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Resumen

Las enzimas de la familia de la PON (paraoxonasa) degradan perdxidos lipidicos, lo que implica que estas enzimas podrian afectar de forma importante una
gran variedad de enfermedades en las que estén involucradas alteraciones en el balance redox y producir un aumento del estrés oxidativo. Se han descrito
alteraciones en los niveles circulantes de PON 1 en varias enfermedades, en las que el estrés oxidativo esta involucrado. El estudio intenta demostrar la
modificacion de los valores de PON en los diabéticos y la consecuencia de éste cambio, tanto a nivel de suero/plasma, donde ya se habian hecho estudios
al respecto, como a nivel de humor vitreo, donde no hay han estudios todavia descritos. Se encuentran resultados con significacion estadistica en los ojos
con edema macular diabético (EMDBT), que, respecto a los que no tienen, presentan niveles aumentados en humor vitreo de PON1y 3y sus actividades,
y valores a la inversa en suero/plasma, hecho que apoya la hipétesis de que existe una produccién intraocular como respuesta a intentar frenar el grado
de inflamacién asociada a la enfermedad.

Resum

Els enzims de |la familia de la PON (paraoxonasa) degraden peroxids lipidics, i aixo implica que aquests enzims podrien afectar de forma important una gran
varietat de malalties en les que hi estiguin involucrades alteracions en el balang redox i produir un augment de I'estrés oxidatiu. S’han descrit alteracions
en els nivells circulants de PON1 en diverses malalties en les qué I'estres oxidatiu hi esta involucrat. Lestudi intenta demostrar la modificacio dels valors de
PON en els diabétics i la consequiencia d'aquest canvi, tant a nivell de serum/plasma, on ja s'havien fet estudis al respecte, com a nivell de humor vitri, on
no hi han estudis encara descrits. Es troben resultats amb significacié estadistica en els ulls amb edema macular diabétic (EMDBT), que ,respecte els que
no en tenen, presenten nivells augmentats en humor vitri de PON 1 3 i les seves activitats, i valors a la inversa en serum/plasma, la qual cosa recolza la
hipotesi que existeix una produccié intraocular com a resposta a intentar frenar el grau d'inflamacié associada a la malaltia.

Abstract

Enzymes of the PON (paraoxonasa) family degrade lipid peroxides, and this means that what these enzymes could significantly affect a variety of diseases
in which alterations involved in redox balance are increased oxidative stress. Alterations in the circulating levels of PON 1 have been described in various
diseases, in which oxidative stress is involved. The study tries to demonstrate the modification of PON values in diabetic people and the consequence
of this change, both at the serum/plasma levels, where studies had already been done about it, as a vitreous humor level, where studies have not been
described yet. We found results with statistical significance in eyes with diabetic macular edema (EMDBT), which, with respect to those who have none,
have increased levels in vitreous humor of PON1 and 3 and their activities, and values in reverse in serum/plasma. This fact support the hypothesis that
there is an intraocular production in response to an attempt to halt the degree of inflammation associated with the disease.

Articulo premiado con una Beca en el 45° Congreso de la Societat Catalana d'Oftalmologia.
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Introduccion

En 2015 habia 387 millones de personas en todo el mundo
afectadas de DM, de las que un 50% no estaban diagnostica-
das. La DM ha ido escalando puestos en el ranking mundial de
causas de mortalidad. Se prevé un rapido aumento del nimero
de casos nuevos en todo el mundo, hasta llegar a 592 millones
de diabéticos en 2035. Estas cifras muestran la gravedad de esta
epidemia global ya catalogada por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS). La consecuencia del incremento de la diabetes,
se refleja claramente en la carga que representa para los servicios
de salud, y se considera que la atencién de esta enfermedad y
sus complicaciones consume un 9-14% de los presupuestos de
salud de Europa y Estados Unidos'.

La DM es una enfermedad compleja, ya que tiene un origen
multifactorial y porque afecta a muchas partes del organismo.
La incapacidad del organismo para regular la glucemia lleva a un
estado de hiperglucemia mantenida que provoca la activacién de
diferentes mecanismos bioquimicos que suceden a nivel intra-
celular como consecuencia de ésta. Se activan la via del sorbitol,
glicacién proteica, protein kinasa, la hexosamina y, sobre todo, el
estrés oxidativo®.

Este estrés oxidativo juega un papel fundamental en la patogé-
nesis de enfermedades degenerativas cronicas, y se ve favorecido
por la formacion descontrolada de radicales libres que pueden
proceder tanto de fuentes enddgenas (del propio metabolismo
celular) o de fuentes exdgenas (luz ultra violeta, radiaciones,
polucion y/o tabaco)*.

La retina es particularmente susceptible al dafio oxidativo. Como
sistemas antioxidantes primarios de accién enzimatica dispone-
mos del sistema oxido-dismuntasa (SOD), gluation-peroxidasa
(GPX), catalasa (CAT) y PON y como antioxidantes secundarios
disponemos de los antioxidantes presentes en los alimentos
como son los polifenoles, vitaminas y carotenos de entre otros*’.

En concreto la familia de la PON® tiene un papel muy importante
en lalucha contra el estrés oxidativo. Estd formada por 3 miembros,
conocidos cémo PON 1, PON 2 y PO 3, los genes se encuentran
localizados de forma adyacente en el brazo largo del cromosoma 7.
Las proteinas PON 1y PON 3 se encuentran localizadas de forma
intracelular y extracelular celular, estando unidas a las lipopro-
teinas de baja densidad (HDL), mientras que PON2 sélo ha sido
detectada intracelularmente, unida a la membrana plasmaética.
PON 2y PON 3 presentan solo actividad lactonasa, mientras que

P. Pujol Gomis, P. Romero Aroca

la proteina PONT1 presenta actividad paraxonasa (capacidad de
hidrolisis de compuestos organosfosforados), actividad esterasa
(capacidad para hidrolizar ésteres arométicos) y lactonasa (capa-
cidad para hidrolizar lactonas). En concreto, la actividad lactonasa
presente en las 3, es la responsable de la hidrolisis de perdxidos
lipidicos, los que estan implicados en el proceso de aterogénesis
y otras enfermedades caracterizadas por la acumulacion de grasa.
Por lo tanto se puede determinar que tanto PON 1 como PON 3
son elementos importantes de proteccion contra el dafo oxida-
tivoy la peroxidacion lipidica®.

La retinopatia diabética (RPDBT) se presenta en forma de mi-
croangiopatia inflamatoria de bajo grado por la combinacién de
alteraciones metabdlicas que engloban hipoxia, glicosilacion y
estrés oxidativo. Los mecanismos que inician esta microangiopatia
inflamatoria de bajo grado se desconocen, pero segun los estu-
dios, parece que las lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas
tienen un papel importante. Las LDL oxidadas han demostrado
ser citotoxicas para las células endoteliales de los capilares de la
retinay para los pericitos presentes en la membrana basal. La baja
actividad de PON 1, junto con la alta concentracién de protefna C
reactiva (PCR)y, muy probablemente el componente inflamatorio,
estan asociadas a la disminucién del potencial antioxidante en
los pacientes diabéticos y son unos importantes marcadores de
la progresion de la retinopatia.

La PONT1 actuaria a través de dos vias: la via metabdlica de ac-
tuacion antioxidante mediante la inhibicion de la formacion de
MDA (producto de la peroxidacion lipidica), produciendo una
aumento del MDA en la lipoproteina de alta densidad (HDL) que
lleva a la activacion del receptor endotelial lecitina-like LDL (LOX-
1) que induce la activacién de la protein kinasa (PK), que a su vez
inhibe la via de produccion del 6xido nitrico. Y la via de actuacion
antiinflamatoria se realizaria a través de la inhibicién de la enzima
mieloperoxidasa (MPO), esta molécula en condiciones inflamato-
rias unirfa ala HDL y en la PON 1 formando grupos ternarios, que
inhibirian la accion de la PON 1. La MPO es una proteina derivada
de los leucocitos que promueve la oxidacion lipidica, uniéndose
a la PON 1, reduciendo su actividad a través de la modificaciéon
de algunos residuos de tirosina y de metionina de la misma, lo
que harfa aumentar el estrés oxidativo*® (Figura 1). Por lo tanto la
PON 1 serfa una enzima clave en la prevencion los mecanismos
antioxidantes y antiinflamatorios, ambos relacionados con la DM
y sus complicaciones®".
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Figura 1. Esquema de la cascada inflamatoria desencadenada por la peroxidacion lipidica de las LDL.

La PON 2 actuaria de forma intracelular, modulando el estrés
oxidativo producido por los radicales libres generados por las
mitocondrias, compuestos fundamentales en las vias que contri-
buyen a generar las enfermedades cardiovasculares. Los estudios
publicados hasta la actualidad sugieren que la actividad antiatero-
génicade la PON 2 estarfa vinculada a la funcion mitocondrial'®"”.

Finalmente, la PON 3, comparte similitudes con la forma de ac-
tuacion de la PON 2 a nivel mitocondrial, pero a su vez actuarfa
inhibiendo la oxidacion de las LDL, protegiendo del desarrollo de
la DMy de la aterosclerosis'®", actuando sobre el desarrollo de la
obesidad, hecho que se han demostrado en ratones.

La relacion entre la PON y la DM ha despertado interés ultima-
mente. En la DM se produce una sobreexpresion de las especies
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reactivas oxidativas (ROS), consecuencia de la hiperglicemia cro-
nica, la hiperinsulinemia y la dislipemia. Asimismo, los niveles de
PON 1 se observan disminuidos, por la glicosilacion de la enzima,
estos bajos niveles se observan sobre todo en caso de existir
complicaciones como son la neuropatia, nefropatia o RPDBT®.
A su vez la existencia de algunos polimorfismos genéticos de la
PON 1y PON 2, se han asociado a la presencia de nefropatia y
RPDBT. En el caso de la RPDBT se han descrito que el alelo L del
polimorfismo Met/Leu55 de PONT estd asociado a una mayor
presencia de complicaciones retinianas'*'®.

El mecanismo que relacionaria las paraxonasas y la DM serfa a
través de su accion sobre el estrés oxidativo. La sobre-expresion
de PONT1 disminuye en ratones el estrés oxidativo en macréfagos,



disminuyendo el riesgo de desarrollar DM. Los niveles bajos de
PON 1 se han relacionado con aumento de la proteina C reactiva
(PCR), que es independiente las adipocinas, y también con la
obesidad o los lipidos'. A su vez un descenso de los niveles de
PON1 aumentaria el nivel de inflamaciones de bajo grado, como
las que se cree que acompanan a la RPDBT traccional y el EMDBT.

En la actualidad se desconoce bastante sobre la relacion entre
PON 1y la RPDBT, todos los estudios realizados hasta ahora®'?'¢ se
basan en datos analiticos a nivel de suero/plasma, no existiendo
estudios de determinacion a nivel de vitreo o retina de los valores
de esta enzima.

Sin embargo, sf que se ha demostrado que a nivel del cristalino
existen cantidades de mesurables de PON 1, asi como a nivel
del humor acuoso, datos publicados en un estudio realizado en
enfermos intervenidos de catarata y con enfermedad pulmonar
obstructiva cronica®®.

En los estudios publicados hasta ahora se ha demostrado que la
actividad PON1 estd disminuida en diabéticos, ya que asocia un
aumento de la peroxidacion de lipidos que hay en la DMy, por
tanto, contribuye a un factor determinante para la predisposicion
de las complicaciones de la misma.

Los estudios muestran niveles significativamente elevados de
PCR en pacientes diabéticos con RPDBT en comparacién con los
pacientes diabéticos sin RPDBT, lo cual proporciona una corre-
lacion entre la inflamacién y el desarrollo de las complicaciones
microvasculares de la DM

Material y métodos

Se seleccionaron aleatoriamente 63 ojos de pacientes derivados
para cirugfa vitreoretiniana, 32 (50,8%) eran diabéticos, de los
cuales 5 era tipo 1y 28 eran tipo 2,y 31 (49,2%) no diabéticos.
La subpoblacion diabética estaba formada por 3 (4,8%) ojos con
RPDBT leve, 14 (22,2%) ojos con RPDBT moderada y 16 (25,4%)
ojos con RPDNT proliferativa, y 20 (31,74%) de los ojos eran de
pacientes que estaban tratados con insulina. Dentro de la po-
blacion seleccionada los motivos para la intervencion quirdrgica
fueronen 11 (17,5%) casos extraccion de membrana epirretinana
(MER), en 4 (6,3%) casos luxacion del cristalino, en 8 casos (12,7%)
vitrectomia por edema macular traccional, en 14 (22,3%) casos
desprendimiento de retina, en 2 (3,2%) casos luxacion de lente in-
traocular (LIO), en 18 (28,6%) casos hemovitreoy en 4 (6,3%) casos
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agujero macular. Sélo 2 ojos (3,17%) habian recibido inyecciones
intravitreas previas, y 15 (23,8%) ojos habian recibido tratamiento
con laser argon previo.

Las variables de cantidad estudiadas fueron actividad paraxonasa
ensérum (U/L), actividad lactonasa en sérum (U/L), concentracion
de PON 1y 3 en sérum (mg/L), concentracion de PON 1y 3 en
humor vitreoy sus actividades especificas (mg/dL) edad, indice de
masa corporal (IMC), creatinina en sérum (mg/dL), urea en sérum
(mg/dL), filtrado glomerular en sérum, glucosa en sérum (mg/dL),
hemoglobina glicosilada en sérum (HbA1c), peso (Kg) y talla(cm).

Los objetivos principales eran demostrar la presencia de PON 1 a las
muestras de humor vitreo, determinar los valores de PON en suero/
plasmay humor vitreo en diabéticos y en pacientes diabéticos con
EMDBT, determinar la relacion entre la PON y el grado de RPDBT
observada. Como objetivos secundarias relacionar niveles de PON
en suero/plasma con los del humor vitreo, relacionar el control
metabolico de la DM (a través de los valores de hemoglobina
glicosilada [HbA1c]) con los niveles de PON en suero/plasma y
humor vitreo y relacionar variables propias de la enfermedad dia-
bética (tipo de DM, tratamiento, edad, hipertension arterial [HTA],
fndice de masa corporal [IMC]) con PON en suero/plasmay humor
vitreo. Los criterios de exclusion que se establecieron eran que los
pacientes no hubieran tenido ninguna cirugia ocular en los 6 meses
anteriores, la presencia de uveftis anterior o posterior activa o noen
la actualidad, tratados con antiinflamatorios no esteroidales (AINE)
y/o corticoides via oral y/o via topica en los 6 meses anteriores y los
tratados con anti factor de crecimiento endotelial (anti-VEGF) y/o
corticoides por via intravitrea en los 6 meses anteriores.

Se realizd una exploracion oftalmolégica completa con retinogra-
flay tomograffa de coherencia 6ptica (OCT) macularincluidas. La
recogida y andlisis de datos, con previa firma del consentimiento
informado y la aprobacién por parte del Comité Etico de Investi-
gacion Clinica del Hospital Universitari San Juan de Reus (CEIC),
fue mediante extraccion de muestras de suero y plasma-EDTA,
que fueron centrifugadas y guardadas a -80°C hasta el momento
de las determinaciones y muestras de humor vitreo intraocular
extraidas via vitreactomia pars plana enviadas directamente para
realizar la inmunohistoquimica.

Las variables de cantidad estudiadas fueron: actividad paraxonasa
en suero (U/L), actividad lactonasa en suero (U/L), concentraciéon
de PON 1y 3 en suero (mg/L), concentracién de PON 1y 3 en
humor vitreo y sus actividades especificas (mg/dl) edad, indice de
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masa corporal (IMC), creatinina en suero (mg/dl), urea en suero
(mg/dl), filtrado glomerular en suero, glucosa en suero (mg/dl),
HbA1c, peso (kg) vy talla (cm).

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa estadis-
tico SPSS. El grado de significacion minima se establecié en P 0,05
a cada test. Se utilizaron métodos estandar (Kolmogorov-Smirnov
y Shapiro-Wilks) para comprobar si las variables sequian una distri-
bucion normal. Las diferencias entre dos grupos se analizaron con
el test t-Student (paramétrico) o con el test U-Mann-Whitney (no
paramétrico). Las diferencias que hay entre grupos se analizaron con
el ANOVA. Para evaluar el grado de asociacion entre dos variables se
utilizaron los coeficientes de correlacion de Pearson (paramétrico) y
Spearman (no paramétrico) o el test de Kruskall Wallis (categdrico).

Resultados

No se encontraron diferencias dependientes del sexo, ni por edad,
ni por presencia de HTA, ni por IMC.

El andlisis estadistico entre ojos diabéticos y no diabéticos, exclu-
yendo los casos de hemovitreo, no mostré resultados significativa-
mente estadisticos, pero sf se obtuvo curiosamente un aumento

de las medias de los valores de PON1, PON3 vy las actividades
paraxonasa y lactonasa en el humor vitreo, y viceversa en suero/
plasma (Tabla 1).

Donde se obtuvieron los resultados con mds relevancia y con
significacion estadistica fue al comparar los ojos con EMDBT y
los ojos sin EMDBT, entendiendo que los ojos de pacientes que
no presentaban EMDBT engloban a pacientes diabéticos y a
pacientes no diabéticos. PON 1y 3, la actividad paraxonasay lac-
tonasa especificas en humor vitreo se hallaron aumentados, y los
mismos valores disminuidos en sangre/suero (Tabla 2). El analisis
estadistico al comparar los pacientes con EMDBT y sin EMDBT
excluyendo los no diabéticos no daba resultados significativos.

Segun el grado de RPDBT se observo que la mayoria de datos
significativos eran al comparar los casos de 0jos sin RPDBT con
los que tenfan RPDBT proliferativa. Curiosamente los valores de
las medias de PON 1 en humor vitreo aumentaron paralelamente
al aumento del grado de RPDBT, menos en el estadio de RPDBT
proliferativa, donde se producia un descenso (Tabla 3). Los ojos
de los pacientes tratados con insulina comparados con los ojos
de los paciente que no se trataban con insulina mostraba una
diminucién de los valores PON 1y de la actividad paraxonasa en

Actividad paraxonasa sérum (U/L)

Diabético (N=32)

138,40 (99,94-210,08)

No diabético (N=31)

Actividad lactonasa sérum (U/L)
Concentracion PON 1 sérum (mg/L)
Concentracién PON3 sérum (mg/L)
Concentracion PON1 HV
Concentracion PON3 HV

Edad paciente (afios)

Creatinina sérum (mg/dL)

Urea sérum (mg/dL)

Filtrado glomerular sérum

Glucosa sérum (mg/dL)

HbA1c (%)

Peso (kg)

Talla (cm)

IMC (Kg/m?)

Actividad especifica paraxonasa (U/mg)
Actividad especifica lactonasa (U/mg)

6(2,99-9,6)

182,37 (4,90-550,02)

8,1(6,03-20,63)
0,24 (0,001-1,12)
1,21 (0,09-58,3)
71,50 (42,30-81,00)
0,93 (0,33-2,90)
39,0 (22,8-135,16)
44,00 (30,4-77,39)
144,00 (79,0-282,0)
7,7
85,5 (62,45-105,0)
165 (150,3-182,2)
30,9 (25,5-39,48)
0,80 (0,26-8,09)
0,03 (0,008-0,47)

135(108,20-212.51) 0,48
6,15 (3,4-9,7) 0,89
218,30 (37,28-631,72) 0,50
9,80 (5,54-17,16) 0,36
0,03 (0,0004-0,33) 0,67
1,29 (0,17-12,80) 0,60
71 (48,20-83,80) 0,56
0,78 (0,55-1,44) 0,08
36,0 (18,7-55,7) 0,66
64,5 (59-70) 0,18

91 (77,2-114,7) 0,00
5,9 (5,9-5,9) 0,09
72,5 (51-96) 0,01
161,5 (143-175) 0,258
26,67 (21,45-40,35) 0,05
0,62 (0,17-4,61) 0,27
0,27 (0,009-0,15) 0,39

Tabla 1. Tabla descriptiva entre pacientes diabéticos y no diabéticos, excluyendo los casos con hemovitreo. Observamos marcados los valores de P con significacion

estadistica de las variables cuantitativas.
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Variables cuantitativas EMDT (N = 8) No EMDT (N = 55)

Actividad paraxonasa sérum (U/L) 131,70 (119,90-163,60) 136,70 (108,20-214,68) 0,87
Actividad lactonasa sérum (U/L) 6,00 (3,90-7,00) 6,15 (3,41-9.90) 0,58
Concentracion PON 1 sérum (mg/L) 114,68 (63,14-588,03) 218,30 (10,55-423,82) 0,64
Concentracion PON3 sérum (mg/L) 8,00 (6,10-21,80) 9,2(5,7-15,98) 0,75
Concentracion PONT HV 0,15 (0,02-1,33) 0,02 (0,001-0,28) 0,02
Concentracion PON3 HV 3,47 (0,78-19,67) 1,18 (0,18-12.29) 0,01
Edad paciente (afios) 69,50 (49,00-79,00) 72 (43,80-81,4) 0,40
Creatinina sérum (ml/min o mg/dL) 0,89 (0,40-1,25) 0,81 (0,55-2,44) 0,95
Urea sérum (mg/dL) 39,50 (31,00-55,00) 37,00 (22,15-74,8) 0,77
Filtrado glomerular (mg/dL) - 45,00 (30,4-77,39) -
Glucosa en sérum (mg/dL) 129,00 (110,00-223,00) 102,00 (79,0-260,40) 0,06
HbA1c (%) 7,75 (7,2-9,40) 7,30 (5,9-13,50) 0,53
IMC 29,75 (26,77-35,88) 30,11 (5,9-13,50) 0,85
Actividad especifica paraxonasa (U/mg) 1,18 (0,26-2,01) 0,65 (0,26-5,34) 0,53
Actividad especifica lactonasa (U/mg) 0,05 (0,01-0,11) 0,02 (0,008-0,21) 0,40

Tabla 2. Tabla descriptiva entre pacientes con EMDT y sin EDMT. Observamos marcados los valores de P con significacion estadistica de las variables cuantitativas.

10,00 - 10,00 -
' r=0,665 r=0,73
p = 0,026 p=0,010
9,00 9,00 -
- S
< S
p -
I 8,00 S 800
3 T
T
7,00 7,001 /
6,00 - 6,00 -
000 050 100 150 200 250 300 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Actividad especifica paraxonasa (U/mg) Actividad especifica lactonasa (U/mg)
Figura 2. Gréfica de correlacion positiva entre HbATc vy la actividad especifica Figura 3. Grifica de correlacion positiva entre HbATc vy la actividad especifica
paraxonasa en los pacientes diabéticos. lactonasa en los pacientes diabéticos.

sérum/plasmay aumento de la actividad paraxonasa y lactonasa diabética, donde se encontrd una r = 0,665 entre los valores de
en humor vitreo (Tabla 4). Las gréficas de correlacion también mos- HbATcyla actividad especifica paraxonasa, y unar=0,73 entre los
traron resultados estadisticamente significativos en la poblacion valoresla HbATcy la actividad especifica lactonasa (Figuras 2 y 3).
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No RPDBT RPDBT RPDBT RPDBT
(N=30) leve (N=3) mod. (N=14) prolif. (N = 16)
Actividad paraxonasa 135 177,00 138,40 131,70 0,05 0,53 0,80 0,12 0,03 0,43
sérum (U/L) (108,20-212,51)  (155,20-215,60) (116,60-197,20) (96,40-183,70)
Actividad lactonasa 6,1 57 6,20 5,80 070 0,79 0095 076 076 094
sérum (U/L) (3,43-9,70) (5,60-7,80) (3,90-7,00) (2,60-10,40)
Concentracion PON 1 218,3 281,21 176,26 153,30 0,19 0,83 0,13 0,57 0,02 0,19
sérum (mg/L) (37,2-631,72) (241,68-356,18) (63,14-588,03) (2,73-342,36)
Concentracion PON 3 98 7,30 8,10 8,40 084 094 0,15 0,55 0,88 0,51
sérum (mg/L) (5,54-17,16) (7,20-16,00) (7,10-21,80) (6,00-10,30)
Concentracion PON 1 HV 0,03 0,02 0,04 0,01 071 043 0,03 048 055 <0,01
(0,0004-0,33) (0,01-0,05) (0,01-1,33) (0,001-0,29)
Concentracién PON 3 HV 1,42 0,98 1,30 1,18 0,94 0,65 0,03 0,02 0,85 0,64
(0,17-13,05) (0,56-3,62) (0,00-19,67) (0,23-84,09)
Edad paciente 71,5 74,00 71,00 70,50 0,57 0,51 0,31 043 025 0,72
(47,85-83,90) (67,00-81,00) (49,00-79,00) (41,00-81,00)
Creatinina sérum 0,78 1,09 0,93 0,91 0,40 0,13 0,23 0,83 0,87 0,95
(ml/min o mg/dL) (0,55-1,44) (1,09-1,09) (0,40-1,76) (0,29-3,10)
Urea sérum (mg/dL) 36,00 36,00 46,00 35,00 090 0,19 0,75 080 090 041
(18,70-55,70) (36,00-36,00) (26,00-71,00) (22,00-150,20)
Filtrado Glomerular 64,5 - 44,00 38,30 - 020 0,80 - - 0,70
(mg/dL) (59,00-70) (44,00-46,00) (30,40-77,39)
Glucosa en sérum 90,5 101,00 126,00 166,50 048 0,001 0,000 0,46 0,23 0,02
(mg/dL) (77,00-114,00) (101,00-101,00) (79,00-176,00) (92,00-282,00)
HbA1c (%) 59 6,80 7,50 9,00 031 022 <0,01 044 002 031
(5,90-5,90) (6,80-6,80) (6,12-8,30) (6,30-13,50)
IMC 26,67 29,04 32,52 31,16 064 0,06 0,03 053 044 097
(21,45-40,35) (27,60-30,48) (25,05-36,51) (24,52-39,64)
Actividad especifica 0,62 0,60 0,84 1,06 0,71 0,05 0,05 0,57 0,29 0,25
paraxonasa (U/mg) (0,17-4,61) (0,55-0,73) (0,26-2,01) (0,28-45,79)
Actividad especifica 0,02 0,02 0,03 0,04 035 063 0,04 069 012 017
lactonasa (U/mg) (0,009-0,15) (0,01-0,02) (0,01-0,10) (0,007-2,12)

P1:No RPDBT- RPDBT leve, P2: No RPDBT- RPDBT moderada, P3: No RPDBT- RPDBT proliferativa, P4: RPDBT leve - RPDBT moderada, P5: RPDBT leve- RPDBT
proliferativa, P6: RPDBT moderada - RPDBT proliferativa.

Taula 3. Tabla descriptiva entre los distintos grados de RPDBT.

Discusion otra limitaciéon fue que, se aceptd previamente con el CEIC del
o o ) o ) Hospital el no intervenir quirdrgicamente para la obtencién de
Existieron varias limitaciones en el estudio, la principal fue el nUme- ) } ) o

muestra de humor vitreo a los ojos que no hubiera una indica-

ro de ojos incluidos en el estudio, sobretodo al intentar comparar
la subpoblacion diabética y la no diabética, y aun mas agravado

al intentar excluir los casos de hemovitreo en algunas compa-

cién quirdrgica para hacerlo, de este modo no podemos obtener
muestras suficientes de diabéticos que no precisan cirugia.

raciones estadisticas, que ya no fueron posibles por el numero Hay que tener en cuenta que los valores de PON y de otros compo-

insuficiente de casos, y el programa estadistico no lo permitfa. La nentes de la cascada inflamatoria pueden estar influenciados por

Annals d'Oftalmologia 2017;25(3):72-81



P. Pujol Gomis, P. Romero Aroca

Variables cuantitativas

Actividad paraxonasa sérum (U/L)
Actividad lactonasa sérum (U/L)
Concentracion PON 1 sérum (mg/L)
Concentracién PON3 Sérum (mg/L)
Concentracion PONT HV
Concentracién PON3 HV

Edad paciente

Creatinina sérum (ml/min o mg/dL)
Urea sérum (mg/dL)

Filtrado Glomerular (mg/dL)
Glucosa en sérum (mg/dL)

HbA1c (%)

IMC

Actividad especifica paraxonasa (U/mg)

Actividad especifica lactonasa (U/mg)

SiTT con insulina (N=20)

128,5(96,4-183,7)
6,0 (2,6-10,4)
160,29 (2,7-375,34)
8,2(6,0-12,9)
0,02 (0,001-1,33)
1,31(0,23-84,09)
70,5 (41,1-80,9)
0,95 (0,30-3,07)
37,0(22,0-150,2)
44,0 (30,4-77,39)
151,0 (79,0-282,0)
7,7 (6,3-13,5)
31,93 (24,52-39,64)
0,99 (0,28-45,79)
0,04 (0,007-2,12)

No TT con insulina (N=43)

156,9 (123,3-215,6) 0,03
6,0 (3,9-7,8) 1,0
261,4(63,14-588.03) 0,01
8,0 (7,1-21,80) 0,84
0,04 (0,01-0,21) 0,27
0,87 (0,00-7,07) 0,17
71,0 (49,0-81,0) 0,25
0,86 (0,4-1,47) 0,57
46,0 (31,0-64,0) 0,58
46,0 (46,0-46,0) 0,66
127,0(101,0-176,0) 0,31
7,45 (6,1-8,3) 0,28
30,11 (25,05-36,26) 0,48
0,66 (0,266-2,01) 0,02
0,02 (0,01-0,1) 0,01

Taula 4. Tabla descriptiva entre pacientes con tratamiento con insulina y sin tratamiento con insulina.

variables interpersonales de cada paciente, como por ejemplo en
los casos de enfermedad hepatica, donde pueden existir valores in-
feriores de PON ya qué ésta se sintetiza principalmente en el higado.

Teniendo en cuenta que no hay referencias de otros estudios
similares y las limitaciones del estudio, nos cuesta extraer con-
clusiones firmes sobre los resultados obtenidos.

Conclusion

Parte del grupo de investigacion donde se realizo el estudio ya
habifa publicado resultados sobre la PON en otras enfermedades,
en concreto en las hepatopatias cronicas, donde se observé que la
disminucién significativa de la actividad de PON 1 en enfermeda-
des hepadticas cronicas esta relacionada con el grado de disfuncién
hepética y no con diferencias alélicas o genotipicas'®. El mismo
grupo de investigacion estudio las relaciones entre la PONT1 y las
alteraciones endoteliales corneales en los pacientes con enfer-
medad pulmonar crénica (EPOC), éstos Ultimos mostraron una
diminucion significativa de la actividad de PON1 en suero y una
disminucion significativa en la densidad de células endoteliales
corneales’. Asimismo Fang et al.'” mediante estudios genéticos,

analizaron los polimorfismos que afectan la actividad de la PON
1y observaron que aquellos fenotipos que mostraban una acti-
vidad alta presentaban un menor riesgo de desarrollar cancer'.

Nuestro estudié mostré una disminucion de PON1 a nivel de
suero/plasma en diabéticos, aunque no obtuvo resultados con
significacion estadistica, pero si hay otros estudios del grupo Ka-
rabina et al.'® que habfan obtenido resultados que sugerian que la
proteccion de la actividad esteroliticade PONT por antioxidantes
era importante para preservar su accion sobre los peréxidos de
fosfolipidos, dicho de otra manera, que un incremento del estrés
oxidativo en diabéticos conllevaba a una pérdida en la actividad
PON 1, ademas la disminucion en la actividad de PONT estaba
inversamente relacionada con los niveles de LDL oxidadas en el
sérum/plasma de estos pacientes.

Los hallazgos mas significativos fueron, por un lado, una correla-
Cion positiva con significacion estadistica entre los grados de acti-
vidad paraxonasay lactonasa en humor vitreoy el valor de HbATc
de los ojos diabéticos. Creemos que fue un hallazgo importante
teniendo en cuenta que la HbATc es uno de los marcadores del
estado diabético del enfermo a medio/largo plazo, se visualizd
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Estudio de los valores de la paraoxonasa y su actividad en suero y humor vitreo de pacientes diabéticos

claramente siguiendo las lineas de tendencia de las gréaficas de
correlacion. Y por otro lado el aumento de produccion de PON
1y 3,y sus actividades a nivel de humor vitreo en los casos que
asociaban un cierto grado de inflamacion, como en los casos de
EMDRBT, y viceversa en suero/plasma, ya que la etiologia del EMDBT
reside en el inicio de un estadio inflamatorio que va a desencade-
nar una serie de complicaciones. El grupo que no mostraba EMDBT
también englobaba pacientes diabéticos, resultado que nos hace
pensar en que este aumento estadisticamente significativo de
PON 1y 3 en humor vitreo se halla mas gravemente afectado en
los casos que asocian complicaciones inflamatorias, o que nos
justificaria que no saliesen resultados con significacion estadistica
al compararlos que presentaban EMDBT y los que no en la subpo-
blaciéon diabética. No se conoce exactamente el mecanismo que
la producia, pero este resultado refuerza la hipdtesis sobre una
produccién intraocular como respuesta a un estado inflamatorio
de bajo grado enlos estadios iniciales de la RPDBT. La publicacion
de Sarabina et al"" trata de conocer la distribucion tisular de qui-
miocinas, PON y mediadores de la inflamacion en las situaciones
que engloban acciones antioxidantes y antiinflamatorias, utili-
zando inmunohistoquimica y PCR cuantitativa en tiempo real se
investigd PON 1y mensajero en 23 tejidos de ratones, obteniendo
una presenciade PON 1,2y 3,y quimiocinas en la mayoria de los
tejidos investigados y, sorprendentemente el dcido ribonucleico
mensajero (ARNm) de estas protefnas también se expreso en la
mayor parte de estos tejidos sugiriendo una produccién local y
la capacidad de responder in situ a los estimulos inflamatorios.
Ademas, la amplia distribucion y expresion del ARNm para PON
y citoquinas sugerian un papel sistémico, probablemente coor-
dinado, en la respuesta inflamatoria global.

Encontramos tendencia a un aumento paralelo entre del grado
de RPDBT y los valores de PON 1y 3 en humor vitreo, hasta llegar
al estadio de RPDBT proliferativa donde estos valores sufrieron
una disminucion. Creemos que este hallazgo puede tener re-
lacion con una incapacidad de la PON para poder modular su
produccién y poder hacer frente a los estadios de inflamacion
mas avanzados. Esta hipdtesis se veria apoyada por el hecho que
se demuestro una presencia intraocular de PON en humor vitreo,
un vinculo entre la concentracion de PON 1y 3, la inflamacion y
el desarrollo de complicaciones microvascular es en DM, sugerido
todo ello por los resultados obtenidos. Sobre las diferencias de
evaluacion de la PON entre diabéticos con RPDBT y sin RPDBT
habla el estudio de Nowak et al.'? cuyos resultados se basan en
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comparar pacientes diabéticos sin RPDBT y pacientes diabéticos
con RPDBT, obteniendo valores significativamente elevados de
hight-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) y inferiores de PON 1
en sérum/ plasma en los pacientes diabéticos con RPDBT, que
confirmaria que el estrés oxidativo podria desempenar un papel
en la patogénesis de la RPDBT. Debido a la diferencia significativa
en la relacion PON 1/PCR entre los pacientes diabéticos con y
sin RPDBT, parece que ésta relacion PON 1/PCR puede utilizarse
como un marcador bioguimico para la progresiéon de la RPDBT,
aunque, evidentemente, se precisaria de mas estudios al respecto.

Otros estudios' hablan sobre la influencia de PON 1 sobre las
alteraciones metabdlicas inducidas por las LDL oxidadas. Los
resultados sugieren que PON 1 puede desempefar un papel
significativo en la supervivencia de células endoteliales median-
te la proteccion de las mismas de las alteraciones de la cadena
inducida por las LDL oxidadas, ya que existe un papel protector
de HDLy PON 1 contra la oxidacion y la apoptosis en las células
endoteliales. Asi pues las HDL de ratones deficientes de PON 1
tenfan una capacidad deteriorada para proteger las células endo-
teliales delas LDL oxidadas. Nuestro estudio no obtuvo resultados
relevantes en este sentido ya que se encontré un aumento de
actividad paraxonasa en sérum/plasma y valores de PON 1 en
humor vitreo disminuidos en los ojos de pacientes dislipémicos,
comparados con los no dislipémicos.

Y por ultimo, destacar los resultados que se obtuvieron al com-
parar los ojos de pacientes tratados con insulina con los de los
ojos de pacientes no tratados con insulina, pudiendo ser o no
ser diabéticos éstos Ultimos. Teniendo en cuenta que el higado
es uno de los principales érganos donde existe produccién de
PON", y que al realizar la comparacion, el grupo de tratados con
insulina sélo englobaba a diabéticos, y el grupo de no tratados con
insulina englobaba a algunos diabéticos y no diabéticos, podemos
interpretar estos resultados como una posible consecuencia del
mayor riesgo de enfermedades del higado que tienen los dia-
béticos en comparacion con otro grupo que engloba pacientes
diabéticos no tratados con insulina y pacientes no diabéticos, asf
pues los diabéticos padecerian una dificultad en la produccion
de PON en suero/plasma debido a su peor estado hepético. En
éste sentido se han realizado estudios'® donde se evaluaron los
efectos de la metformina en el higado de ratones deficientes de
PONT que, sin tratar, presentaban un grado leve de esteatosis
hepética. La administracion de metformina agravé la inflamacion



en los animales que recibieron un alimento estandar para ratones
en comparacion con aquellos alimentados con una dieta rica en
grasas, asf pues, podemos deducir que la administracion de met-
formina produce efectos indeseables en el higado delos ratones
deficientes de PON 1.
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