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RESUMEN

En este estudio se determind la actividad sérica arilesterasa
de PONL en nifios panamefios de ambos sexos de hasta
un afio de edad, distribuidos en tres grupos estudio,
dependiendo del tipo de hemoglobina: SS, AS y AA.

La actividad arilesterasa de PONL1 fue cuantificada
mediante un método cinético ultravioleta, con el objetivo
de establecer un protocolo que permita, a cualquier labo-
ratorio de genética de un hospital, medir esta actividad, la
cual puede ser utilizada como un biomarcador del estrés
oxidativo en pacientes con anemia falciforme o cualquier
otra patologia y que permita disefiar nuevos tratamientos
para mejorar su calidad de vida.

Mediante un analisis estadistico de Tukey, se observé que

el valor promedio de la actividad arilesterasa de PON1
obtenido en la poblacién con HbAA fue mayor que en la
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poblacion con HbAS y HbSS, teniendo estas dos ultimas valores muy cercanos
(estadisticamente no diferentes), lo que evidencia que la medicion rutinaria de
la actividad arilesterasa de PON1 podria utilizarse como un biomarcador del
estrés oxidativo en ésta, y otras patologias.

PALABRAS CLAVES: Anemia Falciforme, PON1, Arilesterasa, Estrés
Oxidativo.

INTRODUCCION

La Anemia Falciforme es una enfermedad hereditaria con un patrén de herencia
autosoémica recesiva, causada por una mutacion que origina una hemoglobina
anormal, la Hemoglobina S (HbS) (Martin Ruiz, et al., 2008)).

Una de las alteraciones méas importantes que presentan los pacientes con anemia
falciforme es la vaso-oclusion. Esta alteracion produce un desequilibrio entre
vasoconstrictores y vasodilatadores, se favorecen los primeros y el flujo de la
sangre se hace lento (Ferreiray Silva, 2013).

En los organismos aerobios, el oxigeno tiene una funcion fundamental en la
produccion de energia, pero a partir del oxigeno se producen las especies
reactivas de oxigeno (ROS) que producen dafio a nivel celular. Las especies
reactivas de nitrégeno son otras especies altamente reactivas y, por lo tanto,
también contribuyen al estrés oxidativo.

Como defensa, los organismos utilizan enzimas antioxidantes y moléculas no
enzimaticas (sistemas antioxidantes enddgenos y exdgenos, respectivamente)
que mantienen un equilibrio con las ROS. Los organismos vivos producen
constantemente ROS sumadas a las que aporta el medio ambiente externo,
cuando se produce un desequilibrio entre los ROS y los antioxidantes el estado
que se alcanza es conocido como estrés oxidativo. Un aumento en el estado
redox normal de una célula provoca efectos toxicos que pueden conducir a
dafos en las células de los tejidos. Las ROS pueden oxidarlos componentes de
la célula, incluyendo lipidos, ADN, proteinas y otras (Ferreiray Silva, 2013).

Evidencia reciente sugiere que el cuadro hemolitico que se observa en pacientes
con anemia falciforme se debe al estrés oxidativo al cual esta sometido el
eritrocito. El estrés oxidativo provoca dafios a las membranas y a componentes
intracelulares, lo cual se relaciona con una disminucién de los sistemas
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antioxidantes, produciendo la salida del contenido hacia el espacio extracelular
(Rusanova, 2010).

La enzima Paraoxonasa (PON1) es una esterasa calcio-dependiente que fue
descrita por primera vez por su capacidad para hidrolizar productos del
metabolismo de organofosfatos y pesticidas. La PON1 es una proteina de 43-
45 kDa, expresada en varios tejidos, pero se sintetiza principalmente en el higado
y circula en sangre unida a la lipoproteina de alta densidad (HDL). La PON1
ha sido objeto de investigacion, debido a su capacidad para proteger las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) contra el estrés oxidativo, reduciendo la
formacion de las células espumosas y previniendo el desarrollo de la
aterosclerosis. El gen de laPON1 presenta polimorfismos que han sido asociados
con enfermedades, incluyendo las coronarias, Parkinson, diabetes tipo 2 y
enfermedad inflamatoria intestinal (Catafio, H.C., 2005, Nus et al., 2008,
Kopprasch et al., 2003).

Tomando en consideracion la asociacion de la enzima PON1 a la HDL y la
funcidn protectora de esta ultima contra el riesgo aterégenico, consideramos
importante estudiar el grado de actividad arilesterasa de PON1 en una muestra
sana con HbAA 'y compararlo con muestras de una poblacion portadora HbAS
y una afectada por anemia falciforme HbSS. Mas aun, dado que la determinacion
del grado de estrés oxidativo en una persona requiere la determinacion de varios
marcadores y actividades enzimaticas (entre ellos superoxido dismutasa, 6xido
nitrico sintasa, glutation reductasa, glutation peroxidasa, relacion glutation
reducido/glutation oxidado, especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno), lo
cual resulta oneroso en tiempo y dinero, consideramos importante estudiar la
posibilidad de utilizar la determinacidn rutinaria de la actividad arilesterasa de
PON1 como un solo biomarcador confiable de estrés oxidativo, no solo en
individuos con anemia falciforme, sino también en otras patologias que cursan
con este factor de riesgo.

PARTE EXPERIMENTAL

Universo y Muestra:

Las muestras se distribuyeron en tres brazos de estudio que incluyeron pacientes
diagnosticados con HbSS, HbAS y Hb AAen el Programa Nacional de Tamizaje

Neonatal con sede en el Hospital de Nifio, en edades de hasta de 1 afio. Se
selecciono un total de 36 participantes, 10 con HbAA, 19 HbASy 7 HbSS. Los
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criterios de inclusion fueron los siguientes: edad hasta 1 afio, pacientes de ambos
sexos con diagnostico confirmado de HbSS, portadores de ambos sexos con
diagnostico confirmado de HbAS, lactantes de ambos sexos con hemoglobina
normal HbAA y nifios cuyos padres o tutores legales hubiesen firmado el
Consentimiento Informado. Se adoptaron los siguientes criterios de exclusion:
nifios mayores de 1 afio, nifios falcémicos que presentes crisis o infeccion,
nifios con algun tipo de hemoglobinopatias y muestras hemolizadas, ya que la
enzima pierde actividad (datos no publicados).

La Dra. Gladys Cossio, Direccion de Tamizaje Neonatal del Hospital del Nifio,
invitd a los padres de los nifios a participar en este estudio. Los padres
autorizaron la participacion firmando el consentimiento informado.

Obtencion y procesamiento de las muestras de sangre:

Personal idoneo del Laboratorio de Genética del Hospital del Nifio extrajo 3 ml
de sangre a cada participante mediante veno-puncion del brazo. Las muestras
de sangre se recolectaron en tubos sin anticoagulantes, preservadas a 4°C y
transportadas en bafios de hielo al Laboratorio del Departamento de Bioquimica
y Nutricién, ubicado en la Facultad de Medicina de la Universidad de Panama.
Los 3 mL de sangre fueron centrifugados a 4°C y 5000 RPM durante 10 minutos.
Con laayuda de una micropipeta de 1000 L, se separ0 el suero de cada muestra
y se guardaron a 4°C hasta la medicion de la actividad de la enzima.

Estandarizacion del método:

Para estandarizar el método se tomo6 en consideracion la temperatura de
almacenamiento de la muestra. La actividad arilesterasa de PON1 se midio en
una muestra de suero recién obtenida; el resto de la muestra fue distribuida en
tres tubos que se almacenaron durante 24 horas a las siguientes temperaturas:
-30°C (congelador), 4°C (cuarto frio) y temperatura del laboratorio. Pasadas
las 24 horas, se encontro que no hay péerdida apreciable de la actividad enzimética
cuando se almacena a 4°C (datos no publicados). El espectrofotometro se
conect6 a un bafio a 25°C, por lo que todos los reactivos fueron pre-incubados
a 25°C antes de iniciar la reaccion. El pH de la reaccion se ajusto a 8.0 con
trishidroxiaminometano ya que la enzima tiene este mismo pH optimo. La mezcla
de reaccion contenia CaCl,, ya que el ion Ca* funciona como cofactor de la
enzima.
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Determinacion de la actividad arilesterasa de PON1 (Richter R.J., etal.,
2009):

Para cada muestra se realizaron dos determinaciones, calculando el promedio
de ambos.

A 10 pL de suero se agregaron 90 pL de agua destilada contenidos en tubo de
vidrio de 5 mL, se mezclaron perfectamente por succion utilizando la micropipeta
y se coloco en un bafio a 25°C hasta nivelar la temperatura. La actividad
arilesterasa se determind mediante un método cinético siguiendo la velocidad
de hidrolisis del fenilacetato 10 mM, a una longitud de onda de 270 nm, a 25°C
durante 3 minutos. La mezcla de reaccion contenia suero diluido, cloruro de
calcio 0.9 mM, trishidroxiaminometano 20 mM pH 8 y fenilacetato 1.0 mM, en
un volumen total de 3.0 mL. El ensayo se inicié mediante la adicion del sustrato.
El coeficiente de extincion del fenol a 270 nmes 1310 M*cm™.

El cambio de absorbancia (D), el coeficiente de extincion del fenol, el factor de
dilucion de la muestra y los factores de conversion se utilizaron para calcular la
actividad arilesterasa de PONL1.

La actividad arilesterasa se expreso en U/mL; 1U/mL =1 pmol de fenilacetato
hidrolizado/min.

Actividad Arilesterasa = A Abs min/e ¢ =1310 M*cm™ = 1310 L/mol
1x108 pmol/1 mol 1 mol/1310 L = 763.36 pumol/L

Actividad arilesterasa de PON1 U/mL = A Abs e« 763.36 uM/min

Analisis Estadistico (Hervé and Williams, 2010):

Los resultados se expresaron en términos de los valores promedios de la actividad
arilesterasa de PON1 * desviacion estandar. El analisis estadistico se llevo a
cabo mediante la prueba de Tukey, método utilizado para comparar las medias
de los tratamientos, por pares (de dos a dos), o sea para evaluar las hipotesis:

Ho: p, = p,_u,_p, (las medias son iguales);

H1:p, # p, =z, # p, (las medias son diferentes).
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Consideraciones Eticas:

El protocolo de investigacion se aprobo por el Comité de Bioética en
Investigacion del Hospital del Nifio de Panama.

RESULTADOS Y DISCUSION

La poblacién de estudio esta compuesta por 36 infantes en edades de hasta de
un (1) afo, divididos en tres grupos diagnosticados con HbAA, HbAS y HbSS
en el Programa Nacional de Tamizaje Neonatal del Hospital del Nifio. No se
hizo distincion de los infantes por edad (meses) y sexo. La Tabla No. 1 muestra
los resultados obtenidos en las 3 poblaciones de estudio, expresados en términos
de los promedios de la actividad arilesterasa de PON1 + desviacion estandar.

Tabla No. 1.
Actividad Arilesterasa (U/mL) en nifios con HbAA, HbAS y HBSS

Actividad Arilesterasa

Fenotipo | n
U/mL £ DS

HbAA 10 | 111,8681 U/mL + 29
HbAS 19 53.36 U/mL £ 17
HbSS 7 46.59 U/mL = 16

El maximo valor de la actividad arilesterasa de PON1 obtenido en individuos
con HbAA (sanos) fue 154.96 U/mL, mientras que el valor mas bajo fue 63.33
U/mL, obteniéndose un valor promedio de actividad de 111.86 U/mL; la
desviacion estandar fue 29 U/mL.

Para los individuos con HbAS (portadores), el valor maximo de la actividad
arilesterasa de PON1 medido fue 86.36 U/mL, mientras que el valor mas bajo
obtenido fue 27.95 U/mL; el valor promedio de actividad fue 53.36 U/mL, con
una desviacion estandar de 17 U/mL.

Por otro lado, el valor maximo de la actividad arilesterasa de PON1 medido en
individuos con HbSS (falcémicos) fue 76.86 U/mL y el menor fue de 31.68 U/
mL. El valor promedio de actividad obtenido para este grupo fue 46.59 U/mL,
con una desviacion estandar de 16 U/mL.
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Estos mismos resultados se aprecian mejor en la Gréafica No. 1.
GréficaNo. 1

Promedio de la actividad arilesterasa de
PONL1 en las tres poblaciones de estudio
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La Grafica No. 1 muestra las diferencias aparentes del valor promedio de la
actividad arilesterasa de PON1 obtenidos para los 3 grupos de estudio. Se
observa claramente que el valor promedio obtenido en la poblacién con HbAA
la actividad arilesterasa fue mayor (més del doble) que en la poblacion con
HbAS y HbSS, teniendo estas dos ultimas valores muy cercanos.

El analisis estadistico mediante la prueba de Tukey indica que existen diferencias
estadisticas entre los tres grupos (F=29.1, p=0.0000, gl = 2,33). El anélisis de
post comparacion de medias indica que el grupo que provoca las diferencias es
el sano HbAA (p < 0.05). Estos resultados se muestran en la Grafica No. 2.

Grafica No. 2. Diferencias en el promedio de la actividad arilesterasa de PON1
en los tres grupos de estudio de acuerdo con el anélisis estadistico de Tukey.
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Con base en el planteamiento de nuestra hipotesis, podemos inferir que el
promedio de la actividad arilesterasa de PON1 en pacientes con anemia
falciforme es mucho mas baja que el encontrado para individuos sanos.
Ciertamente, no esperdbamos que el promedio de la actividad arilesterasa de
PONL1 en portadores fuese mucho méas bajo que el registrado en individuos
sanos.

Diatta et al. (2014) han encontrado un perfil lipidico anormal en individuos
falcémicos (HbSS) que incluye una disminucion en el nivel de HDL-C, un
incremento en la relacion TG/HDL-C y una gran fraccion de LDL oxidada. Es
probable que la disminucion de la actividad arilesterasa de PON1 encontrada
en este estudio en individuos con HbSS esté directamente relacionada con los
bajos niveles de HDL-C hallados por Diatta en individuos falcémicos, dado que
PONL1 es una enzima asociada a la HDL.

En 1983, Eckerson et al. identificaron dos sitios polimérficos en la region
codificadora del gen PON1, PON1-55 y PON1-192. El polimorfismo PON1-55
ATG da lugar a la isoforma (isoenzima) con un residuo de metionina (isoforma
M), mientras que el polimorfismo PON1-55 TTG genera la isoenzima con un
residuo de leucina (isoforma L). Esta Gltima isoforma (L) se asocia a una mayor
concentracion de PON1 en suero. En forma similar, el polimorfismo PON1-
192 CCA codifica para un residuo de glutamina (isoforma Q), mientras que el
polimorfismo PON1-192 CGA genera la isoforma con un residuo de arginina
(isoforma R). La isoforma R se asocia con una mayor actividad paraoxonasa
de PONL1, al ser estimulada con NaCl. Dependiendo de los alelos heredados,
encontraremos pacientes falcémicos con genotipos QQ, RR 0 QR. En el mismo
sentido, existen pacientes con genotipos LL, LM o MM. Se deduce que,
dependiendo del genotipo, algunos pacientes tendrdn mayor o menor proteccion
antioxidante gracias a la actividad arilesterasa de PON1.

Menezes et al. (2014) exploraron la posible relevancia de PON1 en pacientes
falcémicos en estado de crisis y en estado estable, estudiando su actividad y
genotipo (investigando los polimorfismos M55L y R192Q) y sus asociaciones
con marcadores de hemolisis, inflamacion y disfuncion de érganos. El grupo de
estudio estuvo compuesto de 373 individuos, de los cuales 154 pacientes
falcémicos estaban en estado estable, 23 pacientes falcémicos en crisis y 196
individuos controles (sanos). Estos investigadores encontraron que los pacientes
falcémicos con el genotipo RR de PON1192 y MM de PON155 mostraron
menos actividad PON1 que los otros genotipos. La actividad de PON1 fue mas
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alta en los pacientes falcémicos en crisis y en estado estable que los individuos
del grupo control. La actividad PON1 fue maés alta en individuos falcémicos
con concentraciones mas elevadas de HDL-C, mayores niveles de hierro sérico
y niveles mas bajos de ferritina.

Es evidente que existe una gran diferencia entre nuestros resultados y los
encontrados por Menezes y sus colegas. Esta discrepancia en la mayor actividad
de PONL1 en los individuos del grupo falcémico puede deberse al sustrato
utilizado por Menezes (entiéndase diferente) para medir la actividad de PON1
0 a condiciones diferentes en su determinacion. En nuestro grupo falcémico de
estudio, los individuos en crisis fue un criterio de exclusion, hecho que también
podria explicar la diferencia en los resultados.

Por otro lado, Ginsberg et al. (2009) estudiaron el efecto del polimorfismo
genetico de PON1 sobre la distribucion poblacional de su actividad. Los
resultados de estos investigadores mostraron que los efectos combinados de
las dos variantes alélicas de PON1 produjeron una distribucion poblacional que
estd asociada con un considerable grado de variabilidad en actividad enzimatica
entre individuos. También concluyeron que el polimorfismo 55M de PON1 afecta
la cantidad de la enzima més que su actividad especifica o preferencia de
sustrato.

Nuestra investigacion no incluy6 el estudio del polimorfismo genético de PON1.
Sin embargo, en otro estudio realizado por nosotros encontramos una gran
variabilidad en la actividad arilesterasa de PONL1 en la poblacion panamefia,
dependiendo del polimorfismo genético del individuo (Tejada, 2007). Esto tambien
podria explicar los resultados diferentes encontrados por Menezes, aun cuando
esta investigadora tampoco realizo el estudio del polimorfismo genético de
PONL1.

CONCLUSION

Dado que los individuos falcémicos estan sometidos a un intenso estrés oxidativo
y los resultados obtenidos en este estudio, podemos afirmar que logramos el
objetivo principal de validar la actividad arilesterasa de PON1 como un
biomarcador del estrés oxidativo en pacientes con anemia falciforme, tomando
en consideracion que hay una disminucién del 60% del valor promedio de la
actividad de la arilesterasa en estos pacientes, en comparacion con los pacientes
Hb AA. Més aln, encontramos que los individuos portadores tambien tienen
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baja actividad arilesterasa de PON 1. Este nuevo conocimiento podria ser
utilizado para predecir, y posiblemente prevenir, un episodio de crisis aguda y
para disefiar nuevos protocolos de manejo de la enfermedad que contrarresten
los efectos nocivos de las especies reactivas de oxigeno y otras especies
oxidantes.

SUMMARY

EVALUATION OF SERUMARILESTERASE ACTIVITY OFPONI AS
A BIOMARKER OF OXIDATIVE STRESS IN PANAMANIAN
CHILDREN WITH HbSS HbAS and HbAA.

In this study, the serum arilesterase activity of PON1 was determined in
Panamanian children of both sexes up to one year of age, divided into three
study groups, depending on the type of hemoglobin SS, AS and AA. The
arilesterase activity of PON1 was quantified by an ultraviolet kinetic method,
with the aim of establishing a protocol that allows any genetic laboratory of a
hospital to measure this activity. Through the statistical analysis of Tukey, it
was observed that the average value of arilesterase activity of PON1 obtained
in the population with HbAA was higher than in the population with HbAS and
HbSS, having these last two populations very close (not statistically different)
values, which shows that routine measurement of arilesterase activity of PON1
could be used as a biomarker of oxidative stress in this and other diseases. This
fact can also be used to allow the design of new treatments to improve their
quality of life.
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