Justificacio

1. Justificacio

A mitjan dels anys noranta, la comunitat cientifica va comencar a estudiar la relacié de
I'enzim paraoxonasa/arilesterasa (PON1) amb les malalties cardiovasculars. Mentre alguns
estudis establien que certes variants genetiques de I'enzim PON1 podrien utilitzar-se com a
nous marcadors de risc per aquestes patologies, d'altres no trobaven aquesta associacid. Els
resultats dels treballs publicats no eren concloents i, per aquest motiu, el nostre grup de
recerca es va interessar per l'estudi de la PON1. Fruit d'aquest interes sorgeix el treball que
déna lloc al primer estudi d’aquesta tesi doctoral. Paral-lelament al desenvolupament
d’aquest treball, vam establir la hipotesi que les alteracions funcionals i estructurals del fetge
podrien influir en I'activitat PON1 mesurada en serum. L'argument que ens va fer arribar a
aquesta hipotesi va ser el fet que la PON1 era un enzim de sintesi quasi exclusivament
hepatica. A més, en alguns treballs publicats durant els anys setanta s’havia observat en
petits grups de pacients amb hepatopatia que disminuia I'activitat PON1 en comparacié amb
individus sans. Malgrat aquests resultats preliminars, hi havia una manca d‘informacié sobre
els nivells d'activitat paraoxonasa en la malaltia hepatica. El segon i el tercer treball
d’aquesta tesi doctoral investiguen les relacions entre I'activitat de I'enzim PON1 i la malaltia

hepatica en un model animal, i en pacients amb cirrosi hepatica o hepatitis cronica.
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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

13



Introduccio

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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Una de les hipotesis que ens vam plantejar en aquest treball va ser que els polimorfismes
PON1ss i PON1ys; de I'enzim PON1 podrien estar associats a un major risc de malaltia
cardiovascular. Aquesta hipotesi ja I'havien formulat altres autors, que es van basar en dues
troballes: d'una banda, es coneixia que I'enzim PON1 era capa¢ de protegir la LDL de
I'oxidacid evitant /n vivo 'acumulacié de lipoperoxids en aquesta lipoproteina i, d'una altra,
se sabia que aquesta capacitat podia ser modulada per algun dels polimorfismes del gen
PON1. Els resultats dels estudis que van explorar aquesta hipotesi no van ser concloents.
Alguns autors van trobar associacions positives entre els polimorfismes PON1ss i PON1g; i la
malaltia cardiovascular (33,46-49) mentre altres no van trobar aquestes associacions
(53,54). Com que els resultats dels textos publicats es contradeien i faltaven dades sobre la
poblacié mediterrania, la qual gaudeix de la incidéncia més baixa de malaltia cardiovascular
dins de les societats occidentals, el nostre grup va voler investigar aquesta possibilitat en la

nostra poblacid. Aixi dons, el primer estudi d'aquesta tesi es va plantejar I'objectiu segiient:

v Valorar si els polimorfismes PON1ss i PON1;g, de I'enzim PON1 o la seva expressio
fenotipica estan associats a la incidéncia d'infart de miocardi en una poblacid

mediterrania.

La segona hipotesi que ens vam plantejar va ser el fet que les alteracions funcionals i
estructurals del fetge podrien influir en I'activitat PON1 mesurada en serum, ja que aquest
enzim presentava una expressid quasi exclusivament hepatica. A més, considerant que en
certes patologies hepatiques s'incrementa la peroxidacié lipidica, no voliem rebutjar la
hipotesi que I'enzim PON1 pogués tenir alguna funcid en la fisiopatologia d‘aquestes
malalties. El segon i tercer treballs d’aquesta tesi investiguen aquestes hipotesis en un model
animal utilitzat per estudiar la cirrosi hepatica i també en pacients amb hepatopatia cronica.

Els objectius d'aquests dos treballs van ser els seglients:

Estudi 2:

v Investigar la relacid entre I'activitat PON1 en microsomes hepatics, la peroxidacio

lipidica i el progrés de la malaltia en rates amb cirrosi hepatica induida per CCl,.
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Estudi 3:

v Investigar la relacié entre I'activitat PON1 en serum i el grau de lesidé hepatica en

pacients amb malaltia hepatica cronica.

v' Investigar la influencia de la variabilitat genéetica de PON1 en la seva activitat, en el

serum d’aquests pacients.

v" Investigar l'eficacia de la mesura de I'activitat PON1 en serum, sola o en combinacio

amb els tests bioquimics habituals, en la valoracié de la malaltia hepatica cronica.
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4.1. Dissenys experimentals

Estudi 1

L'estudi es va realitzar en 215 pacients homes que havien patit un infart de miocardi. Per
escollir els participants es van utilitzar els criteris de seleccié de 'Organitzacié Mundial de la
Salut. Els pacients es van reclutar al Servei de Medicina Interna de I'Hospital Universitari
Sant Joan de Reus i a la Unitat de Medicina Interna de I'Hospital Joan XXIII de Tarragona.

Les mostres de sang van ser recollides entre 3 i 4 mesos després de I'tltim episodi agut.

Tots els procediments van estar d'acord amb els requeriments étics de I'Hospital Universitari

Sant Joan de Reus i I'Hospital Joan XXIII de Tarragona.

Com a grup control es van utilitzar 215 homes sans, procedents de revisions mediques
rutinaries de diverses companyies de la mateixa area geografica i sense cap evidéncia clinica
de malaltia cardiovascular. Aquests controls es van aparellar per edat (+ 5 anys) i index de

massa corporal (+ 1.5) amb els pacients.

Es va fer una revisio fisica a tots els participants, abans de comencar I'estudi, per valorar el
seu estat de salut general. En aquesta revisi6 es va valorar l'existencia de diabetis,
hipertensio, tabaquisme i també es va mesurar el pes i l'algada de cadascu per calcular

I'iIndex de massa corporal.

Es va realitzar una extraccié sanguinia de cadascun dels participants després d’un dejuni de

8 hores i es van processar les mostres per obtenir-ne serum i ADN.

El serum es va guardar a — 70°C immediatament després d’obtenir-se i, més tard, s’hi van

determinar:

v Les activitats paraoxonasa i arilesterasa.

v Les concentracions de colesterol total, triglicerids i colesterol HDL mitjancant
metodes enzimatics (ITC Diagnostics, Barcelona, Espanya).

v' Les concentracions d‘apolipoproteina (apo) A-I i apolipoproteina (apo) B per

immunoturbidimetria (Biokit, Barcelona, Espanya).
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L’ADN genOmic es va obtenir a partir dels leucocits i es van analitzar els polimorfismes
PON1ss i PON1ig, del gen PONI mitjancant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) i

posterior restriccié enzimatica.

Estudi 2

Estudi in vivo

L'estudi es va dur a terme en 120 rates Wistar, mascles i adultes (Panlab, Barcelona,
Espanya). Els animals es van estabular una setmana abans de comencar |I'experiment sota

condicions estandard de llum i temperatura (cicle de llum/foscor de 12 hores i 22 °C).

La meitat d’aquests animals (n=60) es van sotmetre a un protocol d‘induccié de cirrosi
hepatica mitjancant I'administracié intraperitoneal de CCl, i I'altra meitat van constituir el
grup control. La induccié de cirrosi hepatica va consistir en dues injeccions intraperitoneals
de CCl; setmanals amb un interval de 4 dies i a una dosi de 0.5 mL de CCl,/kg de pes dissolt
1:1 en oli vegetal (76). Els animals control van rebre només oli vegetal en la mateixa dosi

que les rates tractades.

Al comencament de I'estudi els animals es van dividir en quatre grups segons el tractament i

la dieta rebuda. Els grups resultants van ser els seglents:

e Grup A: Rates control (n=30). Alimentades ad /ibitum amb una dieta estandard que
contenia un 60% de carbohidrats, un 25% de proteines, un 3% de greix i un 12%

de sals i fibres (Purina Chow AQ03, Panlab, Barcelona, Espanya).

e Grup B: Rates control (n=30). Alimentades amb una dieta estandard com el grup A i

un suplement de zinc (227 mg/L de ZnS0O,) dissolt a I'aigua de beguda.

e Grup C: Rates tractades amb CCl, (n=30). Alimentades amb una dieta estandard

com el grup A.

e Grup D: Rates tractades amb CCl; (n=30). Alimentades amb una dieta estandard

més un suplement de zinc al igual que el grup B.
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Subgrups de 10 animals de cadascun d’aquests grups es van sacrificar per dessagnacio sota
anestésia a les setmanes 1, 5 i 7 de tractament. La figura 9 mostra un esquema del
processament de les mostres biologiques. Es va extreure sang de la vena cava inferior, es va
centrifugar a 1000 g durant 10 min i es va congelar el sérum aliquotat a — 70°C per a

determinar-hi posteriorment I'activitat alanina aminotransferasa (ALT).

El fetge es va extreure, pesar i fraccionar en petites porcions (aproximadament d'uns 200

mm?) que es van processar de la forma segiient:

v"Unes porcions es van fixar immediatament amb formaldehid 4%, es van embeure en
parafina i es van incloure en blocs. Posteriorment es va realitzar un examen histologic
amb seccions tenyides amb hematoxilina-eosina (H&E), tricromic de Masson i

reticulina.

v Una part es va homogenitzar al 10% (p/v) amb tampé Tris-HCl 50 mM, KCl 150 mM
(pH=7.4) amb un homogeneitzador Potter-Elvehem i un eémbol de tefldo. En aquest
homogenat es va determinar la concentracid de proteines mitjancant la técnica
colorimétrica del vermell de Pirogalol (ITC Diagnostics, Barcelona, Espanya). També
es va mesurar en I'homogenat hepatic la produccid de lipoperoxids (basicament
malonildialdehid (MDA)) mitjancant la técnica de les substancies reactives a I'acid
tiobarbituric (TBARS). Part de I'homogenat es van utilitzar per obtenir la fraccié
microsomal que es va guardar a — 80°C per determinar |'activitat paraoxonasa i

arilesterasa.

Estudi in vitro

Per tal d'investigar la possibilitat d’'un efecte directe del CCl, i el MDA en la inhibicié de

I'activitat PON1 microsomal es va dissenyar el seglient experiment:

Microsomes hepatics obtinguts a partir del fetge d’'una rata control es van incubar durant 30
min a 37°C en presencia de CCl, (9, 27 i 81 mM) o de MDA (15, 45 i 135 uM). Posteriorment
es va determinar I'activitat PON1. El medi d’incubacié contenia 5 mM Tris, 0.1 mM ATP, 0.1
mM NADPH i un sistema regenerador de NADPH que consistia en 1 mM de glucosa-6P, 2 U

de glucosa-6P-deshidrogenasa i 120 mM de KCl. Tots els experiments es van fer per triplicat.
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Figura 9: Esquema del processament de les mostres biologiques del protocol in vivo de I'estudi 2.
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Estudi 3

Aquest estudi es va realitzar amb una mostra de 175 pacients amb patologia hepatica

cronica recollits del dispensari clinic de I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus. L'estudi va

incloure 68 pacients amb cirrosi hepatica (42 homes i 26 dones; edat: 60 + 10 anys) i 107

pacients amb hepatitis cronica (69 homes i 38 dones; edat: 46 + 14 anys). L'hepatitis cronica

va ser diagnosticada per biopsia hepatica i en un 73% dels casos era secundaria a la infeccio

del virus de I'hepatitis C. La cirrosi hepatica es va diagnosticar en funcié de les evidencies

cliniques, que incloien l'esplenomegalia i la dilatacid de les venes portals avaluades per

ecografia, i la presencia de varius esofagiques detectada per fibrogastroscopia.
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El grup de control va consistir en 368 voluntaris sans que participaven en un estudi
epidemiologic que es duia a terme en la nostra regid i que es correspon amb |'acronim
d'HOMFOL. Els participants (182 homes i 186 dones; edat: 42 + 15 anys) eren
ostensiblement sans i sense evidéncies cliniques o analitiques de diabetis, neoplasia, malaltia
renal, dany hepatic o malaltia cardiovascular.

Es va realitzar una extraccié sanguinia de cadascun dels participants despres d’un dejuni de
8 hores i es van processar les mostres per obtenir-ne serum i ADN.

El serum es va guardar immediatament després d'obtenir-se a — 70°C i més tard s’hi va

determinar:

v' L'activitat paraoxonasa

v' Les activitats alanina aminotransferasa (ALT), y-glutamil transferasa (GGT) i
fosfatasa alcalina (FAL) mitjancant métodes enzimatics (ITC Diagnostics, Barcelona,
Espanya).

v Les concentracions de proteines totals, albumina i bilirrubina mitjancant metodes

enzimatics (ITC Diagnostics, barcelona, Espanya).

L'’ADN genomic es va obtenir a partir dels leucocits i es van analitzar els polimorfismes
PON1ss i PON1g, del gen PONI mitjancant la reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR) i
posterior restriccié enzimatica en tots els participants.

4.2. Metodes

Determinacio de I'activitat paraoxonasa

Aquesta determinacid es va fer mitjancant |'adaptacidé automatica d'un assaig descrit
préviament (31). L'activitat PON1 es va mesurar sense presencia de clorur sodic addicional
(activitat basal) i en presencia d'1 M de NaCl en el tamp6 d'assaig (activitat estimulada amb
sal). El tampd de reaccié contenia 1 mM de paraoxon >96% de puresa (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO), i 1mM de CaCl, en 0.05 M de tampd glicina (pH=10.5). El coeficient
d’extincid molar del paraoxon a 410 nm és de 16900. Els assaigs es van realitzar en un

analitzador automatic Shimadzu 7200 (Instrumentation Laboratories, Mila, Italia) on 8 uL de
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mostra es van barrejar amb 250 uL de tampd i es va mesurar la hidrolisi del paraoxon
mitjancant la lectura de l'increment de I'absorbancia a 410 nm i 37°C. L'absorbancia del
blanc no va ser mai més gran de 0.700. L'activitat paraoxonasa es va expressar en U/mL. Els

coeficients de variacid interassaig i intraassaig van ser de < 8% i < 6% respectivament.

La figura 10 mostra la cinética de la reaccidé en tres mostres amb diferent activitat PON1

basal.

Figura 10: Cinetica de reaccié de la mesura de l'activitat paraoxonasa bassal en tres mostres
corresponents als genotips QQ (punts negres), QR (punts grisos) i RR (punts blancs) per al
polimorfisme PON1g,.
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Determinacio de l'activitat arilesterasa

La determinacié de l'activitat arilesterasa es va realitzar mesurant la hidrolisi de fenilacetat
en un espectofotometre UVIKON 922 Kontron (Kontron Instruments, Zurich, Suissa),
monitoritzant I'increment d'absorbancia a 270 nm i 25°C (30). En resum: 5 uL de mostra es
van disoldre en 3 mL de tampd de reaccid (dilucié 1:601) que contenia 1 mM de fenilacetat,
9 mM de Tris/HClI pH=8 i 0.9 mM de CaCl,. Es va mesurar |I'absorbancia cada 6 s i es va

calcular l'increment entre els 30 s i els 90 s. Es va restar |'absorbancia del blanc en cada
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mostra. El coeficient d’extincid molar del fenilacetat a 270 nm era de 1310. L'activitat

arilesterasa es va expressar en KU/mL.

Determinacio dels polimorfismes PON1ss i PON1;,, del gen PON1

L'’ADN genomic es va obtenir a partir dels leucocits després de I'hemolisi de sang total
(Puregene DNA Isolation Kit, Gentra, Mineapolis, MN) i es van analitzar els polimorfismes
PON1ss i PON1;g, del gen PONI mitjancant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) i la
posterior restriccié enzimatica. Els oliginucledtids encebadors utilitzats es mostren a la taula
5.

Taula 5: Oligonucleotids encebadors utilitzats per amplificar les regions dels polimorfismes PON1ss i

PON1;o;.
Polimorfisme PON1;ss Polimorfisme PON1,5,
Oligonucledtid ) ,
sense: 5-gAAgAgTgATGTATAGCCCCAg-*  °-TATTgTTgCTgTggggACCTgAg->
Oligonucledtid , ,
antisense: Y-TTTAATCCAgAgCTAATgAAAgGCC-> >-CACgCTAAACCCAAATACATCTC-

El programa d'amplificacio utilitzat va ser el segiient:

Q40 C oo, 9N0s
35 cicles de:

94° C e, 30s
B1°C 30s
T2°C oo, 30s
T2°C oo, 6 min
15%C e, o0

Els productes de PCR obtinguts de 171 pb per al polimorfisme PON1ss i 99 pb per al
polimorfisme PON1;5;, es van digerir amb els enzims de restriccidé NaIIl i Alwl
respectivament, es van separar en gels de poliacrilamida del 12% i els patrons de bandes es
van visualitzar despres de tenyir-se amb nitrat de plata. A la figura 11 podem observar els
resultats dels patrons de bandes caracteristics per als diferents genotips d‘aquests
polimorfismes. La lectura dels gels i la interpretacié dels genotips la van fer dues persones

per separat que, a més, desconeixien el grup al qual pertanyien les mostres.
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Figura 11: Gel de poliacrilamida al 12% tenyit amb nitrat de plata amb el patrd de bandes
caracteristic de cadascun dels genotips possibles per als polimorfismes PON1s5 i PON14g;.
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Aillament de microsomes hepatics

Es va obtenir la fracci6 microsomal a partir de 10 mL d’homogenat hepatic per
ultracentrifugacid en una ultracentrifuga Kontron (Kontron Instruments, Zurich, Suissa)

equipada amb un rotor TFT 45.6. El procediment utilitzat es resumeix en el quadre 3.

Quadre 3.

Procediment d‘aillament de microsomes hepatics:

- Centrifugar I'homogenat a 11000 g 15 min a 4°C.

- Recuperar el sobrenedant i centrifugar-lo a 105000 g durant una hora.

- Resuspendre el precipitat amb tampo KCl 0.154 M, Tris-HCIl 50 mM (pH 7.4) i tornar-lo a centrifugar a
105000 g durant 15 min a 4°C.

- Descartar el sobrenedant i resuspendre el precipitat amb un minim volum de NaCl 0.9%.

Determinacio de la peroxidacio lipidica

La peroxidacid lipidica es va valorar en homogenats hepatics mitjancant la determinacié de

substancies reactives a l'acid tiobarbituric (TBARS) per espectofotometria directa (69), tal
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com s’indica en el quadre 4. Es conegut que aquesta técnica presenta una molt bona
correlacié amb la determinacid realitzada per HPLC en rates tractades amb CCl, (77).

Quadre 4.

Procediment determinacio de TBARS:

- Barrejar 0.3 mL d’homogenat hepatic al 10% (p/v) amb 4 mL de H.SO,; 12 N i 0.5 mL d3acid fosfotungstic
10% i agitar amb el vortex. Incubar 5 min a temperatura ambient.

- Centrifugar a 3000 rom durant 10 min i descartar el sobrenedant.

- Resuspendre €l precipitat amb 2 mL de H,SO, 12 N. Afegir-hi 0.3 mL dacid fosfotungstic i homogeneitzar
amb el vortex.

- Centrifugar a 3000 rpom durant 10 min i descartar el sobrenedant.

- Resuspendre el precipitat amb 4 mL aigua i afegir-hi 1 mL de reactiu TBA (acid tiobarbitdric 67% barrejat
1:1 amb acid acetic glacial). Agitar-ho amb el vortex.

- Incubar en un bany daigua a 100°C durant una hora.

- Deixar refredar i centrifugar a 3000 rpm durant 10 min a 4°C.

- Recollir el sobrenedant i llegir-ne l'absorbancia a 532 nm.

Per extrapolar la concentracié de TBARS de la mostra problema es va fer una recta patrdé
amb una solucié de 1,1,3,3-tetraetoxipropa a 5 nmol/mL. Les concentracions es van obtenir
amb el seglient calcul :

[ 1 nmol / mL mostra = 5 x (Abs. Mostra/Abs. Estandard) x 1/0.3

Es va tenir en compte el pas d’homogeneitzacid per expressar la concentracié de
lipoperoxids per grams de teixit fresc i calcular la concentracié de proteines totals en la
mostra inicial per tal d’expressar la concentracié per grams de proteina.

Examen histologic de les mostres hepatiques

Els fetges dels animals inclosos en I'estudi 2 van ser analitzats histologicament. Després de
fixar-los amb formaldehid al 4% i d'incloure’ls en blocs de parafina, es van fer seccions de 4
um que es van tenyir amb les tecniques d’hematoxilina-eosina (Quadre 5), tricromic de

Masson (Quadre 6) i reticulina (Quadre 7).

Les seccions tenyides amb H & E ens van permetre observar una visid histologica del conjunt

de I'estructura del teixit o de I'arquitectura de la lesio.
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El tenyiment amb tricromic de Masson es va utilitzar per observar les fibres de col-lagen
(basicament de tipus I) que es tenyeixen especificament.

Es va realitzar un tenyiment especific per visualitzar la trama de reticulina. Aquesta
estructura presenta un col-lapse en la cirrosi hepatica que permet observar els noduls de

regeneracio.

Quadre 5.

Tenyiment hematoxilina-eosina:

- Desparafinar i hidratar.

- Tenyir 6 min amb hematoxilina de Harris.
- Rentar amb aigua corrent uns 5 min.

- Rentar amb aigua destil-lada.

- Tenyir 20 s amb eosina.

- Rentar amb aigua destil-lada.

- Deshidratar i muntar.

Quadre 6.

Tenyiment tricromic de Masson:

- Desparafinar i hidratar.

- Fixar amb Bouin al microones a la minima potencia durant 5 min.
- Deixar refredar.

- Rentar amb aigua corrent fins que perdi el clor groc.

- Tenyir amb hematoxilina férrica de Weigert durant 10 min.

- Rentar amb aigua corrent i després amb aigua destil-lada.

- Tenyir amb tricromic de Masson durant 13 min.

- Rentar amb aigua acetica al 0.5 % submengint els portaobjectes 2 o 3 vegades (maxim 20 s).
- Rentar amb aigua corrent i després amb aigua destil-lada.

= Tenyir 7 s amb verd llum.

- Rentar amb aigua corrent.

- Deshidratar i muntar.
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Quadre 7.

Tenyiment de reticulina:

- Desparafinar i hidratar.

- Fixar amb permanganat potassic al 0.25% durant 5 min.

- Rentar amb aigua destil-lada uns 5 min.

- Incubar amb acid oxalic al 5% durant 3 min.

- Rentar amb aigua corrent i després amb aigua destil-lada.

- Tenyir 10 min amb plata amoniacal preparada en fresc. Breument: es barrejen 0.5 mL damoniac
pur amb 1 mL daigua destil-lada i després afegim gota a gota una solucio de nitrat de plata al 10%
fins que la solucio agafi un aspecte terbol. Aleshores enrasar a 30 mL amb aigua destil-lada.

- Rentar amb aigua destil-lada.

- Fixar en formol a I'1% durant 5 min.

- Rentar amb aigua destil-lada.

- Tenyir amb clorur dor a I'l % durant 5 min.

- Rentar amb aigua destil-lada.

- Incubar 2 min amb hiposulfit de sodi al 5%.

- Rentar amb aigua corrent.

- Tenyir amb eosina durant 24 s.

- Deshidratar i muntar.

Un patoleg, que desconeixia el grup de procedéencia de les mostres, va fer I'examen

histologic de les seccions tenyides. Es van diferenciar tres categories:

v Fetge normal (Figura 12,a).

v Fibrosi hepatica: Fetge amb un increment de I'acumulacié hepatica de col-lagen i
formacid més o menys important de septes fibrosos, perd sense arribar a formar

noduls de regeneracié (Figura 12,b).

v Cirrosi hepatica: Fetge amb fibrosi i formacid de septes fibrosos que delimiten
noduls de regeneracié i, per tant, distorsionen ampliament |arquitectura i

funcionalitat hepatica (Figura 12,c).
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Figura 12: Seccions de fetge tenyides amb tricromic de Masson (100X), que es corresponen amb els
diagnostics de fetge normal (a), fibrosi hepatica (b) i cirrosi hepatica (c).

4.3. Analisi estadistica

Totes les dades van ser analitzades amb el paquet estadistic SPSS/PC+ 10.0 i el programa
Epi Info (CDC).

Es va aplicar el test de la Z de Kolmogorov-Smirnov per determinar si les variables
presentaven una distribucié normal. Les diferéncies entre grups es van analitzar amb la ¢ de
Student (test parametric) o la U de Mann-Whitney (test no-parametric). En alguns casos es
va fer una transformacié logaritmica de les variables que no presentaven una distribucio

normal.

Per comprovar el compliment de I'equilibri de Hardy-Weinberg i per analitzar les distribucions

al-léliques i genotipiques de pacients i controls es va utilitzar el test de la 32

Per valorar el grau d’associacié de diverses variables amb la malaltia cardiovascular es va
calcular '0Odds Ratio (OR).

El grau d'associacidé entre dues variables es va valorar amb el coeficient de correlacié de

Pearson.

Es va fer una analisi multiple de la varianca (MANOVA) per observar |'efecte de diverses
variables en l'activitat PON1.
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L'eficacia diagnostica de l'activitat PON1 i altres variables bioquimiques es va avaluar
mitjancant I'analisi de corbes Receiver-Operating Characteristics (ROC) (78,79).

Es va fer una regressié logistica multiple per estimar la capacitat d’'un grup de variables en

predir la preséncia/abséncia de malaltia hepatica.

Els resultats es van expressar com a mitjanes i desviacions estandard. El grau de significacid

minima es va establir en p<0.05 en cadascun dels tests.
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6.1. Discussio general

En el primer estudi d’aquesta tesi, ens vam plantejar valorar si els polimorfismes PON1ss i
PON1,5, de I'enzim PON1 o la seva expressio fenotipica estaven associats a la incidéncia
d'infart de miocardi. Els resultats obtinguts amb relacié als polimorfismes no van mostrar
aquesta associacio, ja que les distribucions genotipiques i al-leliques del grup de pacients
supervivents d'un infart de miocardi i del grup de controls sans no van ser diferents. No
obstant aix0, es va observar una disminucid significativa de I'activitat paraoxonasa de I'enzim
PON1 en el grup de pacients i I'analisi estadistica que valora la poténcia d‘associacio
d’aquesta variable amb la presencia d‘infart de miocardi va mostrar un odds ratio (OR) de
2.85 per a l'activitat paraoxonasa basal i de 2.45 per a l'activitat paraoxonasa estimulada.
Aixi dons, sembla que existeixi certa associacid entre l'activitat paraoxonasa de PONI1 i
I'infart de miocardi. De fet, alguns autors ja havien apuntat que la relacié entre la malaltia
cardiovascular i I'enzim PON1 podria deure’s a diferéncies en la expressid fenotipica més que
a diferéncies en les distribucions genotipiques entre casos i controls (80). Es clar que
aquesta expressid esta determinada en part per les variants genétiques, pero també s’han
de considerar altres factors que puguin afectar-la, un dels quals podria ser la dieta. Shih et
al. (81) van demostrar que la dieta aterogénica rica en greixos feia disminuir I'expressio de
PON! al fetge de forma paral-lela al desenvolupament de les lesions aterosclerotiques en
ratolins susceptibles. Altres autors han observat que els fosfolipids oxidats disminueixen
I'expressidé de PONI en cel-lules HepG2 /n vitro (82) i, també, que I'activitat postprandial de
I'enzim PON1 es veu reduida després d’una ingesta rica en greixos cuinats (83). Amb relacid
amb la dieta, recentment Jarvik et al. (84) van trobar que la ingesta de vitamina C i E es
correlacionava de forma positiva amb I'activitat paraoxonasa de PON1.

Malgrat tot, en el nostre estudi els factors de risc ja coneguts van presentar una associacio
amb la incidencia d'infart de miocardi molt més gran que I'activitat PON1, com per exemple
la hipertensié (OR=5.12), I'habit de fumar (OR=3.99) o el colesterol HDL (OR=3.89). La
suma d’aquests tres factors convencionals més el colesterol total (OR=2.24) va ser capag
d’explicar el 56% del risc d'infart de miocardi. A més, I'analisi multivariant d’aquests factors
va deixar sense significacié estadistica I'activitat PON1 i va mostrar que la seva associacié no
era independent d’altres factors.
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Una possible explicacid per a la discrepancia de resultats que es troba en les publicacions
respecte a l'associacid dels polimorfismes PON1ss i PON1;g, de I'enzim PON1 i la malaltia
cardiovascular pot ser la seleccié de pacients diferent de cada estudi. Gran part dels estudis
que han obtingut resultats d’associacié positius estaven realitzats amb pacients diabetics i
podria ser que |'efecte diferencial de les variants genétiques del gen PONI només fos evident

en situacions amb un estres oxidatiu elevat o amb altres factors de risc addicionals.

Els resultats obtinguts en el segon i tercer estudis d'aquesta tesi demostren que altres
patologies, a més de la malaltia cardiovascular, també estan associades a una disminucié de
I'activitat de I'enzim PON1. Concretament, hem mostrat, tant en un model animal com en
pacients, que en malalties hepatiques com la cirrosi o I'hepatitis cronica es redueix I'activitat
de la PON1.

En I'estudi realitzat en rates amb cirrosi induida per CCl; hem observat una disminucié de
I'activitat PON1 en microsomes hepatics paral-lela a l'increment de la peroxidacié lipidica i al
desenvolupament de la malaltia. A més, el conegut efecte protector que el zinc exerceix en
aquest model experimental va anar acompanyat d’'una normalitzacié en l'activitat PON1
microsomal. Els motius d’aquesta reduccié en l'activitat de la PON1 podrien anar lligats en
part a la toxicitat hepatica, ja que reprodueixen els canvis en la concentracié microsomal de
proteines totals. Tot i aixi, hi ha indicis que es produeix una inhibici6 més especifica de la
PON1, perque la disminucié de I'activitat d’aquest enzim és més gran que la de les proteines
totals i també hem observat una reduccié de la ratio paraoxonasa/arilesterasa. A més, la
inhibici6 de I'activitat no sembla causada per un efecte directe dels productes de la
peroxidacid lipidica sobre la PON1, ja que un experiment /n vitro on s'incubaven microsomes
hepatics amb concentracions creixents de CCl; o MDA (principal producte de la
lipoperoxidacid en aquest model) no va mostrar cap efecte d'aquests compostos sobre
I'activitat. El paper fisiopatologic que pot tenir I'enzim PON1 en el desenvolupament del dany
hepatic no pot deduir-se de les investigacions presents. Tanmateix, considerant que la PON1
és capac d'hidrolitzar hidroperoxids i fosfolipids oxidats presents a la LDL, i que en aquest
model el dany hepatic es produeix precisament per un increment en la produccié de radicals
lliures, suggerim que aquest enzim pot jugar algun paper en el desenvolupament de la

malaltia.
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Els resultats de l'estudi realitzat en pacients amb cirrosi hepatica o hepatitis cronica
concorden amb els del model animal, ja que en ambdues malalties disminueix I'activitat
PON1 mesurada en serum respecte a individus sans. Aquesta reduccié esta també associada
a la severitat del dany hepatic (52% de disminucid respecte als controls en pacients amb
hepatitis cronica i 67% en cirrosi hepatica) i correlacionada amb proves de funcié hepatica
com l'albdmina o la bilirubina. Un cop descartada com a causa de la davallada en I'activitat
PON1 en serum d‘aquests malalts una diferent distribucid genotipica o al-lelica dels
polimorfismes PON1ss i PON1;y;, aquest fenomen pot deure’s a un efecte directe de la
disfuncié hepatica sobre I'expressié de PON1 al fetge que comporti una menor concentracio
de I'enzim en sérum, o també pot estar relacionada amb les alteracions lipoproteiques que
s'associen a aquestes malalties. Aixi, se sap que en les hepatopaties croniques es poden
produir alteracions en |'estructura i la concentracié de les HDL associades a una disminucié

de l'activitat lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT) (85).

Sigui quina sigui la seva causa, la disminucié d’activitat PON1 en el sérum dels pacients amb
hepatitis cronica o cirrosi hepatica és tan evident que fins i tot sembla ser un parametre Util
pel seu diagnostic. Generalment, s'utilitzen bateries de proves per millorar I'eficacia del
diagnostic perqué no n’hi ha cap de prou efectiva per si mateixa. Aquestes malalties
presenten un desenvolupament lent, progressiu, i moltes vegades els valors dels tests de
funcié hepatica resten dins dels rangs normals fins que la malaltia estd forca avancada. Es
per aix0, que en certes ocasions es fa necessaria una biopsia hepatica per poder examinar la
histologia del teixit. L'addicié de la mesura de I'activitat PON1 basal a una bateria de proves
que incloia l'albimina, la bilirubina, I'ALT, la GGT, i la FAL va augmentar la sensibilitat
diagnostica en la nostra mostra estudiada del 75% al 94% sense que |'especificitat es veiés
afectada (96% en ambdods casos). Futurs estudis hauran d’esbrinar quins mecanismes hi ha
darrere aquesta disminucié de l'activitat PON1 i quines implicacions té aquest fet en la

fisiopatologia de les malalties hepatiques croniques.
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6.2. Conclusions

Estudi 1

v Els polimorfismes PON1ss i PON1;9, del gen PONI no es van trobar associats a la
presencia d'infart de miocardi en la nostra poblacié. Aquestes dades suggereixen que

la seva determinacio no és util per predir el risc d’aquesta malaltia.

v Tot i que es va trobar una disminucié de I'activitat de I'enzim PON1 en el seérum de
pacients afectats d'infart de miocardi, aquesta mesura no va ser un factor de risc

independent d’altres factors estudiats.

Estudi 2

v La induccié de dany hepatic en rates tractades amb CCl, produeix una disminucié de
I'activitat paraoxonasa i arilesterasa de I'enzim PON1 en microsomes hepatics.

Aquesta disminucio ja es presenta en estadis inicials de la induccié del dany hepatic.

v L'administracié oral d'un suplement de zinc a rates tractades amb CCl, frena la
disminucié de I'activitat PON1 en microsomes hepatics, al mateix temps que retarda

el desenvolupament de I'hepatopatia.

v L'activitat PON1 en microsomes hepatics es correlaciona inversament amb la
produccié de lipoperoxids al fetge, fet que suggereix que aquest enzim pot jugar un

paper en el sistema antioxidant dels microsomes hepatics.

Estudi 3

v' En la malaltia hepatica cronica es produeix una disminucié de l'activitat PON1 en
serum i, a més, aquesta disminucid es correlaciona amb la severitat de la malaltia i

amb alguns marcadors de funcié hepatica.

v La determinacié de I'activitat PON1 en sérum, en pacients amb hepatopatia cronica,

va presentar la millor exactitud diagnostica individual dins dels tests estudiats i, quan
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es va afegir a una bateria de tests habituals, va augmentar la seva sensibilitat. Per
aquest motiu, suggerim que aquesta prova pot ser Util com a marcador de funcié
hepatica.

6.3. Perspectives

El nostre grup pretén seguir investigant en un futur proxim la utilitat de la determinacié de
I'activitat paraoxonasa en serum en el diagnostic i seguiment de la malaltia hepatica cronica,

i es planteja els seglients objectius:

v Investigar la relaci6 entre els canvis de I'activitat PON1 en sérum, i els canvis en la

concentracio de I'enzim en individus control i pacients amb malaltia hepatica cronica.

v Estudiar la relacid entre I'activitat PON1 en serum i l'expressid hepatica del gen
PON1.

v Investigar els canvis temporals de l'activitat PON1 en sérum de pacients amb
hepatitis cronica per virus C tractats amb terapia antiretroviral, relacionar-los amb la
seva resposta al tractament i estudiar la utilitat d'aquesta prova, sola, i en combinacio

amb altres proves biologiques en el seguiment d'aquests pacients.

v Investigar I'Us de nous substrats menys toxics que el paraoxon que permetin adaptar-
se a la major part danalitzadors automatics utilitzats per poder aplicar la

determinacid de I'activitat PON1 en la rutina del laboratori d'analisis cliniques.
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Abreviatures

ADN
ALT
Apo A-1
Apo B
Apo E
APOE
Arg
AST
ATP
DEAE
ELISA
FAL
FPLC
GGT
Gin
H&E
HDL
HPLC
HR FPLC
Km
LCAT
LDL
Leu
MANOVA

MCP-1

Acid desoxiribonucleic.

Alanina aminotransferasa.
Apolipoproteina A-I.

Apolipoproteina B.

Apolipoproteina E.

Gen que codifica per l'apolipoprteina E.
Arginina.

Aspartat aminotransferasa.

Adenosin trifosfat.

Dietil aminoetil.

Enzime-Linked Immunosorbent Assay.
Fosfatasa alcalina.

Fast Protein Liquid Chromatography.
y-glutamiltraspeptidasa.

Glutamina.

Tenyiment Hematoxilina-Eosina.

High Density Lipoprotein.

High Performance Liquid Chromatography..
High resolution Fast Protein Liquid Chromatography.
Constant de Michaelis.
Lecitina:colesterol aciltransferasa.

Low Density Lipoprotein.

Leucina.

Analisi multiple de la varianca.

Monocite Chemotactic Protein-1.




Abreviatures

MDA Malonildialdehid.

Met Metionina.

min Minuts.
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OR Odds Ratio.
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PON1 Enzim paraoxonasa/arilesterasa [EC 3.1.8.1]. Producte del gen PON1.
PON1 Gen que codifica per a I'enzim PON1.

PON1,,; Polimorfisme en la posicié 192 de gen PONI.
PON1;5 Polimorfisme en la posicié 55 de gen PONI.
PON2 Gen que codifica per a I'enzim PON2.

PON2 Producte del gen PONZ.

PON3 Gen que codifica per a I'enzim PON3.

PON3 Producte del gen PON3.

ROC Receiver-Operating Charasteristics.

RT-PCR Reverse Transcription-Polimerase Chain Reaction.
S Segons.

TBARS Tiobarbituric Acid Reactive Substances.

TP Temps de Protrombina.

TRIS Tris(hidroximetil)aminometa.

VLDL Very Low Density Lipoprotein.
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Enzymes and Protein
Markers

Serum Paraoxonase Activity: A New Additional
Test for the Improved Evaluation of Chronic
Liver Damage

NATALIA FERRE,' JorDI CaMPS,'” EDUARD PrATS,? ELISABET VILELLA," ANTONI PaUL,’
Lipia FIGUERA,' and JORGE JovEN'

Background: Paraoxonase 1 (PON1) is an ester hydro-
lase present in serum and in the liver. The aims of the
present study were to investigate the following: (a) the
relationship between serum PON1 activity alterations
and the degree of liver damage in patients with chronic
liver disease; (b) the influence of genetic variability on
serum PONT1 activity; and (c) the efficacy of serum
PONT1 activity measurement, alone and in combination
with standard liver function tests, in the assessment of
liver damage.

Methods: We studied 68 patients with liver cirrhosis,
107 patients with chronic hepatitis, and 368 apparently
healthy volunteers. Baseline and salt-stimulated PON1
activities were measured by the hydrolysis of paraoxon.
PON1 genotyping at positions 55 and 192 was analyzed
by PCR and restriction isotyping.

Results: Baseline and stimulated PON1 activities were
decreased (P <0.001) in chronic hepatitis and in liver
cirrhosis. PON1 activity was significantly correlated
with serum total proteins, albumin, and bilirubin in
patients but not in controls. There were no significant
differences with respect to allele and genotype frequen-
cies between patients and controls. The combination of
baseline serum PON1 with five standard biochemical
tests had a higher classification accuracy (94% of pa-
tients; 96% of controls) than the five standard tests alone
(75% of patients; 96% of controls). ROC plots demon-
strated a high diagnostic accuracy for baseline serum
PON1 [area under the curve, 0.89 (95% confidence inter-
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val, 0.86—0.93) in chronic hepatitis and 0.96 (95% confi-
dence interval, 0.94-0.99) in cirrhosis]. Baseline PON1
provided the highest ROC area for cirrhosis vs controls.
Conclusions: The significant decrease of PON1 activity
in chronic liver diseases is related to the degree of
hepatic dysfunction and not to allelic or genotypic
differences. Addition of serum PONT1 activity measure-
ment to the current battery of tests may improve the
evaluation of chronic liver diseases.

© 2002 American Association for Clinical Chemistry

Paraoxonase [(PON)®;  aryldialkylphosphatase (EC
3.1.8.1)] is an ester hydrolase that catalyzes the hydrolysis
of some xenobiotics, such as organophosphorates, unsat-
urated aliphatic esters, aromatic carboxylic esters, and
possibly, carbamates (1). The paraoxonase gene family
contains at least three members, PON1, PON2, and PONS3,
which are located on chromosome 7q21.3-22.1 (2, 3). The
products of PON2 and PON3 gene expression are the
subject of ongoing research (3,4). The enzyme PON1 is
known to be tightly bound with HDL in serum, and
several studies suggest that it is this association that
contributes to the protection conferred by HDL against
LDL oxidation (5-11).

The liver plays a key role in the synthesis of serum
PONI. To date, the gene expression has been observed
only in the liver (12, 13), and in vitro biochemical studies
indicate properties shared by hepatic and serum PON1
[optimum pH, affinity for substrate (K,,), heat inactiva-
tion, and calcium requirement] (14). These data support
the concept of a common identity for both enzymes. Of
considerable clinical interest is whether the measurement

3 Nonstandard abbreviations: PON, paraoxonase; ALT, alanine amino-
transferase; GGT, y-glutamyltransferase; ALP, alkaline phosphatase; AUC,
area(s) under the curve(s); CI, confidence interval; and LCAT, lecithin:
cholesterol acyl transferase.
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of serum PONT1 activity would be useful as an index of
liver function status. Indeed, preliminary studies ob-
served a significant decrease of serum arylesterase activ-
ity in patients with liver cirrhosis (15-17), and further-
more, arylesterase and PONT1 activities have been shown
to be functions of a single enzyme (18).

Any investigation of the variation in serum PON1
activity secondary to impairment of liver function needs
to take into account the influence of genetic variability on
this enzyme. Serum PON1 has two genetically deter-
mined polymorphic sites, one at position 192, which is a
GIn— Arg substitution, and one at position 55, which is a
Met— Leu substitution (4). The GIn— Arg polymorphism
leads to two alloenzymes that clearly differ in paraoxon-
hydrolyzing ability: the Arg alloenzyme has a relatively
higher activity and shows a greater degree of stimulation
by 1 mol/L NaCl than does the GIn alloenzyme (18). The
Met— Leu substitution is associated with changes in the
concentrations of the circulating enzyme, the Leu alloen-
zyme being associated with higher PON1 concentrations
(13,19).

The key objectives of the present study were to inves-
tigate the following: (a) the relationship between serum
PONT1 activity and the degree of liver damage in patients
with chronic liver disease; (b) the influence of genetic
variability on serum PONI1 activity in these types of
patients; and (c) the efficacy of serum PON1 activity
measurement, alone and in combination with the stan-
dard liver function tests, in the assessment of liver dam-
age.

Patients and Methods

STUDY PARTICIPANTS

A prospective cohort of 175 patients with chronic liver
disease was consecutively recruited from among those
attending the outpatient clinics of the Hospital Universi-
tari de Sant Joan between October 1999 and December
2000. The study included 68 patients with liver cirrhosis
(42 men, 26 women; age, 60 * 10 years) and 107 patients
with chronic hepatitis (69 men, 38 women; age, 46 * 14
years). Chronic hepatitis was diagnosed by liver biopsy.
Cirrhosis was diagnosed on the basis of clinical evidence,
including echography to evaluate splenomegaly or portal
vein dilation and fibrogastroscopy to detect the presence

of gastroesophageal varices. Hepatitis was mostly second-
ary to hepatitis C virus infection (73% of the cases).

The control group consisted of 368 healthy volunteers
participating in an epidemiologic study currently being
conducted in our region of Catalunya (Spain). A detailed
description of this study sample will be published else-
where [Homocysteine-folate (HOMFOL) study; Murphy
MM, Vilella E, Santiago C, Figuera L, Sanchez M, et al,,
manuscript in preparation]. The controls (182 men, 186
women; age, 42 = 15 years) were ostensibly healthy with
no clinical or analytical evidence of diabetes, neoplasia,
renal disease, hepatic damage, or cardiovascular disease.
All procedures were in accordance with the ethical stan-
dards of the Hospital Universitari de Sant Joan, and the
anonymity of data was guaranteed.

BIOCHEMICAL MEASUREMENTS

Serum PONI activity was determined with an automated
adaptation of an assay described previously (20,21).
Operators were not aware of the diagnoses of patients and
controls. Briefly, PON1 assays were performed without
additional NaCl (baseline activity) and with 1 mol/L
NaCl included in the assay buffer (salt-stimulated activi-
ty). We measured the rate of hydrolysis of paraoxon by
monitoring the increase of absorbance at 410 nm and
37 °C. The assay reagent contained 1 mmol/L paraoxon of
>96% purity (Sigma Chemical Co.) and 1 mmol/L CaCl,
in 0.05 mol/L glycine buffer (pH 10.5). The two assays
were performed in an ILab 900° automated analyzer
(Instrumentation Laboratories) in which sample (8 uL)
was incubated with reagent (250 uwL) and the absorbance
was determined after 17 and 51 s, respectively. The blank
absorbance was never >0.700. Although this blank may
be relatively high, the background was automatically
subtracted by the analyzer in the course of the analyses.
Because of its toxicity, paraoxon stock solutions were
handled in an extraction cabinet, with the operator wear-
ing protective gloves and mask. Paraoxonase activity was
expressed as U/mL. The interassay CV was <8%. The
intraassay CV was <6%. The traditional measures of liver
dysfunction, such as serum alanine aminotransferase
(ALT), y-glutamyltransferase (GGT), and alkaline phos-
phatase (ALP) activities, as well as total protein, albumin,

Table 1. Results of the standard liver function tests (values are expressed as the mean = SD).

Control group

Marker (n = 368)
Total proteins, g/L 73+ 5
Albumin, g/L 42 + 2
ALT, ukat/L 0.36 = 0.15
GGT, pkat/L 0.30 = 0.28
ALP, wkat/L 2.76 = 0.80
Bilirubin, wmol/L 9.5+ 3.4

@ P <0.01 with respect to the control group.
b p <0.001 with respect to the control group.

Chronic hepatitis Cirrhosis
(n = 107) (n = 68)
736 70 £ 107
40 = 5° 35+ 8°
1.68 = 1.71° 0.78 = 0.91°
1.23 = 1.76° 1.21 + 1.40°
3.50 * 2.15° 4.21 = 2.01°
16.5 + 19.3° 34.8 = 37.7°
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Fig. 1. Baseline (open columns) and stimulated (filled columns) serum
PON1 activity in controls (C), patients with chronic hepatitis (CH), and
patients with liver cirrhosis (LC).

#, P <0.001 with respect to the control group.

and total bilirubin concentrations, were analyzed with
standard techniques (ITC Diagnostics).

PON GENOTYPING

Genomic DNA was obtained from leukocytes (Puregene
DNA Isolation reagent set; Gentra), and the PON155 and
PONT1,4, polymorphisms of the PON1 gene were analyzed
by PCR amplification and restriction isotyping. The primers
used were 5-GAAGAGTGATGTATAGCCCCAG-3' and
5'-TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC-3' for the PON155
polymorphism and 5-TATTGTTGCTGTGGGGACCT-
GAG-3' and 5'-CACGCTAAACCCAAATACATCTC-3' for
the PON1,g,. The PCR conditions were as previously de-
scribed (22). PCR products of 171 bp for the PON155 and 99
bp for the PON1,,, polymorphisms were cleaved with the
restriction enzymes Nlalll and Alwl (New England BioLabs),
respectively, separated by electrophoresis in 12% polyacryl-
amide gels, and the banding patterns were developed by
silver staining. Characteristic bands were obtained at the
following molecular weights: (2) M, 171 for the PON155 LL
polymorphism; M, 127 and 44 for the MM polymorphism,
and M, 171, 127, and 44 for the LM polymorphism; and (b)
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M, 99 for the PON1,,, QQ polymorphism, M, 68 and 31 for
the RR polymorphism, and M, 99, 68, and 31 for the QR
polymorphism.

STATISTICAL ANALYSIS

Differences between means were assessed with the Stu-
dent t test. The Pearson correlation coefficient was used to
evaluate the degree of association between two variables.
When variables presented with skewed distributions,
these statistical analyses were applied to log-transformed
data. Multiple ANOVA was used to assess the effect of the
different variables on the serum PONT1 activity. Diagnos-
tic accuracy for serum PON1 and other biochemical tests
was calculated with ROC analysis (23, 24 ). Multiple logis-
tic regression was used to estimate the ability of groups of
variables to predict the presence or absence of liver
disease. x* analysis was used to determine whether the
genotype distribution was in Hardy-Weinberg equilib-
rium and to compare distributions of alleles and geno-
types in the different groups of patients and controls.
Statistical analyses performed were with the SPSS 10.0
statistical package and the Epi-Info program (CDC).

Results
RELATIONSHIP BETWEEN SERUM PON1 ACTIVITY AND
LIVER DISEASE
The results of the standard liver function tests (Table 1)
provide evidence of the spectrum of disease. Patients with
chronic hepatitis had a moderate increase in serum ALT,
as well as other analytes. For ALP activity and albumin
and bilirubin concentrations, liver function values in
cirrhotic patients were more altered than in patients with
hepatitis.

Baseline and salt-stimulated serum PONI activities are
shown in Fig. 1. Baseline activity was 412 = 153 U/mL in
the control group. This was significantly decreased (P
<0.001) in patients with chronic hepatitis (196 * 109
U/mL; mean decrease, 52%) and in patients with liver

Table 2. Correlation coefficients between serum PON1 activity and the standard liver function tests.?

Baseline PON1 activity

Control group
(n = 368)

Cirrhosis
(n = 68)

Chronic hepatitis
(n = 107)

Proteins 0.08 [-0.02 to 0.18] 0.20° [—0.01 to 0.38] 0.43°[0.21 to 0.61]

Albumin 0.01[—-0.10 to 0.10] 0.53°[0.38 to 0.66] 0.59°[0.40 to 0.72]

Bilirubin —0.03[—-0.13 t0 0.07] —0.32°[-0.47 to —0.12] —0.329[-0.52 to —0.09]
Stimulated PON1 activity

Proteins 0.07 [—0.04 t0 0.17] 0.12 [—0.08 to 0.30] 0.27°[0.03 to 0.48]

Albumin 0.01[-0.10 to 0.10] 0.38°[0.20 to 0.53] 0.409[0.18 to 0.59]

Bilirubin —0.01[—-0.16 to 0.05] —0.20°[—0.37 to 0.01] —0.17 [-0.39 to 0.08]

2 Values in brackets represent 95% Cls. There were no statistically significant relationships between PON1 activity and ALT, GGT, or ALP in any of the groups studied.
Statistical analyses were applied on log-transformed values of bilirubin, baseline PON1, and stimulated PON1.

b p <0.05.
¢ P <0.001.
9p <0.01.
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Table 3. Distribution, in patients and controls, of PON1
genotypes defined by polymorphisms at positions 55 and
192 of the mature enzyme protein.?

Control Chronic
group hepatitis Cirrhosis
Genotype (n = 368) (n =107) (n = 68)
PON1,4, genotype frequency
QQ 0.46 0.48 0.50
QR 0.46 0.39 0.41
RR 0.08 0.13 0.09

PON1,4, allele frequency (Q/R) 0.69/0.31 0.68/0.32 0.70/0.30
PON155 genotype frequency

LL 0.40 0.36 0.44
LM 0.47 0.48 0.44
MM 0.13 0.16 0.12

PON1.; allele frequency (L/M) 0.63/0.37 0.60/0.40 0.66,/0.34

? No significant differences of genotype or allele distributions were observed
between patients and controls.

cirrhosis (137 = 89 U/mL; mean decrease, 67%). Stimu-
lated PONT1 activity was 688 = 412 U/mL in the control
group. This was also significantly decreased (P <0.001) in
chronic hepatitis (302 = 242 U/mL; mean decrease, 56%)
and liver cirrhosis (219 = 223 U/mL; mean decrease,
68%).

The correlation coefficients of the regression lines be-
tween serum PON1 activity and the other biochemical
analytes are depicted in Table 2. There were significant
relationships between serum PONI activity and total
proteins, albumin, and bilirubin concentrations in patients
with chronic liver disease, but not in the control group.
These relationships were similar when the study partici-
pants were segregated with respect to PON1 genotypes;

1600 -

A

1400 -

1200 -

1000 -
800 _

PON1 activity (U/mL)

Fig. 2. Baseline (open columns) and stimu-

the correlation coefficients were slightly higher and re-
flected a lower variance of serum PONT1 activity (data not
shown).

RELATIONSHIP BETWEEN SERUM PON1 ACTIVITY AND
GENOTYPES

The genotype frequencies at both restriction enzyme sites
were in Hardy-Weinberg equilibrium. The distributions
of the two polymorphisms in the control group and in the
patient group with liver disease are shown in Table 3.
There were no significant differences in genotype or allele
frequencies between cases and controls for either the
PON1,4, or PON155 polymorphisms. Baseline and stimu-
lated serum PONT1 activities as a function of the different
polymorphisms are shown in Fig. 2. The mean decreases
of serum PONI activity in the patient groups relative to
the control group were similar (~55-65%) and indepen-
dent of the genotype.

Multiple ANOVA showed that baseline and stimulated
serum PONI activities were significantly influenced (P
<0.001) by both the diagnostic group and the polymor-
phisms PON155 and PON1,,,, but not by age or gender.

PON1 MEASUREMENT AS A TEST OF LIVER FUNCTION

The results of the ROC analysis for baseline and stimu-
lated PON1 activities, as well as for the standard biochem-
ical tests of liver function, are shown in Table 4 and in
Figs. 3 and 4. In patients with chronic hepatitis, the area
under the curve (AUC) for baseline PON1 activity was
similar to that of ALT, and both were significantly (P
<0.05) higher than those of the other tests. In the patients
with liver cirrhosis, the AUC for basal PON1 was signif-

1600 _
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800 |

lated (filled columns) serum PON1 activity in
relation to the polymorphisms at positions 1600
192 and 55 in controls (A and B) and in C
patients with liver disease (hepatitis and 1400 -
cirrhosis grouped together; C and D).
%, P <0.001 with respect to the control group.
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Table 4. AUC of ROC plots for serum PON1 activity and the

Baseline PON1
Stimulated PON1
ALT

GGT

ALP

Bilirubin

Albumin

standard liver function tests.

AUC (95% CI)

Chronic hepatitis
0.89 (0.86-0.93
0.79 (0.74-0.84
0.90 (0.86-0.95
0.80 (0.76-0.85

0.69 (0.63-0.76
0.60 (0.53-0.67

Cirrhosis
0.96 (0.94-0.99
0.88 (0.85-0.91
0.69 (0.61-0.77
0.87 (0.83-0.92
0.78 (0.71-0.85)
0.85 (0.79-0.92)
0.78 (0.70-0.86)

)
)
)
)

)

( )

( )

( )

0.65 (0.59-0.71)
( )

( )

( )

Total proteins 0.53 (0.46-0.59 0.53 (0.43-0.62)

icantly higher than that of all the other tests. When ROC
analyses were performed with data from patients with the
same genotype, the AUC were similar to or better than
with the combined groups (baseline PON1, 0.98-0.99;
stimulated PON1, 0.96-0.99).

The usefulness of adding basal serum PON1 measure-
ment to the standard panel of liver function tests was
analyzed by multiple logistic regression analysis. We
compared the ability of two different models to correctly
differentiate between patients and controls. The coeffi-
cients of the equations of both models are shown in Table
5. The equation for model 1 (standard liver function tests)
was: x = 0.1433(albumin) — 4.1427(ALT) -
1.1656(GGT) — 0.2674(ALP) — 0.1048(bilirubin) — 0.2772.
To predict the status of any one individual with respect to

100

Sensitivity %

0 10 20 30 40 5 6 70 8 90 100
1 - Specificity %

Fig. 3. ROC plots for serum PON1 activity compared with standard

biochemical tests in controls (n = 368) vs patients with chronic

hepatitis (n = 107).

1, ALT; 2, baseline PON1; 3, stimulated PON1; 4, bilirubin; 5, albumin. Baseline

PON1 activity cutoff was 208 U/mL for 60% sensitivity and 220 U/mL for 95%
specificity.

chronic liver disease, the biochemical terms in the equa-
tion should be substituted with their corresponding mea-
sured values. If the result (x) calculated from the equation
is <0, this classifies the individual as a patient. Similarly,
the equation for model 2 (basal PON1 + standard liver
function tests) was: x = 0.0185(albumin) — 4.5597(ALT) —
1.0951(GGT) — 0.0305(ALP) — 0.0735(bilirubin) -+
0.0172(PON1) — 0.8575. Diagnostic sensitivity of model 2
was superior to that of model 1 without any impairment
of specificity. Thus, the traditional tests correctly classi-
fied 75% [95% confidence interval (CI), 68—81%] of the
patients (i.e., sensitivity) and 96% (95% CI, 93-98%) of the
controls (i.e., specificity). The addition of serum PON1
activity measurement to the group of standard tests
increased the sensitivity of patient classification to 94%
(95% CI, 89-97%), whereas the specificity remained un-
changed at 96% (95% CI, 93-98%).

Discussion
Recently, serum PON1 has been studied extensively in
relation to cardiovascular diseases (25-29), whereas in
contrast, there is a paucity of data on the hepatic enzyme.
PONI1 activity has been observed in rat (30-34) and
human (14, 35) hepatic microsomes. Some of this enzyme
is secreted into the circulation, bound to HDL (36),
whereas another portion is stored in the liver (14). The
physiologic role played by PON1 in the liver is unknown,
although preliminary observations suggest that this en-
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Fig. 4. ROC plots for serum PON1 activity compared with standard
biochemical tests in controls (n = 368) vs patients with liver cirrhosis
(n = 68).

1, baseline PON1; 2, stimulated PON1; 3, bilirubin; 4, albumin; 5, ALT. Baseline

PON1 activity cutoff was 139 U/mL for 60% sensitivity and 220 U/mL for 95%
specificity.
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zyme provides hepatic protection against oxidative stress
(37).

In the present study, the decrease in PON1 activity in
the serum of patients with chronic liver diseases was
related to the degree of liver damage. PON1 activity was
lower in patients with cirrhosis than in those with hepa-
titis and was correlated with serum albumin and bilirubin
concentrations. Two mechanisms may explain this rela-
tionship. In one mechanism, a decrease in PON1 enzy-
matic activity or gene expression could be the conse-
quence of the hepatic dysfunction. Supporting this
hypothesis is the observation of an inhibition of microso-
mal PONT1 activity in rats with chronically administered
CCl, (37). In the other mechanism, although hepatic
PONT1 concentrations may be normal, serum PON1 activ-
ity could be decreased as a consequence of an altered
synthesis and/or secretion of HDL secondary, for exam-
ple, to impaired lecithin:cholesterol acyl transferase
(LCAT) activity. Alterations in HDL structure and con-
centration associated with decreases in hepatic LCAT
activity are frequent in chronic liver diseases (38), and a
recent study described a decrease of serum PON1 activity
in mice with LCAT deficiency resulting from LCAT gene
targeted disruption (39).

The main determinant of decreased serum PON1 ac-
tivity in our study appears to be the severity of liver
damage. However, because PON1 activity is also influ-
enced by genetic polymorphisms, an alternative hypoth-
esis would be that of differences in allele or genotype
frequency distribution in the patients and the controls. It
could be hypothesized, for example, that the associations
could be between liver diseases and the GlIn allele of the
position 192 polymorphism or the Met allele of the
position 55 polymorphism. This hypothesis can be dis-

Table 5. Coefficients of the two logistic regression

analyses.
Variable Coefficient SE P
Model 1: standard biochemical tests
Albumin 0.1433 0.0396 <0.001
ALT —4.1427 0.6226 <0.001
GGT —1.1656 0.3233 <0.001
ALP —0.2674 0.1719 NS?
Bilirubin —0.1048 0.0306 <0.001
Constant —-0.2772 1.7502 NS
Model 2: basal PON1 and standard biochemical tests
Albumin 0.0185 0.0501 NS
ALT —4.5597 0.7883 <0.001
GGT —1.0951 0.4601 NS
ALP —0.0305 0.2212 <0.001
Bilirubin —0.0735 0.0411 NS
PON1 0.0172 0.0024 <0.001
Constant —-0.8575 2.1806 NS

2 NS, not significant.

carded because our results indicated that genotype and
allele frequencies were similar to those previously pub-
lished for Caucasian populations in Europe and the US
(19, 25-27,40-42). Also, the distributions were not statis-
tically different between patients with chronic hepatitis
and liver cirrhosis or between those with liver cirrhosis
and controls. Furthermore, the mean decreases of serum
PONI activity in the patients vs the controls were similar
irrespective of the genotype (Fig. 2).

The addition of serum PONI activity measurement to
the ensemble of standard liver function tests may be very
useful when testing for liver dysfunction. Chronic liver
diseases are slow, progressive diseases characterized by
advancing hepatocellular necrosis, inflammation, and fi-
brosis. The progression is subtle and is not associated
with dramatic changes in plasma liver function variables,
which often remain within laboratory reference values
until gross disease becomes evident. Currently, it is
widely accepted that the sensitivities of standard bio-
chemical tests for liver function are low and insufficient
for a reliable determination of the presence or absence of
liver disease (43). Consequently, a “battery” of tests needs
to be performed to increase the sensitivity and specificity
of the evaluation. However, in many cases, especially
when the status of the disease is not severe, these batteries
of tests still fail to classify a high percentage of patients.
Indeed, more reliable confirmation of suspected impair-
ment is often achieved with only liver biopsy and histo-
logic examination of the tissue. In the present investiga-
tion, the combination of five standard tests incorrectly
classified 25% of the patients and misclassified 4% of the
controls. On the other hand, the addition of baseline
serum PON1 activity measurement to these tests in-
creased the sensitivity without a decrease in the specific-
ity (i.e., only 6% of the patients and 4% of the controls
were misclassified). These results demonstrate that serum
PONT1 activity measurement may add a significant contri-
bution to liver function tests. However, our findings need
to be confirmed in other populations to preclude the
slight possible bias of the present study, which could
result from us having estimated sensitivity and specificity
using the same volunteers that we used for describing the
model parameters and for validating the model. ROC
analysis also supports our proposition that the measure-
ment of baseline serum PONI activity is a good candidate
test for inclusion among those used to evaluate liver
damage: its diagnostic accuracy is equivalent to that of
ALT in patients with chronic hepatitis and far superior to
that of the other tests in patients with cirrhosis.

The measurement of serum PON1 activity is a simple,
reliable, fast, inexpensive, readily automated method that
is compatible with random access analysis in barcoded
primary tubes and can be performed in most automated
analyzers used for standard biochemical liver function
tests. A drawback of the assay is the toxicity of paraoxon.
However, with due care and attention, this should not be
a major hazard. Further studies need to be conducted to
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clarify the mechanisms leading to the decreased serum
PONT1 activity in liver diseases and the potential patho-
physiologic implications. However, a practical result of
the present study is the demonstration that the relatively
simple PON1 activity measurement could significantly
improve the current efficiency of a laboratory’s evaluation
of patients with suspected chronic liver disease.
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Abstract

Objectives: To assess whether paraoxonase (PON1) polymorphisms at positions 55 and 192 and/or their phenotypic expressions influence
the risk of myocardial infarction (MI) in Spanish population.

Design and methods. Two hundred and fifteen male survivors of a Ml and their age-matched controls were included in the study. Lipids,
apolipoproteins (apo) A-l1 and B, PON1 activity on paraoxon and phenylacetate and PON1 polymorphisms were determined.

Results: Genotype distribution was similar in patients and controls. Enzyme activities were lower in patients, but multiple logistic regression
analysis did not show any independent association with a higher risk of MI.

Conclusion: None of the PON1 polymorphisms or their corresponding measured activities are independent risk factors for Ml in our
population. © 2002 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.

Keywords: Lipids; Mediterranean diet; Myocardial infarction; Oxidation; Paraoxonase

1. Introduction ulates the hydrolytic activity of PON1 toward some exog-
enous substrates—such as paraoxon. The activity of the
Oxidative stress in low-density lipoproteins (LDL) is isoenzymes with glutamine at position 192 is lower while
considered to be a major contributor to the atherogenic the activity of the isoenzymes with arginine at position 192
process, the principal cause of mortality in developed coun- is increased by high concentrations of salt. However, this
tries [1]. High-density lipoproteins (HDL) are thought to polymorphism does not affect the activity toward other
protect LDL from oxidation [2,3] due to the presence of substrates, like phenylacetate [8]. The other polymorphism,
antioxidant enzymes that hydrolyze biologically active lip- located at position 55, [leucine (L allele)/methionine (M
ids in oxidized LDL (oxLDL), among which PON1 seems allele)], does not affect the intrinsic activity of the enzyme
to be of major importance [4—7]. PON1 is a calcium- so clearly, although it has been shown to modulate its
dependent esterase, closely associated to HDL in serumgconcentration in plasma [9,10].
which is known to catalyze the hydrolysis of organophos-  Some studies have associated the presence of the R allele
phates. Its physiologic role, however, has not been totally or the homozygosity of the L allele with a greater suscep-
clarified. tibility to coronary heart disease (CHD) [11-17] but this is
PONL1 has two aminoacid polymorphisms. The one at still controversial [18—-28]. More recently, the PON1 activ-
position 192 [glutamine (Q allele)/arginine (R allele)] mod- ity phenotype has been shown to be a better predictor of
CHD than the PON1 (192) or PON1 (55) genotypes [29].
Our aim was to assess the relationship between PON1
* Corresponding author. Tel.:4+34-977-310300; fax: +34-977- ?CtiVity and_ both Of_ these gene polymorphisms in the Span-
312560. ish population, which has one of the lowest incidences of
E-mail address: jjoven@grupsgs.com (J. Joven). MI in Western societies [30].

0009-9120/02/$ — see front matter © 2002 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.
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2. Methods
2.1. Subjects

The procedures complied with the ethical standards of
the Hospital Universitari de Sant Joan and the Hospital
Universitari Joan XXIII. As in a previous study [31], we
located the medical records of patients registered as having
had a M| and invited the surviving male patients who had a
history such as that defined by the criteria of the World
Health Organization to participate [32]. We made abaseline
examination and assessment of the cardiovascular status of
the first 215 patients who agreed to take part in the study
and who had given informed consent. Samples were ob-
tained 3 to 4 months after the last acute episode. The
patients were matched for age ( = 5 yr) and body-mass
index ( = 1.5) with 215 mae controls from the same
geographical area with no clinical evidence of coronary
disease (they were al recruited at their place of work during
a routine medical examination).

2.2. Laboratory measurements

DNA was obtained from leukocytes using standard pro-
cedures. To determine the polymorphisms at positions 55
and 192, DNA was amplified and analyzed by restriction
isotyping as previously described [33].

Only serum drawn after overnight fasting was used for
biochemical measurements. After separation the samples
were frozen immediately at —70°C until they were ana-
lyzed. PON1 activities were measured using the discrimi-
native paraoxon and the nondiscriminative phenylacetate
substrates, as previously described [34,35]. Briefly, the
baseline and the 1 M NaCl-stimulated rate of hydrolysis of
paraoxon (paraoxonase activity) were measured by moni-
toring the increase in absorbance at 412 nm in an automated
assay performed in an ILab 900 automatic analyzer (Instru-
mentation Laboratories, Milan, Italy). The rate of hydrolysis
of phenylacetate (arylesterase activity) was measured by
monitoring the absorbance at 270 nm in a spectrophotom-
eter (UVIKON 922, Kontron Instruments, Zurich, Switzer-
land).

Serum levels for total cholesterol and triglyceride were
measured by enzymatic methods (ITC Diagnostics, Barce-
lona, Spain). HDL cholesterol was measured with a homo-
geneous assay [36]. Apoprotein (apo) A-l and apo B levels
were measured by immunoturbidimetry (BioKit, Barcelona,

Spain).
2.3. Satistical analysis

The normality of the sample distribution of each contin-
uous variable was tested with the Kolmogorov-Smirnov
test. Since some measurements (paraoxonase and arylester-
ase activities and triglyceride and apo B concentrations) did
not present with normal distributions, their values were

Table 1
Main characteristics of the populations studied. Continuous variables are
expressed as mean = SD

Controls Myocardia
(n = 215) infarction
(n = 215)

Agein years 62.1 + 16.4 60.6 = 11.8
Body-mass index, kg/m? 262+ 35 271+ 42
Diabetes, n (%) 9(4.2) 35(16.3)°
Hypertension, n (%) 8(3.7) 52 (24.2)°
Current or former smoker, n (%) 72 (334) 151 (70.2)°
Cholesterol, mmol/L 527121 571+ 1.10°
HDL -cholesterol, mmol/L 1.23 = 042 111+ 0.35°
Triglyceride, mmol/L 152 +0.91 1.97 + 1.12°
Apo Al, g/L 1.38 + 0.25 122 + 0.43*
Apo B, g/L 110 = 0.33 1.25 + 0.32%
Paraoxonase activity (U/L),
Baseline 265 + 54 214 + 852
Stimulated 442 + 146 375 + 1122
Arylesterase activity (KU/L) 92+21 89+ 24

ap < 0.05,
P p < 0.005 with respect to controls.

log-transformed before the statistical analysis. One-way
analysis of variance or the nonparametric Mann-Whitney U
test was used. Allele frequencies were estimated by the
gene-counting method and Hardy-Weinberg's equilibrium
was tested by the chi-square test. The strength of the asso-
ciation of the selected variables with the ocurrence of myo-
cardia infarction was estimated by calculating the odds
ratios with Epi-Info (Centers for Disease Control and Pre-
vention, Atlanta). Logistic regression was used to assess the
ability to predict case status and to ascertain the indepen-
dence of the cardiovascular risk factors. Statistical assess-
ment was carried out using SPSS/PC + 10.0 (SPSS, Chi-
cago, IL, USA). A significant difference was defined as a
two-tailed p < 0.05.

3. Resaults

3.1. Study population and cardiovascular risk factors

Patients with M| were relatively young and the serum
concentrations of HDL cholesterol and apo A-I were lower
than in controls. The serum concentrations of cholesterol,
triglycerides and apo B were higher in patients than in
controls (Table 1). As expected, the prevalence of diabetes,
hypertension and cigarette smoking was also higher in pa
tients than in controls. Arylesterase activity was similar in
patients and in controls but the paraoxonase activity (base-
line and stimulated) was significantly lower in patients.
Table 2 shows the odds ratios for the selected risk factors.
The odds ratios for plasma triglycerides, apo A-1, apo B and
the PON1 genotypes did not show any significant associa-
tion with the presence of disease when compared with the
age-matched controls. The risk factors associated with the
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Table 2
Odds ratios for cardiovascular risk factors
OR 95% ClI

Hypertension 5.12 2.55-8.65
Smoking status 3.99 2.46-5.23
Diabetes 251 1.12-3.02
Plasma cholesterol 224 1.81-4.57
HDL-cholesterol 3.86 2.41-6.54
Plasma triglyceride 0.93 0.62-1.40
Apo A-l 0.53 0.13-2.21
Apo B 0.90 0.16-5.07
Baseline paraoxonase 2.85 1.89-3.65
Stimulated paraoxonase 2.45 1.17-2.99
Arylesterase 101 0.99-1.03
Carriers of the R alele 1.30 0.90-1.87
Carriers of the L allele 0.96 0.66-1.40

highest estimated odds ratio were the presence of hyperten-
sion, smoking status and HDL cholesterol. The signifi-
cances were confirmed with a multiple logistic-regression
model that adjusted for the presence of other cardiovascular
risk factors. However, 56% of the risk of developing Ml in
this population was already attributable to hypertension,
smoking, plasma cholesterol and HDL cholesterol.

3.2. Genotypes do not predict myocardial infarction

Table 3 summarizes the genotyping data. These genotype
distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium. There
were no statistical differences in the PON1 (55) and PON1
(192) genotype or the alele distribution between case pa-
tients and age-matched controls. Neither were there any
differences in the frequencies of combined haplotypes (Ta-
ble 3). A previously described linkage disequilibrium [8],
which produced arginine at position 192 and leucine at
position 55, was also observed in our sample (Table 3). The
PON1 (55), PON1 (192) and combined haplotypes did not
predict case status by use of logistic regression.

3.3. Influence of PON1 polymorphisms on enzyme
activities

When the enzyme activities were plotted according to the
polymorhisms studied, it was evident that PON1 (55) and
PON1 (192) polymorphisms greatly influenced baseline and
stimulated paraoxonase activities but arylesterase was less
influenced. There were aso some statistically significant
differences in paraoxonase and arylesterase activities be-
tween patients and controls (Fig. 1) that disappeared when
the haplotypes were considered. Table 4 shows the enzyme
activities of the haplotypes for the whole group. The Met-
Leu55 polymorphism influenced the hydrolysis of both sub-
strates. The activity of isoenzymes with methionine at
codon 55 was lower. Serum PON1 activity increased in the
order MM < ML < LL in both the patient and control
groups. There was also a good correlation between the

Table 3
PON1 (192) and PON1 (55) genotypes and combined haplotype
distributions

Controls, Petients, OR (95% ClI)
n (%) n (%)
PON1 (192) genotypes
QQ 106 (49.3) 105 (48.8)
QR 93 (43.2) 87 (40.4)
RR 16 (7.5) 23(10.8)
Alleles
Q (Gln) 0.75 0.69
R (Arg) 0.25 031
PONL1 (55) genotypes
MM 38(17.7) 30 (14.1)
ML 91(42.3) 107 (49.7)
LL 86 (40.0) 78(36.2)
Alleles
M (Met) 0.39 0.39
L (Leu) 0.61 0.61
Combined
QQ/MM 36 (16.7) 27 (12.6) 1.49 (0.70-2.81)
QQ/ML 46 (21.4) 51(237)  0.81(0.45-1.45)
QQ/LL 24 (11.2) 27(126)  0.85(0.43-1.67)
QR/MM 2(0.9) 3(14) —
QR/ML 46 (21.4) 54(25.1)  0.72(0.41-1.29)
QRILL 45 (20.9) 30(13.9)  1.70(0.89-3.10)
RR/IMM 0 0 —
RR/ML 0 0 —
RR/LL 16 (7.4) 23(10.7)  0.63(0.30-1.35)

Q refers to Glutamine and R to Arginine at position 192; L refers to
Leucine and M to Methionine at position 55.

baseline and stimulated paraoxonase activities within the
PON1 (192) genotypes or combined haplotypes, and the
activity increased in the order QQ < QR < RR. Thelinkage
disequilibrium that associated L and R alleles, and which
led to a greater proportion of R alele carriers among the L
alele carriers than among the M allele carriers, may explain
the different activity toward paraoxon.

3.4. The effect of PONL1 activities is not independent of
other risk factors

As expected, serum baseline and stimulated paraoxonase
activity phenotypes significantly predicted CHD cases vs.
controls (Baseline paraoxonase: R = 0.489; B = 0.052;
p = 0.032. Stimulated paraoxonase: R> = 0.510; B =
0.103; p = 0.015, respectively). Logistic regression was
used with age as a covariate. However, when PON1 (192),
PON1 (55) genotypes or combined haplotypes were added
to paraoxonase in the prediction model, the effects were no
longer significant. A similar effect was observed when the
prediction model was adjusted for total cholesterol, HDL-
cholesteral, triglycerides, apoA-1 and apo B.

4, Discussion

There is increasing evidence showing that serum PON1
is related to the prevention of CHD [11-17]. According to
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Fig. 1. Serum PON activities in patients (black bars) and controls (white bars) according to the 55 and 192 gene polymorphisms.
*p < 0.05 with respect to controls; ® < 0.05 with respect to the other two genotypes; ®p < 0.05 with respect to QQ or MM, respectively.

the oxidation hypothesis of atherosclerosis, this enzyme
prevents lipoperoxides from accumulating in LDL particles
[3-5]. Consequently, considerable research has been done
to determine its physiologycal role and the functional dif-
ferences between itsisoenzymes. The GIn-Arg192 and Leu-
Met55 polymorphisms are known to affect PON1 activity
using paraoxon as a substrate and, therefore, both genotypes
should be included in association studies although, to our
knowledge, previous data are scarce [29].

In a Spanish sample, we found no significant differences
in genotype and alele frequencies for PON1 polymor-
phisms at positions 55 and 192 between control subjects and
patients with MI. The frequencies were similar to those
described for other Caucasian populations [8,10,12,17,18],
although the variability and discrepancies were considerable
even in studies conducted in the same ethnic population.
These discrepancies may be related to the effects caused by
other genes as PON2 [37] or to posttranslational modifica-
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Table 4
Baseline stimulated (in the presence of 1M of NaC1l) paraoxonase and
arylesterase activities (mean=SD) in the whole group (n=430)

QQ QR RR ANOVA
P vaue
Baseline
Paraoxonase
(U/L)

MM 167 = 34 236 *+ 163 — <0.0001
ML 211 + 59 298 + 68 — <0.0001
LL 246 + 62 315 + 82 434 + 118 <0.0001
P value <0.0001 0.0056
Stimulated
Paraoxonase (U/L)
MM 163 + 54 286 = 290 — <0.0001
ML 236 = 141 480 + 176 — <0.0001
LL 271 + 115 546 = 180 876 + 240 <0.0001
P value <0.0001 0.0048
Arylesterase (KU/L)
MM 83+ 15 82+ 20 — NS
ML 93+ 17 91+ 19 — NS
LL 98 + 16 95+ 19 2 +17 NS
P value 0.028 0.043

Q refers to Glutamine and R to Arginine at position 192; L refers to
Leucine and M to Methionine at position 55.

tions of the enzyme. However, we found that paraoxonase
activity was significantly lower in survivors of MI. It is
obvious, therefore, that if the genotype distribution in pa-
tients is not different from that in controls, these genetic
polymorphisms or combined haplotypes cannot be the cause
of the difference in PONL1 activity between them.

In our sample, however, the two polymorphisms were
associated with PON1 activity, which increased in the order
of the QQ < QR < RR genotype in the PON1 (192)
polymorphism and MM < ML < LL genotypein the PON1
(55) polymorphism. In our cohort, then, the genotypeis seen
to have an effect. The lower activity of PON1 using para-
oxon as a substrate observed in our patients suggests that
there is an association between paraoxonase and CHD, but
the relationship seems to be weak (OR = 2.85) as compared
with that of hypertension (OR = 5.12) or smoking status
(OR = 3.99) (Table 2). Our patients, however, were survi-
vors of myocardial infarction; a possible selection bias can-
not be excluded. Patients who did not survive may have a
different prevalence of this risk factor. In our patients, the
association with well-known cardiovascular factors was
stronger in terms of the estimated odds ratio and these
conventional factors explain most of the attributable risk.
Moreover, when we added these variables to the prediction
model in aregression analysis, paraoxonase was no longer
a dtatistically significant factor. Therefore, in accordance
with previous results [19-26], our data suggest that differ-
ences in PON1 do not affect healthy individuals. Interest-
ingly, however, most of the associations between PON1
polymorphisms and higher cardiovascular risk have been
found in diabetics. The different protection of PON1 isoen-
zymes may therefore only be evident in individuals with

certain additional cardiovascular risk factors or increased
oxidative stress.

Although association studies into multifactorial diseases
have played a key role in implicating some genes in MI,
they do have certain limitations [38]. The PON1 genotypes
do not seem to be the cause of the disease, and the positive
association is probably dependent on the characteristics of
the population studied [11-13]. However, these genotypes
may still interact with other inherited traits to cause the
disease process and some modifiers of paraoxonase activity
not reflected by these two polymorphisms may play arolein
atherogenesis. To illustrate this point it can be mentioned a
recent finding by our group describing an interaction be-
tween apo E and PON1 (55) polymorphisms that affect
PONL1 activity [39].

Other factors should be considered in an attempt to shed
some light on these confusing results. It has been suggested
that some isoenzymes may protect LDL from oxidative
modifications more effectively than others [40—43]. This
suggestion, however, has raised considerable controversy. It
may aso be possible that the antioxidant effect of some
PON1 isoenzymes prevents certain processes that are
closely connected to the development of CHD and their
effects are only detectable under stress conditions [44,45].
Diet should also be considered. One of the characteristics of
the Mediterranean diet is that it is high in antioxidants and
low in cooking-rel ated oxidants. This decreases the waste of
nutritional and endogenous antioxidants and may mask
guantitative and functional changes in serum paraoxonase
[46,47]. Similar effects have been observed with amoderate
daily consumption of alcohol [48]. Moreover, a high intake
of antioxidants can preserve the activity of the enzyme and
its capacity to hydrolyze hydroperoxides [49-51], and the
concentration of PON1 in populations with traditional
Western-type diets is lower than in Mediterranean popula-
tions [39,52].

In summary, there is no association between the PON1
(192) and PONL1 (55) genotypes and increased risk of myo-
cardia infarction in our population but patients have lower
plasma paraoxonase activity than controls. Further studies
are needed to ascertain the role of antioxidantsin preventing
CHD.
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PRELIMINARY REPORT

Hepatic Paraoxonase Activity Alterations and Free Radical Production in Rats
With Experimental Cirrhosis

Natalia Ferré, Jordi Camps, Maria Cabré, Antoni Paul, and Jorge Joven

Relationships between hepatic antioxidant paraoxonase (PON1) activity, lipid peroxidation, and liver injury were investigated
in rats with CCl,-induced cirrhosis. The study was performed in 60 CCl,-treated rats and 60 control animals receiving a
standard diet or one supplemented with zinc. Subsets of 10 animals each were killed at weeks 1, 5, and 7 of the study. Results
showed that PON1 significantly decreased in rats given CCl, alone compared with control animals. This effect was partially
reversed in animals receiving zinc. Conversely, lipid peroxides were significantly increased in rats given CCl, alone and
returned to approximately normal values in animals receiving zinc supplement. PON1 was inversely correlated with lipid
peroxidation in all the animals studied. These alterations coincided with changes in serum alanine aminotransferase activity.
In vitro incubation of isolated microsomes with CCl, or malondialdehyde did not produce any significant changes in PON1,
indicating that the decrease in PON1 in CCl,-treated animals was not secondary to a direct inhibitory effect of lipid
peroxidation products. These data show a time course and quantitative relationship between PON1 activity and lipid
peroxidation in rats with CCl,-induced cirrhosis and suggest that this enzyme plays a significant role within the antioxidant

systems in liver microsomes.
Copyright © 2001 by W.B. Saunders Company

ARAOXONASE (PONZ1; aryldialkylphosphatase E.C.
3.1.8.1) isan ester hydrolase that catalyzes the hydrolysis
of organophosphorates and other xenobiotics.t The enzyme is
found in several tissues, predominantly in the liver,23 and also
in serum, in which it is bound to high-density lipoproteins
(HDL).# Its physiologic role is still unclear, athough evidence
exists for a protective effect of PON1 against oxidative stress.>
Being tightly associated with HDL, PON1 may be involved in
the protection conferred by HDL on low-density lipoprotein
(LDL) oxidation® and, as such, with aspects of cardiovascular
disease.

In contrast, there is a paucity of data on the hepatic enzyme.
Rat and human liver PON1 are esentially microsomal enzymes
associated with vesicles derived from the endoplasmic reticu-
lum.78 An antioxidant hepatoprotective role may be readily
hypothesized for hepatic PON1 because liver microsomes are
the major sites for the catabolism of xenobiotic compounds,
reactions in which increases in free radical species are ob-
served. Several studies have suggested that oxidative stress
plays an important role in the pathogenesis of liver diseases.®10
The effects of antioxidants on the production of lipid peroxides
and fibrogenesis have been investigated in models of experi-
mental cirrhosis. For example, addition of zinc, a metal known
to regulate several intracellular antioxidant systems,*t to the
diet has been associated with decreases in lipid peroxidation
products and collagen synthesis, as well as with hepatic histo-
logic and functional amelioration in rats treated with CCl ,.10

In view of these observations and the absence of data on the
possible alterations of liver PONL1 in cirrhosis, we decided to
investigate the relationships between hepatic microsomal
PON1 activity, lipid peroxidation and the progress of the dis-
ease in rats with CCl jinduced cirrhosis. Further, we assessed
the modulation of these processes by the dietary administration
of zinc.

MATERIALS AND METHODS
In Vivo Experiment

The study was performed in 60 male Wistar rats submitted to a CCl,
cirrhosis-induction program?2 and in 60 control animals. At the start of
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the experiment, control and CCl ,-treated rats were divided into 4
groups (n = 30): group A, control rats fed with a standard diet (Panlab,
Barcelona, Spain); group B, control rats fed with standard diet plus a
supplement of zinc (227 mg/L of ZnSO, dissolved in the drinking
water); group C, CCl,-treated rats fed with a standard diet; group D,
CCl ,-treated rats fed with a standard diet plus the supplement of zinc.
Subsets of 10 animals from each group were sacrificed at weeks 1, 5,
and 7 of the study. All animals received humane care in compliance
with our ingtitution’s criteriafor the care and use of laboratory animals.

Analytical Measurements

Livers were processed to obtain whole homogenates and microsome
fractions as previously described.1® The determination of PON1 activ-
ity in rat liver microsomes was analyzed by measuring the rate of
hydrolysis of paraoxon.4 Arylesterase activity was analyzed, as an
indirect estimation of PON1 protein concentration,!s by measuring the
rate of hydrolysis of phenylacetate.’4 Units of PON1 and arylesterase
activity were defined as in the report of Hasselwander et a.16 The
production of lipid peroxides was measured in rat whole-liver ho-
mogenates by the thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS)
method.1” Serum alanine aminotransferase (ALT) was analyzed, as an
index of hepatic necrosis, by the International Federation of Clinical
Chemistry (IFCC) method, which uses L-alanine and oxoglutarate as
substrates (ITC Diagnostics, Barcelona, Spain). Protein concentration
in liver fractions was determined by the colorimetric technique of
pyrogalol red (ITC Diagnostics). Sections of liver specimens were
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stained with hematoxylin, reticulin, and Masson trichrome stains for
histologic examination.

In Vitro Study

The possible effects of CCl, and of maondialdehyde (MDA) on
microsomal PON1 activity were investigated by incubating these com-
pounds at 37°C for 30 minutes with isolated microsomes obtained from
normal rats in an incubation medium containing ATP (0.1 mmol/L),
NADPH (0.1 mmol/L), and an NADPH regenerating system.'8 CCl,
was added to the incubation mixture at concentrations of 9, 27, and 81
mmol/L. MDA was added at 15, 45, and 135 wmol/L. The concentra-
tions of these 2 compounds in this experiment were similar to those
previously used in studies on free radical generation in isolated liver
microsomes.1® Experiments were performed in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

Histopathologic assessment of the hepatic tissue indicated a
normal architecture in al of the control animals (groups A and
B). Rats given CCl, alone (group C) had normal livers at week
one; at week 5, 6 of the 10 animals' livers were fibrotic and 4
were cirrhotic. By week 7, most of the rats (8 of 10) in this
group were diagnosed as cirrhotic. The rate of progress of the
disease was delayed by zinc administration (group D). In rats
given CCl, and zinc, fibrosis was observed in all the rats at
week 5 and cirrhosis was observed at week 7 in only 2 of 10
animals.

The microsomal concentration of proteins in CCl ,-treated
rats decreased at week 1 (1.86 = 0.26 v254 + 0.15¢g/L; P <
.001) and remained low for the rest of the study (week 5,
1.63 = 0.24v 249 *+ 0.15 g/L; week 7, 1.19 * 0.27 v 2.00 =
0.29 g/L; P < .001). Similar results were obtained in rats given
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CCl, and zinc at weeks 1 (1.35 = 0.39 v 2.56 = 0.13 g/L) and
5(1.53 £ 0.34 v 2.58 = 0.28 g/L), but at week 7 this parameter
increased to values similar to those of control animals (2.17 +
0.17 v 2.10 = 0.21 g/L).

Results of the PON1 activity measurement are shown in Fig
1A. PONL1 activity was significantly decreased from the first
week of treatment in the rats administered CCl, aone. This
effect was partially reversed in animals receiving a zinc-sup-
plemented diet. Similar results were obtained for the ratio of
PON1 to arylesterase (Fig 1B). The reverse situation applied in
TBARS concentrations (Fig 1C), which were significantly in-
creased in rats treated with CCl , and returned to normal values
at week 7 inrats given CCl, and zinc. Serum ALT activity (Fig
1D) progressively increased in rats treated with CCl , alone; this
increase was lower in the animals given CCl, and zinc. PON1
activity was inversely correlated with the concentrations of
TBARS (r = .56; P < .001) and with ALT (r = .45; P < .001)
in al the animals studied. These results establish a chronologic
sequence and quantitative relationship between the decrease in
hepatic microsomal PON1 activity and the generation of lipid
peroxidation products in CCl ,-treated rats. Further, clear rela-
tionships between the biochemical and histologic improvement
after zinc administration together with a partial recovery of
PON1 activity are observed. These data suggest that hepatic
PON1 may play a protective role against free radical produc-
tion in the hepatic organelles.

Liver production of PON1 may be reduced as a part of a
genera sign of hepatic toxicity. This concept is supported by
the observation that changes of the microsomal PON1 activity
parallel those of the microsomal concentrations of total pro-

Fig 1. Results (means and
SD) of the in vivo experiment in
control rats ((J), control rats
given zinc (), CCl,-treated rats
(E3), and rats treated with CCl,
and zinc (m). 2P < .05; P < .01;
°P < .001 compared with control
rats. 9P < .01; °P < .001 com-
pared with rats treated with
CCl,. Results of PON1 are ex-
pressed as units per milligram of

microsomal protein. Results of
TBARS are shown as picomoles
per milligram of homogenate
protein.
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teins. However, our study shows alterations of the enzymatic
specific activity (PON1 activity/mg protein) and of the ratio of
PON1 to arylesterase activity, indicating that a more specific
inhibition of the enzyme activity takes place as well.

The onset and devel opment of cirrhosis have previously been
related to an increase in hepatic free radical generation in this
experimental model, and the hepatoprotective effects of zinc
have been shown to be associated with an inhibition of free
radical production.2° Serum PON1, which is carried in circu-
lation bound to HDL particles, protects LDL from peroxida-
tion. This protection may be related to the ability of PON1 to
hydrolyze some oxidized phospholipids* and cholesteryl hy-
droperoxides?! present in oxidized LDL. However, the protec-
tive effect of serum PON1 on LDL has been shown to be
accompanied by some inactivation of the enzyme by oxidized
lipids.22 To investigate whether lipid peroxidation products
inhibited hepatic PON1 activity, an in vitro experiment was
performed using hepatic microsomes. The results showed that
microsomal PON1 activity was not affected either by CCl, or
by MDA (Table 1). The reasons for this discrepancy from
human serum PON1 inactivation by oxidized lipids cannot be
ascertained from the present investigation. It could be related to
the differences in organ and/or species investigated or, more
likely, to the compositional differences of the oxidized lipids
produced under different conditions. For example, the com-
pounds involved in PON1 inactivation by LDL are oxidized
arachidonate derivatives? that are likely to be in higher con-
centrations in LDL than in liver microsomes. These results
suggest that the PON1 decrease in CCl ,-treated rats is not the
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Table 1. PON Activity in Isolated Microsomes

PON (U/mg)
Basal* 47 £ 05
CCl,
9 mmol/L 43 +0.3
27 mmol/L 45+ 1.0
81 mmol/L 5.1 +0.7
MDA
15 uwmol/L 49 + 1.1
45 umol/L 5.2 +0.3
135 pmol/L 46 +0.8

NOTE. Results are expressed as means = SD.
*No xenobiotics added.

consequence of direct inhibition of lipid peroxidation products
on PON1 activity.

In summary, the present investigation shows for thefirst time
that a decrease in liver microsomal PON1 activity is an early
biochemical change related to lipid peroxidation and liver
injury observed in rats with CCl ,-induced cirrhosis. As such,
this enzyme may have a role within the antioxidant systems of
liver microsomes. Further studies are needed to fully define this
role and to establish the relationships between hepatic PON1
aterations and the pathophysiology of chronic liver disease.
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