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RESUMEN 

 
La Paraoxonasa sérica humana 1 (hPON1) es una proteína glicosilada con un peso 

molecular aproximado de 43 kDa, está compuesta de 354 aminoácidos, es una esterasa 

dependiente de calcio. Tiene la capacidad de hidrolizar una amplia gama de compuestos 

organofosforados, se sintetiza principalmente en el hígado y es secretada en plasma 

sanguíneo. Se encuentra asociada principalmente a lipoproteínas de alta densidad (HDL), y 

previene de la oxidación a las lipoproteínas de baja densidad (LDL) las cuales están 

implicadas en el inicio y progreso de la aterosclerosis. La purificación de hPON1 ha sido un 

reto desde hace varios años. El tener una forma purificada de la hPON1 permitiría evaluar 

su importancia biológica con más detalle. Por otra parte, la granada es un fruto rico en 

compuestos antioxidantes, algunos de ellos como la quercitina han mostrado tener la 

capacidad de inducir la actividad de la PON1. Para la purificación de la enzima se 

utilizaron métodos de cromatografía de interacción hidrofóbica, utilizando una columna 

HiPrep Phenyl FF (high sub) 16/10 de interacción hidrofóbica, acoplada al sistema AKTA-

FPLC. El objetivo general del presente trabajo es purificar la paroxonasa-1 de humano por 

FPLC y determinar el efecto del jugo de granada en su actividad enzimática. Se obtuvieron 

valores de Vmax y Km para la hPON1 en su forma natural de 19.62 nmoles/mL*min y 1.19 

mM respectivamente. Mientras que para hPON1 en presencia de jugo de granada los 

valores obtenidos fueron para Vmax y Km de 34.54 nmoles/mL*min y 2.34 mM 

respectivamente. Estos resultados demuestran que el jugo de granada incrementó la 

actividad enzimática de manera que esto podría ser un mecanismo de acción 

cardioprotector del jugo al inducir la actividad de la PON1h, la cual se ha reportado en el 

desarrollo de la aterosclerosis. 

 

 

Palabras clave: Paraoxonasa-1humna, actividad enzimática, cromatografía de 

interacción hidrofóbica, jugo de granada. 
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ABSTRACT 

 
Human serum paraoxónase 1 (hPON1) is a glycosylated protein with an estimated 

molecular weight of 43 kDa, consists of 354 amino acids, it is a calcium-dependent 

esterase. It has the ability to hydrolyze a broad range of organophosphorus compounds, the 

enzyme is primarily synthesized in the liver and secreted in plasma. It is associated mainly 

with high-density lipoprotein (HDL), and prevents low-density lipoproteins (LDL) from 

oxidation, which are involved in the initiation and progression of atherosclerosis. hPON1 

purification has been a challenge since years ago. Purified form of the hPON1 would be 

analyzed in detail its biological function. On the other hand the Pomegranate is a fruit rich 

in antioxidant compounds, some of them as quercetin have shown the ability to induce the 

activity of PON1. To purify the enzyme, a hydrophobic interaction chromatography was 

used, employing a column HiPrep Phenyl FF (high sub) 10/16, coupled to a AKTA-FPLC 

system. The main objective of the present work was to purify hPON1 and to determine the 

effect of the pomegranate juice on the enzymatic activity. 19.62 nmol/min/mL 1.19 mM 

values were obtained for Vmax and Km respectively whereas 34.54 nmol/min/mL and 2.34 

mM values were obtained for hPON1 in presence of pomegranate juice respectively. These 

results demonstrated that pomegranate juice increased the enzymatic activity so that it 

might be a cardioprotective mechanism of action might from the juice by inducing PON1h 

activity, because PON1 has been reported as a enzyme involved in the prevention of the 

developing of atherosclerosis. 

 

Keywords: human Paraoxónase-1, enzymatic activity, hydrophobic interaction 

chromatography, pomegranate juice  
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INTRODUCCIÓN. 

1. PROTEÍNAS 

1.1 CONCEPTO 

 

Las proteínas son polímeros de aminoácidos que realizan la mayor parte de las funciones 

vitales de las células tales como: reconocimiento molecular, transporte de moléculas, 

protección, función estructural, interactúan como catalizadores en reacciones químicas 

entre otras1. Las proteínas son biomoléculas formadas básicamente por carbono, hidrógeno, 

oxígeno y nitrógeno. Pueden además contener azufre y en algunos tipos de proteínas, 

fósforo, hierro, magnesio y cobre entre otros elementos2. 

 

1.2 LA ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS 

 

Todas las proteínas poseen una misma estructura química central, que consiste en una 

cadena lineal de aminoácidos. Sin embargo, la secuencia lineal de aminoácidos puede 

adoptar múltiples conformaciones en el espacio que se forma mediante el plegamiento del 

polímero lineal. Tal plegamiento se desarrolla en parte espontáneamente, por la repulsión 

de los aminoácidos hidrófobos por el agua, la atracción de aminoácidos cargados y la 

formación de puentes disulfuro y también en parte es ayudado por otras proteínas1. 

 

Por tanto, podemos distinguir cuatro niveles de estructuración en las proteínas (figura 1)3. 

· Estructura primaria 

· Estructura secundaria 

· Estructura terciaria 

· Estructura cuaternaria 

 

ESTRUCTURA PRIMARIA 

 

La estructura primaria consiste en el número y la posición que ocupa cada aminoácido en la 

cadena polipeptídica, es decir la secuencia de aminoácidos. La importancia de este nivel 
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radica en que la posición que ocupa cada aminoácido dentro de la cadena va a condicionar 

el resto de los niveles estructurales, además de la función que desempeña la proteína3. 

 

El esqueleto polipeptídico está unido por enlaces covalentes, conocido como enlaces 

peptídicos, enlazados mediante el carbono del grupo carboxilo de un aminoácido y el grupo 

amino del siguiente aminoácido4. 

 

ESTRUCTURA SECUNDARIA 

 

La estructura secundaria es el resultado de los enlaces de hidrógeno locales que se 

encuentran a lo largo de la cadena polipeptídica. Estos enlaces dan solidez y a la vez 

flexibilidad a la proteína. Gracias a la ordenación regular y periódica de la cadena 

polipeptídica en una dirección determinada, se pueden encontrar dos tipos de estructura 

secundaria: la hélice- α y la conformación-ß3. 

 

En la hélice α, la cadena polipeptídica adopta una conformación helicoidal. Esta 

conformación se estabiliza por puentes de hidrógeno, mientras que los grupos -R de los 

aminoácidos se disponen hacia fuera de la hélice evitando las interacciones estéricas y 

estabilizando la conformación3. 

 

En la conformación ß, la cadena adopta una ordenación lineal en la que los grupos -R, de 

los aminoácidos, se van alternando por encima y por debajo del plano del enlace peptídico. 

Esta conformación se estabiliza con puentes de hidrógeno entre varias cadenas de proteínas 

con conformación-ß. El resultado de estas interacciones es la hoja plegada ß, que puede 

presentar un plegamiento paralelo, (en el que las cadenas vecinas se desarrollan en la 

misma dirección), o bien un plegamiento antiparalelo con cadenas vecinas en direcciones 

opuestas3. 
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ESTRUCTURA TERCIARIA 

 

En esta estructura, la proteína adquiere su forma tridimensional gracias a la disposición de 

todos los átomos que componen a la proteína.  Esta estructura terciaria es estabilizada por 

puentes de hidrógeno entre cadenas laterales, enlaces disulfuro, fuerzas de van der Waals, 

interacciones iónicas entre cadenas laterales4. 

 

Las proteínas globulares se pliegan en dominios compactos que contienen entre 40 y 300 

aminoácidos. La cadena atraviesa el glóbulo en sus dos formas principales: hélice-α o ß. La 

conformación espacial de las proteínas depende lógicamente de su estructura primaria, así 

las cadenas laterales de los aminoácidos en las proteínas globulares se hallan distribuidas 

espacialmente de acuerdo con sus polaridades5. 

 

Los aminoácidos no polares aparecen, casi siempre, en el interior de la proteína, para no 

entrar en contacto con el disolvente acuoso que la envuelve, creando un ambiente 

hidrofóbico. Por lo contrario los residuos polares con carga se hallan situados, normalmente 

en la zona externa, interactuando con el medio acuoso. A veces, se requiere de estos centros 

en la parte interna de la proteína y en estos casos también ocurre que están directamente 

implicados en alguna funcionalidad de la proteína, bien a nivel estructural o bien a nivel 

catalítico3. 

 

ESTRUCTURA CUATERNARIA 

 

Un gran número de proteínas, conocidas como oligoméricas, están formadas por la 

asociación no covalentes de dos o más moléculas. La estructura cuaternaria, está 

determinada por el número y orientación de las subunidades, existen dímeros formados por 

subunidades idénticas llamados homodímeros, o por subunidades diferentes llamados 

heterodímeros. Las interacciones que existen entre el contacto de las subunidades son muy 

similares a las que se presentan en los monómeros. Entre las cuales predominan las 

interacciones entre grupos no polares, puentes de hidrogeno, interacciones entre grupos 

cargados y puentes de disulfuro5. 
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Figura 1. Representación de los diferentes niveles estructurales de las proteínas. 

A: hélice-α. B: lamina-β. C: estructura terciaria D: estructura cuaternaria. 

Fuente: González-Andrade (2005)1. 

 

1.3 CLASIFICACION DE PROTEÍNAS EN BASE A SU FORMA. 

 

Las proteínas se dividen en dos grupos: fibrosas y globulares. Las proteínas fibrosas 

muestran en su estructura la repetición de elementos de estructura secundaria, como hélices 

α o hebras β, para formar fibras cilíndricas alargadas que son utilizadas como sostén 

estructural de células y tejidos6. 

 

Por otra parte, las proteínas globulares contienen, además de las hélices α y hebras β, 

estructuras no repetitivas como asas y giros, gracias a las cuales adoptan estructuras 

compactas y globulares con una función particular. Las proteínas globulares tienen la 

capacidad de reconocer a otras moléculas, tan pequeñas como el O2 o tan grandes como 

ellas mismas6. 
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2. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

La purificación de proteínas resulta esencial para el análisis detallado de las propiedades 

físicas y funcionales de una proteína; el aislamiento de una proteína específica requiere 

generalmente de múltiples técnicas de purificación como la cromatografía, donde es 

importante la solubilidad de la proteína en función del pH, polaridad o concentración de 

sales7.  

 

2.1 CROMATOGRAFÍA 

Existen varias técnicas de cromatografía que pueden emplearse para separar mezclas de 

proteínas de acuerdo con las propiedades moleculares, tales como el tamaño, la forma, el 

peso, o determinadas afinidades de unión8. En los diferentes métodos cromatográficos, la 

mezcla proteica se disuelve en un líquido (fase móvil). Al pasar las proteínas a través de la 

fase estacionaria (alguna matriz sólida), se separan unas de otras, debido a la interacción 

entre cada fase9. 

 

2.1.1 CROMATOGRAFÍA DE INTERACCIÓN HIDROFÓBICA 

 

La cromatografía de interacción hidrofóbica (CIH), se basa en la adsorción, que se produce 

cuando los grupos hidrofóbicos que están expuestos de una proteína interactúan con los 

grupos hidrofóbicos de la matriz de la fase estacionaria, haciendo que este proceso sea 

termodinámicamente favorable10. Esta interacción se debe a las fuerzas de atracción de Van 

der Waals y a la interacción hidrofóbica entre las proteínas y los ligandos inmovilizados11. 

 

La CIH se lleva a cabo en 2 etapas, la primera consiste en determinar el tipo de sal a utilizar 

(principalmente caotrópicas) y la segunda etapa en la elución de la proteína la cual 

dependerá fundamentalmente de la hidrofobicidad de la proteína y la matriz. Las proteínas 

cuentan con diferentes tipos de aminoácidos hidrofóbicos y por lo tanto se adhieren con 

diferente fuerza a los medios de la CIH. Es de gran importancia determinar las 

concentraciones de sal adecuadas a la proteína, ya que produce que los grupos más 
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hidrofóbicos se enlacen al medio, mientras que otras proteínas menos hidrofóbicas se 

mantendrán en solución11. 

 

2.1.2 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSIÓN MOLECULAR 

 

 La separación en cromatografía de partición y en cromatografía de intercambio iónico se 

logra de diferentes interacciones de solutos. En contraste, la separación en cromatografía de 

exclusión por tamaño se lleva a cabo por diferencias en tamaño molecular y la habilidad de 

diferentes moléculas para penetrar los poros de la fase estacionaria a diferentes tamaños o 

magnitudes. 

 

La cromatografía de exclusión por tamaño se usa extensivamente para las separaciones 

preparativas de macromoléculas de origen biológico, así como para la purificación de 

polímeros sintéticos8. 

 

Este tipo de cromatografía se realiza en columnas cilíndricas rellenas con algunos de los 

geles que se fabrican con este fin y que pueden ser de varios tipos: dextranos con enlaces 

cruzados, agarosa y poliacrilamida. Todos estos geles se hallan constituidos por partículas 

de un material esponjoso hidratado, que contiene poros con un tamaño de diámetro 

determinado9. Esta cromatografía, es también una herramienta analítica utilizada para 

determinar el peso molecular de las proteínas. A partir de proteínas con peso molecular 

conocido, se elabora una curva estándar, con la que se puede determinar el peso molecular 

de otras proteínas5. 

 

2.1.3 CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO IÓNICO. 

 

La cromatografía de intercambio iónico separa las proteínas de acuerdo con su carga9. La 

separación se produce por absorción reversible de las moléculas cargadas por los grupos 

inorgánicos, de carga opuesta inmovilizados dentro de la fase estacionaria8. 
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Un intercambiador iónico consiste de una matriz sólida insoluble a la cual se unen de forma 

covalente grupos cargados. La matriz puede tener carga positiva o negativa y los 

contraiones también. Los intercambiadores cargados positivamente tienen contraiones 

cargados negativamente (aniones) por lo que son llamados intercambiadores aniónicos. 

Intercambiadores cargados negativamente tienen contraiones cargados positivamente 

(cationes) y se les conoce como intercambiadores catiónicos. Los intercambiadores iónicos 

fuertes están completamente ionizados en un amplio rango de pH mientras que con los 

intercambiadores iónicos débiles, el grado de disociación y la capacidad de intercambio 

varían más marcadamente con el pH8. 

 

La cromatografía de intercambio iónico se presenta en 4 etapas8. 

1.- Equilibrado de la fase estacionaria.- en donde se deben favorecer las condiciones de pH 

y fuerza Iónica que permitan la unión de las proteínas deseadas. 

 

2.- Aplicación y muestra del lavado.- las muestras se deben encontrar en la misma 

concentración de amortiguador, que se utiliza para el equilibrado de la fase estacionaria, 

con esto permitirá que las proteínas con la carga adecuada desplacen a los contraiones y se 

adsorban reversiblemente a la matriz. 

 

3.-Elución de las proteínas.- en este paso, se intercambia el pH, o más frecuentemente, se 

incrementa la fuerza Iónica del amortiguador. Las proteínas eluyen en orden inverso a su 

fuerza de unión, que es determinado por el número de grupos cargados en la superficie. 

 

4.- Regeneración.- en este último proceso, se asegura que las proteínas que no han eluido 

bajo las condiciones aplicadas en principio, sean eludidas, con el propósito de asegurar la 

capacidad total del intercambiador para una nueva proteína. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

17 

 

3. ENZIMAS 

3.1 DEFINICIÓN 

 

Las enzimas son catalizadores generalmente de origen proteico que aceleran la velocidad de 

una reacción disminuyendo la energía de activación, pero no se consumen en la misma. 

Otra propiedad de las enzimas, es su alto grado de especificidad, esto es, que solamente se 

cataliza la reacción en la que participan un sustrato o un grupo de sustratos con ciertas 

características químicas y geométricas comúnes12.  

 

 

3.1.1 RADICALES LIBRES Y ENZIMAS QUE INTERVIENEN EN EL ESTRÉS 

OXIDATIVO 

 

El organismo forma continuamente moléculas o átomos que presentan electrones no 

apareados en su última capa u orbital electrónico, dando lugar a la formación de radicales 

libres (RL) provocando a su vez daño celular13. En el organismo la producción de RL es 

permanente y se encuentra asociada con el metabolismo celular del oxígeno y las 

reacciones de óxido-reducción14. 

 

Los RL son responsables en gran parte del daño oxidativo de macromoléculas biológicas, 

tales como el ácido desoxiribonucleico (ADN), lípidos, carbohidratos y proteínas. En el 

organismo existen sistemas adecuados para producir defensas contra los agentes 

antioxidantes, además se puede producir la reparación del daño oxidativo15. 

 

Por otra parte los antioxidantes se definen como “cualquier sustancia que, cuando se 

presenta en bajas concentraciones comparado con las de un sustrato oxidable, retrasa o 

inhibe la oxidación de ese sustrato significativamente”, es por ello que uno de los sistemas 

más importantes para evitar la oxidación es el de las enzimas16.  

 

Las enzimas antioxidantes constituyen un grupo formado por la superóxido dismutasa 

dependiente de Cu y Zn (CuZn SOD) superóxido dismutasa dependiente de Mn (Mn SOD), 
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glutatión peroxidasa (GPx), glutatión reductasa (GR), glutatión S-Transferrasa (GST), y 

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD). Estas enzimas protegen a la célula contra los 

radicales de oxigeno producidos durante el metabolismo normal o que se puedan producir 

por moléculas del medio externo, lo que ocasiona el daño oxidativo. La SOD, CAT Y GPx 

se consideran antioxidantes primarios, ya que intervienen en la eliminación directa de 

especies activas de oxígeno. La GST, GR y G6PD, son antioxidantes secundarios que 

intervienen en la detoxificación de especies reactivas de oxigeno disminuyendo los niveles 

de peróxido5. 

 

 

4. PARAOXONASAS 

 

Las paraoxonasas son un grupo de enzimas pertenecientes a una familia génica, que están 

presentes en los mamíferos en tres diferentes formas codificadas por los genes PON1, 

PON2 y PON317. Esta familia de genes deriva posiblemente de la replicación de un gen 

común, puesto que son similares en el 70% de la secuencia de nucleótidos y el 60% de 

aminoácidos, y están ubicados en posiciones adyacentes en el cromosoma 7 humano18.  

 

La paraoxonasa 1 humana (hPON1) se expresa principalmente en el hígado, facilita la 

hidrólisis de compuestos organofosforados, ésteres carboxílicos aromáticos, carbamatos y 

ésteres alifáticos insaturados19. Se encuentra asociada principalmente con las lipoproteínas 

de alta densidad (HDL), y es así como circula en el torrente sanguíneo20.  

 

La hPON2, se encuentra expresada principalmente en el hígado, riñón y cerebro, se ha 

encontrado que su principal función fisiológica es la protección de la oxidación de las 

lipoproteínas de baja densidad, además también es capaz de hidrolizar lactonas aromáticas 

y lipoperóxidos21. 

 

La hPON3, se expresa en hígado, placenta, pulmón y testículos, esta enzima se ve asociada 

en la protección de la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad mostrando mayor 
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capacidad que la hPON1, pero teniendo como limitante su menor expresión, por tanto su 

importancia resulta menor18. 

 

4.1 PAROXONASA-1 

 

4.1.1 Características 

 

En 1946, Abraham Mazur fue el primero en reportar la presencia de una enzima en el tejido 

animal que era capaz de hidrolizar compuestos organofosfatos22. Esto llevó a la 

identificación inicial de la enzima paraoxonasa sérica humana en la década de 195023. 

 La hPON1 (EC 3.1.8.1) se identificó inicialmente en el campo de la toxicología puesto que 

era capaz de hidrolizar organofosfatos sintéticos como pesticidas (paraoxón, metabolitos 

oxones de clorpirifós y de diazinón) o gases nerviosos (sarín y somán)24. 

La enzima hPON1 es una proteína que se ha identificado en los mamíferos y que no se 

encuentra en peces e invertebrados25. De hecho, hay una gran similitud en la organización 

estructural de los genes hPON1 de humanos y de ratones, de lo que se deduce su 

importancia metabólica en los mamíferos26. 

Mackness y cols. (1991) demostraron que la hPON1 podría evitar la acumulación de 

lipoperóxidos en la lipoproteína de baja densidad (LDL) vinculando así a la hPON1 con la 

prevención de enfermedades cardiovasculares27. 

Recientemente, se determinó la estructura cristalina de una variante recombinante de la 

PON, haciendo de la hPON1 la primera proteína asociada a las HDL descubierta en la 

estructura tridimensional de las lipoproteínas28. 

4.1.2 Clasificación bioquímica 

 

La hPON1 es una proteína glicosilada, con un peso molecular aproximado de 43-kDa, y 

compuesta de 354 aminoácidos29, contiene 3 cadenas de carbohidratos, lo que representa el 
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15.8% de su peso30, el gen que la codifica se encuentra localizado en el cromosoma 7 

región q21.331. 

 

Esta enzima se sintetiza por el hígado, y es liberada mediante un proceso que involucra a 

las HDL. Las HDL se unen a la membrana de los hepatocitos, removiendo a la PON de la 

membrana32, a través de extremo NH2 terminal, donde existe una región hidrofóbica33. 

 

La hPON1 presenta en su estructura seis hojas β plegadas y cada hoja contiene cuatro 

hebras  (figura 2)34. Contiene dos iones de calcio, que se encuentran en el túnel central de la 

hélice, uno en la parte superior (Ca1) y el otro en la sección central (Ca2).  

El Ca2 tiene una función estructural cuya disociación conduce a la irreversible 

desnaturalización en tanto que el Ca1 es considerado como el “calcio catalítico”, ya que 

forma parte del sitio activo de la enzima35. 

El Ca2 interactúa con cinco residuos de aminoácidos (uniéndose a los oxígenos de la 

cadena lateral de Asn224, Asn270, Asn168, Asp269 y Glu53). Otros ligandos potenciales 

son una molécula de agua y uno de los oxígenos de un ion fosfato. 

El sitio de unión del Ca1 es más amplio que la del Ca2. Sin embargo, dos de los residuos de 

unión de Ca1 (Asn224 y Asp269) presentan ángulos diedros distorsionados. Esto aunado a 

la mayor accesibilidad disolvente del Ca1 indica una mayor afinidad36. 

 La hPON1 expresada en células animales está glicosilada. Esta glicosilación no es esencial 

para las actividades hidrolíticas de la enzima, pero puede ser importante en el aumento de 

su solubilidad y estabilidad, o en la prevención inespecífica de unión a las membranas 

celulares37. 

Se han descrito 4 posibles sitios potenciales de N-glicosilación en la hPON1, dos de ellos 

(Asn227 y Asn270) están en el túnel central de la hélice y son en gran parte inaccesibles a 

disolventes. Asn253 y Asn324 se encuentran en los bucles de superficie, y se cree que sean 

los sitios de glicosilación de la enzima38. 
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Figura 2.- Estructura general de la hPON1. (a) Vista de las seis hojas β-plegadas. La parte superior de la 

hélice es, por convención, la cara que lleva los lazos que unen el exterior de cada hoja (hebra D) con la hebra 

interna (A) de la hoja siguiente. Se muestra el N y C terminales, y los dos átomos de calcio en el túnel central 

de la hélice (Ca1, verde, Ca2, rojo). (b) Una vista lateral, incluyendo las tres hélices en la parte superior (H1-

H3) 28. 

 

4.2 PAPEL ANTIOXIDANTE DE LA hPON1 

 

Debido a que la hPON1 viaja anclada a las HDL, aparentemente juega un papel importante 

en el desarrollo de ateroesclerosis39, 40, esta idea se apoya por estudios realizados con un 

grupo de ratones knockout PON1 y ratones normales, ambos fueron alimentados con una 

dieta aterogénica, los ratones knockout desarrollaron de forma más susceptible la 

ateroesclerosis42.  

 

Aunque se siguen desconociendo el papel fisiológico de esta enzima, numerosos estudios 

han demostrado el papel antioxidante y por tanto protector de la hPON1 en el desarrollo de 

ateroesclerosis, teniendo como principales funciones: 

 

1. La protección de las moléculas LDL, HDL y macrófagos frente al estrés 

oxidativo40,43-45. 

2. La inhibición de la síntesis de moléculas que facilitan la adhesión de monocitos a la 

pared de los vasos sanguíneos46-48. 
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3. La disminución de la captación de LDL-ox por los macrófagos impidiendo la 

formación de las células espumosas49. 

4. Inhibición de la biosíntesis del colesterol por los macrófagos50. 

 

4.3 POLIMORFISMOS DE LA PARAOXONASA-1 

 

Se conocen 4 tipos diferentes de polimorfismos que modifican la expresión y la 

concentración sérica de la enzima, los polimorfismos encontrados son: hPON1C107T, 

hPON1A162G, hPON1G824A y hPON1G907C
51-53. 

 

Otro polimorfismo actualmente conocido es el hPON1L55M
 53, la isoforma tiene un papel 

importante en la unión de la enzima con el HDL, ya que se ubica en la porción N-terminal 

de la hPON1, en consecuencia, esto brinda mayor estabilidad en el complejo de la enzima 

con las lipoproteínas de alta densidad54. 

 

Por otro lado, el polimorfismo hPON1Q192R, se caracteriza principalmente por la 

diferenciación del sustrato que es utilizado para determinar la actividad hidrolítica de la 

enzima24,55. Así, el paraoxón es más eficiente cuando el polimorfismo está ubicado en la 

posición 192R en tanto que el diazoxón, soman y sarín son más eficientes para hidrolizar a 

la enzima cuando presenta el polimorfismo 192Q55,56. 

 

5. ESTRÉS OXIDATIVO Y ANTIOXIDANTES 

 

El término de antioxidantes naturales, es definido como aquellas sustancias que presentan 

estructuras químicas y mecanismos de acción variados. Estos tienen la función de inhibir o 

retardar la oxidación de 2 formas: captando radicales libres, son principalmente compuestos 

fenólicos (AH) que pueden donar un átomo de hidrogeno o un electrón a un radical libre 

convirtiéndolo en un producto estable, denominándose antioxidantes primarios; y los 

antioxidantes secundarios, que son compuestos que actúan impidiendo o disminuyendo la 

cantidad de radicales libres57. 
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El ser humano está protegido del estrés oxidativo gracias a la acción de los agentes 

antioxidantes que poseen diferentes funciones58. Los mecanismos de acción de los 

antioxidantes presentes en el cuerpo, se presentan cuando la molécula del antioxidante, al 

colisionar con un radical libre de oxígeno, le cede un electrón, que se oxida a su vez y se 

transforma en un radical libre de oxígeno débil menos reactivo59. 

 

Los antioxidantes polifenólicos están presentes en vegetales, frutas, granos y semillas60. 

Los polifenoles imparten estabilidad oxidativa y microbiológica, además algunos 

flavonoides se ven asociados con el reforzamiento del sistema inmunológico y ayudan a 

inhibir procesos carcinógenos y mutágenos61, también interactúan en la generación de 

especies reactivas de oxígeno y reducen la oxidación de LDL, ADN y ARN62. 

 

6. GRANADA 

 
La granada roja (Punica granatum L.) es un fruto con alta capacidad antioxidante, en 

comparación con otros jugos comúnmente consumidos como el de uva, arándano, toronja o 

naranja63; la granada es rica en fibra, pectinas, azúcares y taninos, y en su composición se 

encuentran los principales antioxidantes polifenólicos incluyendo a los elagitaninos y 

antocianinas concentrados en la piel, membranas y la corteza blanca64 (ver tabla 1). 

 

La granada está compuesta principalmente por agua y azúcares, y en menor contenido de 

grasas y proteínas, lo que le confiere un bajo valor calórico (aprox. 75 kcal/100 g). Presenta 

también una pequeña proporción de fibra alimentaria, localizada fundamentalmente en el 

pericarpio (3,1g/100 g), es rica en potasio y aporta cantidades considerables de calcio, 

magnesio, fósforo y hierro. Contiene, además, vitaminas del grupo B, C y niacina, en 

concentraciones similares a otras frutas de alto consumo como ciruelas o manzanas64. 
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Tabla 1.-Componentes y constituyentes de la granada. 

Componentes de la planta Constituyentes 

Jugo de granada Antocianinas, glucosa, ácido ascórbico, ácido elágico, 

ácido gálico, ácido cafeico, catequina, quercetina, 

numerosos minerales, hierro, y aminoácidos. 

Aceite de semilla de granada 95% de ácido punicico, otros constituyentes, ácido 

elágico, otros ácidos grasos, esteroles. 

Corteza de granada Pulicanaginas fenólicas, ácido gálico y otros ácidos 

grasos, catequinas, flavonoides, antocianidinas. 

Modificado de: Jurenka, 200865.  

 

Gran parte de su importancia organoléptica y su papel benéfico para la salud, se debe a la 

presencia de sus compuestos fenólicos, las antocianinas son los responsables del color rojo 

y los taninos de su sabor astringente66. 

 

Las propiedades potenciales terapéuticas de los componentes del jugo de granada han sido 

estudiadas en diversas patologías, incluyendo el tratamiento y prevención del cáncer67, en 

diabetes68 y en enfermedades cardiovasculares69. También se ha descrito actividad 

antimicrobiana contra diferentes microorganiscos como: Escherichia coli, Staphyloccocus 

aureus, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisae, Psedumonas aeruginosa, Salmonela 

typhi entre otros más70. 

 

5.1 PROPIEDADES DE LA GRANADA 
 

En modelos murinos y en humanos la granada ha demostrado tener propiedades 

medicinales. Propiedades de tipo anticancerígeno, se ha demostrado que inhibe 

potencialmente la invasión de células cancerígenas prostáticas, induce a la apoptosis, causa 

ruptura en el ciclo celular e inhibe el crecimiento tumoral71, 72. Propiedades 

antiinflamatorias, inhibe las enzimas lipo-oxigenasa y ciclo-oxigenasa, que son mediadores 

proinflamatorios73, 74. También se ha asociado en la prevención y tratamiento de 

enfermedades cardiovasculares; disminuyendo la absorción de colesterol en sangre, lo que 

reduce significativamente colesterol total y colesterol HDL71, 72, 74, 75. 
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Otras propiedades asociadas con el consumo del fruto de la granada son: hipoglucemiante 

en pacientes con diabetes tipo 272, 74, 76. Propiedades antihipertensivas, disminuyendo la 

presión sistólica en pacientes con hipertensión, inhibiendo la enzima que convierte 

angiotensina en suero72. Además ha sido utilizado como remedio en casos de heridas, 

bronquitis, diarrea e infecciones dérmicas77, actividad antifúngica, antiviral y antibacteriana 

71, 72, 74. 77. 

 

6. GRANADA Y SU RELACION CON LA PARAOXONASA 1 

 

Mientras que la dieta y el aumento de la actividad física constituyen el enfoque preventivo 

de la salud primaria, los compuestos bioactivos o fitoquímicos de las plantas ha atraído 

mucho la atención debido a su papel cardioprotector78. Estudios epidemiológicos sugieren 

que los patrones dietéticos caracterizados por un alto consumo de frutas y verduras se ven 

significativamente asociados con un menor riesgo de presentar enfermedad cardiaca 

coronaria (CHD) y accidentes cerebrovasculares79. 

 

Estudios realizados en ratones CD-1 demostraron que los flavonoides presentes en el jugo 

de granada protegen a la hPON1 de la oxidación inducida por Cu2+ 80. Otros estudios 

realizados en un grupo de pacientes con estenosis de arteria carótida, demostraron que al 

consumir jugo de granada se incrementó significativamente la actividad de la PON1 (83%) 

además de una reducción de la oxidación de LDL, tanto basal como inducida por Cu2+ 81. 

 

Otro estudio reciente realizado en ratones CD-1 alimentados con una dieta aterogénica han 

demostrado que la administración de jugo de granada induce significativamente la 

expresión y actividad del gen PON1 en comparación con los ratones que no fueron 

suplementados con el jugo. Asimismo, los animales que recibieron el jugo presentaron una 

disminución en el peso corporal. También, la suplementación con jugo redujo de manera 

significativa la glucosa en sangre y los niveles de colesterol, lo que demuestra que el jugo 

de granada tiene un efecto hipoglucémico82. 

 

 



 

 

26 

 

7. JUSTIFICACIÓN 

 

Si bien la PON1 es una enzima, la cual tiene principlamente propiedades detoxificantes y 

antioxidantes, a la fecha, su papel fisiológico en el humano es desconocido. Para conocer 

más a detalle las propiedades de la hPON1, es necesario tener la enzima purificada; sin 

embargo, en la literatura existen varios reportes que involucran varios pasos de purificación 

con rendimiento variable; y la mayoría emplea volúmenes grandes de suero o plasma 

sanguíneo. Cabe mencionar que ninguno de ellos utiliza el sistema FPLC en la purificación, 

el cual es un equipo útil para la purificación rápida de proteínas. 

 

Por otra parte la granada roja (Punica granatum L.) es un fruto que se cultiva en diferentes 

países del mundo, sin embargo en México la producción y el consumo son bajas;, 

interesantemente, el estado de Hidalgo es uno de los principales productores en el país. 

Estudios de capacidad antioxidante, demuestran que tiene una actividad antioxidante mayor 

que el vino rojo, té verde y té negro63. Algunos estudios sugieren que el jugo de granada 

tiene propiedades antioxidantes, antiaterogénicos83, antihipertensivo84 y antiinflamatorios85. 

En un estudio previo en nuestro laboratorio, se sugirió que el mecanismo de acción del jugo 

de granada es el inducir la expresión del gen de la PON1, la cual, como se mencionó puede 

jugar un papel protector en la prevención del desarrollo de la aterosclerosis al prevenir a las 

LDL de la oxidación. Por tal motivo, al probar que el jugo es capaz de inducir la actividad 

de la enzima pura, se podrá contribuir a dilucidar un mecanismo de acción del jugo de 

granada como cardioprotector, ya que se ha demostrado que la hPON1 juega un papel 

importante en el desarrollo de la aterosclerosis, y si ésta aumenta su actividad por lo tanto 

aumentará su acción protectora.  
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8. OBJETIVOS 

 

8.1 OBJETIVO GENERAL 

Purificar la hPON1 mediante FPLC y evaluación de su actividad enzimática en presencia 

de jugo de granada. 

 

 

8.1.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Purificar la hPON1 por cromatografía de interacción hidrofóbica empleando un 

sistema FPLC. 

2. Caracterizar los parámetros cinéticos de la hPON1 purificada. 

3. Determinar cómo influye la presencia de jugo de granada en la actividad de la 

hPON1. 

 

9. HIPOTESIS 

El jugo de granada tiene compuestos tal que aumenta significativamente la actividad 

enzimática de la paraoxonasa 1 humana purificada hPON1 a partir de suero sanguíneo. 
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10.  MATERIAL Y METODOS 

 

10.1.1 Obtención del jugo de granada 

 

La granada roja a empleada en este proyecto fue obtenida de una huerta ubicada en el 

Municipio de Ixmiquilpan de la región del Valle de Mezquital en Hidalgo. Una vez 

cosechada, fue lavada, y se utilizó un exprimidor casero de jugos convencional para la 

obtención del jugo. 

 

10.1.2 Cuantificación de compuestos fenólicos 

 
El contenido de fenoles totales fue determinado por el método de Folin-Ciocalteau. 

Brevemente, 100 µL de la muestra fueron mezclados con 100 µL de reactivo de Folin–

Ciocalteau. Después de 3 min, 2 mL de solución de carbonato de sodio (75 g/L) fueron 

adicionados y mezclados. Se adicionó agua destilada (2.8 mL) y se mezcló vigorosamente 

invirtiendo los tubos varias veces. Después de 1h, se realizó la lectura de la absorbencia a 

750 nm empleando un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC 

Junior, USA). Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de ácido gálico por 

100 g de base seca (mg GAE/100g). 

 

10.1.3 Purificación de la enzima 

 

La purificación de la enzima hPON1 se llevó a cabo por cromatografía de interacción 

hidrofóbica empleando un sistema FPLC. 

 

10.1.4 Obtención de suero sanguíneo 

 

Se colectaron 100 mL de sangre periférica de un donante sano en tubos BD Vacutainer sin 

anticoagulante, se dejó coagular a temperatura ambiente; una vez coagulada la sangre, se 

retiró el coágulo con un aplicador de madera estéril, el remanente fue centrifugada a 3200 
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rpm empleando una centrífuga Hamilton Bell VanGuard V6500, se separó el suero en tubos 

Eppendorf de 1.5 mL. 

 

El suero fue clarificado, mediante centrifugación a 12000 rpm, por 10 minutos a 4°C en una 

microcentrifuga refrigerada Mikro 22 R. 

 

Se hicieron alícuotas de 250 uL, y se guardaron a una temperatura de -20°C, hasta su uso 

posterior. 

 

10.2 PURIFICACIÓN DE LA HPON1 

 

10.2.1 Cromatografía de Interacción Hidrofóbica 

 

La purificación de la hPON1 se llevó a cabo combinando métodos de cromatografía de 

interacción hidrofóbica. 

 

Se utilizó una columna de interacción hidrofóbica HiPrep Phenyl FF (high sub) 16/10 

Healthcare, compatible con el sistema AKTA-FPLC controlado con el software Unicorn 

5.1 equipado con colector de fracciones. 

 

La columna fue lavada previamente a su uso con agua desionizada, desgasificada y filtrada 

con una membrana de 0.45 µ de tamaño de poro, después la columna fue equilibrada con 

100 mL de amortiguador A (regulador de fosfatos 50mM y sulfato de amonio 1 mM, pH de 

8.0) previamente filtrado y desgasificado.  

 

Se inyectaron 2 ml de suero al sistema, después la corrida se realizó utilizando 40 mL del 

amortiguador A, la elución de la proteína se hizo con 100 mL del amortiguador B 

(regulador de fosfatos 5 mM y 0.1 mM cloruro de calcio, pH 7.0) aplicando un gradiente 

lineal de 0-100 mM para la elución. 

 

Se colectaron fracciones de 1mL en tubos Eppendorf estériles. 
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Para monitorear la actividad de paraoxonasa, a 50uL de las fracciones colectadas se 

adicionaron 200 uL de regulador con paraoxón, el desarrollo de color amarillo indicó la 

actividad de paraoxonasa. 

 

10.2.2 Determinación de concentración de proteínas 

 

Una vez obtenidas las fracciones de mayor actividad, se determinó la concentración de 

proteína de cada muestra, utilizando el kit para la determinación de proteínas (BIO-RAD 

DC protein Assay); las muestras se mezclaron con los reactivos del kit durante 20 minutos 

antes de proceder a la lectura. 

 

Se construyó una curva estándar con de albúmina sérica (0-2 mg/mL), se realizaron lecturas 

de absorbancia a 750 nm empleando un lector de microplacas Biotek (Power Wave XS UV-

Biotek, software KC Junior, USA) colocando en cada pozo: 5 µL de muestra, 25 µL de 

reactivo A y 200 µL de reactivo B. 

 

10.2.3 Determinación de la pureza de la proteína 

 

El grado de pureza se determinó por electroforesis en gel desnaturalizante poliacrilamida en 

presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE por sus siglas en inglés).  

 

Para el gel separador se preparó un gel al 12% en un volumen de 10 mL, conteniendo: 3.3 

mL de H2O desionizada, 4 mL de solución de monómeros de acrilamida al 30%, 2.5 mL de 

Tris 1.5 M, pH 8.8, 0.1 mL de SDS al 10%, 0.1 mL de persulfato de amonio al 10% y 19 

µL de N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina (TEMED). 

 

Para el gel concentrador se prepararon 3 mL al 5%, conteniendo: 2.1 mL de H2O 

desionizada, 0.5 mL de acrilamida al 30%, 0.38 mL de Tris 1.0M pH 6.8, 0.03 mL de SDS 

al 10% y 6µL de TEMED. 
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10.2.4 Tratamiento de la muestra 

 

Las muestras se ebulleron durante 5 min y fueron mezcladas volumen a volumen con 

regulador de corrimiento de proteína 2X antes de ser cargadas en el gel. 

 

Se cargaron 30 µg de proteína en cada carril. Se incluyó marcador de peso molecular, 

posteriormente, la cámara de electroforesis se llenó con regulador de corrimiento. La 

cámara de electroforesis se conectó a una fuente de poder y se llevó a cabo la electroforesis 

a 125mV. Una vez corrida la electroforesis, se sacó el gel de la cámara y se colocó en una 

charola con una solución de azul brillante de Coomassie, se dejó el gel por 24 h, después el 

gel fue decolorado. 

 

10.2.5 Medición de la actividad de la hPON1  

 
Con la finalidad de observar correlación expresión con actividad, la medición de la 

actividad de las hPON1 se realizó mediante un método semi-automatizado Charlton-

Menys, et al, 200686, el cual emplea un sistema de medición en microplaca de 96 pozos y 

un lector de micro-placas (Bio-Tek Junior). La programación de los parámetros dentro del 

lector fueron los siguientes: Modo cinético, filtro de 405 nm, tiempo log 0.42 m, intervalo 

de tiempo 0.5 m, tiempo total de medición 3 min. La temperatura de medición de la 

actividad fue a temperatura entre 24.5-25.5°C. Básicamente, el método consistió en 

adicionar para el suero 10 µL y para las fracciones purificadas 20 µL de la muestra en una 

columna de la microplaca (8 pozos), se agregaron 0.2 mL del substrato de paraoxón (3.3 

mM) ajustándose a un volumen de 210 µL con el regulador de sustrato, mismo que fue 

preparado en el momento de su uso, el cual consistió en agregar paraoxón a un regulador 

conteniendo 2 mM de CaCl2 y 100 mM de Tris pH= 8.0. Cabe mencionar que el pH es muy 

importante, debido a que otras actividades hidrolíticas del paraoxón pueden ocurrir a pH 

mayores de 8.5. Como muestras blanco, se agregan 0.210 mL del substrato de paraoxón en 

otra columna de pozos. Una vez preparadas las mezclas, la microplaca fue colocada en 

elector Bio-Tek y la medición fue efectuada. Los valores de absorbancia a 405 nm fueron 

grabados y procesados (incluyendo el factor de corrección de paso de luz) por el mismo 

lector para tener valores expresados en nmol.min-1.mL-1. 
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10.2.6 Determinación de Km Y Vmax de la hPON1 purificada. 

 

Se realizaron cinéticas enzimáticas de las fracciones colectadas y con la presencia de jugo 

de granada empleando como sustrato al paraoxón en diferentes concentraciones oscilando 

de 0.1-4.0 mM. Para los cálculos de los parámetros cinéticos se empleó el software 

GraphPad Prisma versión 5.01 2007. 

 

 

10.2.7 Cinética enzimática de la hPON1 purificada en presencia de jugo de granada 

 

La actividad enzimática en presencia de jugo de granada se siguió 

espectrofotométricamente utilizando un lector de microplacas a una absorbencia de 405 nm, 

determinada a 25 ± 1°C en amortiguador C (Tris 100 mM y CaCl 2mM pH 8.0) utilizando 

al paraoxón (3.3 mM) como sustrato, la cinética se llevó a cabo por 30 minutos. 

 

Los ensayos de actividad catalítica se realizaron utilizando la fracción H10 empleando 15 

µL de hPON1 con una concentración de 1.46 µg/mL, 0.71 µL de paraoxón, 199.29 µL de 

amortiguador C, pH 7.4, se adicionó jugo de granada a diferentes equivalentes de ácido 

gálico oscilando entre los 150-900 mg EAG/L a cada pozo para determinar en forma 

aproximada cual cantidad de equivalentes aumentaba la actividad de la paraoxonasa 1 en un 

volumen final de 220 µL para cada pozo.  

 

Para la realización de las curvas de cinética enzimática y determinación de parámetros 

cinéticos se elaboró una curva aumentando la concentración de sustrato paraoxón (0.1-4.0 

mM), en presencia de jugo de granada equivalente a 500 mg EAG/L. 

 

10.2.8 Inhibición de la actividad enzimática por EDTA 

 

Para determinar la inhibición de la hPON1 purificada por EDTA en presencia de jugo de 

granada se realizaron cinéticas enzimáticas a diferentes concentraciones de EDTA 
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oscilando entre 0-1000 mM y en presencia de jugo de granada equivalente a 500 mg 

EAG/L 

 

10.2.9 Análisis estadístico 

 

Pruebas de t de Student fueron usadas para la comparación de medias, y pruebas de 

ANOVA se utilizaron cuando más de 2 grupos fueron comparados. Los resultados fueron 

expresados como la desviación estándar de la distribución de la muestra media. Las 

diferencias fueron consideradas significantes si P≤0.05. 
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11. RESULTADOS 

11.1.1 Purificación de la enzima hPON1 

 

Empleando una columna HiPrep Phenyl FF (high sub) 16/10 de interacción hidrofóbica, 

acoplada al sistema AKTA-FPLC, se inyectaron 2 mL de suero, a una velocidad de flujo 

del 1mL/min, a pH 8.0, con un presión de 0.10 Mpa. Se recolectaron fracciones de 1 mL, 

estas fracciones fueron eluidas utilizando un gradiente lineal de agua baja en sales (Figura 

3), posteriormente a las fracciones que mostraron grandes picos de absorbencia se 

monitorearon, agregando regulador con paraoxón.  

 

 

 

Figura 3.- Cromatograma de la purificación de la hPON1 empleando la columna HiPrep (high  

sub) 16/10 de interacción hidrofóbica. Se obtuvieron 3 picos, se monitoreo la actividad a cada una 

de las fracciones que conformaron los picos y se determinó la presencia de la paraoxonasa 1. 

 

De las fracciones obtenidas en el tercer pico de absorbancia, se determinó la presencia de la 

paraoxonasa en los tubos G12, H12, H11, H10, H9, H8 Y H7, de estas fracciones las que 

mostraron actividad fueron H12, H11, H10 y H9. Estas fracciones fueron colectadas en 

tubos Ependorff , en total se obtuvieron 12 tubos y fueron utilizadas para los posteriores 
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experimentos. Se midió la actividad de otros picos resultantes en la cromatografía, sin 

embargo, sólo se encontró actividad en las fracciones H.  

 

En la figura 4 se presenta tanto la actividad enzimática de las muestras como sus 

respectivas absorbencias, en donde los picos más altos de actividad se encuentran en las 

fracciones H11, H10 y H9, siendo la fracción H10 la que mostró la mayor actividad aunque 

no fue con la mayor cantidad de proteína. 

 

Figura 4.- Cromatografía de interacción hidrofóbica.  Absorbancias (-□-) y actividad 

específica (-●-) de muestras obtenidas en el tercer pico de absorbancia. Las muestras de mayor 

absorbencia y actividad específica se presentaron en las fracciones H12, H11, H10, H9.  
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11.1.2 Determinación de la pureza de la proteína 

 

Para verificar la pureza de la enzima obtenida, se realizó un gel de poliacrilamida (Figura 

5), se tomó una muestra de los tubos que presentaron mayor actividad y absorbencia, 

después de este procedimiento se comprobó que las enzimas más puras se encontraban en 

las fracciones H9, H10, H11, la fracción H12 presentó poca concentración de proteína.  

 

 

 

 

Figura 5. Analisis SDS-PAGE de la paraoxonasa 1 purificada. El carril 1, corresponde al suero 

obtenido después de la centrifugación de la sangre, y los carriles 2 y 3 corresponden a las fracciones 

obtenidas después de la inyección del suero al sistema AKTA-FPLC, los carriles 4, 5, 6 y 7 

corresponden a las fracciones con mayor actividad H9, H10, H11 y H12 en donde se puede observar 

que todos los carriles llegan a una distancia entre los 35-47.5 kDa, y no presentan impurezas, en el 

carril 8 se colocó en marcador de peso molecular. 
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11.1.3 Cuantificación de proteínas 

 

Al cuantificar a las proteínas, en las fracciones H9, H10 y H11 se obtuvieron 

concentraciones de 0.428 mg/mL, 1.487 mg/mL y 1.943 mg/mL respectivamente, para el 

suero centrifugado se obtuvo una concentración total de 60 mg/mL. 

 

Si bien la fracción que más concentración total de proteínas mostro fue la H11, las otras 

fracciones obtenidas tuvieron más actividad enzimática, lo que indica mayor actividad 

específica. 

El proceso de purificación de la paraoxonasa sérica humana para este trabajo consistió 

únicamente en un solo paso a través de una cromatografía de interacción hidrofóbica. 

 

De acuerdo con los datos anteriores se calculó la actividad específica así como el 

rendimiento de la purificación, tal y como se muestra en la siguiente tabla: 

 

Tabla 2. Resumen del proceso de purificación de la paraoxonasa sérica humana 1 

PASOS Volumen 
(mL) 

Proteína total 
(mg) 

Actividad T. 
(U) 

Actividad Esp. 
(U/mg prot.) 

Rendimiento 
(%) 

Suero 2 120 22.5 0.18 100 
Interacción 
Hidrofóbica 

     

Fracción H9 1 0.43 0.29 0.67 1.2 
Fracción H10 1 1.49 0.96 0.64 4.2 
Fracción H11 1 1.94 0.38 0.19 1.6 

 

Si bien se obtuvo poca concentración de proteína total y actividad total después del proceso 

de interacción hidrofóbica, para cada una de las fracciones, la actividad específica de las 

fracciones H9 y H10 fue mayor con respecto a la del suero, lo que indica que hubo una 

mayor concentración de paraoxonasa en estas dos fracciones, para la fracción H11 la 

concentración de proteína fue elevada así como su actividad total, sin embargo la actividad 

específica fue muy baja con respecto a las otras fracciones. 

 

Por otra parte el rendimiento de purificación se nota muy bajo con respecto al suero, sin 

embargo esto podría ser considerable dado que se utilizó poco suero; dado los anteriores 
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resultados se determinó que la fracción H10 fue la que mejores condiciones mostraba con 

respecto a las otras dos fracciones, por tal motivo esta fracción fue utilizada para la 

determinación de parámetros cinéticos en forma nativa y en presencia de jugo de granada. 

 

11.1.4 Actividad enzimática de las fracciones en presencia de jugo de granada 

 

Para la medición de la actividad enzimática en presencia de jugo de granada todas las 

fracciones que fueron determinadas como puras después del gel de poliacrilamida y la 

determinación de concentración total de proteína, fueron analizadas con diferentes 

concentraciones de jugo de granada a fin de determinar aumentos en la actividad de la 

enzima. 

 

Se realizó un comparativo de la actividad de las tres fracciones a fin de determinar cuál era 

la fracción más óptima para los experimentos de cinética y cuál era la concentración de 

jugo de granada para evitar la inhibición de la enzima (figura 6); todas las fracciones fueron 

medidas en las mismas condiciones, se utilizó jugo de granada fresco para el mayor 

aprovechamiento de sus compuestos. Los experimentos se realizaron por triplicado para 

tener reproducibilidad en los resultados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Actividad de todas las fracciones en presencia de JG. Cinética de las fracciones H9 (○), fracción 

H10 (■) y fracción H11 (▲). 
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Todas las fracciones mostraron un aumento en la actividad enzimática en presencia del jugo 

de granada, con respeto a la actividad reportada en su forma natural; de igual manera el 

comportamiento de las fracciones fue similar, ya que conforme se aumentó la cantidad de 

jugo de granada, la actividad se incrementó, la actividad máxima para las 3 fracciones se 

presentó en una concentración de 450 mg EAG/L; sin embargo al aumentar la 

concentración de JG, primermente se alcanzó la velocidad máxima y posteriormente hubo 

un decremento en la actividad, con lo cual se determinó utilizar la concentración de 450 mg 

EAG/L de jugo para los posteriores experimentos. 

 

El mayor aumento de actividad se presentó en la fracción H10, presentando una actividad 

de 16 nmoles/min/mL, en comparación con la fracción H9 y H10 que tuvieron su actividad 

mayor de 7.25 y 8.70 nmoles/min/mL respectivamente, con una diferencia significativa 

para dichos valores (P=0.001); dado que la fracción H10 tuvo una buena concentración de 

proteína y buena actividad tanto en su forma natural como en presencia de jugo de granada 

se determinó que esta muestra sería utilizada para los experimentos de cinética enzimática. 

 

 11.1.5 Determinación de Km Y Vmax de la hPON1 purificada 

 

Los parámetros cinéticos para la enzima hPON1 purificada, se obtuvieron aumentando la 

concentración de paraoxón para determinar la velocidad máxima (Vmax) y la Km. De este 

experimento se realizó la comparación de los comportamientos entre la enzima en su forma 

natural y la enzima en presencia de jugo de granada. El valor de la Vmax y Km para la 

hPON1 en su forma natural fueron de 19.62 nmoles/min/mL y 1.19 mM respectivamente. 

Mientras que para hPON1 en presencia de jugo de granada los valores obtenidos fueron 

para Vmax y Km de 34.54 nmoles/min/mL y 2.34 mM respectivamente (figura 7). 
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Figura 7. Determinación de los parámetros cinéticos para la hPON1 purificada. Determinación 

de la Km y Vmax de la hPON1 purificada, para la enzima en su forma natural (-●-) y la enzima en 

presencia de jugo de granada (-■-).  

 

Los valores obtenidos muestran una diferencia significativa en los parámetros cinéticos 

(P=0.0001); la Km de la enzima en su forma natural es más pequeña que la que se obtuvo 

con la enzima en presencia de jugo de granada, haciendo más afín a la enzima en su forma 

natural a su sustrato, sin presentar diferencias significativas entre ambas condiciones. 

 

Por otra parte los valores correspondientes a la Vmax mostraron una diferencia significativa 

notable, esto sugiere que componentes del jugo interactúan con la enzima haciendo a esta 

más activa, evitando su rápida saturación. 

 

11.1.6 Inhibición de la actividad enzimática con EDTA 

 

Debido a que la hPON1 es una enzima dependiente de calcio para su actividad catalitica34-

36, se realizaron cinéticas con EDTA a fin de tener más evidencia de que las fracciones 

obtenidas se trataban de paraoxonasas; se realizaron cinéticas con diferentes 

concentraciones de EDTA (0, 200, 400, 600, 800 y 1000 mM) para determinar la inhibición 
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de la enzima, así mismo se realizaron cinéticas en presencia de jugo de granada, los 

resultados se muestran en la figura 8. 

 

 

Figura 8. Inhibición con EDTA. Inhibición con EDTA para la proteína en su forma 

natural (■) y en presencia de jugo de granada (▲). 

 

Los resultados obtenidos demuestran que la enzima se inhibe en la presencia de EDTA, se 

encontró que a una concentración de 600 mM de EDTA la actividad de la hPON1, 

prácticamente se perdió, incluso en la presencia del jugo de granada; sin embargo se puede 

ver que ha concentraciones menores, se observa una actividad mayor aunque no fue 

estadísticamente significativo. 
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12. DISCUSIÓN 

 

El procedimiento de la purificación de la hPON1 para este trabajo presentó en un inicio 

varias complicaciones, se modificaron varias veces las concentraciones de los 

amortiguadores que fueron utilizados para equilibrar la columna y para eluir a la enzima; se 

realizaron 16 repeticiones del experimento en los cuales debido al cambio de 

concentraciones, la enzima no se obtenía dentro del gradiente, por tanto no sería útil para 

los posteriores experimentos. 

 

Después de varios intentos, se determinó que para la elución de la enzima únicamente se 

necesitaría agua con una mínima cantidad de sales, debido muy probablemente al carácter 

hidrofóbico que presenta la hPON1. 

 

Aunque la PON1 se ha purificado mediante diferentes procedimientos, su obtención sigue 

constando de muchos pasos: en 1993 Furlong y colaboradores87 demostraron que la 

purificación de la paraoxonasa de humano se podría realizar en 4 pasos, utilizando geles de 

azul de agarosa, y columnas de exclusión molecular (sephadex G 200 y sephadex G 75), y 

de intercambio iónico (DEAE Trisacril); en 1997 Rodrigo y colaboradores88 purificaron la 

paraoxonasa en 5 procedimientos utilizando adsorción de hidroxiapatita, cromatografías 

diversas con columnas DEAE Sheparose CL-6B (intercambio iónico), cromatografía de 

actividad no especifica, columna de intercambio iónico Cibacron Blue 3 GA y la columna 

Mono Q HR 5/5 de intercambio aniónico. 

 

Golmanesh y colaboradores29, crearon en el 2007 un procedimiento simple para la 

purificación de la enzima, este trabajo incluye el uso de tres diferentes columnas, la DEAE-

Shephadex A-50 de intercambio iónico, una columna de filtración en gel Shepadex G-200, 

y una segunda cromatografía con la columna de intercambio iónico, además de la adición 

de sales y otros compuestos para la estabilización de la enzima. 
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Erzengin y colaboradores90 en 2012, realizaron la purificación de la enzima utilizando solo 

2 procedimientos, primero precipitando las proteínas del suero con una gran cantidad de 

sulfato de Amonio y después utilizando una columna de interacción hidrofóbica (Sheparose 

4B-L-Tyrosine-1-napthylamine) lo que acorta de manera importante la obtención de la 

enzima.   

 

El procedimiento que se usó en este trabajo consistió en una etapa, empleando sólo una 

columna de cromatografía de interacción hidrofóbica (HiPrep Phenyl FF (high sub) 16/10.), 

, haciendo más rápida la obtención de la enzima pura.  

 

La actividad específica obtenida en muchos estudios de purificación de la enzima ha sido 

elevada debido al uso de gran cantidad de suero para la purificación; Rodrigo y 

colaboradores reportaron en 200191 una actividad específica de 266. 74 U/mg utilizando 50 

mL de suero y 4 diferentes pasos de cromatografía; Golmanesh y colaboradores en el 

200729 reportaron una actividad específica para la enzima purificada de 406. 70 U/mg 

utilizando 50 mL de suero, además de 4 procedimientos de purificación. 

 

En 2012 Erzengin y colaboradores90 reportaron una actividad específica de 11.76 U/mg 

utilizando 50 mL de suero en 2 procesos de purificación. En el presente estudio se obtuvo 

una actividad específica para la fracción H10 que fue la que mayor actividad presento fue 

de 0.64 U/mg, con la diferencia de que solo fueron utilizados 2 mL de suero y solo un paso 

de purificación, con lo que se puede inferir que el proceso puede ser utilizado en la 

purificación a gran escala de la enzima. 

 

En contraste con la baja actividad específica reportada en este trabajo los parámetros 

cinéticos de la enzima son muy similares a los reportados en otros estudios: En 2001 se 

reportó una Vmax y Km de 0.032 U/ml y 1.18 mM respectivamente; en 200692 se reportaron 

valores de Km para la enzima purificada de 4.16 mM; Reiner y colaboradores93 reportaron 

valores de Km para la enzima de 2.5 mM. 
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Brushia y colaboradores94 reportaron un Km de 1.4 mM para la enzima purificada: en 

200729 se reportó una Km de 1.20 mM y una Vmax de 158 U/L; en 2001 Bayrak y 

colaboradores95 reportaron valores de Km para las isoenzimas de la paraoxonasa de 0.96 

mM para el alelo Q192 y de 0.56 para el alelo R192.  

 

En 2012 Erzengin y colaboradores90 reportaron una Vmax de 1.5 U y una Km de 0.66 mM 

utilizando al paraoxón como sustrato, utilizando solo 2 pasos específicos para la 

purificación de la enzima. 

 

Por otra parte, existen varios estudios que demuestran que el jugo de granada tiene una 

capacidad antioxidante muy elevada63,68 debido a sus componentes principales 

(antocianinas y elangitaninos); se cree que algunos polifenoles ejercen un efecto 

antioxidante directo en el suero, lo que podría ser benéfico para el aumento en la actividad 

de la PON196; otros estudios han revelado que existe una relación entre el jugo de granada y 

la actividad y expresión de la paraoxonasa 1 en modelos humanos y en modelos animales; 

Gouédard y colaboradores97 demostraron que algunos compuestos polifenólicos presentes 

en la granada aumentaban la expresión de la paraoxonasa 1 en hepatocitos HuH7 de 

humano. 

 

Rosenblat y colaboradores68 demostraron que el consumo de jugo de granada o de 

componentes de la granada aumentó la concentración de HDL asociado con la PON1 en 

suero, y la disminución de la PON1 deficiente; Rock y colaboradores98 demostraron en 

2008 que el consumo de jugo de granada en pacientes diabéticos aumento las 

concentraciones en plasma de las lipoproteínas de alta densidad asociadas con la PON1, lo 

que estimulo su actividad catalítica. 

 

Khateeb y colaboradores99 demostraron que los polifenoles presentes en el jugo de granada 

tienen un papel transcripcional específico en la regulación de la expresión de la PON1 en 

hepatocitos; otros estudios realizados en modelos animales reportaron un aumento en la 

actividad específica de la PON1 en ratones alimentados con una dieta alta en grasas, 

suplementados con jugo de granada82. 
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En estudios con humanos se determinó que el consumo de jugo de granada incrementó la 

actividad específica de la PON1 en un 18% después de consumirlo por 2 semanas81.  En 

pacientes con estenosis de la arteria carótida, la actividad arilesterasa de la PON1 aumentó 

significativamente en un 11%, 42%, 49%, y 83% después de 3, 6, 9, y 12 meses de 

consumo de JG, respectivamente84. 

 

Aunque existen muchos estudios que determinan el incremento de la actividad de la 

paraoxonasa después del consumo de jugo de granada, todos fueron realizados in vivo; en 

este estudio se realizó la medición de la actividad de la paraoxonasa 1 en presencia de jugo 

de granada en su forma purificada para determinar si el jugo actuaba directamente con la 

enzima, los resultados obtenidos demostraron que el jugo si aumenta significativamente la 

actividad de la PON1. Estos resultados sugieren que el jugo de granada puede tener un 

papel cardioprotector al inducir la actividad de la hPON1, la cual existen reportes que 

sugieren que puede prevenir el desarrollo de la aterosclerosis. 
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13. CONCLUSIONES 

 

1. Se purificó la hPON1 a partir de 2 mL de suero sanguíneo, y a través cromatografía 

de interacción hidrofóbica y utilizando un sistema AKTA FPLC. 

  

2. Se obtuvo relativamente una baja actividad y rendimiento en la purificación de la 

enzima, sin embargo los parámetros cinéticos fueron muy similares a los reportados 

por otros autores. 

 

3. La proteína fue eluida prácticamente con agua, con muy poca cantidad de sales lo 

que facilitó la purificación y caracterización cinética de la enzima 

 

4. La enzima se inhibió en presencia del EDTA, con lo que se determinó que muy 

probablemente se trata de la hPON1. 

 

5. La actividad enzimática de la proteína en presencia de jugo de granada aumentó 

significativamente con respecto a la actividad sin jugo de granada. Se determinó 

utilizar la concentración de 450 mg EAG/L de jugo de granada. 

 

6. El proceso de purificación de la enzima permitió que la enzima fuera colectada en 

tres diferentes fracciones, en donde se presentó la mayor actividad fue en las 

fracciones H9, H10 y H10, sin embargo, se utilizó la fracción H10, ya que esta fue 

la que presentó la mayor actividad y mayor contenido de la enzima. 
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14. PERSPECTIVAS 

 

Para conocer más acerca del comportamiento de la enzima hPON1 y su interacción con el 

jugo de granada, es necesario realizar otros estudios específicos que permitan determinar 

cuáles componentes del jugo son los principales responsables de tal efecto. 

 

Se propone realizar experimentos de actividad enzimática con compuestos aislados y 

caracterizados del jugo, además de la purificación a mayor escala de la enzima. 
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