadament d'un 70% en
la seqliencia de nucledtids i del 60% en la d’aminoacids) (2). A més, els tres gens es troben
localitzats en posicions adjacents en el cromosoma 7 (7g21.3) dels humans, o en el
cromosoma 6 dels ratolins (1). El més conegut d’aquests productes genics és la PON1, al
qual la majoria d’autors es refereixen amb el nom de paraoxonasa;, aquest enzim també es
pot anomenar arilesterasa, el nom dependra del substrat que s'utilitzi per a la seva
determinacid. La PON1 [EC 3.1.8.1], és una ester hidrolasa que facilita la hidrolisi d’alguns
xenobiotics com son els organofosforats, els esters alifatics insaturats, els ésters carboxilics
aromatics i, possiblement, els carbamats (3,4). El paper fisiologic de la PON1 encara no és
ben conegut. En serum, es troba estretament associada a les lipoproteines d‘alta densitat
(HDL) i és probable que aquesta associacid sigui, en part, responsable del paper protector
que les HDL exerceixen sobre la peroxidacio de les lipoproteines de baixa densitat (LDL) (5-
11). Recentment, també s’ha comprovat que la PON1 té activitat tiolactonasa, ja que és
capac d'hidrolitzar tiolactones d’homocisteina. Aquestes tiolactones son tioésters produits en
el metabolisme de I'homocisteina (12,13). Recolzant aquesta possible funcio, alguns autors
han mostrat que el gen PONI presenta certa homologia amb seqiiéncies géniques de les
lactonases (2).

Les funcions fisiologiques dels productes genics PON2 i PON3 son encara objecte d’estudis
forga preliminars (14). Mutacions en posicions 148 i 311 del gen PONZ s’han associat amb
alteracions en el metabolisme lipoproteic i amb un augment del risc de malaltia
cardiovascular (15,16). De fet, sembla que la PON2 també és capac de protegir les particules
de LDL de l'oxidacié (17), tot i no trobar-se associat a les HDL. D’altra banda, la PON3 si que
s'associa a les particules de HDL en serum de conill i humans, i també es capac d'hidrolitzar
lactones aromatiques i lipoperoxids, tot i que posseeix una activitat paraoxonasa/arilesterasa
molt feble (18-20). També s’ha observat que la PON3 té una capacitat més gran que la
PON1 de protegir les LDL de l'oxidacio; tanmateix, a causa que la seva expressio és forca

menor, la seva importancia relativa, en aquest aspecte, segueix sent inferior (2,19).
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En la taula 1 es resumeixen les principals caracteristiques funcionals dels productes génics

del PON1, el PON2 i el PON3, aixi com els teixits on s’ha comprovat la seva expressio.

Taula 1.
PON1 PON2 PON3
Presenta activitat paraoxonasa/arilesterasa Si No s’ha observat Feble
Presenta activitat tiolactonasa Si No s’ha comprovat Si
Viatja en sérum associada a les HDL Si No Si
Protegeix la LDL de l'oxidacié Si Si Si
S’expressa en: Fetge Fetge, ronyo, Fetge, placenta,
cervell, etc. pulmd, testicles, cor,
etc.

2.2. Metodes de mesura

Mesura de l'activitat paraoxonasa

El métode més utilitzat per determinar I'activitat PON1 és la mesura de la taxa d’hidrolisi del
paraoxon monitoritzant 'augment d’absorbancia a 412 nm (21,22). En aquest cas parlarem
de l'activitat paraoxonasa de I'enzim PON1. La reaccidé (Figura 1) té lloc en un tampd de
glicina (0.05M, pH=10.5) que conté 1mM de CaCl,. La quantitat de p-nitrofenol generat es
calcula mitjancant el coeficient d’extincié molar en aquestes condicions (18290 L mol*cm™).
Podem mesurar també I'activitat paraoxonasa estimulada per sal afegint 1 M de NaCl en el
mateix tampd de reaccid. El metode és una fotometria cinética i pot ser facilment

automatitzable.

Figura 1: Esquema de la reaccié de degradacid del paraoxon per I'enzim PON1.
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L'Gs del paraoxon com a substrat de la PON1 té dos inconvenients: la inestabilitat i la
toxicitat. Aquests inconvenients obliguen a preparar els reactius en fresc i a treballar amb les
solucions stock en una campana d’extraccié de gasos, amb la proteccié d'uns guants i d’una

mascara per evitar un contacte o una inhalacié accidental.

Mesura de l'activitat arilesterasa

S’ha investigat sobre |'Us de substrats alternatius; d’entre ells, el més utilitzat és el
fenilacetat (21,22), que per accid de |'activitat arilesterasa de la PON1 es degrada i dona lloc
a la formacié de fenol. Un problema d’aquest substrat és el fet que la reaccié d’hidrolisi es
mesura a 270 nm de longitud d’ona, que és una regid de I'espectre ultraviolat que la majoria
d’analitzadors automatics no tenen disponible i, per tant, impossibilita la utilitzacié d’aquest
substrat en la rutina del laboratori de bioquimica clinica. Tot i aix0, la mesura de I'activitat
arilesterasa utilitzant fenilacetat com a substrat és un dels métodes més utilitzats en treballs
d’ investigacio.

Altres autors han publicat assaigs de la PON1 amb altres substrats com el B-naftil acetat
(23), 4-nitrofenil acetat (24), o el 4-(4-fluoropentil)tiometil-5-metil-1,3-dioxol-2-ona (25),
pero la seva utilitzacié no ha estat gaire estesa en els treballs publicats. De moment, tots els
substrats utilitzats per mesurar I'activitat PON1 tenen el problema de no ser fisiologics.
Aquest és un inconvenient que no es podra resoldre fins que es caracteritzin completament

quins son els substrats fisiologics especifics de la PON1.

Mesura de la concentracio

La concentracid de PON1 pot ser mesurada mitjancant ELISA, tot i que fins al moment no
s’han desenvolupat reactius comercials per a aquest metode, i tots els treballs que s’han
publicat sobre aquest tema han utilitzat metodes desenvolupats al propi laboratori. El 1991
Kawai et al. (26) van desenvolupar un anticos per poder mesurar la concentracio
d‘arilesterasa en sérum i, posteriorment, Blatter-Garin et al. (27) van aconseguir un anticos
monoclonal especific per a la PON1 que més tard van utilitzar per mesurar-ne la concentracié
(28).

Diversos autors han determinat conjuntament I'activitat i la concentracié de la PON1 i n’han

calculat I'activitat especifica. En termes generals, aquests treballs han mostrat una correlacié
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elevada entre concentracid i activitat (26,28) pero, alguns autors, han descrit una disminucié
de l'activitat especifica en certes malalties com la diabetis (29).

2.3. Variants del gen PON1 que afecten l'activitat paraoxonasa sérica

PON1 és un enzim polimorfic. Playfer et al. (30) van investigar per primera vegada les seves
variants genetiques i van concloure que la variabilitat en I'activitat PON1 era determinada per
un mateix locus autosomic amb dos possibles al-lels. El 1983, Eckerson et al. (21,31) van
desenvolupar un metode senzill per discriminar dues isoformes de la proteina que van
anomenar A i B (actualment s'anomenen Q i R). Aquest metode consistia a determinar les
activitats paraoxonasa estimulada amb sals i arilesterasa de PON1 en la mateixa mostra de
serum i representar-les graficament, tal com es pot observar a la figura 2. Van observar que
les dues isoformes es diferenciaven en una propietat concreta: l'al-loenzim R tenia una
capacitat d’hidrolitzar paraoxon més gran que l'al-loenzim Q i, a més, aquesta capacitat era
estimulada per la presencia d’1 M de NaCl d’'una forma molt més gran que l'al-loenzim Q.
Més tard, el mateix grup va seqlienciar la regid codificant de PONI en llibreries de cDNA
huma (32) i es van identificar dos llocs polimorfics: Leu/Met en posicié 55 (polimorfisme
PON1ss) i Arg/GIn en posicié 192 (polimorfisme PON1;s,), (Figura 3). El polimorfisme PON1;9,
es correlacionava clarament amb els fenotips Q i R anteriorment descrits; els individus amb
la variant GIn en la posicid 192 pertanyien al fenotip Q, mentre que els que tenien la variant

Arg en posicié 192 presentaven el fenotip R.

Figura 2: Representacid grafica de les activitats paraoxonasa estimulada per sals i arilesterasa.
S'observen tres subgrups de poblaci® que es corresponen als tres possibles genotips per al
polimorfisme PON15,: QQ, QR i RR. Adaptada d’Eckerson et al. Am J Hum Genet 1983;35 214-227.
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El 1997, Blatter-Garin et al. (33) van estudiar la influéncia dels genotips PON1s5 i PON1;g, €n
I'activitat i la concentracid de l'enzim en pacients diabétics, observant diferéncies
considerables respecte al genotip PON1ss. Els individus que portaven una leucina en posicid
55 (isoforma L) tenien concentracions de PON1 en serum més altes que els portadors d’'una
metionina (isoforma M) en aquesta posicid, i aquests increments de la concentracié
s'associaven també a una major activitat paraoxonasa o arilesterasa. Respecte al
polimorfisme PON1,q,, van observar que no tenia influéncia sobre la concentracié de PON1
en seérum malgrat que afectava la seva activitat enzimatica. Com ja hem indicat, I'al-loenzim
R presentava una major capacitat d’hidrolitzar el paraoxon (activitat paraoxonasa), pero
I'efecte d’aquest polimorfisme sobre I'activitat arilesterasa era molt menys clar. Alguns autors
no han observat diferencies en l'activitat arilesterasa (mesurada amb fenilacetat com a
substracte) en funcié del genotip PON1,4, (34), i altres han trobat petits increments associats

en aquest cas a l'al-loenzim Q (33,35).

Figura 3: Esquema dels canvis de nucleotid i aminoacid corresponents als polimorfismes PON1s;s i
PON1y4, del gen PONI.

Polimorfisme PON1;ss

TIG —» Leucina (Isoforma L) S’ associa a una major
concentracio de PON1 en
\]/ serum

ATG ——> Metionina (Isoforma M)

Polimorfisme PON1,9,

CGA ——» Arginina (Isoforma R) S'asociaa una major
activitat paraoxonasa i

\l/ estimulable amb sals

CAA —»  Glutamina (Isoforma Q)

Diversos autors han determinat en els seus treballs les distribucions genotipiques i al-léliques
per als polimorfismes PON1ss i PON1;g, en diverses poblacions. Els resultats d‘alguns
d'aquests treballs es poden observar en la taula 2.
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Recentment s’han detectat cinc llocs polimorfics a la regié promotora del gen PONI huma en
les posicions -107, -126, -160, -824 i -907 (36,37). D'aquests polimorfismes, especialment el
T(-107)C sembla estar associat a la concentracié de PON1 i, en conseqiiéncia, a la seva

activitat en serum.

Taula 2: Freqiiéncies genotipiques i al-léliques per als polimorfismes PON1,q, i PON1s5 trobades en
els treballs publicats.

Autor Poblacié Genotips PON1;9,

QQ QR RR Q/R

Freq. al-leliques

Antikainen et al.  Poblaci6 sana,

0.520 0.440 0.070 0.737/0.263

(1996) Finesos (n=169)

Herrmann et al. Individus control de

(1996) Belfast, Lille, Tolosa i 0.516 0.378 0.106 0.705/0.295
Strasbourg (n=701)

Schmidt et al. Poblaci6 general, 0.544 0.392 0.063 0.741/0.259

(1998) Austria (n=316)

Mackness et al. Poblacié control, 0.423 0.494 0.083 0.670/0.330

(2000) Belfast (n=168)

" . . Poblacié control, 0.570 0.390 0.040 0.763/0.237
Tolouse (n=186)

Leviev et al. Poblacié sana, 0.460 0.450 0.090 0.685/0.315

(2000) Ginebra (n=374)

Autor Poblacio Genotips PON1ss Freq. al-leliques

LL LM MM L/M

Kelso et al. Individus control, 0.33 0.47 0.20 0.570/0.430

(1994) Manchester (n=36)

Schmidt et al. Eoblacié general, 0.43 0.42 0.15 0.642/0.358

(1998) Austria (n=316)

Leviev et al. Poblacié sana, 0.42 0.46 0.11 0.650/0.350

(2000) Ginebra (n=374)

Malin et al. Poblacié general, 0.39 0.45 0.16 0.618/0.382

(2001) Finlandia (n=199)
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La figura 4 mostra un esquema del gen PONI amb la localitzacié dels 7 polimorfismes que

s’hi han descrit fins a |'actualitat.

Figura 4: Esquema dels polimorfismes descrits en el gen PONI.

Regio promotora Regio codificant

== =H -

A ) )
A(-824)G A(-162)G T(-107)C A A
A N A(55)T G(192)A
G(-907)C C(-126)G

2.4. Paper fisiologic de la paraoxonasa

Les especificitats de la PON1 vers substrats endogens en sérum i teixits no s’han
caracteritzat completament, tot i que recentment s’han publicat dades evidents que
suggereixen quin pot ser el paper fisiologic d'aquest enzim. El 1995, Watson et al. (38) van
mostrar que el tractament de la LDL oxidada amb la PON1 purificada reduia significativament
la capacitat d'aquesta lipoproteina per induir les interaccions entre monocits i cel-lules
endotelials, i que aquest efecte estava associat amb una disminucié de la quantitat de
fosfolipids oxidats en la particula de la LDL (especialment de 1-palmitol-2-arquidonol-sn-
glicero-3-fosforil-colina oxidada). Ells suggerien que la funcio fisiologica de la PON1 podria
ser la de protegir contra la induccid de respostes inflamatories en la paret de l'artéria,
mitjancant la destruccié dels fosfolipids biologicament actius en la LDL oxidada.
Posteriorment, es va descobrir que per a la destruccidé dels peroxids lipidics de la LDL es
necessita que el grup sulfidril de la cisteina en posicié 284 estigui lliure, i també es va trobar
que la PON1 és parcialment inactivada en el procés (39,40). Un estudi posterior (41) va
mostrar que la PON1 protegia també les HDL de l'oxidacié a més de les LDL. La hipotesi del
paper protector de la PON1 contra la lipoperoxidacié va rebre un fort impuls I'any 1998, quan
Shih et al. (42) van observar que les HDL dels ratolins knockout per al gen PONI no tenien
la capacitat de protegir a la LDL de l'oxidacio /in vitro com ho feien les HDL dels ratolins

salvatges; i @ més, aquests ratolins presentaven un major grau d‘arteriosclerosi. Més tard, el
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mateix grup (43) va demostrar també en ratolins dobles knockout per als gens PON1 i APOE
(gen que codifica per l'apolipoproteina E), un major grau de lipoperoxidacidé in vivo i un

increment en l'arteriosclerosi.

Actualment encara es debat si els polimorfismes genétics de la PON1 afecten la seva
capacitat de protegir la LDL de la peroxidacio. Mackness et al. (16) van mostrar que les HDL
dels individus QQ tenien una capacitat de proteccid més gran que les HDL d’individus QR o
RR. Aviram et al. (44) van demostrar que la PON1 Q purificada era més efectiva que la PON1
R hidrolitzant hidroperoxids de linoleat de colesterol i hidroxids de linoleat de colesterol de
lesions d'artéries carotides coronaries. Pero, per altra banda, Cao et al. (45) van mostrar que
les PON1 de pacients diabetics QQ o RR disminuien la peroxidacié de la LDL d'una forma
similar, i suggerien que el polimorfisme GIn/Arg no afectava la capacitat antioxidant de

I'enzim.

Recentment s’han publicat noves i evidents informacions sobre el possible paper fisiologic de
la PON1 en serum huma. L'any 2000, dos grups independents d'investigadors van mostrar
que la PON1 té activitat tiolactonasa (12,13) i que és capag d'hidrolitzar tiolactona

d’homocisteina, un tioéster molt reactiu que pot ser altament toxic per a les cél-lules.

2.5. Paraoxonasa i malaltia cardiovascular

Les malalties cardiovasculars, i en especial la malaltia coronaria, sén unes de les principals
causes de morbi-mortalitat en els paisos desenvolupats, i també una important font de
despeses del sistema sanitari. La causa ultima d’aquestes patologies rau en el procés
d’engruiximent i enduriment de la paret de les artéries, |'aterosclerosi. Com a malalties
complexes que son, les patologies cardiovasculars presenten una etiologia multifactorial i es
coneixen diversos factors de risc que es poden associar al seu desenvolupament (Quadre 1).
Tot i aixi, aproximadament la meitat dels casos de malaltia coronaria no poden ser explicats
pels factors de risc convencionals i, tenit en compte que aquesta malaltia comporta un alt
percentatge de mortalitat en el seu debut, la investigacié de nous factors de risc i noves
estrategies profilactiques és de gran interés.

La investigacid de la PON1 s’havia centrat inicialment en l'estudi de la seva propietat per
hidrolitzar alguns compostos toxics per a l'organisme, com els pesticides i gasos nerviosos
(3). L'any 1991, Mackness et al. (6) van descobrir que aquest enzim podia prevenir
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I'acumulacié de lipoperoxids en la LDL /n vitro i, més tard, van associar aquest fet amb la
capacitat de la HDL per protegir la LDL de l'oxidacid (7). Aquests descobriments, que
relacionaven I'enzim PON1 amb la malaltia cardiovascular, van significar un fort impuls en el

seu estudi.

L'any 1995, van sorgir estudis que mostraven que certs polimorfismes del gen PON1 podien
estar associats amb un major risc de malaltia cardiovascular. Ruiz et al. (467) van associar
per primera vegada l'al-lel R del polimorfisme PON1;5, amb la preséncia de malaltia
cardiovascular en pacients amb diabetis. Serrato et al. (47), van mostrar que els pacients
amb malaltia coronaria arterial presentaven una major freqiiéncia de lal-lel R del
polimorfisme PON1;5, que la poblacié general. Altres grups d'investigadors van trobar
resultats similars, i van formular la hipotesi que aquesta variant al-lélica estava associada a
un major risc de malaltia cardiovascular (33,46-49). Com ja hem exposat, alguns autors
havien relacionat la variant R del polimorfisme PON1;5, amb una menor capacitat de
proteccié de les LDL davant 'oxidacié i, tenint en compte que aquesta lipoproteina juga un
paper important en el desenvolupament de l'arteriosclerosi, aquest sembla el motiu de
I'associaci® amb un major risc de malaltia cardiovascular. A més, alguns estudis van mostrar
també una associacid positiva entre la variant L del polimorfisme PON1ss i la malaltia
cardiovascular (33). En aquest cas, el mecanisme fisiopatologic per explicar aquest
increment del risc no era tan clar ja que, en un principi, lal-lel L d’aquest polimorfisme
s’havia associat a una major expressid de la proteina PON1 i, en conseqiiéncia, a una major
activitat en serum. Posteriorment, diversos autors han investigat la influencia d'aquest
polimorfisme PON1ss en la capacitat de les HDL per protegir les LDL de l'oxidacié i han
observat que l'isoenzim L sembla tenir una menor capacitat de proteccié que l'isoenzim M
(50,51). A més, un estudi recent (52), que investigava |'efecte del polimorfisme PON1ss en la
peroxidacio lipidica, va mostrar que els individus homozigots per I'al-lel L tenien uns nivells
d’excrecid en orina de 8-iso-PGF,, (marcador d’estrés oxidatiu) més alts que els individus

portadors de l'al-lel M.

Aixi dons, existeixen treballs que indiquen una associacié entre els al-lels R i L i la malaltia
cardiovascular; pero altres estudis no han pogut confirmar aquests resultats (53,54). Un
possible motiu per la discrepancia entre diversos autors pot ser la diferéncia en la seleccié
dels pacients inclosos en l'estudi. De fet, alguns dels estudis que han obtingut resultats
d’associacio positius estaven realitzats en pacients amb diabetis. L'any 2001, Mackness et al.

(55) van indicar que tampoc es pot descartar un cert biaix en les publicacions, ja que els
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resultats d’associacié positiva entre l'al-loenzim R i la malaltia cardiovascular eren més
freqlents en el estudis amb una mostra més petita i, probablement, estudis similars amb
resultats negatius no arribin a ser publicats. La gran majoria dels estudis d‘associacié
realitzats fins al moment només determinen els genotips dels polimorfismes PON1ss i
PON1,5, i no mesuren ni l'activitat ni la concentracié de PON1 i, alguns autors, han mostrat
que certes malalties com la diabetis i la malaltia cardiovascular estan associades a una
disminucié de l'activitat paraoxonasa sense que s‘observin diferéncies en les distribucions
dels seus genotips. Tot aix0, fa que actualment encara existeixi controvérsia en el fet de si

els polimorfismes de la PON1 s'associen a un major risc de malaltia cardiovascular.

També alguns dels polimorfismes detectats en la regié promotora del gen PONI han estat
relacionats amb un major risc de malaltia cardiovascular (34,36). Ja haviem explicat com
aquests polimorfismes podien estar relacionats amb el nivell d’expressié de la proteina PON1.
En concret, el polimorfisme T(-107)C és el que ha estat associat per més treballs a
I'expressid de PON1 de forma significativa, i la seva localitzacié sembla que es correspon
amb una possible seqliencia consens per al factor de transcripcid Spl (34). Els individus
portadors de la variant T per aquest polimorfisme presenten nivells d’expressié de PON1 més
baixos, una menor activitat en sérum i, a més, també s’ha associat aquest al-lel en

homozigosi a un major risc de patir malaltia cardiovascular (34-37).

Quadre 1.

Factors de risc convencionals de la malaltia cardiovascular

Inhibeixen la mobilitat dels macrofags
que queden atrapats a la lesio.

e SOn captades pels monocits -
macrofags que es converteixen en
cél-lules escumoses carregades de

Hiperlipemia .
Els nivells cronicament elevats de certes
lipoproteines com les LDL i VLDL sassocien

a una major incidencia daterosclerosis.
Sembla possible que la hipercolesterolémia

que aiXo comports, causi un dany a 3 :%gf;’)efzs'ser toxigues per les cel-lules
l'endoteli de la paret vascular i que aquest dotelial 7 P

dany pugui induir ladhesio dels monocits i la endoteliars.

conseqtient quimiotaxi, fets que precedeixen Tabac

a la formacio de la primera lesio

aterosclerotica: I'estria greixosa.

També és sabut que les alteracions

oxidatives de les LDL augmenten la seva

capacitat dinduir l'aterosclerosi per diverses

raons:

e Poden atreure monocits a Ilespai
subendotelial i afavorir la seva
diferenciacio a macrofags.

Els estudis epidemiologics han indicat
clarament el tabac com un factor de risc
per la malaltia cardiovascular.
Probablement [efecte del tabac sigui
també produit a traves de lesions a la
paret vascular. Els mecanismes amb els
quals actua el tabac son basicament
depenents de la nicotina i del monoxid de
carboni.
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de la paret arterial. A més, lincrement de

La nicotina pot ser toxica per ella mateixa o la pressio dins dels vasos afavoreix
pot implicar l'alliberament de catecolamines l'extravasacio de proteines i plaquetes.

que produeixin un dany a l'endoteli, També

pot produir un augment en l'adhesio de les . ,

. ‘. X Diabetis

plaguetes igual al del monoxid de carboni.

La patogenia de laterosclerosi no difereix

Els fumadors presenten, a més, nivells en els diabétics respecte als que no ho
elevats de colesterol, triglicerids o VLDL i son, pero en els primers, €ls efectes son
també nivells més baixos de colesterol HDL. més severs | apareixen prematurament. A
Se sap que el monoxid de carboni pot més del paper que la hiperglucemia pugui
augmentar el nivell de colesterol en serum, tenir  en laparicio  daterosclerosi
Jja que inhibeix la seva eliminacio al fetge i existeixen nombrosos trastorns  que
també el metabolisme dels quilomicrons. freglientment sassocien a la diabetis i que

poden jugar un paper com son €ls
Hipertensio arterial trastorns lipidics, la hipertensio, /a

obesitat, etc. A més, també és fregiient
que els malalts diabétics presentin nivells
elevats de VLDL o LDL i nivells baixos de
HDL.

Com el tabac, la hipertensio arterial actua
sinérgicament amb altres factors en la
produccio de les lesions ateromatoses, i
també pot produir per ella mateixa una
proliferacio de les cel-lules musculars llises

L'any 2002, un estudi amb ratolins transgenics per al gen de la PONI huma ha demostrat /n
vivo el seu paper antiaterogenic (56). Aquests ratolins presenten nivells més alts d’expressid
de la proteina PON1, nivells més grans d’activitat PON1 en sang i, alhora, les seves HDL
tenen una major capacitat de protegir a les LDL de l'oxidacié i sén menys susceptibles al
desenvolupament d‘arteriosclerosi induida per una dieta rica en greixos. Els ratolins en els
quals es van observar aquests efectes produits per la sobreexpressid de PON1 eren de dos
tipus diferents: un grup d’animals eren ratolins sense cap altra modificacié genética i
alimentats amb una dieta aterogenica, model utilitzat habitualment per estudiar estadis
inicials de la lesid aterosclerotica; l'altre grup de ratolins eren, a més, knockout per a
I'apolipoproteina E, model que permet estudiar lesions molt més avancades. En aquest segon
grup, el paper protector que la PON1 exerceix sobre I'oxidacid de la LDL produeix una
disminucié en l'expressid de citoquines proinflamatories com la MCP-1, responsable de la
captacio dels monocits a la placa durant la formacid de I'estria greixosa. Aixi dons, el fet que
els ratolins transgenics per al gen PONI presentin un menor grau d‘arteriosclerosi sembla
estar relacionat clarament amb la seva sobreexpressié de I'enzim PON1, i amb la major
capacitat de proteccié de les seves HDL contra l'oxidacid de la LDL que aixd comporta.
Aquest efecte clar porta els autors d'aquest treball a suggerir que la modulacié de I'expressid
de PONI pot ser utilitzada com a possible agent terapeutic per a la prevencio i el tractament

de l'arteriosclerosi.
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1.6. Paraoxonasa i fetge

L'enzim PON1 es troba predominantment en el plasma i el fetge. Les analisis de Northern
blot realitzades en teixits humans i de conill han detectat el mRNA de PONI exclusivament
en el fetge (20), tot i que per un metode amb més sensibilitat com la transcripcio reversa i la
reaccid en cadena de la polimerasa (RT-PCR) s’ha detectat la preséncia del mRNA de PON?
en fetge, ronyo, cor, cervell intesti i pulmons de ratoli (1). Aquests resultats han estat

confirmats per immunohistoquimica en teixit de rata (57).

Sembla altament probable que el fetge sigui la principal font de PON1 (589), ja que és
I'organ on I'expressid del gen PONI és més gran i on es sintetitzen una gran part de les HDL
que després se secreten a la circulacié. Durant I'Ultima década hi ha hagut diversos intents
de purificar la PON1 hepatica per tal de poder comparar les seves propietats amb I'enzim del
serum. Aquests intents s’han vist dificultats pel fet que la PON1 hepatica és un enzim
associat a la membrana de les vesicules derivades del reticle endoplasmatic (59). L'any 1993
es va publicar el primer métode per a la purificacié parcial de la PON1 en teixit hepatic de
rata (60). Basicament, aquest métode consistia en la preparacié de microsomes hepatics, la
solubilitzacié d‘aquests amb Tritdé X-100, I'adsorcié amb hidroxiapatita i la cromatografia en
DEAE-52 cel-lulosa; s'obtenia un producte purificat 77 vegades. Més tard, Huang et al. (61)
van aillar I'arilesterasa de microsomes hepatics de ratoli i, finalment, Rodrigo et al. (62) van
purificar la PON1 hepatica de rata el 1997. Ells van aconseguir un producte 415 vegades
purificat mitjancant I'adsorcié en hidroxiapatita, sequida de tres passos de cromatografia que
incloien DEAE-sefarosa, cromatografia d'afinitat i Mono Q HR FPLC. La seqtiéncia N-terminal i
dues seqliéncies internes de 10 aminoacids de la proteina purificada mostraven una alta
homologia amb les PON1 sériques de conill i humanes (aproximadament un 70%) i amb la
PON1 hepatica de ratoli (aproximadament un 90%). Estudis posteriors van demostrar tant
en humans com en rates, moltes caracteristiques bioguimiques en comu entre les PON1
hepatiques i els enzims serics (pH optim, afinitat per substrats (k.), constants cinétiques,
inactivacio per calor i requeriment de calci) (62-66), suggerien, aixi, un alt nivell d’identitat
entre els dos enzims. Altres linies de recerca també han donat suport a aquesta hipotesi. Per
exemple, Leviev et al. (67) van observar que els individus portadors de lal-lel L per al
polimorfisme PON1ss tenien una major expressié del mRNA de PONI en fetge i una major
activitat PON1 en serum que els portadors de l'al:lel M. A més, Feingold et al. (68) van
observar una disminucié de I'expressié hepatica del mMRNA de PONI i de I'activitat PON1 en

serum relacionada amb la resposta de fase aguda.
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Quin és el paper de la PON1 hepatica? Té aquest enzim alguna funcid especificament
intracel-lular o només és sintetitzada i emmagatzemada pels hepatocits per ser associada a
les HDL i secretada a la circulacié? Fins al moment no hi ha respostes clares per a aquestes
preguntes. Alguns estudis han proporcionat informacions evidents que existeixen dos pools
de PON1 en els hepatocits (63), i que aix0 es pot interpretar com que una fraccid esta
preparada per ser secretada a la circulacid mentre que l'altra es manté dins del fetge i pot
desenvolupar una funcié intracel-lular. Si considerem que la PON1 associada a les HDL del
serum desenvolupa un paper antioxidant, sembla logic pensar que el paper de la PON1
intrahepatica sigui similar. De fet, els microsomes hepatics son el lloc majoritari del
catabolisme dels xenobiotics, i en aquestes reaccions es generen una gran quantitat de
radicals lliures (69). En un interessant estudi de Rodrigo et al. (57), I'expressié de PON1 en
el fetge es va trobar majoritariament en els hepatocits localitzats a la regié centrolobular, fet
que reforca la hipotesi de la participacid de la PON1 intrahepatica en la inactivacié dels

productes d’oxidacio.

2.7. Paraoxonasa i malaltia hepatica

Té la PON1 alguna funcié en la fisiopatologia de les malalties hepatiques? Una altra vegada
no tenim respostes clares. Alguns estudis han suggerit que lincrement de la peroxidacié
lipidica dins de les cél-lules hepatiques pot induir la sintesi de col-lagen, inflamacid, i apoptosi
i necrosi dels hepatocits (70-75); passos que es troben en la progressid cap a malalties com

la cirrosi.

D’altra banda, existeixen molts pocs estudis que mesurin la PON1 en la malaltia hepatica. En
1977, Burlina et al. (23) van observar que alguns pacients amb cirrosi hepatica presentaven
una menor activitat arilesterasa en sérum. Aquests autors ja van indicar aleshores que serien
de gran interés que nous treballs per valorar la possible utilitat clinica de la mesura de
I'activitat arilesterasa en seérum, per a l'estudi de la funcié hepatica. Més tard, el 1991, Kawai
et al. (26) van desenvolupar un ELISA per determinar la concentracié d'arilesterasa en serum
i el van provar en 6 pacients afectats de cirrosi hepatica. En aquest estudi van observar que
aquests pacients presentaven una disminucié significativa de la concentracié d‘arilesterasa,
acompanyada d'una disminucié en la seva activitat en relacid als controls sans. Aquests

autors també van proposar |'arilesterasa com un possible nou parametre per a I'estudi de la
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cirrosi hepatica. Tot i aquestes primeres evidéncies, no hi ha hagut, fins a I'actualitat, cap

estudi que hagi seguit valorant aquesta hipotesi.

Cal tenir en compte que les proves bioquimiques de funcié hepatica que s'utilitzen
normalment per al diagnostic i seguiment de les malalties hepatiques tenen les seves
limitacions (Quadre 2). Aquestes proves poden presentar valors anormals en absencia de
malaltia hepatica. També ens podem trobar amb una certa freqiiencia amb pacients amb
malalties hepatiques especifiques que presenten valors normals dels tests de funcid hepatica
classics i, per tant, nivells normals d‘aquests parametres no poden excloure la malaltia
hepatica. Per aixd, avui en dia, segueix sent interessant I'estudi de nous tests candiadats per

a l'avaluacié d’'aquestes malalties.

En relacid amb aquest fet, en dos dels estudis presentats en aquesta tesi doctoral el nostre
grup ha invesigat la possibilitat que la mesura de la PON1 en serum pugui ser util com a

index de funcié hepatica.

Quadre 2.

Eines pel diagnostic i seguiment de la malaltia hepatica

troba també en altres organs com el cor, el

La gran varietat de funcions que muscle esquelétic, el ronyo i el cervell

desenvolupa el fetge impossibilita utilitzar un
Unic métode per poder avaluar el seu estat.
Existeixen malalties hepatiques que poden
afectar algunes funcions del fetge, mentre
que altres funcions es mantenen inalterables
[, per aquest motiu, no existeix una bateria
de proves universal.

Aminotransferases

Es tracta d‘enzims hepatics que a causa de
canvis en la permeabilitat de la membrana
dels hepatocits o de citolisi, presenten un
augment en el seu alliberament a /a
circulacio. Un increment de la seva
concentracio en serum ens indica doncs, un
dany hepatic. Les aminotransferases mes
Utils en el diagnostic i seguiment de les
malalties  hepatigues  son  laspartat
aminotransferasa (AST) [  [lalanina
aminotransterasa (ALT).

La ALT és més especifica que la AST per al
dany hepatic, ja que s’expressa de forma
predominant en fetge, mentre que la AST es

També cal tenir en compte gue existeixen
certes malalties no hepatiques, com per
exemple linfart de miocardi o malalties del
muscle esqueleticc, en que es poden
presentar augments daquestes
aminotransferases en sérum,; tanmateix,
aquestes malalties son facilment distingibles,
per la seva simptomatologia clinica, de les
hepatigues. A més, en certes hepatopaties
croniques podem trobar nivells de AST i ALT
molt poc alterats o fins i tot normals.

Fosfatasa alcalina (FAL)

Es tracta també dun enzim séric que és
alliberat a la circulacio procedent de teixits
com el fetge, els ossos, lintesti o /la
placenta. En abséncia dembaras o
problemes ossis, nivells alts daquest enzim
solen indicar desordres en el funcionament
del tracte biliar. Pacients amb malalties
hepatiques parenquimals com [‘hepatitis o /a
cirrosi, solen presentar increments lleus o
moderats daquest enzim en serum.
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Els increments més importants es troben
quan existeix una obstruccio  biliar
extrahepatica o coléstasi. Finalment, cal
tenir en compte també que en un cert
nombre de persones aparentment sanes
podem trobar nivells de FAL elevats.

y-glutamiltransferasa (GGT)

Els nivells de GGT en sérum es correlacionen
amb els de FAL de forma directa i €s un
marcador molt sensible de dany al tracte
biliar. Tanmateix, un augment de GGT no és
gaire especific ja que certs desordres renals,
pancreatics, cardiacs, pulmonars, la diabetis
o lalcoholisme poden també produir-los. Per
aquest motiu la seva utilitat clinica es veu
forca limitada i, principalment, sutilitza Ia
GGT per monitoritzar certes patologies
hepatiques ja diagnosticades.

Bilirubina

La bilirubina és un producte de degradacio
de ['hemoglobina que pot trobar-se en
serum en dues formes diferents:

o una forma liposoluble  que
anomenem bilirubina lliure i que viatja
cap al fetge, el qual sencarrega de
solubilitzar-ia.

o una segona forma, ja conjugada pel
fetge | soluble en aigua que
anomenem bilirubina esterificada.

La hiperbilirubinémia en seérum ens pot
indicar diverses anomalies. Si detectem un
increment de la concentracio de bilirubina
lliure en serum podem sospitar de
problemes en la seva conjugacio en el fetge,
pero també es pot deure a problemes
extrahepatics, com una major produccio per
una hemolisi excesiva (p.e. en cas danemia
hemolitica). A contrari, si detectem una
excessiva  concentracio  de  bilirubina
esterificada podem pensar en una obstruccio
dels conductes biliars. La mesura de la
bilirubina en serum és util per valorar d'una
forma quantitativa la ictericia, i podem
trobar hiperbilirubinemia fins i tot abans que
la ictericia sigui visible. Igual com altres
tests bioguimics, els valors de biliruina en
sérum presenten una gran variabilitat i
podem trobar individus amb un mateix
diagnostic de malaltia hepatica que
presentin nivells normals o altament elevats.

Albdamina

Lalbumina és quantitativament la proteina
més important de les que sintetitza el fetge.
Una davallada en la seva concentracio en
serum ens indica una disminucio de la
capacitat neta de sintesi daquest organ.
Tanmateix, la seva vida mitjiana és forca
llarga (entre 14 i 20 dies) i lintercanvi diari
és aproximadament del 5%. Per aguest
motiu, la mesura de l'albumina no és un bon
indicador del dany hepatic lleu o agut, ja
que una disminucio important de la seva
sintesi (50%) comporta concentracions
seriques nomeés lleugerament inferiors a les
normals (20%). A més, la seva concentracio
en serum esta influenciada per altres factors
nutricionals o hormonals.

Factors de coagulacio

El fetge sintetitza diversos factors de
coagulacio (taula 3). En situacions on la
seva capacitat de sintesi neta es veu
afectada, es produeixen mancances de més
dun factor de coagulacio que poden
detectar-se facilment per un allargament del
temps de protrombina (TP). Aquesta
determinacio consisteix en la mesura del
temps que tarda en formar-se el quall en
sang total, en preséncia de tromboplastina i
Ca’*, i a més, necessita la major part dels
factors de coagulacio dependents de
vitamina K. La mesura individual dels factors
implicats no afegeix informacio |, per tant
no sacostuma a utilitzar.

Taula 3.

Factors de coagulacio sintetitzats
al fetge

Fibrinogen (Factor I)
Protrombina (Factor II)

Factor V
Factor VII
Factor IX
Factor X

El TP depén, de la presencia dels factors
de coagulacio implicats j, a més, de la
capacitat dabsorcio intestinal de la
vitamina K. Per aquest motiu, aquest TP
pot estar augmentat sense que aixo suposi
dany hepatic, com per exemple en el cas
de malabsorcio de greixos, insuficiencia
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pancreatica, deficiencies dietetiques o 1s
dantibiotics. A més, també podem trobar-
nos amb malalties hepatiques on es
mantingui un TP normal o [lleugerament
augmentat. Per aixo, generalment aquesta
determinacio és més util pel seguiment o
pronostic dels malalts hepatics que per al
seu diagnostic.

Biopsia hepatica

La biopsia hepatica és la tecnica definitiva
per definir la malaltia que s’ha sospitat per
proves cliniques o bioguimiques. Aixi, podem
aclarir la causa duna ictericia hepatocel-lular
0 una hepatomegalia observades, i també
confirmar  ['existéncia de malalties
hepatiques com la cirrosi (Figura 4),
esteatosi (Figura 5), hepatitis (Figura 6),
cirrosi biliar o hepatocarcinoma (Figura 7).
Les aplicacions de la biopsia hepatica son
clares, pero també cal considerar que té
algunes possibles contraindicacions (taula 4)
i que es tracta d'una tecnica invasiva.

Taula 4.
Aplicacions de la biopsia hepatica

Esbrinar /la causa dhepatomegalia,
ictericia, hemorragia gastrointestinal,
funcio hepatica o nivells denzims
hepatics alterats

Fer un diagnostic precis de pacients amb
una possible malaltia hepatica

Reconeixer malalties sistémiques (i.e.
Amiloidosi)

Valorar la resposta al tractament en una
malaltia hepatica cronica o aguda

Contraindicacions de la biopsia hepatica

Problemes de coagulacio o historia recent
d’hemorragia

Diagnostic clinic d'ictericia posthepatica
Anémia greu

Infeccio bacteriana a la zona de puncio

Figura 4: Cirrosi hepatica (Tricromic de
Masson, 100X).

Figura 7: Hepatocarcinoma (H&E, 100X).
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