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RESUMEN

En el presente estudio se determind la actividad y fenotipos de Paraoxonasa-1 (PON1) en 89 estudiantes universitarios
de Lima-Peru, debido a que estudios previos reportan que el polimorfismo 192 Q/R de PON1, afecta el metabolismo
de diversos insecticidas organofosforados (OPs) y de ciertas drogas; asi como, su rol protector contra el desarrollo
de la aterosclerosis. Se encontré que la actividad media de PON1 en la poblacién estudiada fue 167.01 + 60.84 U/L.
Los fenotipos AA, AB y BB de la actividad PON1 presentaron las frecuencias de 0.236, 0.573 y 0.191 respectivamente.
La actividad de PON1 en la poblacion estudiada sigue una distribucién unimodal y existe un predominio de los
heterocigotos AB sobre los homocigotos AA y BB. El conocimiento de la actividad y los fenotipos de PON1 en esta
poblacién ayudaria a identificar individuos susceptibles a la toxicidad por organofosforados y/o con mayor riesgo
a desarrollar aterosclerosis y predecir que individuos no responderdn favorablemente a una terapia farmacoldgica
que involucre la participacion de PON1 en su biotransformacion
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SUMMARY

In the present study, it was measured the Paraoxonase-1 (PON1) activity and phenotypes in 89 universities students
from Lima-Peru, because previous studies have reported that the PON1 192 Q/R polymorphism could affect the
organophosphorus and drug metabolism as well as its protective effect against to development of atherosclerosis.
It has found that the mean PONI1 activity in the studied population was 167.01 + 60.84 U/L. The AA, AB y BB
phenotypes from PON1 activity shown frequencies of 0.236, 0.573 and 0.191 respectively. In the studied population
PONT1 activity has a unimodal distribution and there are more heterozygous individuals AB than homozygous AA
or BB. The knowledge of PON1 activity and phenotypes in various populations could be useful for identifying
individuals who are more prone to the organophosphorus toxicity or who have a high risk to developed aterosclerosis,
and to predict who individuals will not respond to a drug that involve the PON1 participation in its biotransformation.
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INTRODUCCION o : s
inhibidas por OPs @. Evidencias iniciales que apo-

Las paraoxonasas forman una familia de tres yaron la hipétesis de que PON1 tiene un rol im-

enzimas: PON1, PON2 y PON3; la mas estudiada
es la Paraoxonasa-1 (PON1), esterasa/lactonasa
asociada a la lipoproteina de alta densidad (HDL)
M, Inicialmente, PON1 fue investigada por su ca-
pacidad de hidrolizar in wvitro diversos
organofosforados (OPs). Debido a esto, Aldridge
(1953) la clasificé como una esterasa «A» para di-
ferenciarla de las esterasas «B», representadas por
las carboxilesterasas y colinesterasas, que son
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portante en la detoxificacién de OPs in vivo pro-
vinieron de comparar entre especies de animales.
Asi, las aves, que tienen escasa actividad de PON1,
fueron mas sensibles que las ratas a la toxicidad
de varios OPs. En cambio, las ratas fueron mas
sensibles a la toxicidad de los OPs que los conejos,
los cuales tienen siete veces mas la actividad de
PON1 que las ratas . Costa et al.® en estudios
posteriores informaron que la administracién de
PON1 purificada de conejo protegi6 a las ratas,
particularmente, contra la toxicidad de
clorpirifosoxon y en menor grado contra paraoxon,
metabolitos activos de los insecticidas OPs
clorpirifos y paratién respectivamente. Shih et al.
@ estudiaron la toxicidad de varios OPs en rato-
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nes manipulados genéticamente, deficientes de
PON1 y encontraron una sensibilidad incremen-
tada hacia la toxicidad de estos compuestos.

Por mucho tiempo, se acepto la existencia de una
relacion inversa entre las HDL y el riesgo a desa-
rrollar aterosclerosis por un mecanismo incierto
®. En las dos tltimas décadas, se ha demostrado
in vitro e in vivo que PON1 es capaz de hidrolizar
derivados especificos de colesterol y/o fosfolipidos
oxidados en lipoproteinas de baja densidad (LDL)
oxidadas y en lesiones ateroscleréticas ®1?, siendo
la principal responsable del rol protector de las
HDL contra la aterosclerosis y por ende de las en-
fermedades cardiovasculares.

El gen PON1 que codifica para paraoxonasa-1, est4
localizado en el cromosoma 7q21.3 @2 y es conoci-
do por ser polimoérfico. Humbert et al. @ demos-
traron que el polimorfismo en la posicién 192 de
PON1 origina un cambio del aminoicido
Glutamina (Q) por Arginina (R) dando lugar a
isoenzimas de baja y alta actividad respectivamen-
te, cuando se utilizé paraxon como sustrato. Estu-
dios posteriores ampliaron este hallazgo y repor-
taron que el polimorfismo 192 Q/R afecta la acti-
vidad catalitica de PONT1 hacia los OPs, siendo el
factor determinante principal de la sensibilidad o
resistencia de un individuo a la toxicidad por
OPs!"*19. Sin embargo, esto depende del OP al que
se esté expuesto, asi, in vitro, se demostrd que la
isoenzima PON1 192R tiene una mayor actividad
hacia paraoxon que la isoenzima PON1 192Q,
mientras que lo contrario ocurre frente a diazoxon
(metabolito activo del OP diazinon) y los agentes
de guerra neurolé6gicos soman y sarin 17, Por ello,
los individuos que poseen el alelo Q pueden ser
mas susceptibles que los que tienen R, frente a la
exposicién de paratién, metilparatién, clortién y
armin; todo lo contrario puede suceder frente a
diazinon, soman y sarin 9,

Jarvick et al. "9, en un estudio realizado en 212
hombres caucasicos, encontraron una baja activi-
dad de PON1 en sujetos con enfermedad de la ar-
teria cardtida severa comparada con los controles
sugiriendo que el nivel de la actividad de PON1
puede ser un predictor mas de enfermedades
cardiovasculares . Otros estudios también han en-
contrado la asociacién entre baja actividad de
PON1 y enfermedades coronarias y de la arteria
carétida. James et al. ® encontraron que la activi-
dad de PONI en pacientes diabéticos tipo2 fue
menor en aquellos con enfermedades coronarias
que aquellos sin enfermedades coronarias.
Mackness et al. " reportaron una baja actividad

A

de PON1 en pacientes con enfermedades
coronarias utilizando 417 casos y 282 controles.

Estudios recientes describen que PON1 esta
involucrada en el metabolismo de algunos
firmacos y, que la variacién genética
interindividual de PON1 puede ser relevante en
la efectividad y/o efectos indeseados de una dro-
ga. Billecke et al. @, encontraron que el diurético
espironolactona y las drogas hipocolesterolémicas
mevastatina, lovastatina y simvastatina son
hidrolizadas por PON1 y que los alelos Q y R las
hidrolizan con similar eficiencia. Ademas, algu-
nas prodrogas pueden ser bioactivadas o
inactivadas in vivo por PON1. Por ejemplo, los
glucocorticoides g-lactonas son inactivados @,
mientras que el antibacteriano prulifloxacina es
bioactivado ®¥. La activacién de la prulifloxacina
ocurre a través de una hidrélisis, que es mayor
por la isoenzima PON1 192Q. Estas evidencias
sugieren que debe tomarse en cuenta la variacién
genética interindividual de PON1 en el disefio de
farmacos nuevos para reducir el fracaso terapéu-
tico y/o efectos indeseados.

En el Perq, la mayoria de la poblacién rural se de-
dica a actividades agricolas en las que se utiliza
un gran nuimero de plaguicidas, entre ellos los
organofosforados. Ademas, segtin el Ministerio de
Salud (MINSA) para el afio 2000, una de las prin-
cipales causas de muerte fueron las enfermedades
cardiovasculares (18.2%). Debido a lo menciona-
do anteriormente y a que PON1 esta involucrada
en la susceptibilidad hacia la toxicidad de Ops, el
desarrollo de aterosclerosis y el metabolismo de
ciertos farmacos, el objetivo de este estudio fue
determinar el perfil de distribucién de la activi-
dad y los fenotipos de PON1 en una poblacién de
estudiantes universitarios de Lima-Perud. Alterna-
tivamente, el polimorfismo 192 Q/R puede iden-
tificarse mediante analisis de ADN
(genotipificacién molecular de PON1) o analisis
bioquimico (fenotipado de PON1), correspondién-
dose los genotipos con los fenotipos (QQ = AA,
QR = AB y RR = BB) @,

MATERIAL Y METODOS

Poblacion estudiada y recoleccién de muestras

Participaron voluntariamente 89 estudiantes na-
cidos en Lima (55 hombres y 49 mujeres) de la Fa-
cultad de Farmacia y Bioquimica de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, cuyas eda-
des comprendian entre 18 y 31 afios. Fueron selec-
cionados aleatoriamente, sin ningtin vinculo de
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consanguinidad entre ellos. Todos los participan-
tes firmaron una carta de consentimiento informa-
do. De cada persona se extrajo 4 mL de sangre en
tubos vacutainer con anticoagulante heparina, las
muestras se almacenaron en congelacién hasta su
procesamiento.

Determinacién Cuantitativa de la Actividad
Paraoxonasa-1. La actividad de PON1 fue ensa-
yada con y sin la presencia de NaCl 1M para de-
terminar la actividad con estimulacién salina
(PONlcs) y la actividad basal (PON1). Se utilizé
el buffer Glicina-NaOH (50 mM, pH = 10.0), conte-
niendo de cloruro de calcio 1 mM y de paraoxon 1
mM (sustrato), segiin lo descrito por Reiner y
Radic®. La formacién del p-nitrofenol fue leida a
405 nm y a 25°C en un espectrofotémetro Hewlett
Packard 8452A.

Determinaciéon Cuantitativa de la Actividad
Arilesterasa. La actividad arilesterasa (ArE) fue
determinada utilizando el buffer TRIS-HC] (100
mM, pH = 8.0), conteniendo cloruro de calcio 1
mM y de fenilacetato 1 mM (sutrato), segtin lo des-
crito por Junge y Klees ®. La formacién de fenol
fue leida a 270 nm y a 25°C en un espectrofotémetro
Hewlett Packard 8452A.

Determinacién de los Fenotipos de PON1. El co-
ciente PON1cs/ArE fue utilizado para determinar

Actividad y Fenotipos de Paraoxonasa-I

los fenotipos como ha sido descrito por Eckerson
et al. @,

Andlisis estadistico. En el procesamiento de los
datos, se utiliz6 el paquete estadistico SPSS (ver-
sién 11.0). Las frecuencias alélicas fueron calcula- .
das por el método denominado Gene-counting. Se
utiliz6 la prueba del Chi-cuadrado (X?) para esti-
mar si las frecuencias alélicas estuvieron desvia-
das del equilibrio de Hardy-Weinberg. Las activi-
dades enzimaéticas, cociente PON1cs/ArE y la
edad fueron analizadas visualmente mediante la.
inspeccion de sus histogramas de frecuencias de
distribucién, y se evalué si tenian una distribu-
ci6n normal usando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las diferencias de medias entre ambos
sexos fueron analizadas mediante la aplicacién de
t-Student y U-Mann Whitney (prueba no-
paramétrica).

RESULTADOS

El perfil de distribucién de las enzimas estudia-
das y la edad es mostrado en la Tabla 1. La activi-
dad PON1, PON1cs y ArE estuvieron normalmen-
te distribuidas (Fig. 1A), pero el cociente PON1cs/
ArE mostr6 una distribucién trimodal (Fig.1B),
identificindose por inspeccién visual la existen-
cia de tres poblaciones (grupos de alta, intermedia
y baja actividad). La edad no presenté una distri-
bucién normal.

TABLA 1. ACTVIDADES ENZIMATICAS DE PON1 EN LA POBLACION PARTICIPANTE

Enzima Media + S.D. Rango Kurtosis Skewness Normal?
PON1 (U/L) 167.01 £ 60.84 1.53-344.35 0.359 0.004 p=10.200
PON1cs (U/L) 482.21 £258.15 58.56-1242.61 ‘ 0.077 0.379 p=0.200
ArE (KU/L) 64.08 +20.97 20.65-113.08 -0.449 0.043 p=0.200
PONI1cs/ArE 7.50£3.36 1.70-14.85 -0.570 0.017 p=0.049
Edad 21.85+£2.10 18.00-31.00 4.212 1.415 p =0.000

* Distribuciéon Normal, Prueba de Kolmogorov-Smirnov. p = significancia.
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Figura 1. Histogramas de frecuencias de distribucién: A, actividad enzimdtica de PONT1. B, cociente de la
actividad enzimdtica de PON1 con estimulacién salina (PON1cs) dividido por la actividad Arilesterasa (ArE).

Cuando las medias de las actividades PON1, diferencia significativa de medias en ambos sexos
PON1cs, ArE y el cociente PON1cs/ArE fueron (PONT1: p = 0.548, PONl1cs: p = 0.782, ArE: p = 0.789
estratificados segiin sexo (Tabla 2), no se observé y PON1cs/ArE: p = 0:770).

TABLA 2. ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE PON1 ESTRATIFICADAS POR SEXO

Enzima Masculino (n = 42) Femenino (n = 47) P

PON1 (U/L) - 171.14 £ 63.05 163.31 +£59.22 0.548?
PONI1cs (U/L) 490.28 + 263.66 47499 £ 255.77 0.782%
ArE (KU/L) 63.44 +21.59 - 64.64 +20.60 0.789%
PON1cs/ArE* 7.65 7.61 0.770°

*Prueba t. * Mediana.
®Prueba U-Mann Whitney. p = significancia.
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Los fenotipos de PON1 se determinaron de acuerdo
al método descrito por Eckerson et al. @), tomando
arbitrariamente los siguientes puntos antimodales

Actividad y Fenotipos de Paraoxonasa-I

para los fenotipos: AA de 1.70 a 4.5, AB de 4.6 a 11.00
y BB de 11.1 a 14.9. En la Tabla 3 se muestra las fre-
cuencias fenotipicas y alélicas de PONTI.

TABLA 3. FRECUENCIAS FENOTIPICAS Y ALELICAS DE LAS ISOENZIMAS A Y B DE PONI.

. Frecuencia ) Frecuencia -
Fenotipos n Fenotipica X'HW. () Alelos Alélica
AA 21 0.236
1.920 (0.383) A 0.522
AB 51 0.573
BB 17 0.191 B 0.477

H.W., Hardy-Weinberg; X?, Chi-cuadrado; p, significancia.

DISCUSION

Diversos estudios describen una gran variacién
en la distribucién mundial de las frecuencias
alélicas del polimorfismo 192 Q/R de PONT1 (Ta-
bla 4). En la poblacién estudiada la frecuencia del
alelo A (equivalente a PON1 192Q) fue mayor que
la de B (equivalente a PON1 192R), como se obser-
va en la Tabla 3. Es dificil afirmar con exactitud el

mecanismo de como se generé esta distribucién,
es probable que sea el resultado de la contribucién
de los genes de diversos grupos étnicos compues-
tos principalmente por elementos presentes en es-
pafoles (alelo PON1 192Q), trazas provenientes
de los antepasados indigenas de la poblacién pe-
ruana actual (alelo desconocido) y ademas de una
menor pero significativa contribucién africana
(alelo PON1 192R) y oriental (alelo PON1 192R).

TABLA 4. FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DEL POLIMORFISMO PON1 192Q/R EN
VARIAS POBLACIONES DEL MUNDO

Frecuencia genotipica Frecuencia al¢lica
Continente  Poblacién n de PONI de PON1I
00 OR RR o R
AFRica  Etiopianos 0 169 0367 0450 0.183 | 0.592  0.408
Beninianos ¢® 98 0.184 0408 0.408 | 0388  0.612
Japoneses 1) 431  0.137 0422 0441 | 0348  0.652
ASIA Chinos ®? 218  0.138 0440 0422 | 0358  0.642
Hindus ¥ 190 0479 0.400 0.121 | 0679 0321
Alemanes ¥ 2784 0.510 0415 0075 | 0718 0282
Holandeses ©” 614 0477 0438 0085 | 0704 029
Finlandeses 9 169 0515 0444 0041 | 0737 0263
EUROPA  [talianos (Region Norte) ®® 179 0497 0380 0.123 | 0.687  0.313
Italianos (Sardinia) ©% 161 0571 0360 0.068 | 0.752  0.248
Espafioles (Granada) ©¢” 195 0496 0416 0.088 | 0704  0.296
Turcos ©®® 381 0491 0401 0.108 | 0.692  0.308
Euro Brasilefios ©” 101 0485 0416 0.099 | 0693  0.307
Afro Brasilefios % 70 0214 0514 0272 | 0471  0.529
AMERICA  Indios Cayapa (Ecuador) ®” 83 0.060 0301 0639 | 0211  0.789
Estados Unidos (Norte) ®”) 376  0.519 0420 0061 | 0.728 0272
Peruanos (Lima)* 89 0236 0573 0.191 | 0522 0478

*Los genotipos QQ, QR y RR procedente de esta investigacion, son equivalentes a los fenotipos AA, AB y BB respectivamente.
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En la poblacién estudiada también se puede ob-
servar un predominio de los heterocigotos AB
(equivalente a QR) sobre los homocigotos AA
(equivalente a QQ) y BB (equivalente RR), regis-
trando la frecuencia mas alta de heterocigotos que
las descritas previamente (Tabla 2). No hay repor-
tes que asocien la presencia de heterocigotos del
polimorfismo PON1 192Q/R con algtin factor que
les proporcione una ventaja sobre los homocigotos,
sugiriendo que el predominio de heterocigotos AB
en la poblacién estudiada seria el resultado, del
mestizaje y/o producido al azar.

Estudios previos han reportado una distribucién
bimodal y polimodal para la actividad de PON1
¥4, Sin embargo, la actividad de PONT1 en la po-
blacién estudiada presento una distribucién
unimodal (Figura 1A), esto se debe a la alta fre-
cuencia de individuos con actividad intermedia
presente en la poblacién estudiada. El cociente
PON1cs/ArE tuvo una distribucién trimodal (Fi-
gura 1B) como se esperaba ®, indicando la exis-
tencia de 2 poblaciones de alta (rango de 11.1-14.9)
y baja actividad (rango de 1.70-4.5) pero con evi-
dencia de una tercera poblacién con actividad in-
termedia (rango de 4.6-11.0). Como se describen
en otros estudios *7*Y, los pardmetros enzimaticos
determinados en la poblacién estudiada no estu-
vieron influidos por el sexo (Tabla 2). En la pobla-
cién estudiada, la actividad de PON1 sigue una
distribucién unimodal y existe un predominio de
los heterocigotos AB sobre los homocigotos AA y
BB.

Conocer la actividad y los fenotipos de PON1 en
diversas poblaciones es de gran utilidad para esti-
mar la susceptibilidad que cada individuo tiene a
la toxicidad por OPs, el riesgo individual hacia
enfermedades cardiovasculares, asi como, para
predecir que individuos no responderan de mane-
ra esperada a una terapia farmacolégica que
involucre la participacién de PON1 en su
biotransformacién, por lo cual, es importante con-
tinuar con este tipo de investigaciones.
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