TRABAJO FIN DE GRADO

UNIVERSITAS
Miguel Herndandez

UNIVERSITAS
Miguel Herndndez “

Evaluacion del efecto del sexo y el tabaquismo

sobre |la paraoxonasa 1 en pacientes ingresados

con trastorno mental grave en el centro socio-
asistencial Dr Esquerdo

GRADO EN FARMACIA

Sant Joan d’Alacant

Junio 2023

Autora: Sandra Espinosa Alonso
Modalidad: Observacional de corte transversal

Tutora/es: M? Cruz Pellin Mira, Roger Ortiz Climent y Paco Martinez Granados



RESUMEN

Los pacientes psiquiatricos presentan un mayor riesgo de muerte prematura
asociada, en la mayoria de los casos, debido a la presencia de distintas
comorbilidades, destacando las enfermedades cardiovasculares. La enzima
paraoxonasa 1 se caracteriza por tener propiedades protectoras frente a la
oxidacion lipidica, la inflamacion y la teratogénesis, teniendo actividades como
lactonasa, arilesterasa y paraoxonasa. Para la recogida de informacion clinica
se requirid de la base de datos del centro socio-asistencial Dr. Esquerdo,
HISCLIPA. El analisis estadistico de los datos obtenidos se ejecuté mediante el
programa de libre acceso R statistics ver 4.2.2. Se caracterizo a la poblacion del
centro Dr. Esquerdo mediante variables sociodemograficas. Ademas, se evalud
la actividad enzimética de la PON1 frente al sexo y el consumo de tabaco. La
patologia mayoritaria entre los pacientes fue la esquizofrenia y los toxicos mas
consumidos fueron tabaco y alcohol. ElI 48% present6 un solo diagnéstico; el
44% tenia 2 diagnosticos; el 8% contd con 3 comorbilidades y sélo un paciente
presentd 4. En cuanto a la actividad enzimatica, no se hallaron diferencias
significativas entre hombres y mujeres; tampoco entre fumadores y no
fumadores. Una de las limitaciones mas relevantes del estudio fue el tamafio
muestral, por lo que seria necesario seguir incorporando un mayor nimero de
pacientes al estudio. En investigaciones futuras, convendria ajustar las variables
de confusién y ampliar el estudio con andlisis estadisticos multivariantes que

permitan realizar un analisis mas exhaustivo de los datos de la poblacion.

Palabras clave: Paraoxonasa 1, trastorno mental grave, tabaco, sexo.



ABSTRACT

Psychiatric patients have an increased risk of premature death associated, in
most cases, with the presence of various comorbidities, most notably
cardiovascular disease. Paraoxonase 1 enzyme is characterised by protective
properties against lipid oxidation, inflammation and teratogenesis, having
lactonase, arylesterase and paraoxonase activities. For the collection of clinical
information, the database of the Dr. Esquerdo social assistance centre,
HISCLIPA, was used. Statistical analysis of the data obtained was performed
using the freely available programme R statistics ver 4.2.2. The population of the
Dr. Esquerdo centre was characterised using socio-demographic variables. In
addition, PON1 enzyme activity was assessed against sex and tobacco
consumption. The main pathology among the patients was schizophrenia and the
most commonly consumed intoxicants were tobacco and alcohol. 48% of patients
had a single diagnosis; 44% had two diagnoses; 8% had 3 comorbidities and only
one patient had 4. In terms of enzyme activity, no significant differences were
found between men and women, nor between smokers and non-smokers. One
of the most relevant limitations of the study was the sample size, so it would be
necessary to continue incorporating a larger number of patients into the study..
Future research should adjust for confounding variables and extend the study
with multivariate statistical analyses to allow for a more comprehensive analysis

of the population data.

Keywords: Paraoxonase 1, severe mental disorder, tobacco, sex.



ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico
ARNmM: Acido ribonucleico mensajero
Ca?*: Cation calcio (2+)

CaClz: Cloruro de calcio

CMPA: Acetato de 4-(clorometil) fenilo
Cr2*: Catién cromo (2+)

DDD: Dosis diaria definida

DSM-5: Manual Diagndstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales
DZO: diazoxon

ECV: Enfermedades cardiovasculares
FAE: Farmacos antiepilépticos

HCI: Acido clorhidrico

HDL: Lipoproteinas de alta densidad
IMC: indice de masa corporal

LDL: Lipoproteinas de baja densidad
NaCl: Cloruro de sodio

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OP: Organofosforados

PA: Acetato de fenilo

PAHS: Acetato de fenilo con sal

PALS: Acetato de fenilo sin sal

PON1: Paraoxonasa 1
PONZ2: Paraoxonasa 2
PON3: Paraoxonasa 3

SIDA: Sindrome de

inmunodeficiencia adquirida

SM: Sindrome metabdlico

SNC: Sistema nervioso central

TBC: Tuberculosis

TRIS: Tris(hidroximetil)aminometano

VIH: Virus de la inmunodeficiencia

humana

VLDL: Lipoproteina de muy baja

densidad
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1. ANTECEDENTES

1.1. Sindrome metabdlico, pacientes con diagndstico psiquiatrico y
paraoxonasa

Los pacientes psiquiatricos presentan un elevado riesgo de mortalidad
prematura, por encima de la media poblacional, debido a cualquier causa.
Estudios epidemioldgicos indican que la esperanza de vida para pacientes con
trastornos psiquiatricos graves se ve disminuida entre 7 y 24 afios. Hasta un 60%
de la mortalidad observada en este tipo de pacientes se debe a comorbilidades
fisicas, con predominio de enfermedades cardiovasculares (ECV)?. Por ello, con
el fin de realizar una vigilancia mas exhaustiva de aquellos pacientes con mayor
riesgo de presentar ECV, se acufié el concepto de sindrome metabdlico (SM).

Este se define como un conjunto

Metabolic
risk factors:
=Dyslipidemia
-Hypertension
-Insulin resistance
-Prothrombotic state
-Inflammation
-Oxidative stress
-Type 2 disbetes

de alteraciones metabdlicas que

predisponen a un mayor riesgo de

Genetic factors
f{ PON1 polymorphism?/

enfermedad cardiovascular y

engloba las siguientes

Metabolic
syndrome

afecciones: hipertensién, IMC
elevado, hiperglucemia,
dislipidemia e

Physical risk factors
(Obesity)

hipertrigliceridemia. EI SM indica
un estado preclinico para el
desarrollo de ECV y diabetes®. Figura 1: El sindrome metabdlico esta determinado por la

. . combinacion de factores ambientales y genéticos. Kordi-
Asi, junto al elevado riesgo de Tamandanietal, 2011.
muerte por causas cardiovasculares descrito en los pacientes con diagnéstico
psiquiatrico, se ha observado una mayor prevalencia en este grupo, hasta un
58% mas elevada, en comparacion con la de la poblacion general. Ello sugiere
gue probablemente una gran parte de los mecanismos generales e inespecificos
gue presentan este tipo de patologias, contribuyan a la comorbilidad existente

en pacientes con SM e institucionalizados.

Por otro lado, el uso de medicacion psicotropa como antipsicéticos,
antidepresivos o estabilizadores del animo, pueden contribuir a aumentar todavia

mas el riesgo de sufrir anomalias metabdlicas en estos pacientes?. Estos



medicamentos usados para tratar afecciones psiquiatricas afectan al
funcionamiento de una familia de enzimas llamadas paraoxonasas (PON),
caracterizadas por tener propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antiaterogénicas®. Asimismo, se ha visto que contribuyen a la proteccion frente
a la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL). Este grupo de enzimas
estd compuesto por tres miembros: PON1, PON2 y PON3. En primer lugar, la
PON2 se expresa en casi todos los tejidos del organismo (cerebro, rifidn, higado
y testiculos), siendo el miembro mas antiguo de la familia y el que da el nombre
al grupo. Ello es debido a su capacidad para hidrolizar el paraoxén, un insecticida
organofosforado altamente neurotdoxico cuya accion en el organismo es la

inhibicidn irreversible de la enzima acetilcolinesterasa®. Se suele encontrar en

las mitocondrias y no presenta afinidad por las LDL. Entre sus funciones
destacan su actividad lactonasa, antioxidante, antiapoptética y de proteccion
frente a la accién de las caspasas®. Por su parte, PON1 y PON3 son esterasas
calcio-dependientes sintetizadas en el higado, que van circulando por el plasma
unidas a las lipoproteinas de alta densidad (HDL), siendo la PON3 la que se une
en menor concentracion. La actividad catalitica y de proteccion de la PON3 es
similar a la de la PON25¢, En cuanto a la PON1, ademas de unirse a las HDL,
esta enzima puede encontrarse en asociacion con las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y en los quilomicrones postprandiales. El estudio se centrara
en la PONL1.
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Figura 2: Regulacion de la PON1. Reichert et al, 2021.



1.2. Paraoxonasa 1 (PON1)

La enzima PONL1 fue identificada por primera vez en mamiferos en la década de
1950 y se ha encontrado en otros animales, aunque con actividad reducida.
Mantiene su secuencia sefial para unirse a las HDL en el extremo N. Ademas,
tiene dos sitios de union al calcio: uno para estabilizar la enzima y otro para la
realizacion de su actividad hidrolitica. Por un lado, cuenta con tres cisteinas
residuales en las posiciones: 353, 42 y 284; el primero y segundo forman un
puente disulfuro a través de la cisteina 284 participando en su orientacién o en
la union de la enzima a su sustrato. Esto ultimo es esencial para el efecto
protector de la PONL1 frente a la oxidacion de LDL. Por otro lado, la modificacion
selectiva de los residuos de &cido aspértico y 4cido glutamico con carbodiimidas
impide la unién del Ca?* e inactiva la PON1 humana’. Por (ltimo, entre sus

actividades destacan la arilesterasa, la fosfotriesterasa y la lactonasa®.

1.2.1. Genotipos de PON1

Los genes de las proteinas PON estan localizados en el brazo largo del
cromosoma 7, en la posicion 7g21.3-22.1%. PON1 tiene mas de 160
polimorfismos de un Unico nucleétido en el codén o en intrones y regiones
reguladoras. La existencia de estos podria afectar a la eficacia en el splicing,

la estabilidad del mensaje o la poliadenilacion.

El polimorfismo méas estudiado en la region codificante es Q192R aunque
también se tienen referencias de L55M3. El primer polimorfismo mencionado
se localiza en el sitio funcional activo y puede afectar a la estabilidad y la
funcionalidad de la enzima. Se ha observado que la capacidad de unién de
PON1 junto con las HDL disminuye en individuos con aloenzima Q en
comparacion con la aloenzima R. Por tanto, se dice que la existencia del

polimorfismo Q192R afecta a la actividad catalitica de la enzima’.

Por otro lado, el otro polimorfismo relevante de la PON1, L55M, surge por el
cambio entre aminoacidos en la posicion 55. La aparicion de L55M afecta a
la estructura de la PON1, ya que la aloenzima M es mas inestable y sufre
protedlisis mas rapidamente en comparacion con la aloenzima L. Por ello, la

aparicion del polimorfismo en la posicion 55 disminuye la concentracion de la



enzima y, en consecuencia, también disminuye la actividad y el nivel de ARN
mensajero (ARNm) de la PON13.7°,

No obstante, debido a la presencia de tantos polimorfismos, en especial el
L55M que altera la sintesis de enzima, el genotipado Q192R por PCR no
tiene tanto valor a nivel clinico, por lo que es mas importante conocer la
actividad real del paciente. De hecho, un paciente puede ser QQ y estar mas

protegido, pero tener menos sintesis enzimatical®.

La actividad de la PON1 puede variar entre individuos hasta 50 veces y dentro
de un mismo organismo hasta 15 veces®. Esta variabilidad de la actividad
depende en gran medida de la existencia de estos polimorfismos y, en
consecuencia, de la informacién genética. Ademas de lo anteriormente
mencionado, factores como distintos estilos de vida, dietas o tratamientos
farmacoldgicos, entre otros, juegan un papel significativo en los cambios en

la actividad!?®.

1.2.2. Efecto de distintos factores en la actividad de PON1

» Organofosforados (OP)

La PONL1 es conocida por ser un biomarcador esencial en la toxicidad
de los OP en vertebrados'. Su actividad catalitica hacia varios
sustratos oxon sirve como predictor de su nivel de proteccién in vivo.
En los dltimos afios 30 se ha estudiado esta capacidad catalitica en
los diversos polimorfismos existentes en esta familia dado que cada
uno de ellos posee una eficiencia distinta en la desintoxicaciéon de
compuestos OP especificos?!?.

En estudios realizados en lineas celulares de carcinoma hepatocelular
humano que fueron tratadas con metilparation y clorpirifos se observo
una disminucion significativa en la expresion del ARNm de la PONL1,
junto con el aumento de la liberacion de mediadores de la

inflamacion814.15,
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> Metales pesados

Estan relacionados con numerosas comorbilidades como las
enfermedades cardiovasculares, dislipidemia y aterosclerosis?®.
Anteriormente, se sabia que metales de tierras raras como el cerio y
el lantano inhiben la actividad de PON1. Recientemente, iones
metalicos como el Cr?*, Fe?* y el Zn?* se incluyeron en la lista de
inhibidores de la PON1Y/.

Por lo general, la toxicidad de estos metales se basa en la oxidacion
de biomacromoléculas que causan dafio en el ADN y estrés oxidativo.
Ademas, una exposicion prolongada a los mismos agota recursos de
glutation (GSH) inactivando enzimas antioxidantes entre las que se

encuentra la PON18.

> Lipidos en la dieta

Factores dietéticos interfieren directamente en la modulacion de
PON1, ya sea inhibiéndola o activandola. Concretamente, la cantidad
y el tipo de lipidos consumidos son factores esenciales en la regulacion
de esta enzima.

Por una parte, dietas ricas en colesterol provocan un aumento en la
respuesta inflamatoria tras la secrecién de citoquinas inflamatorias en
el intestino. Por otro lado, la presencia de leucocitos en el tejido
hepéatico aumenta el estrés oxidativo y la produccién de peroxidos
lipidicos, causando una regulacién a la baja de la expresién de PON1.
En ambos casos, esta alteracion de la regulacidon puede resultar en la
inhibicion de la expresion del gen PONL1, disminuyendo la secrecion
de paraoxonasa?®.

Asimismo, la ingesta elevada de lipidos oxidados de acidos grasos
sometidos a alta exposicién térmica, contribuye a la secrecion de
quilomicrones oxidados y, por tanto, a la aparicion de HDL oxidadas
en el higado. Esta modificacion supondria la disminucion de la
capacidad de PONL1 de unirse a las HDL.

11



Por dltimo, en diversos estudios se ha observado que la ingesta de

acidos grasos monoinsaturados aumenta la actividad de PON18.

> Actividad fisica

No hay muchos estudios en la literatura que expliquen la posible
influencia de la actividad fisica diaria en la regulacion de la PONL1. Se
cree gue la estimulacion de los sistemas antioxidantes enddgenos a
consecuencia de la realizacion de actividad fisica regular provoca la
reduccion del estrés oxidativo, dando como resultado un aumento de
la actividad de PONL1. A nivel genético, la actividad fisica incrementa
la liberacion de radicales libres lo que también induce la transcripcion
de genes antioxidantes endégenos como el de la PON1.

Si bien algunos estudios no han podido demostrar el aumento de la
PONL1 tras realizar actividad fisica diaria. Por tanto, no esta clara la

relacion entre actividad deportiva y aumento de la paraoxonasa?®.

> Ingesta de glucosa

Un exceso de glucosa aumenta la peroxidacion lipidica y la
modificacién oxidativa de las HDL, provocando cambios en la
estructura y composicion de la apoproteina?’. Como consecuencia, la
actividad de la PONL1 se ve disminuida. Asimismo, los productos de la

peroxidacion lipidica inactivan a la enzima de manera directa®.

» Compuestos derivados de plantas

En productos alimenticios de origen vegetal, asi como en frutas y
verduras, existen una serie de sustancias quimicas denominadas
polifenoles. Son un grupo heterogéneo de compuestos biolégicos
entre los que se encuentran los flavonoides. Todos ellos previenen del
sindrome metabdlico, las disfunciones endoteliales vy las
enfermedades cardiovasculares debido a sus actividades
antioxidantes y antiinflamatorias. En un estudio de Wasseem Rock et

al, 2008, se observé un aumento de la actividad enzimética de la

12



PON1, asi como un aumento de su asociacion con las HDL,
reduciéndose los marcadores oxidativos después de 6 semanas tras
la ingesta de zumo de granada?!. Esta relacion quedé confirmada en

estudios posteriores??:23.24:25,

» Consumo de alcohol

La ingesta moderada de alcohol incrementa la actividad de PONL1,
mientras que en el suero de personas alcohdlicas se ha visto que la
actividad de la misma se reduce en un 45% comparada con la de no
alcohdlicos?®. Por un lado, se ha demostrado que la ingesta leve de
alcohol estimula el aumento del ARNm que codifica la expresion de
PONL1 en el higado de ratas y seres humanos. Por otra parte, una
ingesta excesiva de alcohol inhibe la expresion génica de la actividad
de PON1 independientemente del polimorfismo. El hecho de que el
alcohol en pequefias dosis favorezca la actividad de la enzima parece
estar en relacion con su capacidad para aumentar la concentracion de

las HDL fomentando, asi, su asociacion con la enzima?®.

>» Consumo de tabaco

Esta ampliamente demostrado que los fumadores son mas
susceptibles de padecer enfermedades cardiovasculares o de
resistencia a la insulina. Las alteraciones del perfil lipidico de estos
pacientes suponen un aumento de los niveles de acidos grasos libres
en suero, una mayor sintesis de VLDL y una disminucién del colesterol
HDL y, en consecuencia, un decaimiento de la actividad paraoxonasa.
Ademas, el humo de los cigarrillos cuenta con numerosos compuestos
oxidativos y metales pesados, asi como compuestos reactivos como
los aldehidos o los hidrocarburos aromaticos que afectan
negativamente a la PON1, inhibiéndola directamente. La unién directa
de todas estas especies reactivas al sitio activo de la PONL1 vy, el
consiguiente impedimento estérico cerca de la region donde se une el

sustrato, provoca la inactivacion de ésta. De la misma forma, la union

13



a los residuos tiol de la cisteina en la estructura de la enzima también

contribuye a su inhibicién®.

Hay publicados algunos estudios que confirman de forma
independiente que existe una influencia perjudicial del tabaquismo con

la actividad de la PON127:28.29.30,

1.3. Farmacos antiepilépticos (FAE) y PON1

Los pacientes cuyo diagndéstico es principalmente epilepsia o trastornos
bipolares son tratados con farmacos antiepilépticos (FAE), como es el acido
valproico. Este tipo de farmaco es capaz de crear radicales libres y de
provocar con ello, la aparicion de alteraciones metabdlicas en algunos
pacientes con riesgo de sufrir arteriosclerosis, tanto en nifios como adultos,
dado que aumenta la peroxidacion lipidica y, por tanto, se convierte en un
factor importante en la presencia de la misma3'32, Por otro lado, segun los
resultados de algunos estudios, la epilepsia parece aumentar el estrés

oxidativo y el riesgo aterosclerotico3334,

1.4. Determinacion de tres actividades de la PON1 y genotipado inferido en la

poblacién de estudio

En el contexto de la linea de investigacion, se dispusieron de los datos de las
actividades de la PON1 en el suero de 80 pacientes medidas con métodos
explicados en Ritchter et al. 2008 y Dragonov et al. 2000 que se explicaran

con brevedad0:35,

El alelo 192R es més sensible que el 192Q a perder actividad arilesterasa al
encontrarse en un medio salino, pudiendo inferir el genotipado a la vez que
se pueden conocer las actividades de los individuos, el fenotipo y, por ende,

el grado de funcionalidad de la enzima.

Se usaron los sustratos no organofosforados acetato de 4-(clorometil)fenilo
(CMPA), acetato de fenilo (PA) y dihidrocumarina (DHC); y dos tipos de
tampones: tris (hidroximetil)Jaminometano 2 mM y cloruro célcico (CaCl2) 1
mM, a pH 8 sin sal (LS, del inglés low salt), y otro con alta concentracion de
sal (HS, high salt) a 2M NacCl.

14



A partir de esto se pudieron analizar las cuatro actividades siguientes:

1) Arilesterasa sin sal (PALasa), utilizando el sustrato PA (3,26 mM), con

tapon LS.

2) Arilesterasa con sal (PAHSasa), utilizando el sustrato PA (3,26 mM), con

tampon HS.

3) CMPAasa utilizando CMPA (3 mM), con tampoén LS.
4) Lactonasa usando DHC (1 mM).

Las condiciones del ensayo se resumen en la Tabla 1:

Tabla 1: Cantidades y condiciones de cada componente del ensayo.

Actividad CMPAasa Arilesterasa
Sustrato CMPA PA
Tampon LS LS (PALSasa) HS (PAHSasa)
[Concentracion de 3 3.26 3.26
sustrato] (mM)
Dilucion muestra [1:40] [1:80] [1:40]

.. 4-
Producto reaccion Fenol Fenol

(clorometil)fenol

A Deteccion (nm) 280 270 270

Lactonasa
DHC
LS
1

[1:40]

3-(2 hidroxifenil
propionato)

270

Se uso6 5 L de suero diluido en tampon LS. Para estudiar la actividad de la

PON1 se usaron lectores de absorbancias en microplacas SPECTROstar,

OMEGA (BMG Labtech). Las microplacas cuentan con 96 pocillos y se utiliza

una placa por cada actividad. Estas se midieron por triplicado, registrando

también el blanco (solamente tampodn), y el efecto de la hidrélisis quimica

(tampdn y sustrato sin suero).

Al tener la actividad PAHSasa y CMPAasa, se superpusieron en una grafica

(Fig. 3), para poder identificar el genotipo de cada paciente, hallando asi

aguellos individuos que presentaban genotipo QQ, dado que tuvieron mayor

actividad CMPAasa. La actividad enzimatica en poblacion con genotipo
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homocigoto (RR) se vio inhibida por la presencia de sal en el medio. Las
actividades intermedias de la PONL1 correspondieron con los genotipos

heterocigotos (QR).

PAHS (umol/min/mL)
o

1’0 :;(v 3‘0
Actividad CMPA (umol/min/mL)

Figura 3: Actividades CMPAasa de la PON1 en medio con sal o PAHS.
Datos no publicados.

En la Tabla 2, se muestran los resultados del genotipo inferido. El genotipo
predominante en ambos sexos fue QQ, presentandose en un 48.9% de los
hombres y en un 48.5% de las mujeres. En segundo lugar, aparece el
genotipo QR, presente en un 36.2% de los hombres y un 45.5% de las
mujeres. Por ultimo, se encuentra RR, en un 14.9% de los hombres y un
6.06% de las mujeres. No obstante, las diferencias entre ambos sexos no

fueron estadisticamente significativas. (p-valor=0.448).

Tabla 2: Genotipos frente a hombres y mujeres.

Alelos Genotipos totales Hombres (N=47) Mujeres (N=33) p.valor
QQ 39 (48.8%) 23 (48.9%) 16 (48.5%)

QR 32 (40.0%) 17 (36.2%) 15 (45.5%) 0.448
RR 9 (11.2%) 7 (14.9%) 2 (6.0%)
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Por todo lo anteriormente mencionado, en este proyecto se realizé una
descripcion sociodemografica de pacientes psiquiatricos del centro socio-

asistencial Dr. Esquerdo.

Debido a la gran cantidad de variables que pueden modificar la actividad de
la PON1, en el presente estudio, se evalud la influencia que pueden tener
factores como el sexo en la actividad enzimatica. Ademas, dada la influencia
descrita del tabaco en la alteracion del perfil lipidico, se analizé la actividad
de la PON1 de pacientes con diagnostico psiquiatrico del centro Doctor
Esquerdo que estaban estabilizados con acido valproico, correlacionandolo

con el efecto del tabaco sobre la actividad enzimatica.
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2. OBJETIVOS
1. Describir la poblacion psiquiatrica con trastorno mental grave del centro

socio-asistencial Dr. Esquerdo.
2. Evaluar la actividad de la paraoxonasa 1 en funcion del sexo.

Evaluar la actividad de la paraoxonasa 1 en funcién del consumo de

tabaco.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion muestral de los pacientes

El estudio cuenta con 80 pacientes del Centro Social Asistencial del Doctor
Esquerdo (San Juan, Alicante), cuya actividad se centra en la rehabilitacion
social y asistencia clinico-sanitaria a personas con patologias mentales cronicas

y subagudas graves.

Las muestras de sangre obtenidas de los pacientes fueron extraidas en el propio
centro con su posterior almacenamiento en nitrégeno liquido para que pudiesen
ser trasladadas al laboratorio de Toxicologia en el Campus de Elche de la
Universidad Miguel Herndndez (UMH). Previo a la extraccion de sangre, se contd

con los consentimientos informados de cada paciente.

Por otro lado, se accedié a los historiales clinicos de los pacientes del centro
socio-asistencial Dr. Esquerdo, a través de un programa interno HISCLIPA,
donde se almacenan todos los datos relativos a los mismos. El estudio se centrd
en la recogida de datos farmacolégicos (fecha de inicio al tratamiento), clinicos
(diagnéstico oficial, otras comorbilidades, alergias e infecciones) y sociales
(nacimiento, edad, sexo, fecha de ingreso, situacion, tutor, lugar de residencia,

instruccion y consumo de drogas).

Las dosis reflejadas de farmacos se expresaron mediante la dosis diaria definida
(DDD), que, segun la OMS (2019), es la unidad técnica de medida que
corresponde con la dosis media diaria para su principal indicaciéon a través de
una via de administracién probada en adultos. Esta se calcula dividiendo la
cantidad de principio activo dispensado por la DDD del principio activo.

Este trabajo ha sido aprobado por el Comité de Etica de Investigacion del
Hospital Universitario San Juan de Alicante (CEl) y el Comité de Etica de
Investigacion (COIR) mediante el cédigo: TFG.GFA.MPM.SEA.230425.
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3.2 Recogida de datos sociodemograficos

Para completar el estudio, ademéas del analisis de laboratorio, se realizé una
recogida de datos demograficos generales de los pacientes que, mediante el

programa estadistico R version 4.2.2, han sido clasificados en base al sexo.

Los datos de las historias clinicas se obtuvieron a través de la base de datos del
centro (HISCLIPA), donde se recoge informacion de todos los pacientes que han
pasado por el centro socio-asistencial Doctor Esquerdo, ya sea durante un corto
o largo periodo de tiempo. La recoleccion de datos se realiz6 de aquellos
pacientes que firmaron el consentimiento informado y, por tanto, de los que se
pudo analizar su muestra en el laboratorio. Se registraron todos los datos
obtenidos utilizando el programa Excel, en hojas configuradas segun el protocolo

del estudio con el que este trabajo ha colaborado.

Las variables demogréficas que se recopilaron fueron: sexo, edad, estado civil,
nivel de instruccion, tipo de ingreso, situacion legal y tutor. Por otro lado, se
agruparon evidencias de antecedentes de consumo de drogas, especialmente
de tabaco; antecedentes de enfermedad organica y, por ultimo, diagnéstico de
enfermedad psiquiatrica basado en la 52 edicion del Manual Diagnéstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-5). Este conjunto de datos se

clasificé segun el sexo para su estudio.
3.3. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa de libre acceso R statistics ver
4.2.2. Las variables categoricas se representaron en numero de casos Yy
frecuencias en porcentajes entre paréntesis. Las variables numéricas se
expresaron en medianas y entre corchetes el primer y segundo cuartil [Q1-Q3].
Se aplicdé un test de normalidad de Shapiro-Wilk a las variables continuas,
usando un nivel de significancia de 0,05. Para las distribuciones paramétricas se
realizd una t-Student para dos grupos y de U de Mann-Whitney para los no
paramétricos. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas

cuando el valor P fuera menor de 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Descripcion muestral de los pacientes por género

» Capacitacion

Como se puede advertir en la Tabla 3, en lo que refiere al nivel de
capacitacion, en el grupo de hombres, un 51.1% de los mismos estaban
capacitados para su vida diaria, seguido de un 38.3% de individuos
incapacitados con tutela y de un 6.38%, de incapacitados con curatela. En el
grupo de las mujeres, un 33.3% de ellas constaban como incapacitadas con
tutela, un 15.2% de ellas estaban capacitadas, mientras que un 6.06% de las
mismas figuraban como incapacitadas con curatela. Sin embargo, en algunos
miembros, tanto hombres como mujeres, el tipo de incapacidad estaba por
determinar. Con todo, no se hallaron diferencias significativas entre ambos

grupos (p-valor=0.626).

Tabla 3: Capacitacion frente a hombres y mujeres.

Capacitacion Hombres (N=47) Mujeres (N=33) p.valor
Capacitado 24 (51.1%) 5(15.2%)

In con tutela 18 (38.3%) 11 (33.3%)

In con curatela 3 (6.38%) 2 (6.06%) 0.626
In en tramite 2 (4.26%) 4 (12.1%)

> Nivel de instruccion

En la Tabla 4, se muestra la distribucion del grado de nivel educativo en
funcion del sexo. Del total de 80 pacientes, no se pudo conocer el nivel de
estudios de 29 de ellos. Asi, tanto en hombres como en mujeres, el grado de
educaciéon mas prevalente fue el de estudios primarios o certificado de
escolaridad, con un 27.7% y un 18.2% de los casos, respectivamente. De
nuevo, no se encontraron diferencias significativas entre hombres y mujeres
(p-valor=0.804).
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Tabla 4: Nivel educativo frente a hombres y mujeres.

Nivel educativo Lol Mujeres valor
(N=47) (N=33) P-
No sabe leer o escribir 0 (00.0%) 2 (6.06%)
Estudios primarios incompletos 6(12.8%) 4(12.1%)
Estudlo.s primarios o Certificado de 13 (27.7%) 6 (18.2%)
Escolaridad
Bachillerato Elemental o Graduado 1(2.13%) 2 (6.06%)
Escolar
Formacion Profesional 4 (8.51%) 3 (9.09%)
. . =
Formacu.m .Profesmnal 22 Grado 2 (4.26%) 2 (6.06%)
(Aprendizaje)
0.804
Bachillerato Superior, BUP o COU 2 (4.26%) 2 (6.06%)
Titulo Universitario de Grado Medio 1(2.13%) 1(3.03%)
Desconocido 18 (38.3%) 11 (33.3%)

> Diagnastico psiquiatrico

La tabla que sigue, Tabla 5, refleja el diagnostico de los pacientes,
presentando, algunos de ellos, varios diagndsticos psiquiatricos. En primer
lugar, tanto hombres como mujeres fueron mayormente diagnosticados de
esquizofrenia, con un 80.9% y un 75.8%, respectivamente. Un porcentaje
notable de los hombres, 34%, fueron diagnosticados, ademas, de trastorno
de la personalidad, mientras que solo un 21.2% de las mujeres lo fue.
Destaca, también, el diagndstico de bipolaridad, presente en un 12.8% de los
hombres y un 12.1% de las mujeres. El 48% present6 un solo diagndstico; el
44% tenia 2 diagnosticos; el 8% contd con 3 comorbilidades y; finalmente,
s6lo un paciente presentd cuatro. Segun los datos registrados hasta el
momento, 6 pacientes (3 de cada grupo), se quitaron la vida. Finalmente,
ningun paciente fue diagnosticado de autismo, Parkinson o Alzheimer. En
este caso, tampoco se hallaron diferencias significativas entre los sexos (p-
valor>0.05)
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Tabla 5: Diagnostico psiquiatrico frente a hombres y mujeres.

Diagnéstico psiquiatrico Diagndstico Hombres (N=47) Mujeres (N=33) p.valor

total
Esquizofrenia 63 (78.8%) 38 (80.9%) 25 (75.8%) 0.787
Suicidio/autolesion 6 (7.50%) 3 (6.38%) 3 (9.09%) 0.687
Depresion 6 (7.50%) 1(2.13%) 5(15.2%) 0.077
Ansiedad 4 (5.00%) 2 (4.26%) 2 (6.06%) 1.000
Trastorno de 23 (28.7%) 16 (34.0%) 7 (21.2%) 0.319
personalidad
Autismo 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
TOC 5 (6.25%) 3 (6.38%) 2 (6.06%) 1.000
Trastorno de 10 (12.5%) 6 (12.8%) 4(12.1%) 1.000
bipolaridad
Epilepsia 3 (3.75%) 2 (4.26%) 1(3.03%) 1.000
Parkinson 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Alzheimer 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Otros diagnosticos 9(11.2%) 5(10.6%) 4(12.1%) 1.000
Desconocido 1(1.25%) 1(2.13%) 0 (0%) 1.000

> Drogas consumidas

El tipo de drogas consumidas por los pacientes se reflejan en la Tabla 6.
Algunos pacientes refirieron consumo de mas de un tipo de sustancia. Por lo
general, se advierte un mayor consumo de drogas en el grupo de hombres
respecto al de mujeres. Las sustancias mas consumidas en ambos grupos
fueron el tabaco y el cannabis. El grupo de hombres exhibié un notable
consumo de cocaina, con una representacion del 17% de los mismos. En el
caso del alcohol, se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo de hombres y mujeres (p-valor=0.001); siendo mayor en

hombres, 36.2% de ellos, frente a un 3.03% de las mujeres.
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Tabla 6: Drogas consumidas frente a hombres y mujeres.

Drogas consumidas Hombres (N=47)

Drogas consumidas Mujeres (N=33) p.valor

Totales
Tabaco 59 (73.8%) 37 (78.7%) 22 (66.7%) 0.343
Alcohol 18 (22.5%) 17 (36.2%) 1(3.03%) 0.001
Heroina 4 (5.00%) 3 (6.38%) 1(3.03%) 0.639
Metadona 1(1.25%) 1(2.13%) 0 (0%) 1.000
Cocaina 10 (12.5%) 8 (17.0%) 2 (6.06%) 0.184
Cannabis 21 (26.2%) 16 (34.0%) 5 (15.2%) 0.103
Alucinégenos 3 (3.75%) 3 (6.38%) 0 (0%) 0.264
Anfetaminas 2 (2.50%) 1(2.13%) 1(3.03%) 1.000
Extasis 1(1.25%) 1(2.13%) 0 (0%) 1.000
BDZ 2 (2.50%) 2 (4.26%) 0 (0%) 0.509
Otros depresores 1(1.25%) 1(2.13%) 0 (0%) 1.000
Otras drogas 2 (2.50%) 1(2.13%) 1 (3.03%) 1.000

> Otras comorbilidades

Ademas de las patologias relacionadas con la salud mental, muchos de los
pacientes presentaban otras comorbilidades (Tabla 7). En ambos grupos, la
patologia mas predominantemente identificada en hombres y mujeres fue la
alergia, en un 23.4% de los hombres y un 24.2% de las mujeres. Asi,
afecciones cardiovasculares relacionadas con el sindrome metabdlico como
la dislipidemia y la obesidad, estaban presentes en mas de un 10% de los

pacientes de ambos grupos.

Por otra parte, el 23.4% de los hombres presentaban otras patologias
respiratorias diferentes a las descritas en la tabla, y un 17% estaba afectado

por hepatitis o ictericia.
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En lo que respecta a las mujeres, un 18.2% de las mismas exhibian
infecciones de partes blandas, y un 18.2% presentaban patologia

osteoarticular.

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos sexos
en cuanto a la hepatitis o ictericia (p-valor= 0.018); presentandose en un 17%
de los hombres y en ninguna mujer. También, fueron significativas las
diferencias entre hombres y mujeres en el caso de la dislipidemia (p-
valor=0.013), presentandose en solamente un 10.6% de los varones frente a

un 36.4% de las mujeres.

Tabla 7: Otras comorbilidades frente a hombres y mujeres.

Comorbilidades

Otras comorbilidades Hombres (N=47) Mujeres (N=33) p.valor
totales

Congénitas 2 (2.50%) 1(2.13%) 1(3.03%) 1.000
Alergias 19 (23.8%) 11 (23.4%) 8(24.2%) 1.000
Infecciones dgpartes 9 (11.2%) 3 (6.38%) 6 (18.2%) 0.151
blandas
ETS 3 (3.75%) 0 (0%) 3(9.09%) 0.066
TBC 3 (3.75%) 2 (4.26%) 1(3.03%) 1.000
Otras

13 (16.2%) 11 (23.4%) 2 (6.06%) 0.078
pleuropulmonares
Osteoarticular 9(11.2%) 3 (6.38%) 6 (18.2%) 0.151
VIH 4 (5.00%) 2 (4.26%) 2 (6.06%) 1.000
SIDA 1(1.25%) 0 (0%) 1 (3.03%) 0.413
Infeccién del SNC 3 (3.75%) 2 (4.26%) 1(3.03%) 1.000
Hepatitis o ictericia 8 (10.0%) 8 (17.0%) 0 (0%) 0.018
Esteatosis 2 (2.50%) 1(2.13%) 1 (3.03%) 1.000
Otra hepatopatia 1(1.25%) 1(2.13%) 0 (0%) 1.000
Cancer 4 (5.00%) 1(2.13%) 3 (9.09%) 0.301
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Osteoporosis 1(1.25%) 0 (0%) 1 (3.03%) 0.413
Diabetes 6 (7.50%) 2 (4.26%) 4 (12.1%) 0.224
Dislipidemia 17 (21.2%) 5 (10.6%) 12 (36.4%) 0.013
Sobrepeso 4 (5.00%) 1(2.13%) 3 (9.09%) 0.301
Obesidad 19 (23.8%) 10 (21.3%) 9 (27.3%) 0.724
Teratogénica 1(1.25%) 1(2.13%) 0 (0%) 1,000
zz';'i‘;:‘;s de 1(1.25%) 1(2.13%) 0 (0%) 1.000
Traumatismos 14 (17.5%) 11 (23.4%) 3 (9.09%) 0.174
Otras patologias 29 (36.2%) 14 (29.8%) 15 (45.5%) 0.231

4.2. Evaluacion de la actividad de la PON1

> Actividad de la PONL1 frente al sexo

En la Tabla 8 se muestra la actividad de la PON 1 utilizando diferentes
sustratos y medios para su medicién, frente a la variable “sexo”. Para cada
comparacion, se obtuvieron la mediana y los cuartiles Q1 y Q3.

La enzima presentd mayor actividad en presencia del tampon sin sal o PALS,
con una mediana de 99.7 pmol/min/ml en hombres y 108 pmol/min/ml en
mujeres, sin diferencias significativas entre los grupos (p-valor=0.880). Asi,
en el grupo de varones el 50% de los valores se encontraban entre 82.2 y
132 umol/min/ml; mientras que en el de mujeres, se hallaban entre 80.7 y 128
pmol/min/ml.

Asimismo, la actividad de la enzima fue menor cuando se empleo el sustrato
CMPA. La mediana en el grupo de hombres fue 17.3 umol/min/ml, siendo
15.2 ymol/min/ml en el caso de las mujeres. En este caso, tampoco fueron
estadisticamente significativas las diferencias entre estos grupos (p-valor=

0.781). En cuanto a la distribucion de los datos, en hombres, el 50% de los
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datos se hallaban comprendidos entre 12.2 y 21.1 umol/min/ml; y en mujeres,

entre 11.7 y 20.9 pmol/min/ml.

Por altimo, en el caso del tampon PAHS y el sustrato DHC, presentaron unos
valores de actividad enzimatica intermedia entre los descritos anteriormente,

y las diferencias entre los sexos no fueron significativas (p-valor>0.05).

Tabla 8: Actividad de la PON1 frente al sexo.

ACTIVIDAD DE LA PON 1 FRENTE AL SEXO

éSexo? Hombre (N=47) Mujer (N=33) p.valor
CMPA 17.3[12.2;22.1] 15.2[11.7;20.9] 0.781
PALS 99.7 [82.2;132] 108 [80.7;128] 0.880
PAHS 59.0 [46.5;76.0] 64.6 [54.1;74.7] 0.293
DHC 22.4[18.8;25.8] 22.8[21.4;27.8] 0.204

> Actividad de la PON1 frente al tabaco

En lo referente al consumo de tabaco (Tabla 9), de los 80 pacientes, 59 de
ellos fumaban y 21 no.

Respecto a la actividad de la PON1 en relacion al tabaco, los resultados
mostraron una mayor actividad enzimatica cuando se utilizé el medio PALS,
tanto en personas fumadoras como no fumadoras. En no fumadores, el 50 %
de los datos se encontraban entre 82.7 y 109 pumol/min/ml, con una mediana
de 90.8 umol/min/ml. En el caso de los fumadores, la mitad de los valores
estaban contenidos entre 79.1 y 134 umol/min/ml, siendo 108 la mediana. No
se detectaron diferencias significativas en la actividad de la enzima entre

fumadores y no fumadores (p-valor=0.035).

Por otro lado, la menor actividad de la enzima se observo en aquellos casos
en los que la muestra fue tratada con el sustrato CMPA. La mediana obtenida
en el grupo de no fumadores fue 14.3 pmol/min/ml, con el 50% de los valores
entre 12 y 21.5 pmol/min/ml. En el grupo de consumidores de tabaco, la
mediana de los datos fue de 17.3 pumol/min/ml, estando el 50% de los
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resultados comprendidos entre 12 y 21.5 umol/min/ml. Las diferencias
estudiadas entre ambos grupos resultaron no ser significativas (p-
valor=0.797).

Finalmente, utilizando el tampdn PALS y el sustrato DHC, los valores de la
actividad de la enzima fueron intermedios respecto a los mostrados con
anterioridad. De nuevo, en ninguno de los dos casos las diferencias entre

ambos grupos fueron estadisticamente significativas. (p-valor>0.05).

Tabla 9: Actividad de la PON1 frente al tabaquismo.

ACTIVIDAD DE LA PON 1 FRENTE AL TABAQUISMO

éFuma? No Fumador (N= 21) Fumador (N= 49) p.valor
CMPA 14.3[12.0;21.5] 17.3[12.0;21.5] 0.797
PALS 90.8 [82.7;109] 108 [79.1;134] 0.235
PAHS 68.0 [59.0;74.7] 58.6 [48.7;76.0] 0.147
DHC 23.4[19.9;28.7] 22.7 [20.2;25.5] 0.262
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5. DISCUSION

La eleccion de la poblacién situada en el centro Dr. Esquerdo, permitio tener un
mayor control de variables como la dieta que siguen, la toma de psicofarmacos
y, fundamentalmente, el consumo de drogas. En el centro socio-asistencial el
consumo de alcohol, y de otras drogas, esta terminantemente prohibido. Sin

embargo, les esta permitido a los pacientes consumir tabaco.

Como inconveniente, cabe destacar que algunos datos demogréficos y sanitarios
de las historias clinicas de los pacientes estaban incompletos. Ademas, la
implantacion del sistema informético en el afio 2014 limité la posibilidad de

acceder a ciertos datos con anterioridad a esta fecha.

Aun asi, la poblacién actual contaba con 80 pacientes, 47 hombres y 33 mujeres,
con un mayor porcentaje de hombres capacitados legalmente y de mujeres
incapacitadas con tutela. El nivel de estudios no se conocia en la mayoria de los
casos. La patologia mas prevalente fue la esquizofrenia, seguida del trastorno
de la personalidad y las drogas consumidas preferiblemente fueron tabaco y

alcohol.

Del analisis de la actividad de la enzima PONL1 frente a la variable del sexo, los
resultados obtenidos en este trabajo concluyen que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos. En un estudio desarrollado
por Sepahvand et al®®, se analiz6 la actividad enzimatica de la paraoxonasa en
muestras de suero en una poblacion de 132 individuos y compararon los
resultados obtenidos en muestras de hombres y de mujeres, no encontrando
diferencias significativas entre los grupos. Los autores dedujeron que podria
deberse a la variabilidad intra- e interindividual como consecuencia de la

interaccion e influencia de ciertos factores como el sexo, la edad, la etnia, etc.

No obstante, se han encontrado discrepancias con estudios desarrollados
anteriormente. En un trabajo llevado a cabo por Trentini et al®’. en 2019,
compararon la actividad de la PON1 en el suero de hombres y mujeres y su
posible relacion con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y obesidad.

En este caso, las diferencias halladas entre hombres y mujeres fueron
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estadisticamente significativas, siendo mayor la actividad enzimatica en mujeres,
independientemente de la edad (p-valor<0.001). Estos resultados son
consistentes con los hallados en otros estudios realizados en ratas, donde la
actividad enzimatica de la paraoxonasa era mayor en el grupo de hembras que
en el de machos3®39, Segln estudios realizados en mujeres y en células
hepaticas de rata, se cree que la paraoxonasa puede verse inhibida en las
hembras como resultado de la presencia de ciertos niveles de progesteronay,
especialmente, de estradiol®’4%41, Sin embargo, en seres humanos se espera
que estas diferencias se vean minimizadas por la existencia de diversidad
genética en la poblacién®642, Por tanto, esta asociacion todavia no esta clara. De
hecho, existen discordancias en la literatura acerca de si los niveles de
paraoxonasa en mujeres menopausicas en comparacion con mujeres pre-
menopausicas varian*344, reflejando, por tanto, la complejidad del tema y la

necesidad de mas estudios para esclarecer dichas relaciones.

En cuanto al estudio de la posible influencia del consumo de tabaco en la
actividad enzimatica de la PON1, el presente proyecto no hallo diferencias
estadisticamente significativas entre fumadores y no fumadores. Sin embargo,
estos resultados discrepan de los descritos mayormente en la bibliografia.
Estudios que consideraron fumadores y no fumadores, hallaron que la actividad
enzimatica de la PON1 era significativamente mayor en individuos no
fumadores*®. Otros, donde se realizd la misma comparacion, pero esta vez en
distintos sustratos obtuvo resultados similares*®. Asimismo, esta relacion
también ha sido descrita en modelos murinos en los que se expuso a ratones al

humo del tabaco®°.

El humo del tabaco tiene un alto contenido de sustancias oxidantes que
promueven un efecto oxidativo en plasma y tejidos. Ademas, el consumo de
tabaco aumenta la peroxidacion lipidica y el aumento de radicales libres por
inhibicion de enzimas antioxidativas como la superéxido dismutasa o la glutation
peroxidasa. Todo ello contribuye al dafio del endotelio vascular, promueve la
alteracion de biomoléculas como el ADN, lipidos y proteinas, ademas de alterar
el balance oxidativo/antioxidante y destruir el sistema defensivo celular,

aumentando, asi, el estrés oxidativo*’-48.51,
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Desafortunadamente, no se ha podido realizar un analisis comparativo de la
actividad enzimatica de la PON1 con el sexo y el tabaco simultaneamente, ya
que se trata de un analisis estadistico multivariante que no se ha podido
desarrollar en el proyecto actual debido al reducido tamafio muestral.

La disparidad en los resultados obtenidos en el presente estudio, respecto a los
descritos en la bibliografia, pueden estar en relacién con el limitado tamafio
muestral respecto a otros estudios. También, pueden haber influido otros
factores como el uso de plasma en otros estudios o utilizar higado como tejido
para medir paraoxonasa. Sabemos que no se debe recoger la sangre usando
quelantes, porque secuestran el Ca?* e inhiben la actividad paraoxonasa. Por
otro lado, nuestros pacientes no fumadores podrian ser fumadores pasivos, por

lo que en un futuro seria fundamental cubrir este aspecto.

En definitiva, la PON1 es una enzima poco estudiada con unas funciones criticas
por su implicacion en el sindrome metabdlico y su papel en la proteccion frente

al estrés oxidativo, por lo que seria fundamental profundizar en su conocimiento.
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6. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

En la mayor parte de los pacientes se desconoce el nivel de estudios. La
mayoria de los hombres presentaron capacidad legal mientras que en las
mujeres fue la incapacidad con tutela. El 79% presentaron esquizofrenia,
la segunda patologia mas prevalente fue el trastorno de la personalidad
con un 29% y la tercera fue el trastorno bipolar con un 13%. El 44% de los
pacientes presentdé una segunda comorbilidad. Los antecedentes de la
droga mayormente consumida por ambos sexos fue el tabaco seguido del
alcohol.

En el estudio de la actividad de la paraoxonasa 1 frente al sexo, se
observé mayor actividad PALS y PAHS en mujeres y mayor actividad

CMPA en hombres. Si bien, las diferencias no fueron significativas.

La actividad PON1 frente al consumo de tabaco fue mayor para CMPA 'y
PALS en fumadores, mientras que el PAHS fue mayor en no fumadores,

no habiendo diferencias estadisticas en ningun caso.
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