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Fu ndam ento. La paraoxonasa (PON1) es una
éster  h idrolasa relacionada con  la elim inación  de
com ponentes oxidados de las lipoproteínas de baja
densidad (LDL). E l presen te estudio analiza la
relación  en tre el títu lo de an ticuerpos contra la
LDL oxidada (Ac-LDLox), la  actividad PON1 en
suero y sus polim orfism os genéticos en  39
individuos norm ales y 39 pacien tes supervivien tes
de un  infarto de m iocardio.

Pacien tes y m étodos. Los valores de Ac-LDLox se
determ inaron  por enzim oinm unoanálisis. La
actividad PON1 en  suero se determ inó m edian te 
la h idrólisis de paraoxon. Los polim orfism os de la
PON1 en  las posiciones 55 y 192 se analizaron
m edian te am plificación  por reacción  en  cadena 
de la polim erasa y análisis de restr icción .

Resu ltados. Los resu ltados obten idos no
dem ostraron  n inguna relación  sign ificativa en tre
los valores de Ac-LDLox n i con  la actividad PON1
en suero n i con  sus polim orfism os, en  su jetos
controles o en  pacien tes con  infarto de m iocardio.
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ANTIBODY ANTI-OXIDIZED LDL TITER IS NOT
RELATED TO SERUM PARAOXONASE ACTIVITY
AND THEIR GENETIC POLYMORPHISMS IN
NORMAL SUBJECTS AND PATIENTS WITH
MYOCARDIAL INFARCTION

Backgrou nd. Paraoxonase (PON1) is an  ester
hydrolase related to the elim ination  of oxidized
com pounds of LDL particles. The aim  of the
present study was to analyze the relationsh ip
between  the an tibody titre against oxidized LDL
(Ac-LDLox), PON1 activity in  serum  and its genetic
polym orphism s in  39 norm al subjects and 39
survivor patien ts of a m yocardial in farction .

Patien ts and m ethods. Ac-LDLox levels were
determ ined by enzym oim m unoassay. PON1
activity was m easured by the hydrolysis of
paraoxon. PON1 polym orphism s at positions 55
and 192 were analyzed by polym erase chain
reaction  and restr iction  isotyping.

Resu lts. Results obtained did not show any
significan t relationsh ip between  Ac-LDLox levels
neither with  PON1 activity in  serum  nor with  its
polym orphism s, in  control subjects or  in  patien ts
with  m yocardial in farction .

Key w ords:
Myocardial in farction . Oxidized LDL. Paraoxonase. Genetic
polym orphism s.

Introducción
Num erosas evidencias indican que las lipoproteí-

nas de baja densidad oxidadas (LDLox) son  un  fac-
tor im portan te en  la progresión  de la arteriosclero-
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sis1. Según esta h ipótesis, las partícu las de LDLox
producen  un  increm ento de la adherencia y acu-
m ulación  de m acrófagos en  el espacio subendote-
lial de la pared arterial2, estim ulan  la proliferación
de célu las del m úsculo liso3,4, favorecen  la vaso-
constricción  arterial5,6 y producen  trastornos en  los
procesos de apoptosis7,8 y trom bosis9,10 en  la placa
de aterom a. El efecto an tiaterogénico de las lipo-
proteínas de alta densidad (HDL) parece estar  vin-
cu lado, al m enos en  parte, a  la  presencia en  estas
partícu las de enzim as que elim inan  las LDLox11.
Uno de estas enzim as es la paraoxonasa (PON1),
una éster  h idrolasa que destruye los fosfolípidos e
h idroperóxidos oxidados12,13. La actividad PON1 en
suero está determ inada al m enos por dos polim or-
fism os genéticos14, uno en  la posición  55, que es
una sustitución  Met-Leu  (isoform as M y L, respec-
tivam ente), y otro en  la posición  192 que es una
sustitución  Gln-Arg (isoform as Q y R). Se ha des-
crito que las distintas isoform as pueden presentar
eficacias diferentes en la protección contra la
LDLox13, aunque otros trabajos no han confirm ado
estos resultados15. Recientem ente, se ha propuesto
la determ inación del título de anticuerpos contra
LDLox (Ac-LDLox) com o un m étodo indirecto para
la estim ación de la concentración plasm ática de
esta lipoproteína16,17. E l presen te estudio tiene
com o objetivo analizar  si existe relación  en tre los
valores plasm áticos de Ac-LDLox, la  actividad
PON1 y sus polim orfism os en  el suero de indivi-
duos norm ales o pacien tes que han  su fr ido un  in -
far to de m iocardio.

Pacientes y m étodos

Pacien tes
El estudio se llevó a cabo en  m uestras de suero y ADN de 39

pacien tes participantes en  un  estudio an terior 18, que sobrevi-
vieron  a un  infarto de m iocardio y a los que se localizó a tra-
vés del exam en de su  h istoria clín ica y se invitó a participar en
el estudio. Todos los pacien tes ten ían  una edad inferior a 55
años en  el m om ento del episodio, y no ten ían  an tecedentes de
hipercolesterolem ia fam iliar , insuficiencia renal o enferm edad
hepática. Las m uestras sanguíneas se obtuvieron  al m enos 3-4
m eses después del episodio agudo. Com o grupo control se es-
tudiaron  39 su jetos sanos que participaron  en  un  estudio epi-
dem iológico que se llevaba a térm ino en  nuestra área 19. Am bos
grupos de individuos fueron  elegidos para que la distr ibución
de edad y sexo fuera sim ilar  y tam bién  en  función  de su  geno-
tipo PON1192, de m anera que 13 su jetos eran  hom ozigotos para
Q, 13 para R, y 13 eran  heterozigotos.

Determ inación  del títu lo de Ac-LDLox
Se u tilizó un  enzim oinm unoanálisis en  fase sólida (Im m u-

Lisa, IMMCO Diagnostics, Buffalo, NY). Los sueros de los pa-
cien tes y los correspondien tes calibradores se añadieron  por
duplicado a pocillos de plástico, uno de los cuales estaba recu-

bierto con  LDL nativa y el otro con  LDLox. Las m uestras se in -
cubaron  durante 2 h  a 4 °C. Después de cuatro lavados, los po-
cillos se incubaron  duran te el m ism o período de tiem po y a la
m ism a tem peratura con  una solución  de conjugado, que con-
ten ía un  an ticuerpo an ti-IgG hum ana m arcado con  fosfatasa
alcalina. Se repitieron  los lavados y se añadió un  sustrato que
conten ía p-n itrofen ilfosfato. Después de una incubación  a 4 °C
durante 30 m in , se leyó la absorbancia a 405 nm . Para cada
m uestra y calibrador se restó la absorbancia obten ida en  el
pocillo con  LDL nativa de la correspondien te al pocillo con
LDLox. Estos valores se in terpolaron  en  la curva patrón . Los
resu ltados se expresaron  en  UE/m l.

Determ inación  del genotipo de PON1 
y de su  actividad enzim ática en  su ero

Se obtuvo ADN genóm ico de todos los pacien tes y controles
a partir  de los leucocitos m edian te técn icas convencionales
(Puregene DNA Isolation  Reagent Set, Gentra, Minneapolis,
MN), y se determ inaron  los polim orfism os PON155 y PON1192
m ediante am plificación  por reacción  en  cadena de la polim e-
rasa y análisis de restr icción  con  las enzim as NlaIII y Alw I
(New England Biolabs, Beverly, MA)19.

La actividad PON1 se determ inó m edian te un  m étodo des-
crito previam ente19 en  un  analizador au tom ático Shim adzu
CL-7200. Ocho µl de suero se incubaron  con  250 µl de tam pón
glicina 0,05 M (pH, 10,5) con  1 m M CaCl2 y 1 m M paraoxon.
El increm ento en  la absorbancia se determ inó au tom ática-
m ente a los 17 y 51 s. La actividad PON1 se expresó en  U/m l.

Análisis estadístico
Dado que las distr ibuciones de los valores de Ac-LDLox y

PON1 en  suero no sigu ieron  una distr ibución  norm al, los aná-
lisis estadísticos se llevaron  a cabo después de su  transform a-
ción  logarítm ica. Muchas de las m uestras analizadas presen ta-
ron  valores de Ac-LDLox inferiores al lím ite de detección  de la
técn ica, asignándoseles un  valor de 1 an tes del cálcu lo del lo-
garitm o. Las diferencias en tre grupos se calcu laron  m edian te
ANOVA. Las correlaciones en tre variables se calcu laron  con  el
coeficien te de correlación  de Pearson .

Resultados
Los resu ltados de la actividad PON1 en  el suero

de los su jetos control y los pacien tes con  infarto de
m iocardio se indican  en  la figura 1. Tal com o era
de esperar, la  actividad enzim ática varió en  función
del genotipo, increm entándose sign ificativam ente
(p < 0,001) en  los portadores de los alelos R y M,
tan to en  controles com o en  pacien tes. No hubo di-
ferencias sign ificativas en  la actividad PON1 entre
los dos grupos de estudio. Los resu ltados de las de-
term inaciones de Ac-LDLox se recogen  en  la figu-
ra 2. No hubo diferencias sign ificativas en  los valo-
res de este parám etro en  los pacien tes con  infarto
de m iocardio con  respecto a los su jetos control.
Tam poco las hubo en  función  de los polim orfism os
PON55 y PON192. No se observaron  correlaciones
sign ificativas en tre la actividad PON1 en  suero y
los valores de Ac-LDLox n i en  controles (r  = 0,11)
n i en  pacien tes (r  = 0,03).
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Discusión
La oxidación  de las partícu las de LDL parece ser

un  im portan te factor proaterogénico. Diversos
agentes an tioxidantes presen tes en  el suero hum a-
no actúan  previn iendo la form ación  de lipoperóxi-
dos en  la LDL1. Otros agentes protectores no ejer-
cen  una función  preventiva, sino que destruyen  los
lipoperóxidos neoform ados en  la LDL, suprim ien-
do así la  propagación  de la oxidación 20. Se ha suge-
rido que uno de estos agentes es la PON113, una és-
ter  h idrolasa asociada a la HDL. La actividad de
esta enzim a varía m ucho de un  individuo a otro, y
parte de esta variabilidad está relacionada con  los
polim orfism os del gen  PON121. Una sustitución
Gln-Arg en  la posición  192 (isoform as Q y R) es de-

term inante para la actividad h idrolítica contra el
paraoxon, ya que el alelo R codifica una proteína
con  varias veces m ás actividad enzim ática que el
alelo Q22,23. Otra sustitución , Met-Leu  en  la posi-
ción  55 (isoform as M y L), tiene tam bién  efecto so-
bre la actividad enzim ática y existe un  fuerte des-
equilibrio de ligam iento entre las isoform as L y Q24.

Algunos estudios han  encontrado una relación
inversa en tre la capacidad de la PON1 de h idrolizar
paraoxon y sus efectos an tiaterogénico y protector
contra la oxidación  de la LDL, de m anera que se ha
observado una m ayor prevalencia del genotipo RR
en su jetos con  enferm edad cardiovascular que en
individuos sanos25-28, y que el genotipo QQ es m ás
eficien te que el genotipo RR h idrolizando los lípi-
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Figu ra 1. Diagram as de caja qu e representan  los resu ltados de la actividad PON1 en  fu nción  de los polim orfism os en  las posiciones 192
y 55, en  su jetos controles (cajas blancas) y pacien tes con  in farto de m iocardio (cajas som breadas).
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Figu ra 2. Diagram as de caja qu e representan  los resu ltados del títu lo de Ac-LDLox en  fu nción  de los polim orfism os en  las posiciones
192 y 55, en  su jetos controles (cajas blancas) y pacien tes con  in farto de m iocardio (cajas som breadas).



dos oxidados de la LDL29-32. Sin  em bargo, estos re-
su ltados están  su jetos a controversia, ya que otros
autores, en tre los que se incluye nuestro grupo de
investigación , no han  encontrado n inguna asocia-
ción  en tre los polim orfism os de la PON1 y la enfer-
m edad cardiovascular 15,33-36.

E l presen te estudio se llevó a cabo con  el objeto
de saber si existía alguna relación  en tre el títu lo de
anticuerpos contra la LDL oxidada y la actividad
PON1 en  el suero o sus polim orfism os genéticos en
individuos norm ales y en  pacien tes supervivien tes
de un  infarto de m iocardio. Los resu ltados obten i-
dos no dem ostraron  n inguna relación  en tre estos
factores. Los pacien tes no presen taron  valores de
Ac-LDLox sign ificativam ente elevados con  respecto
al grupo control a los 3-4 m eses después del episo-
dio agudo, lo cual estuvo probablem ente relaciona-
do con  la m edicación  o con  cam bios saludables en
sus hábitos dietéticos. Asim ism o, los valores de Ac-
LDLox fueron  independien tes de los polim orfism os
de la PON1 en  las posiciones 55 y 192 y no se co-
rrelacionaron  sign ificativam ente con  la actividad
enzim ática. Estos resu ltados confirm an y com ple-
tan  los obten idos recien tem ente en  su jetos sanos
fin landeses, en  los cuales tam poco se observó n in-
guna asociación  en tre el títu lo de Ac-LDLox y los
polim orfism os 55 y 19237.

Las conclusiones del presen te estudio deben  ser
tom adas con  cier ta  precaución . Si b ien  se ha  su -
ger ido que el t ítu lo de Ac-LDLox es un  buen  m ar -
cador  de la  concen tración  de LDL oxidada en  la
en ferm edad cardiovascu lar 38 y en  diversas situa-
ciones clín icas en  las que hay un  increm en to del
estrés oxidativo, com o la  d iabetes m ellitu s16,17, la
in su ficiencia  renal crón ica 39 y la  endom etr iosis40,
otros au tores han  llegado a  conclusiones discor -
dan tes38,41-44. Recien tem en te, se han  desarrollado
inm unoanálisis con  an ticuerpos dir igidos con tra
neoepítopos de la  LDL oxidada 1 que perm iten  la
m edida directa  de su  concen tración ; su  u so per -
m itirá  investigar  con  m ayor  fiabilidad las relacio-
nes en tre este im portan te factor  proaterogén ico y
la  PON1.
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