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RIASSUNTO

Scopo. Gli obiettivi dello studio sono stati quelli di validare un metodo automatizzato per la
rilevazione dell’attivita sierica di PON1 nella specie equina, basato sull’utilizzo del paraoxone come
substrato e di determinare gli intervalli di riferimento (reference intervals, RIs) in cavalli e puledri
sani.

Materiali e Metodi. Nel presente studio sono stati inclusi 120 cavalli e 55 puledri clinicamente sani.
Su ogni soggetto € stato eseguito un prelievo di sangue e il siero € stato utilizzato per valutare
I’attivita di PON1 con metodo automatizzato e lettura spettrofotometrica utilizzando il paraoxone
come substrato. Sono state valutate ripetibilita intra- e inter-assay, accuratezza tramite LUD
(evaluation of linearity under dilution) e SRT (spiking recovery test). Sono stati determinati gli
intervalli di riferimento in cavalli sani e analizzate le possibili differenze dipendenti da sesso, eta e
razza.

Risultati. | coefficienti di variazione risultati dagli studi intra- e inter-assay sono inferiori al 5% per
tutte le condizioni di laboratorio esaminate. I test LUD e SRT hanno evidenziato un’ottima
correlazione tra i valori attesi ed osservati. L’intervallo di riferimento registrato nell’intera
popolazione e risultato di 38.1-80.8 U/mL. Nelle femmine adulte sono stati registrati valori piu elevati
rispetto ai maschi e ai castroni. Nei trottatori adulti sono stati registrati valori piu elevati rispetto agli
Warmbloods adulti.

Discussioni e Conclusioni. Il metodo automatizzato per la rilevazione dell’attivita sierica di PON1
nella specie equina, basato sull’utilizzo del paraoxone come substrato € risultato accurato e preciso. Si
suggerisce 1’utilizzo di un unico intervallo di riferimento per giovani puledri e cavalli adulti,
indipendentemente dal genere e razza.

Parole chiave. Cavallo, PON1, validazione, intervalli di riferimento.

ABSTRACT

Aim. The objectives of the study were to validate an automated paraoxon-based assay to measure
PONL1 activity in equine serum and to determine a reference interval (RI) in healthy horses and foals.

Materials and Methods. 120 healthy adult horses and 55 healthy foals were enrolled in this study.
Blood samples were collected and serum was harvested. Serum PON1 activity was measured
spectrophotometrically using an automated analyzer through paraoxon-based method. Intra-assay and
inter-assay imprecision, linearity under dilution (LUD) and SRT (spiking recovery test), PON1 Rls
were determined for healthy horses and the possible differences depending on gender, age and breed
were investigated

Results. Intra- and inter-assay CVs (coefficients of variation) were lower than 5% for all the
laboratory conditions explored in this study. LUD and SRT tests fitted the linear model. RI recorded
in the whole caseload was 38,1-80,8 U/mL. Adult females’ RI recorded was higher than males and
geldings ones. In adults Trotters were recorded higher PON1 activity than in adults Warmbloods.

Discussion and Conclusions. The automated paraoxon-based method to assess serum equine PON1
activity was accurate and precise. It would be advisable to use a single reference interval for young
foals and adult horses, independently on their gender or aptitude.

Key words. Horse, PON1, validation, reference intervals.



CAPITOLO 1 - PARAOXONASI

1.1 Introduzione

La paraoxonasi sierica ¢ un’esterasi calcio-dipendente che catalizza I’idrolisi
degli organofosfati, e di altri substrati quali gli esteri degli acidi carbossilici, e
i carbamati. E° ampiamente diffusa in molti tessuti, come fegato, rene,
intestino e nel siero é associata alle lipoproteine ad alta densita (HDL) (La
Due et al., 1993; Nevin et al., 1996).

Mazur, nel 1946 ¢ stato il primo a descrivere 1’idrolisi enzimatica dei composti
degli organofosfati da parte dei tessuti animali e durante gli anni 50 Aldrige
ha descritto I’idrolisi del paraoxone nel siero di sangue umano e di altri
mammiferi. Questo autore é stato il primo a proporre di chiamare “A-esterasi”
le esterasi (come la paraoxonasi) capaci di idrolizzare i pesticidi organofosfati,
distinguendole cosi dalle “B-esterasi”, come carbolisterasi ¢ colinesterasi,
enzimi che sono inibiti dal paraoxone e da altri organofosfati. L’ampio uso del
paraoxone come substrato per questi enzimi ha portato all’adozione del nome

Paraoxonasi (PON) pressoché universale.



1.2 Polimorfismo genetico di PON

La PONL1 e stata la prima paraoxonasi della famiglia multigenica ad essere
stata scoperta, seguita da PON2 e PON3 (Primo-Parmo et al., 1996). I geni
delle PON sono ampiamente espressi nei tessuti dei mammiferi (Rodriguez-
Sanabria et al., 2010):

1. La sintesi di PON1 é prettamente epatica e nel circolo ematico questa
proteina e legata quasi esclusivamente alle lipoproteine ad alta densita
(HDL) (Durrington et al., 2001). Tale enzima € in grado di idrolizzare i
metaboliti ossidi tossici di alcuni insetticidi, come per esempio il
parathion, diazinone e clorpirifos-oxon (La Du, 1992), ed anche agenti
nervini, come il sarin e il soman (Broomfield and Ford, 1991; Davis et
al., 1996). La presenza di PON1 nei diversi tessuti garantisce una
protezione contro 1’esposizione cronica a bassi livelli di organofosfati;
la sua efficienza pero risulta essere di basso livello contro le esposizioni
acute (Li et al., 2000). La PON1 é coinvolta nel processo antiossidante
e antinflammatorio ed esplica queste funzioni mediante tre attivita
enzimatiche: paraoxonasica, arilesterasica e lattonasica (Billecke et al.,
2000).

2. 1 geni che codificano per la PON2 sono espressi da numerosi tessuti, in
particolare dalle cellule associate alla parete vascolare e dai macrofagi,
ma contrariamente agli altri membri di questa famiglia, la PON2 non
viene rilasciata in circolo (Ng et al., 2001), percio essa manifesta la
propria attivita antiossidante all’interno del citoplasma ritardando lo
stress ossidativo cellulare e prevenendo 1’apoptosi nelle cellule
endoteliali vascolari (Horke et al., 2007).

3. 1 geni che codificano per la PON3 sono espressi sia a livello epatico sia
renale e solo nell’'uomo e nel coniglio ¢ stato dimostrato il loro
trasporto nel circolo ematico legato alle HDL (Draganov et al., 2000;

Reddy et al., 2001). PON3 ha un’attivita paraoxonasica e allisterasica



molto limitata, ma come PONL1 idrolizza lattoni aromatici e alifatici a

lunga catena, ed ha proprieta antiossidanti (Dragaov, dati personali).

Uno studio filogenetico tra vertebrati ha permesso la costruzione di uno
schema basato sull’omologia strutturale e sulla distanza evolutiva tra le specie,
mettendo cosi in evidenza che PON2 é il membro primitivo, mentre PON3 ¢
stato il successivo, e molto piu recentemente & comparso PON1 (Draganov e
La Du, 2004). Basandosi sulla struttura di DNA complementare e sulla dedotta
sequenza amminoacidica, si rileva piu dell’80% di uguaglianza negli
amminoacidi della PON1 di uomo, ratto e coniglio. All’interno di queste
specie vi e per lo meno il 60% di uguaglianza tra PON 1, 2 e 3 (Primo-Parmo
et al., 1996). Varianti polimorfiche sono comuni nelle PON di uomo e ratto.
Da queste osservazioni e stato dedotto che questa famiglia di enzimi nasce da
duplicazione genetica e che I’importante ruolo fisiologico di PON & assicurato

dalla ridondanza e dal polimorfismo delle proteine (Draganov e La Du, 2004).



1.3 Ruolo fisiologico di PON1

La PONL1 é una proteina glicosilata di 345 aminoacidi con peso molecolare di
43-47 kDa; I’enzima mantiene la sua sequenza segnale idrofobica nella
regione N-terminale (con I’eccezione dell’iniziale metionina), la quale
permette la sua associazione con HDL (Mackness et al., 1998). L’enzima
possiede due siti per il legame con lo ione calcio con affinita differente: il piu
affine ¢ essenziale per la stabilita della struttura enzimatica, 1’altro ¢ essenziale
per I’idrolisi enzimatica (Harel et al., 2004, 2007).

Sebbene il substrato “naturale” per la PONI1 sembrino essere i lattoni
(Khersonsky e Tawfik, 2005), PON1 svolge la sua attivita anche sui triesteri
degli organofosfati, arilesteri, carbamatici ciclici, glucuronidi, esteri
dell’estrogeno e tiolattoni (Draganov et al., 2005).

Il ruolo fisiologico di PON1 sembra essere quello di offrire protezione contro
la tossicita di alcuni organofosfati, ed esistono evidenze per gli effetti
protettivi contro il danno ossidativo (Watson et al., 1995; Mackness et al.,
1996, Banka, 1996), contribuendo alla protezione antiossidante conferita dalle
HDL sull’ossidazione delle LDL e limitando la produzione di mediatori pro

inflammatori (Watson et al., 1995; Banka, 1996).

Le lipoproteine ad alta densita (HDL) sono un agglomerato di proteine
anfipatiche circolante (circa il 50% dell’intera massa molecolare) che
stabilizza un’emulsione lipidica composta da un monostrato di fosfolipidi
(circa 25%) incorporato con colesterolo libero (circa 4%), con al centro
trigliceridi (circa 3%) ed esteri del colesterolo (circa 12%).

I livelli plasmatici di colesterolo associato alle HDL sono ben conosciuti come
fattore di rischio negativo per lo sviluppo di patologie cardiovascolari. Questo
perché le HDL e la loro maggior costituente proteica 1’apolipoproteina A-I,
possiedono la capacita di mediare il trasporto inverso del colesterolo dai

tessuti, dove e stato precedentemente trasportato da parte delle lipoproteine a
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bassa densita (LDL), di nuovo al fegato, quando si verifica un eccesso di
questo e di altri lipidi (Gordon et al., 2011).

Le LDL ossidate (ox-LDL) determinano [’upregulation della MCP-1 (cell
Monocyte Chemotactic Protein-1) che svolge un ruolo importante negli stadi
iniziali del processo infiammatorio nell’aterosclerosi. I monociti reclutati
all’interno dello spazio sub-endoteliale si differenziano in macrofagi, i quali
inglobano ox-LDL per diventare in seguito foam cells. Le foam cells andranno
a costituire le cosiddette strie lipidiche, progenitrici dell’ateroma il quale puo,
in ultima analisi, condurre ad infarto miocardico e ictus (Lusis, 2000; Ross,
1993).

Tuttavia, studi recenti hanno rilevato che solo un terzo delle HDL e
riconosciuto come mediatore del trasporto dei lipidi (Jahangiri, 2010; Van et
al., 2010; Gordon et al., 2011). La restante parte gioca un ruolo nelle diverse
inflammatoria di fase acuta. L’eterogeneita delle funzioni svolte dalle HDL
risiede nel fatto che quest’ultime risultino un complesso di particelle singole,
ciascuna delle quali conferisce una varia e distinta funzionalita alle HDL.
Alcune di esse sono strettamente relazionate alla capacita delle lipoproteine di
modificare il comportamento di determinate cellule o organismi rimuovendo
parti lipidiche di questi (Gordon et al., 2011). In questa direzione € stata
identificata PONL1.

Le HDL ritardano I’ossidazione delle LDL, soprattutto grazie 1’azione delle
HDL associate a PON1 (Mackness et al., 2000; Mackness et al., 2002;), le
quali idrolizzano i lipidi ossidati formatesi su LDL e HDL (Mackness et al.,
1991; Aviram et al., 2000). Connessa a quest’attivita, le HDL-PON1-associate
sembrano essere responsabili di attenuare la stimolazione da parte delle ox-
LDL alla migrazione intravascolare dei monociti, fornendo un’indiretta
evidenza della soppressione della produzione di MCP-1 (Navab et al., 1991;
Watson, 1995). La PON1 coniugata alle HDL é capace di idrolizzare i
fosfolipidi ossidati a lunga catena che sono stati isolati da ox-LDL (Watson et
al., 1995; Navab et al., 1996).

11



Sotto stress ossidativo, non solo le LDL sono suscettibili alla perossidazione
dei lipidi, ma anche tutti gli altri lipidi sierici, inclusi quelli presenti nelle
HDL, sono propensi all’ossidazione. Percio 1’inibizione dell’ossidazione delle
HDL da parte di PON1 preserverebbe la funzione antiaterogenetica delle HDL
nell’invertire il trasporto del colesterolo, cosi come la protezione verso
’ossidazione delle LDL. In particolare, in uno studio del 1998 (Aviram et al.,
1998), gli autori rivelano che:

e ¢ stata osservata una correlazione inversa tra ’attivita sierica di HDL-
PONZ1-associata e ossidabilita delle HDL (in soggetti volontari umani
sani); quest’osservazione puo spiegare il significato della relazione
inversa tra D’attivita sierica di PON1 e 1’ossidazione delle HDL, in
questo gruppo;

e ¢ stato osservato un effetto inibitorio di PON1-purificata
sull’ossidazione delle HDL;

e [l’arricchimento di siero con PONI-purificata determina un aumento
della resistenza all’ossidazione delle HDL;

e un’aumentata suscettibilita all’ossidazione delle HDL ¢ stata osservata
quando questa lipoproteina viene pretrattata con inibitori di PON1;

e ¢ stata osservata una relazione diretta tra 1’abilita dei vari inibitori di
PONI1 alla riduzione dell’attivita sierica di PON1 e all’aumento
dell’ossidabilita delle HDL;

e ¢ stata osservata una correlazione inversa tra ’attivita sierica di PON1 ¢
lo stato ossidativo dei lipidi sierici in cavie con deficit
dell’apolipoproteina E aterosclerotica.

La capacita di inibire 1’ossidazione delle lipoproteine e la capacita di ridurre i
perossidi associati alle lipoproteine, sembrano essere due proprieta separate di
PONI1: da una parte PONI1 previene I’accumulo di lipidi ossidati durante il
processo ossidativo e dall’altra utilizza e conseguentemente elimina

lipoproteine ossidate preformate (Aviram et al., 1998). Percio, entrambi questi
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effetti determinano la capacita di PON1 di idrolizzare perossidi di specifiche
lipoproteine (Navab et al., 1996, Watson et al., 1995).

L’addizione preventiva di PONI1-purificata alle HDL dimostra il massimo
effetto inibitorio sul processo di ossidazione delle lipoproteine, questo
suggerisce che PON1 agisce sui piccoli quantitativi di perossidi associati alle
HDL preesistenti (Aviram et al., 1998). L’incapacita di PON1 di inibire
I’ossidazione delle HDL, quando essa viene aggiunta agli ultimi stadi
dell’ossidazione delle lipoproteine, puo essere relazionata all’inattivazione di

PONI da parte delle specie reattive dell’ossigeno (Hayek et al., 1997).

L’ossidazione delle LDL ¢ considerata essere di importanza rilevante nella
patogenesi dell’aterosclerosi (Steinberg et al., 1989; Aviram, 1996), percio
molti studi si sono riproposti di analizzare il meccanismo endogeno
dell’inibizione dell’ossidazione delle LDL (Jialal e Grundy, 1992; Fuhrman et
al., 1997). E stato suggerito come PON1 abbia un meccanismo che rimuova le
lipoproteine ossidate aterogene dalla circolazione (e dagli spazi extracellulari)
aumentandone [ ‘uptake cellulare (soprattutto nel fegato), cosi come promuova
la loro conversione a lipoproteine scarsamente aterogene (Aviram, 1993;
Mitchinson et al., 1990). Inoltre anche solo un piccolo aumento nella
concentrazione di HDL influenza molto il meccanismo aterogeno; questo
effetto puo essere relazionato all’aumento dell’attivita di PON1 cosi come
delle altre proteine associate alle HDL, quali I’apolipoproteina A-I, LCAT
(Lecitina-Colesterolo Aciltransferasi), e PAF-AH (Platelet-Activating Factor-
Acetylhydrolase) (Watson et al., 1995; Mackness et al., 1996).

Inoltre PON1 possiede proprieta antiinflammatorie, poiché riduce produzione
di fattori proinfiamamtori. La protezione offerta da PON1 contro 1’azione di
ox-LDL sembra essere associata con la distruzione di fosfolipidi ossidati
presenti nelle ox-LDL. Sia i fosfolipidi contenenti acido arachidonico ciclico e
ossidato, sia prodotti frammentati di acido arachidonico rappresentano lipidi

biologicamente attivi. In questa direzione & stata riconosciuta in PAF-AH
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(Platelet-Activating Factor-Acetylhydrolase) e PON1 la capacita di
distruggere i lipidi attivi in ox-LDL e che il loro effetto sia cumulativo. Da una
parte PAF-AH inibisce la modificazione dell’apolipoproteina B100, dall’altra
PON1 inibisce sia la produzione di lipoperossidi sia di TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances, utilizzato per la misurazione dei
prodotti della perossidazione lipidica). Entrambe le molecole, essendo
associate a HDL, contribuiscono equamente alla protezione offerta dalle
lipoproteine ad alta densita (Watson et al., 1995).

Le HDL sono state studiate per il loro ruolo protettivo contro la modificazione
ossidativa di LDL, e per le loro proprieta antinfiammatorie grazie alla
presenza di sistemi enzimatici associati alla lipoproteina (Van Lenten et al.,
1995).

Ulteriori indagini sono state eseguite sul ruolo delle HDL durante la risposta
inflammatoria di fase acuta (Van Lenten et al., 1995). La risposta
inflammatoria di fase acuta e una reazione sistemica a processi infettivi € non
infettivi di distruzione tissutale. Durante questa fase si verificano multipli
adattamenti fisiologici, includendo in questo anche la sintesi epatica di varie
proteine plasmatiche, denominate markers inflammatori della fase acuta. La
proteina C reattiva (CRP) e la siero amiloide A (SAA) sono state riconosciute
come markers infiammatori della fase acuta che interagiscono con le
lipoproteine. CRP si lega con le lipoproteine contenenti apolipoproteina B,
mentre SAA circola principalmente associata alle HDL (Benditt et al., 1979;
Cabana et al., 1982; Rienhoff et al., 1990).

La ceruloplasmina € un altro reagente della fase acuta che presenta proprieta
antiossidanti (Al-Timimi, 1977). Inoltre e stato dimostrato come essa possieda
anche un effetto pro ossidante in situazioni in cui il pH tissutale assuma valori
inferiori al range fisiologico, situazione attesa nei siti soggetti ad
inflammazione. In questi casi la ceruloplasmina catalizza la reazione
modificante le LDL (Lamb, 1994).

Le HDL hanno un ruolo protettivo nei confronti dell’endotelio vasale e delle

cellule della muscolatura liscia, proteggendole dalla citotossicita delle ox-LDL
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(Hessler et al., 1979). Estendendo questa considerazione, € stato dimostrato il
ruolo protettivo delle HDL nei confronti dell’ossidazione delle LDL e
soprattutto del ruolo svolto dai sistemi enzimatici associati alle HDL
(Mackness, 1991; Stafforini, 1990). In quest’ottica uno studio della meta degli
anni "90 (Van Lenten et al., 1995) ha dimostrato come le HDL si convertano
da molecole antiinfiammatorie a molecole pro infiammatorie durante una
risposta infiammatoria di fase acuta. In questa situazione particolare, in
contrasto alle native molecole HDL che normalmente inibiscono la
modificazione delle LDL e I’adesione dei monociti circolanti alle cellule
endoteliali, sono state riscontrate HDL di fase acuta (AP-HDL) che potenziano
I’adesione dei monociti. Durante la risposta di fase acuta, la composizione
delle lipoproteine € modificata drasticamente: le HDL dimostrano un marcato
aumento della proteina SAA con una concomitante perdita dell’apoA-I
(ligando indispensabile per I’interazione delle HDL con le cellule e alla quale
risulta strettamente associata PON1). Inoltre si ha una perdita dei sistemi
enzimatici associati, quali PAF-AH e PON1, enzimi capaci di catalizzare
I’idrolisi dei lipidi biologicamente attivi nelle ox-LDL. Queste alterazioni
percid possono essere considerati fattori contribuenti alla reazione
inflammatoria di fase acuta.

Le situazioni fino ad ora discusse prendevano in considerazione condizioni di
stress ossidativo determinato da cause non infettive, includendo in queste
patologie cardiovascolari, diabete mellito, insufficienza renale cronica,
inflammazione intestinale, chirurgie elettive.

In uno studio del 1998 (Feingold et al., 1998), gli autori hanno valutato in
animali da laboratorio la SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome)
batterica indotta da lipopolisaccaridi. Lo studio ha dimostrato che 1’attivita di
PON1 diminuisce in seguito alla somministrazione di LPS che mimano la
reazione infiammatoria indotta da un’infezione batterica. La riduzione della
PONL1 circolante e dovuta sia a una diminuita produzione a livello epatico per
riduzione del mRNA codificante la proteina, sia dal processo infiammatorio

stesso mediato dalle citochine. La PON1, quindi, € stata classificata come una
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proteina negativa della fase acuta (negative Acute-Phase Protein, APP)
dell’infiammazione.

Novak e collaboratori (2010) hanno studiato I’attivita della PON1 sierica in
pazienti sani e settici ed hanno correlato i valori di questa proteina con la
concentrazione di CRP e con i valori delle HDL. | risultati hanno mostrato una
ridotta attivita di PONL1 nei pazienti settici in relazione ai valori osservati nei
soggetti sani. Gli autori giustificano questo spiegando come I’ambiente
ossidativo, indotto da uno stato di sepsi, determini un aumento dei legami fra
radicali liberi ¢ PON1, determinando percio una riduzione dell’attivita della
stessa nel siero. Inoltre, i risultati hanno mostrato una correlazione fra la
diminuzione dell’attivita di PON1 e la diminuzione dei valori di HDL ed un

aumento dei valori di CRP, nei pazienti settici.
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1.4 Fattori che influenzano la PON1

Nell’uomo la PONI1 ¢ influenzata da (Jarvik et al., 2003):

o 0 bk w0 DR

polimorfismo genetico;
stile di vita;

dieta alimentare;

eta;

Sesso;

condizione fisiologica.

1.4.1 Polimorfismo genetico

Il gene codificante la PON1 contiene numerosi polimorfismi a nucleotide

singolo (SNP) (Figura 1). Alcuni dei piu comuni SNPs influenzano 1’attivita e

la concentrazione di PON1, cio permette di individuare soggetti con alta,

media e bassa attivita della paraoxonasi (Mueller et al., 1983).

Gli SNPs piu comunemente studiati sono:

la regione codificante Q192R, la quale determina un effetto substrato-
dipendente sull’attivita di PON1. Alcuni substrati, come il paraoxone,
sono idrolizzati piu velocemente dall’isoforma-R mentre altri, come il
diazinone, il sarin e il soman, sono idrolizzati piu velocemente
dall’isoforma-Q (Mackness et al., 1998).

PON1q;0, € inoltre molto piu efficiente a metabolizzare HDL o LDL
ossidati di PON1g.9, (Aviram et al., 2000);

la regione codificante L55M, la quale e associata a differenti
concentrazioni di PONL1 nel siero, quindi a una sua differente attivita.
L’allele 55L determina un significativo aumento di mRNA per PONI e
dei livelli sierici della proteina, a differenza dell’allele 55M (Leviev et
al., 1997);

il promotore C-108T che e associato a differenti concentrazioni di
PONL1 nel siero e quindi a differenti attivita. L’allele -108C ha una
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grande attivita promotrice rispetto all’allele -108T (Leviev et al., 1997;

Leviev and James, 2000).

Paraoxonase 1 (PONI) polymorphisms
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Figura 1. Polimorfismo di PON1 (da Mackness e Mackness, 2015)

Le due isoforme PON1Q e PONI1R portano alla formazione di tre gruppi
fenotipici: QQ, QR ed RR. Essi producono significative differenze nei valori
di attivita di PON1 tra gli individui che esprimono fenotipo QQ e RR.
(Browne et al., 2007)

E’ stato individuato che il polimorfismo di PON1 varia con ’etnicita; difatti la
frequenza dell’allele 192R risulta essere del 15-30% tra la popolazione
Caucasica, del 70-90% tra la popolazione dell’Estremo Oriente ¢ dell’ Africa
Sub-Shariana (La Du, 1992). Negli stati del sud degli USA, gli Afro-americani
risultano essere omozigoti per RR 5 volte di piu dei Caucasici (McDaniel et
al., 2014). Di contro I’allele 55M ¢ molto meno frequente nella popolazione
dell’Estremo Oriente ¢ Africana rispetto ai Caucasici (Phuntuwate et al.,
2005). Queste differenze etniche nella distribuzione del polimorfismo di
PON1 possono portare ad una grande varieta nell’attivita di PON1 tra le
popolazioni (La Du, 1992), differenze di cui tenere conto nello studio

dell’attivita di questo enzima.
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Solo un’analisi genomica riesce a fornire un’accurata valutazione degli
effettivi livelli e attivita di PONL1 nel siero, prendendo in considerazione gli

effetti che i polimorfismi hanno su questi.

1.4.2 Stile di vita
Per guanto riguarda la modulazione di PON1 da parte dello stile di vita, €
risultato che (Costa et al., 2005a):

e il fumo di sigaretta inibisce I’attivita plasmatica di PON1. I composti
responsabili di cid sono stati individuati in aldeidi reattivi e idrocarburi
aromatici (Nishio et al., 1997);

e il consumo moderato di alcool determina un aumento dell’attivita
plasmatica di PON1, mentre un consumo elevato ne determina una
diminuzione (Rao et al., 2003);

e il ruolo degli antiossidanti, somministrati con la dieta, nel modulare

I’attivita della PON1 é ancora dubbio. Alcuni studi sui flavonoidi
riportano che questi antiossidanti possono aumentare 1’attivita di PON1
probabilmente proteggendo [I’enzima dall’inattivazione ossidativa
stress-indotta (Aviram et al., 1999).
Altri  lavori pero, riportano una correlazione negativa tra
somministrazione di antiossidanti quali le Vit E ¢ C e, I’attivita sierica
di PON1 (Rantala et al., 2002) o una non correlazione (Ferré et al.,
2003).

1.4.3 Dieta alimentare

Negli animali da laboratorio, una dieta aterogenica (che prevede cioe un alto
apporto di grassi saturi, idrogenati e colesterolo) determina una significativa
diminuzione nell’attivita e concentrazione di PONI1, ed & associata ad una
diminuzione nelle HDL-C (Shih et al., 1996; Forte et al., 2002). In medicina

umana, una dieta con un alto contenuto di acidi grassi saturi porta ad una
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diminuzione dell’attivita di PON1 (De Roos et al., 2002). Al contrario, 1’acido
oleico, proveniente dall’olio di oliva, € associato ad un aumento della PON1
(Wallace et al., 2001; Tomas et al., 2001). In uno studio, nel quale uomini sani
venivano alimentati con pasti ricchi di grassi cucinati, che contengono quindi
un’alta concentrazione di lipidi ossidati, si mostrava una significativa
diminuzione dell’attivita dell’enzima (Sutherland et al., 1999). Questo risulta
essere in accordo con studi condotti in vitro, dove PON1 risultava essere
inattivata da lipidi ossidati e ox-LDL (Aviram et al., 1999).

In vitro, PONL1 e protetta da polifenoli antiossidanti della quercitina e della
glabridina, che suggerisce come una dieta ricca di alimenti antiossidanti possa
giocare un ruolo simile in vivo (Aviram et al., 1999). Difatti, in uno studio
condotto in umana e su animali da laboratorio, privati geneticamente
dell’apoE, si ¢ visto come il consumo di succo di melagrana, ricco di
polifenoli e altri antiossidanti, possa innalzare 1’attivita di PON1 fino al 20%
in piu (Kaplan et al., 2001). Uno studio, condotto da Gouédard e colleghi
(Gouédard et al., 2004), dimostra che una dieta ricca di polifenoli possa
influenzare 1’espressione genetica di PON1 (Gouédard et al., 2004). Difatti, la
quercitina (somministrata alle stesse concentrazioni ottenute in vivo dopo un
pasto ricco di polifenoli) induceva 1’attivita del promotore di PON1 in cellule
in coltura. La quercitina agisce come ligando per AhR (Aryl hydrocarbon
Receptor), esso attiva il fattore della trascrizione il quale lega a sua volta XRE
(Xenobiotic Responsive Element). Una sovraespressione di AhR, determinata
dai polifenoli, aumentava 1’induzione genetica di PON1 (Gouédard et al.,
2004).

1.4.4 Eta

Studi effettuati su animali da laboratorio hanno mostrato che sia 1’attivita
sierica sia ’espressione a livello epatico di PON1 sono molto basse alla
nascita ed aumentano progressivamente fino al 21° giorno di vita (Li et al.,

1997; Moser et al., 1998). Studi effettuati nell’'uomo hanno mostrato una bassa
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attivita di PON1 alla nascita, che aumenta progressivamente fino a
raggiungere un plateau tra il 6° e il 15° mese di vita (Ecobichon e Stephens,
1973; Mueller et al., 1983; Cole et al., 2003). L’attivita di PON1 risulta essere
costante nel tempo, una volta che ha raggiunto i valori dell’adulto (Zech et al.,
1974; Karanth et al., 2000). A questo riguardo, negli animali da laboratorio,
non sono state trovate differenze nei valori di questa proteina nei soggetti fra i
2 e i 24 mesi di vita (Karanth e Pope, 2000), mentre nell’'uomo, I’attivita di
PONL1 si stabilizza a livello dei valori dell’adulto intorno ai 7 anni di eta.

Nel bovino, € stato individuato come nei vitelli sani [’attivita di PONI1
incrementava con 1’eta da 2 a 21 giorni di vita. D’altro canto non sono stati
rilevati significativi aumenti dei valori dal 21 al 120 giorno di vita. | valori si
presentavano significativamente elevati nei soggetti adulti (>12 mesi di eta)
rispetto ai vitelli di 21 giorni di vita, dove il valore mediano nei primi si
attestava su 88,0 U/mL mentre nei secondi 40,4 U/mL (Giordano, 2013).

In medicina umana, I’attivita di PON1 vede una progressiva diminuzione con
I’invecchiamento del soggetto (Milochevitch e Khalil, 2001; Senti et al., 2001;
Jarvik et al., 2002). Lo studio di Milochevitch e Khalil (2001), nel quale sono
stati esaminati 95 soggetti di eta compresa fra i 26 e i 77 anni, mostra una
correlazione negativa significativa fra Dattivita di PON1 nel plasma ed
associata alle HDL e I’eta dei soggetti (Figura 2). Questo declino pud essere
relazionato allo sviluppo di condizioni di stress ossidativo dovuto all’avanzare
dell’eta (Seres et al., 2004). Inoltre, essendo PONL1 strettamente associata ad
apoA-l, la diminuzione di quest’ultima proteina con 1’invecchiamento puo
essere responsabile di una riduzione delle PON1 associate alle HDL (Frey et
al., 1990; Milochevitch e Khalil, 2001).
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Figura 2. Correlazione dell’attivita della paraoxonasi nel plasma (A) e associata alle HDL (B) con
I’eta. L’attivita della paraoxonasi ¢ stata determinata attraverso la misurazione della velocita d’idrolisi
del paraoxone e normalizzata con le proteine totali attraverso la reazione di Pierce. Coefficiente di
correlazione r = -0.281 (P<0.039) e r = -0.280 (P<0.006) rispettivamente per il grafico A e B (da
Milochevitch e Khalil, 2001).

1.4.5 Sesso

Negli animali da laboratorio si riporta che le femmine presentano un’attivita di
PONL1 piu elevata del 14-26% rispetto ai maschi, e che i livelli di mRNA
epatico siano piu elevati del 40% nel genere femminile rispetto a quello
maschile (Wehner et al.,, 1987; Ali et al., 2003). Tuttavia, nell’'uomo
I’eterogeneita genetica sembra mascherare 1’influenza del sesso (Ali et al.,
2003).
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1.4.6 Condizioni fisiologiche

L’attivita di PON1 puo variare in base a diverse condizioni fisiologiche.

La gravidanza é stata associata con un basso livello di PONL1 sia in studi
effettuati in animali da laboratorio che nell’'uvomo (Weitman et al., 1983).
Soggetti praticanti una moderata attivita fisica (definita come un consumo di
circa 300 kcal/day), mostrano livelli di PON1 piu elevati ed una minor
concentrazione di perossidi di lipidi (Senti et al., 2003). Inoltre, 1’attivita fisica
sembra aumentare i livelli di attivita dell’enzima del 14% nei fumatori, i quali
presentano bassi livelli di PON1, riportando la concentrazione ai livelli

riscontarti nei non fumatori (Senti et al., 2003).
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1.5 Metodi di dosaggio

La PON1 puo essere valutata misurando la sua attivita sierica, avvalendosi
fondamentalmente dell’analisi spettrofotometrica (Costa et al., 2005a). Questa
si basa sull’abilita di PON1 di idrolizzare substrati ed ¢, ad oggi, la tecnica piu
utilizzata, probabilmente per via del basso costo e della facilita di attuazione
(Ceron et al., 2014).

La tecnica spettrofotometrica prevede 1’unione del campione in analisi al
substrato scelto, entrambi vengono poi dissolti in una soluzione buffer. Il
prodotto generato dall’idrolisi del substrato viene attraversato da un raggio di
luce artificiale, di lunghezza d’onda predefinita, monitorato in un determinato
arco di tempo, con una determinata frequenza e ad una definita temperatura.
Viene poi valuta I’intensita della luce trasmessa dopo il passaggio nella
soluzione da dosare, che risultera essere in funzione della concentrazione del
substrato idrolizzato (Ceron et al., 2014).

Il buffer piu utilizzato e il Tris-HCL, ma anche altri buffer, come la glicina,
sono ampiamente utilizzati. Questi elementi mantengono il pH intorno a 8-8,5,
in modo tale che la struttura di PONL1 e la sua attivita non ne siano influenzate
(Dantoine et al., 1998).

La concentrazione del substrato dovrebbe essere stabilita e ottimizzata insieme
al campione di analisi per assicurare una linearita alla reazione. Idealmente
tale concentrazione dovrebbe essere sufficientemente alta da determinare la
massima velocita in cui I’enzima ¢ saturato dal substrato e cosi che I’attivita

dipenda esclusivamente dalla quantita di enzima nel campione (Main 1960).

A causa dell’assenza di un definitivo substrato “naturale”, sono stati usati
diversi substrati non fisiologici per misurare 1’attivita sierica di PON1 (Ceron
etal., 2014).

PONL1 ¢ considerato un enzima “promiscuo” poiché possiede la capacita di

idrolizzare differenti substrati come, i composti degli organofosfati, arilesteri

24



non fosforici ed anche lattoni, i quali sono considerati suo substrato primario
(Khersonsky e Tawfik, 2006).
PONL1 puo essere valutata per le sue differenti attivita (Ceron et al., 2014):
1. attivita paraoxonasica, ovvero quando il paraoxone e usato come
substrato;
2. attivita arilesterasica, quando sono utilizzati substrati come il
fenilacetato o 4-nitrofenilacetato;
3. attivita lattonasica, quando il 5-tiobutil butirro lattone (TBBL) o altri

lattoni sono usati come substrato.

Tuttavia questa terminologia non sembra essere accurata poiché aril- si
riferisce a qualsiasi gruppo funzionale o sostituente derivato da un anello
aromatico e percio il paraoxone pud essere considerato una arilesterasi e
quindi incluso nel gruppo delle arilesterasi. Piu in generale si puo determinare
I’attivita di PON1 attraverso diversi substrati come il paraoxone, fenilacetato,
4-nitrofenilacetato, 5-tiobutilbutirro lattone (TBBL), o diidrocumarin (Ceron
etal., 2014).

Correntemente nelle misurazioni descritte in letteratura, risulta esserci una
grande eterogeneita nella selezione dei substrati, cosi come nelle condizioni in
cui vengono utilizzati. Questa situazione puo portare in definitiva ad una
difficile possibilita di comparare i valori ottenuti dai diversi laboratori,
generando risultati inappropriati per non aver usato adeguate procedure
analitiche, o problemi nell’interpretazione dovuto al differente polimorfismo

nell’attivita dei substrati (Ceron et al., 2014).
Le caratteristiche dei diversi substrati sono state classificate tenendo conto di 4

fattori principali: tossicita, influenza del polimorfismo, velocita di idrolisi,

performance diagnostiche (Ceron et al., 2014).

25



1.5.1 Tossicita

Paraoxon. Esso é considerato estremamente instabile e tossico e che
pud determinare un rapido e grave avvelenamento da organofosfati.
Esso e descritto come estremamente tossico per via inalatoria, al
contato con la pelle e pud determinare cancro e danno genetico
ereditabile. Percio le soluzioni di paraoxone devono essere maneggiate
sotto cappa e da personale che abbia preso le dovute misure di
precauzione. Inoltre pud determinare inquinamento del materiale di
laboratorio, deve essere perci0 maneggiato con strumenti propri e
adeguati, e correttamente smaltito (Mogarekar, 2013);

Fenilacetato. Esso non e considerato tossico quanto il paraoxone, ma
necessita comunque di adeguate misure di sicurezza e di essere
maneggiato sotto cappa. Inoltre risulta essere tossico se ingerito (Liao
et al.,. 2007; Camps, 2009);

4-nitrofenilacetato. Esso e stato descritto come non tossico e non Vi
sono misure di sicurezza particolari che debbano essere applicate
(Dantoine et al., 1998);

5-tiobutil butirro lattone. Esso é considerato come non tossico (Camps,
2009);

Diidrocumarin. Esso € considerato estremamente tossico se inalato e al

contato con la pelle.

1.5.2 Influenza del polimorfismo

Come precedentemente spiegato, il polimorfismo genetico di PON1 determina

un’importante differenza nell’attivita dell’enzima stesso. Questa significativa

differenza nei valori si verifica specialmente con le misurazioni attraverso il

paraoxone (Davies et al., 1996).

Usando il fenilacetato, gli individui RR mostrano valori di PON1 1,46 volte

piu elevati degli individui QQ (Browne et al., 2007). Il 4-nitrofenilacetato
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dimostra valori simili di PON1 quando é utilizzato come enzima purificato
(Smolen et al., 1991).
Utilizzando TBBL i valori di PON1 variano notevolmente a seconda del

polimorfismo cosi come il paraoxone (Marsillach et al., 2009).

1.5.3 Velocita di idrolisi

In medicina umana, la velocita d’idrolisi di PONI risulta essere inferiore
quando viene utilizzato il paraoxone come substrato piuttosto che fenilacetato
0 4-nitrofenilacetato (Mackness et al., 1991). In medicina veterinaria, sebbene
pochi studi siano stati effettuati, sembra che PON1 possa avere un differente
spettro di attivita non solo utilizzando diversi substrati ma anche secondo la
specie in analisi (Aldridge, 1953; Main, 1960). Sebbene queste differenze,
sembra che i lattoni siano considerati il substrato naturale e che meglio riflette
I’attivita fisiologica di PONI1. Inoltre esso risulta strettamente correlato con
I’attivita riscontrata in medicina umana utilizzando il TBBL e il fenilacetato
(Tawfik, 2006).

1.5.4 Performance diagnostiche
Possiamo individuare due situazioni principali:

e Condizioni o patologie in cui i substrati danno informazioni simili, per
esempio: in medicina umana nei malati di HIV e nella diagnosi di
insufficienza epatica il paraoxone e il TBBL hanno dato risultati simili
(Parra et al., 2010; Marsillach et al., 2009); in veterinaria, nella
diagnosi di lipidosi epatica, nelle vacche il dididrocumarin, fenilacetato
e paraoxone hanno dato risultati simili (Farid et al., 2013).

e Condizioni o patologie in cui ci sono divergenze tra i substrati, per
esempio: in medicina umana, comparando paraoxone, fenilacetato e 4-
nitrofenilacetato ¢ stato dimostrato che solo 1’ultimo mostra

significativi cambiamenti tra i pazienti con insufficienza renale e
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individui sani (Dantoine et al., 1998). Inoltre, il fenilacetato e risultato
essere un substrato piu specifico e sensibile rispetto al paraoxone
nell’identificazione in pazienti con insufficienza epatica (Keskin et al.,
2009). Nel cane, il 4 nitrofenilacetato e risultato essere un substrato piu
specifico e sensibile rispetto al fenilacetato e TBBL nell’identificare

soggetti con danno ossidativo (Tvarijonaviciute et al., 2012b).

1.5.5 Fonti che determinano interferenza

Le alterazioni del campione che determinano interferenza nella sua

misurazione sono state riconosciute principalmente in:

raccolta dei campioni in provette con EDTA. PON1 ha assoluto
bisogno dello ione Ca** per la sua attivita e stabilita, quindi I"uso di
EDTA inattiverebbe ’enzima (Erdos, 1961). E riportato che anche il
litio inibisce la sua attivita (Aldrige, 1989). La raccolta e la
conservazione dei campioni prevede 1’utilizzo di provette da siero;

gli effetti di emolisi e lipemia sembrano essere differenti in
correlazione al metodo di analisi utilizzato. Per esempio, in uno studio
su cani (Tvarijonaviciute et al., 2012b), nel quale sono state comparate
diverse tipologie di metodi analitici, e stato valutato che:

o Una significativa diminuzione di PON1 é ottenuta con una
concentrazione di emoglobina elevata (> 8 g/dl, rappresentativa
di grave emolisi) e di trigliceridi elevata (> 5 g/L), quando viene
utilizzato TBBL come substrato.

o Usando il fenilacetato, sono state rilevate simili interferenze per
la presenza di trigliceridi ma non sono state rilevate interferenze
per la presenza di emoglobina.

o Usando il 4-nitrofenil acetato, sono state rilevate interferenze per
la presenza di trigliceridi in quantita maggiore di 1,25 g/L, e per

la presenza di emoglobina in quantita maggiore di 8 g/L.
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In conclusione, sembra che solo un elevato grado di emolisi possa
influenzare D’attivita di PON1; similmente a quanto descritto in
medicina umana, non sono state trovate sostanziali interferenze in
presenza di emoglobina fino a 6 g/L, utilizzando come substrato il
TBBL (Marsillach et al., 2009). Inoltre anche la lipidemia e I’ittero
non sembrano avere influenza su analisi condotte con TBBL
(Marsillach et al., 2009).

In ultima analisi, € generalmente riconosciuto il bisogno di una maggiore
conoscenza su questa materia. Tuttavia, per le misurazioni di PON1, e
consigliato cercare di selezionare il substrato piu appropriato in termini di
sensibilita e specificita clinica, con minore tossicita, e minore influenza del
polimorfismo, e impostare adeguate condizioni per le reazioni enzimatiche,
per evitare situazioni che possano influenzare negativamente le
misurazioni, quali per esempio pH elevati, elevata concentrazione del
substrato, e scorrette impostazioni dell’esame spettrofotometrico (Ceron et
al., 2014).
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CAPITOLO 2 —-STATO DELL’ARTE

2.1 Medicina umana

In medicina umana, I’attivita di PON1 e stata studiata approfonditamente in

diverse condizioni patologiche e malattie.

2.1.1 PONL1 e ’aterosclerosi

Il ruolo fisiologico della PON1 umana é stato prevalentemente studiato in
relazione al processo patogenetico dell’aterosclerosi.

In situazioni fisiologiche, le HDL sono capaci di ritardare I’ossidazione delle
LDL per prevenire lo sviluppo dell’aterosclerosi (Mackness et al., 2011).
Numerose proteine associate alle HDL, inclusa PON1, contribuiscono a questa
loro attivita antiossidante.

La capacita di PONI nel ritardare 1’ossidazione delle LDL ¢ stata dimostrata
prima in vitro da Mackness e colleghi (1991 e 1993), e confermata
successivamente da altri laboratori (Watson et al., 1995; Aviram et al., 1998;
Ahmed et al., 2001; Draganov e La Du, 2004) ed estesa allo studio in
associazione con HDL e membrane cellulari (Aviram et al., 1998; Deakin et
al., 2011). In studi su culture cellulari, PON1 mostra una varieta di proprieta
potenzialmente ateroprotettive, come ridurre lo stress ossidativo sui macrofagi
e promuovere ’abilita dei macrofagi di ossidare le LDL, inibire la sintesi del
colesterolo e promuovere 1’efflusso del colesterolo (Aviram e Rosenblat,
2004; Berrougui et al., 2012).

Il meccanismo con cui PONI ritardi I’ossidazione delle LDL non ¢ ancora
stato dimostrato ma sembra che coinvolga 1’idrolisi degli acidi grassi ossidati
troncati dai fosfolipidi, colesteril-esteri e idroperossidi dei trigliceridi, che
porta alla produzione di lisolipidi, colesterolo, digliceridi, e acidi grassi
ossidati ( Tavori et al., 2011; Mackness, 2012; Mackness, 2015).

30



| lisolipidi e gli acidi grassi ossidati prodotti da PON1 sono loro stessi
potenzialmente aterogeni, ma non sembrano tali quando prodotti sulle HDL
(Mackness e Durrington, 1995). Gli idroperossidi non metabolizzati dei lipidi
sono altamente infiammatori, ed inducono la produzione del fattore MCP-1
dalle cellule delle arterie, le quali attraggono monociti all’interno dell’intima
del vaso all’inizio del processo ateroscleortico (Steinberg et al., 1989; Chisolm
e Penn, 1996; Luisis, 2000).

In presenza di PON1, la concentrazione degli idroperossidi dei lipidi € ridotta,
percio la produzione delle MCP-1 ¢ inibita (Navab et al., 1991; Mackness et
al., 2004) e il processo aterosclerotico & attenuato. In esperimenti condotti su
cavie, sulle quali venivano riprodotti modelli di aterosclerosi, i soggetti che
esprimevano PON1 umana dimostravano un ritardato o annullato meccanismo
di sviluppo dell’aterosclerosi che comprendeva una riduzione delle ox-LDL
circolanti, una riduzione nello stress ossidativo dei macrofagi e della
formazione di foam cell, un aumento nel trasporto inverso del colesterolo e
una normalizzazione della funzione endoteliale (Shih et al., 1998; Tward et al.,
2002; Rozenberg et al., 2005; Mackness et al., 2006; Guns et al., 2008).

Bassi livelli di PON1 sierica sono stati sempre associati con una maggiore
suscettibilita allo sviluppo delle patologie coronariche (Coronary Heart
Desease, CHD). Numerosi studi hanno dimostrato che una scarsa attivita di
PON1 é un fattore di rischio per lo sviluppo di CHD, indipendente dalla
concentrazione delle HDL (Mackness et al., 2003; Bhattacharyya et al., 2008;
Van Himbergen et al., 2008), dimostrando che i pazienti affetti da CHD
possiedono un’attivita di PON1 inferiore del 19% rispetto al gruppo di
controllo (P<10®). Un risultato simile & stato ritrovato in tutti i sottogruppi
analizzati, che includono gruppi etnici e di eta, di stenosi coronarica e infarto
del miocardio (Wang et al., 2012).

In uno studio con il coinvolgimento di 3668 soggetti, sui quali era stata
condotta un’angiografia elettiva coronarica senza la presenza di una sindrome

coronarica acuta, ¢ stata misurata ad ognuno di questi I’attivita sierica di
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PON1 (misurata in base alla capacita di idrolisi del paraoxone e del
fenilacetato) e sono stati seguiti per tre anni consecutivi per possibili eventi
cardiovascolari avversi di maggiore entita (MACE= Major Adverse
Cardiovascular Events, quali per esempio: morte, infarto miocardico, ictus).
Una bassa attivita paraoxonasica e arilisterasica di PON1 sono associate
entrambe con il rischio di MACE (Tang et al., 2012). Inoltre lo studio del
polimorfismo di PON1 associato ai suoi livelli di attivita non e stato associato
al rischio di MACE, raggiungendo la conclusione che ’attivita di PON1 ¢ un
determinante importante nello sviluppo di CHD e non e dipendente dal
genotipo (Jarvik et al., 2000; Mackenss et al., 2001).

Sembra percio, in base alle evidenze correnti, che I’attivita di PONI1 sia

ateroprotettiva (Figura 3).

Mechanism Reference

Prewention of LD and cell membrane oxidation Aviram et al. (1998a). Mackness and Mackness (2012, 2014), Mackness ei al. (1991, 1993b),
Waison ef al (1995), Almed ef al. (001}, Deakin et al, (2011}
Prevention of LDL glycation Younis et al. (2013}
Prevention of diabetes development Rozenberg et al (2008), Koren-Gluzer et al. (2011}
Reduction of macrophage oxidative stress Roeenberg et al (2005)
Promotion of macrophage RCT Berrougul et al. (2012}, Rozenberg et al. (2005)
Besler et al, (2011), Guns et al, (2008)
Jakuboveski (1999, 2000a,b)
Hine et al, (2012)
Liu et al. (2012)

o I
Prevention of apopinsis Garcia-Heredia et al. (2013}
Reduction of menocyte macrophage inflammatory response Rosenblat et al, (2011), Aharoni et al, (2013)

+ A physiological role for PONI in the detoxification of homocysteine thiolactone [ HCTL) has recently been challenged with the discovery that bipheny] hydrolase-like protein has a
eatalytic efficiency lowands HOTL 7.7 = 107 M~ &' greater than PONT indicating it 1o be the physiologieal detosdeant {Marsillach et al, 2014),

Figura 3. Potenziale meccanismo antiaterosclerotico di PON1 (da Mackness e Mackness, 2015).

2.1.2 PON1 e il diabete

Sia il diabete di Tipo 1, insulino-dipendente, sia quello di Tipo 2, non
insulino-dipendente, sono stati associati con bassi livelli di attivita di PON1
(Boemi et al., 2001; Mackness et al., 2002b).

Boemi e colleghi (2001) hanno dimostrato in vitro che quest’attivita e ridotta
fino al punto che possa alterare le capacita antiossidanti delle cellule,
suggerendo un’associazione con la tendenza all’aumento dello stress
ossidativo nei pazienti diabetici (Mackness et al., 1998; Mackness et al.,
2002b).
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Questa bassa attivita é risultata indipendente dal genotipo (Boemi et al., 2001;
Letellier et al., 2002; Mackness et al., 2002b; Agachan et al., 2004). Tuttavia,
PON1s5. € stato frequentemente associato con comuni complicazioni del
diabete, come la retinopatia (Kao et al., 1998; Mackness et al., 2000;
Kordounori et al., 2001), e PON1,9,r € stato piu frequentemente associato con
CHD in pazienti diabetici, rispetto alla popolazione generale (Pfohl et al.,
1999; Aubo et al., 2000; Letellier et al., 2002).

Inoltre, il polimorfismo L55M é stato associato ad un non equilibrato
meccanismo di deposito del glucosio (Deakin et al.,, 2002), un’alterata
funzionalita delle cellule B (Deakin et al., 2002; Chiu et al., 2004) e
un’aumentata insulino-resistenza nei soggetti sani (Barbieri et al., 2002).

In generale, i bassi livelli di attivita di PON1 sono stati giustificati con
un’alterazione nel processo di glicazione (glicosilazione non enzimatica) delle
HDL e/o di PONI1, con una diminuzione nell’attivita di sintesi ¢ un aumento
del catabolismo, ed un aumento dello stress ossidativo (Boemi et al., 2001;
Mackness et al., 2002b). In supporto a quanto sopra, i risultati di studi condotti
in vitro mostrano come [I’attivita di PONI e la sua concentrazione
diminuiscano in soggetti con elevati livelli di glucosio a digiuno (Leviev et al.,
2001; Kordounori et al., 2001). PON1 risulta trovarsi a bassi livelli anche in
pazienti con sindrome metabolica, che presentano anormali livelli di glucosio

a digiuno e un’aumentata insulino-resistenza (Senti et al., 2003).

2.1.3 PONL1 e altre patologie inflammatorie

Una bassa concentrazione di PON1 nel siero e associata a molte altre patologie
che possiedono un’importante componente infiammatoria, come patologie
epatiche e renali (es. insufficienza renale), artrite reumatoide, ipertiroidismo,

malattia di Alzheimer e demenza vascolare (Goswami et al., 2009).

Una diminuita attivita sierica di PON1 e stata anche mostrata in pazienti con

insufficienza renale cronica (sottoposti ad emodialisi) (Dantoine et al., 1998).
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In uno studio, I’attivita di PONI ritorna a livelli normali in seguito a trapianto
di rene, in soggetti con insufficienza renale cronica; questo suggerisce che
I’effetto sui valori di PON1 ¢ una conseguenza della patologia e non una causa
sottostante (Dantoine et al., 1998).

L’ipertiroidismo ¢ anch’esso associato a bassi livelli di attivita dell’enzima (-
40%) (Raiszadeh et al., 2004). | pazienti che successivamente al trattamento
con metimazolo sono diventati eutiroidei, presentava livelli di attivita inferiori
solo del 14%, in relazione al gruppo sano di controllo (Raiszadeh et al., 2004).
| pazienti che presentano la malattia di Alzheimer e demenza vascolare
mostrano valori di PONL1 inferiori del 30-40% (Paragh et al., 2002). Tuttavia,
non e stato ancora riconosciuto se questa diminuzione sia causa 0 conseguenza
di un aumento dello stato ossidativo, in quanto lo stress ossidativo & un fattore
di rischio per lo sviluppo della demenza (Dantoine et al., 2002; Paragh et al.,
2002).

In animali da laboratorio, ai quali era stato somministrato tetracloruro di
carbonio epatotossico, presentavano valori dell’attivita di PON1 diminuiti
(Ferré et al., 2001). Gli stessi autori hanno in seguito riscontrato nei pazienti
che presentano patologia epatica cronica, come 1’epatite cronica e la cirrosi,
livelli di attivita di PON1 diminuiti, i quali risultano essere piu bassi in

relazione alla gravita del danno epatico (Ferre et al., 2002).

2.1.4 PONL1 e le HDL disfunzionali

Le patologie precedentemente trattate sono ulteriormente caratterizzate dalla
presenza di HDL disfunzionali (Mackness e Mackness, 2014). Questa
terminologia ¢ nata dall’osservazione di alcuni individui con elevata o normale
concentrazione di HDL associate a colesterolo (HDL-C) ma con bassa attivita
sierica di PONL1 che risultano essere suscettibili allo sviluppo di CHD, mentre
altri individui con bassa concentrazione di HDL-C ma alta attivita PON1 non
lo erano (Navab et al., 1997).
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Le HDL disfunzionali sono caratterizzate dalla riduzione della capacita di
efflusso del colesterolo, ma anche e principalmente sono caratterizzate dalla
perdita della loro funzione antinfiammatoria e antiossidativa (Mackness e
Mackness, 2015). Percio le HDL derivanti da pazienti con un’ampia varieta di
patologie con un’importante componente infiammatoria, non inibiscono la
chemiotassi dei monociti ma piuttosto la incrementano, si conclude percio che
questi HDL disfunzionali siano spesso pro infiammatori e promotori dello
sviluppo di CHD (Navab et al., 2006). Analogamente, HDL da pazienti che
presentano CHD (dovute ad una mancanza dell’attivita di PON1) sono
incapaci di attivare I’enzima eNOS (enzima responsabile della produzione di
Ossido Nitrico) delle cellule endoteliali e percio incapaci a mantenere una
normale funzionalita dell’endotelio vascolare (Besler et al., 2011).

Al momento non ¢ ancora noto se il basso livello di PONL1 in queste patologie
sia primariamente responsabile nell’eziologia di queste o se semplicemente sia
una conseguenza della presenza della patologia (Mackness e Mackness, 2015).
Saranno percio necessari futuri studi epidemiologici per trovare risposta a
questo quesito e per chiarire un possibile ruolo di PON1 come potenziale
target terapeutico o come potenziale strumento diagnostico (Mackness e
Mackness, 2015).

2.1.5 PONL1 e I’intossicazione da organofosfati

Il rapporto tra PON1 e I’intossicazione da organofosfati e stato ampiamente
studiato, con ricerche condotte sia nell’'uomo sia negli animali (Mackness e
Mackness, 2015).

I composti organofosfati (OPs) sono ampiamente utilizzati sia in ambienti
rurali sia urbani, portando percio la popolazione ad un’ampia esposizione. Gli
OPs sono attivati nell’organismo da un processo noto come desolforazione
ossidativa che conduce alla formazione dell’oxone tossico. La maggior parte
degli OPs sono substrati di PON1, ed inoltre sono idrolizzati ad una diversa

velocita dall’isoforma PONI1-Q rispetto all’isoforma —R (Mackness e
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Mackness, 2015). Percio, la maggior parte degli studi condotti in quest’ambito
si sono concentrati sulla determinazione genetica dell’intossicazione da OPs
(Costaetal., 2013).

Studi condotti su animali hanno dimostrato abbondantemente che PONL1
protegge dall’intossicazione da OPs (Mackness e Mackness, 2015). La
somministrazione di PON1 esogena a cavie protegge contro la tossicita degli
OPs, soprattutto 1’isoforma che presenta una maggiore velocita nell’idrolisi di
tali composti (Li et al., 2000). Al contrario cavie private del gene PON1
risultavano molto piu suscettibili alla tossicita degli OPs e la somministrazione
di PONL1 esogeno ristabiliva la resistenza a questi composti (Shih et al., 1998).
L’esposizione quotidiana a OPs ¢ stata associata ad un aumento del rischio di
sviluppo di Parkinson nei soggetti portatori di PON1-55M e nell’aumentato
rischio di sviluppo di tumori cerebrali nei bambini con una bassa attivita di
PONL1 (Nielsen et al., 2005; Manthripragada et al., 2010).

L’esposizione in utero a OPs di feti di madri con bassi livelli di PONI1 ¢
risultato nella nascita di bambini con una circonferenza della testa minore e un
periodo gestionale piu breve (Berkowitz et al., 2004; Harley et al., 2011). In
bambini esposti in utero a OPs e con bassi livelli di PON1 sono stati associati
a scarsi risultati nei test di sviluppo cognitivo (Eskenazi et al., 2010; Engel et
al., 2011).

2.1.6 PONI e l’infezione

In un recente studio, condotto nel 2015, da Simona Iftimie e colleghi, & stata
investigata la relazione fra le alterazioni nei livelli sierici di PON1 e le
caratteristiche d’infezione in un gruppo di pazienti con catetere venoso
centrale permanente (CVC).

Lo studio ha dimostrato una significativa diminuzione dell’attivita sierica di
PONI in questa tipologia di soggetti, misurando I’attivita TBBLasica (attivita
lattonasica) e paraoxonasica (attivita esterasica) di questo enzima. In

particolare e risultato che i livelli di concentrazione di PON1 non erano
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diminuiti ma rimanevano invariati, cio implicava che la diminuzione della sua
attivita era dovuta all’inattivazione dell’enzima e come conseguenza, anche le
attivita specifiche di PONL1 risultavano diminuite.

Tale inattivazione é stata spiegata con diverse motivazioni:

1. 1 pazienti facenti parte del gruppo di studio presentavano patologie
strettamente associate a stress ossidativo (diabete mellito, patologie
polmonari, patologie ischemiche cardiache, dislipidemia, cancro);
degradando 1 perossidi lipidici, ’enzima PON1 veniva inattivato, cio
implicava una diminuzione totale dell’attivita enzimatica;

2. alcuni batteri sono in grado di inattivare PON1, come per esempio la
quorum sensing lattonasi prodotta dai batteri Gram-negativi che
determina una rapida inattivazione e degradazione di PONL1
(Schweikert et al., 2012).

La conclusione piu importante a cui € arrivato questo studio € rappresentata
dal fatto che le specifiche attivita TBBLasica e paraoxonasica possiedono una
buona precisione nella diagnosi di infezioni acute concomitanti (ACI) in
pazienti con CVC permanete.

Questo preliminare studio é stato condotto su una popolazione eterogenea, i
cui soggetti differivano fra di loro per 1’eziologia e le co-morbilita; inoltre, il
numero dei soggetti era relativamente basso. Risulta comunque notevolmente
importante come punto di partenza per studi condotti su una popolazione piu

grande, per poter confermare I’ipotesi conclusiva avanzata.
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2.2 Medicina veterinaria

In medicina veterinaria sono stati condotti, in anni piu recenti, studi sul ruolo
fisiologico di PON1 e sulla sua possibile utilita clinica, come mezzo
diagnostico e come strumento per lo studio dell’andamento del trattamento
terapeutico. Gli studi si sono maggiormente concentrati nelle specie canina e
bovina, in minor misura anche nella specie felina; inoltre, preliminari studi

sono stati effettuati anche nella specie suina.

2.2.1 Specie Bovina
In buiatria, PON1 e stata studiata in relazione soprattutto allo stato lipidico
nella vacca da latte e in relazione allo stress ossidativo strettamente collegato

all’impiego produttivo di tali animali.

Lo studio di M. Antoncic-Svetina e colleghi (2011), si concentra sull’analisi
del livello sierico di lipidi e lipoproteine, sui parametri metabolici e
sull’attivita di PON1 in vitelle non gravide, in ottimo stato di salute e in
vacche da latte nel periodo di lattazione, anch’esse in salute. Nelle prime ¢
stato ragionevolmente supposto che si trovassero in un’ottimale condizione
energetica, in comparazione con il secondo gruppo di vacche, valutate durante
il periodo di lattazione, al quale sono difatti associati eventi di intenso stress
ossidativo.

In studi precedentemente condotti, una riduzione dei trigliceridi sierici e un
aumento della concentrazione di colesterolo e stata riconosciuta nelle vacche
durante il periodo di lattazione (Mazur et al., 1988; Marcos et al., 1990).

Nello studio attuale sono stati ritrovati livelli di colesterolo totale molto piu
alti nelle vacche in lattazione rispetto alle vitelle. Inoltre, sono stati osservati
anche livelli di HDL-C sierica piu elevati nelle vacche in lattazione rispetto
alle vitelle. Il concomitante aumento sia del colesterolo totale che quello

legato alle HDL é in accordo con la nozione che le HDL sono le principali
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trasportatrici del colesterolo nelle vacche, in contrasto con altre specie,
soprattutto nell’uomo, dove le LDL rappresentano la principale classe di
lipoproteine (Link et al., 2007).

Le HDL rappresentano piu dell’80% delle lipoproteine totali nelle vacche,
mentre le LDL rappresentano meno del 10% del totale, e le VLDL (Very Low
Density Lipoproteins) risultano essere solo il 5% (Bauchart, 1993; Gardner et
al., 2003). Collegato a questa particolarita fisiologica, vi € il fatto che la
lecitina-colesterol aciltranferasi (LCAT), nelle vacche da latte, sembra
promuovere 1’accumulo degli esteri del colesterolo nelle HDL piuttosto che
nelle altre lipoproteine circolanti (Bruss, 2008).

Nelle vacche in lattazione, la richiesta energetica per la produzione di latte
spesso eccede il supporto energetico fornito dalla dieta alimentare. Percio, si
verifica un aumento nella mobilizzazione degli acidi grassi da parte del tessuto
adiposo, che determinano un accumulo lipidico a livello del fegato e di
conseguenza un’alterata funzionalita epatica. Nello studio é stata trovata una
concentrazione  sierica di  bilirubina e di GGT (Gamma
Glutamiltranspepsidasi) significativamente elevata nelle vacche da latte
rispetto alle vitelle, indicativo dell’affaticamento epatico durante la lattazione.
Sebbene il livello sierico di HDL-C sia risultato essere piu elevato nelle
vacche in lattazione, 1’attivita di PONI ed il rapporto PON1/HDL e risultato
significativamente piu elevato nelle vitelle. Considerando che PON1 prende
parte ai meccanismi antiossidanti, questi risultati vanno ad indicare come le
vitelle si trovino in uno stato antiossidante rispetto alle vacche in lattazione. |
livelli discrepanti tra PON1 e HDL-C nelle vitelle sembrano suggerire che
I’attivita di PON1 puo essere diminuita indipendentemente dal livello delle
HDL, come precedentemente dimostrato nelle vacche (Turk et al., 2004).

La ragione per i bassi livelli di attivita di PON1 nelle vacche in lattazione puo
essere ricercata nell’inattivazione di tale enzima dovuto allo stress ossidativo
provocato dalla gravidanza, dal parto e dall’inizio del periodo di lattazione.

Nel presente studio, tale risultato e supportato dalla mancanza di correlazione
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tra PON1, HDL-C e colesterolo totale sia nelle vitelle sia nelle vacche in

lattazione.

Nell’ottica dello studio dei valori di PON1 nelle vacche da latte in relazione
alle loro particolari condizioni di allevamento, si puo citare un successivo
lavoro di A. S. Farid et al., (2013), dove viene presa in considerazione la
PON1 come biomarker per la diagnosi di fegato grasso (steatosi epatica) nelle
vacche da latte.

La steatosi epatica € uno dei maggiori disordini metabolici che affligge le
vacche da latte, coinvolgendo approssimativamente la meta dei soggetti in
allevamento, nel periodo subito dopo il parto (Jorritsma et al., 2000).

E comunemente associata con una riduzione della produttivita, della fertilita e
della funzionalita immunitaria, e puo portare ad insufficienza epatica e morte
prematura (Katoh, 2002; Bobe et al., 2004).

Per lo piu tutte le vacche da latte ad alta produzione si trovano in bilancio
energetico negativo nelle prime fasi della lattazione, poiché la richiesta
energetica eccede la capacita di assunzione di alimento (Collins e Reid, 1980).
Percio, la steatosi epatica si verifica principalmente nelle prime 4 settimane
dopo il parto (Grummer, 1993; Cebra et al., 1997), quando 1I’uptake epatico dei
lipidi eccede 1’ossidazione lipidica e la secrezione da parte del fegato stesso.
Inoltre, il fegato bovino risulta essere inefficiente all’esportazione dei
trigliceridi (TG) nelle lipoproteine VLDL (Very Low Density Lipoprotein)
(Bobe et al., 2004).

Questo stato porta all’accumulo dei TG nel fegato, conducendo ad uno
squilibrio nel metabolismo epatico (Katoh, 2002). Sebbene, vacche con
steatosi  epatica  lieve-moderata non  dimostrano  necessariamente
sintomatologia clinica, la condizione é stata associata con problemi di salute e
di produzione (Gerloff et al., 1986). Nonostante sia molto rilevante dal punto
di vista dell’economia di allevamento, questa patologia ¢ spesso mal
identificata e sottovalutata a causa della difficolta nella diagnosi (Kalaitzakis
et al., 2010).
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La PON1 viene misurata nel bovino utilizzando due substrati che sono i piu
comunemente usati: il paraoxone e il fenilacetato (Antoncic-Svetina et al.,
2011).

Poiche il fegato gioca un ruolo fondamentale nella sintesi della PON1, e stato
ragionevolmente supposto che possa esistere un’associazione tra livelli sierici
di attivita di PON1 e lo sviluppo di scompenso epatico durante I’avanzamento
della steatosi epatica nella vacche da latte.

Gli standard test biochimici per rilevare la funzionalita del fegato non sono
sufficienti per diagnosticare con certezza la steatosi epatica nelle vacche da
latte; percio la diagnosi definitiva viene effettuata tramite lo studio citologico
di una biopsia epatica. Purtroppo questa procedura risulta essere estremamente
invasiva e costosa, rendendola poco praticabile nella realta di allevamento
(Bobe et al., 2004). Percio, nell’ottica di trovare un metodo di diagnosi non
invasivo e facilmente attuabile, e stato condotto questo studio per valutare il
potere diagnostico nella misurazione dell’attivita sierica di PON1, sia da sola
sia in associazione ai test standard per la valutazione della funzionalita epatica,
nella diagnosi di steatosi epatica.

Lo studio ¢ stato condotto procedendo alla misurazione dell’attivita lattonasica
di PONL1. Tale substrato é stato scelto per le seguenti motivazioni:

- a confronto con il paraoxone, risultava un substrato estremamente piu
stabile e non tossico, che risulta quindi essere adatto all’impiego nella
normale routine quotidiana di analisi nella pratica veterinaria;

- inoltre, risulta essere discutibile in misura minore la sua interpretazione
dei risultati a confronto con quelli misurati usando come substrato il
paraoxone, che é notoriamente un substrato non biologico e innaturale;

- in piu Dattivita enzimatica sul paraoxone é estremamente influenzata
dal polimorfismo di PON1, che non e ancora stato ben investigato nel

bovino. (Camps et al., 2009).

Nel presente studio ¢ risultato che [Dattivita sierica di PON1 ¢

significativamente ridotta nelle vacche con steatosi epatica, in comparazione

41



con un gruppo di controllo sano. Tale risultato pud essere spiegato come
segue:

- La diminuzione di PONL1 puo essere spiegata come una diminuzione
nella sua stessa sintesi da parte del fegato (Feingold et al., 1998;
Kumon et al., 2003) possibilmente dovuta all’aumento epatico ¢ sierico
della citochina (TNF-a) pro infiammatoria nelle vacche con steatosi
epatica (Ohtsuka et al., 2001; Bobe et al., 2004).

- La riduzione nell’attivita sierica di PON1 pud essere attribuita ai
cambiamenti nella struttura delle HDL e nella loro composizione
(James e Deakin, 2004); questo é supportato dalla diminuzione di
LCAT che come PONL1 e una proteina associata alle HDL (Sabesin et
al., 1997).

- Le vacche che sviluppano steatosi epatica vanno incontro ad un
aumento nella produzione dei radicali liberi, manifestata da un
aumentato livello di malondialdeyde (Mudron et al., 1999), ed e

riconosciuto che PONI1 viene consumata in seguito all’idrolisi dei

In vacche da latte sane, I’accumulo dei lipidi avviene principalmente
sottoforma di TG, quest’accumulo raggiunge dieci volte il normale valore
nelle vacche che soffrono di steatosi epatica (Reid, 1980; Kalaitzakis et al.,
2010). Risulta percio che I’enorme accumulo di trigliceridi nel citoplasma
degli epatociti determina un disturbo nella struttura e funzionalita epatica
(Reid, 1980).

La perdita di enzimi da parte degli epatociti € una delle manifestazioni di
questa alterazione. L’AST (Aspartato Transaminasi) aumenta in maniera
importante in accordo con la gravita del danno epatico, inducendo un ulteriore
accumulo di grasso (Ohtsuka et al., 2001) ed é stato riscontrato inoltre un
aumento della bilirubinemia nel gruppo di vacche in studio che suggerisce un
danno epatico causato da un aumento della bilirubina non coniugata (Kaneko
et al., 2008).

42



Gli alti livelli di bilirubina osservati si possono inoltre spiegare con i bassi
livelli di sintesi degli enzimi epatici, necessari per rimuovere la bilirubina dal
circolo ematico; questi enzimi possono anche essere considerati come proteine
di fase acuta negative (Kamisako et al., 2000).

Nello studio sono stati percio identificati come ottimi biomarkers per
performance diagnostiche i NEFA (Non Esterified Fatty Acids), BHBA (B-
HydroxyButyric Acid), AST e profilo lipidico, alle quali si pud quindi
aggiungere la valutazione dei livelli sierici di PON1, che conferisce una
combinazione di alta sensibilita e specificita, e soprattutto di accuratezza nella
diagnosi di steatosi epatica (AUC-ROC di PONL1 per il riconoscimento di

fegato grasso presentava un’accuratezza maggior del 98%) (Figura 4).

Test/panel of tests Sensitivity Specificity PPV NPV +IR IR DOR Accuracy K
% 95%Cl % 95%C % 95%C % 95% 95% Cl 95% Cl 95% CI %
PON 867 757-942 935 809 -97.5 928 81.0-983 877 725944 122 41367 0.1 0002 931  21.8-3980 90.1
NEFA 928 813-97.6 869 725981 866 73.0-945 920 794-98.1 69 32-147 00 0002 866  202-371.0 89.7
NEFA+PON 997 896998 952 830-99.1 954 83.7-99.1 997 892998 21.0 56-786 00 0.0-1.1 84400 14.6-4871511.6 97.7
NEFA+BHBA 928 813-97.6 909 774-9.1 906 774-97.0 930 794-98.1 95 37-242 00 00-02 1233  258-5882 918
NEFA+BHBA+PON 97.6 87.9-995 954 838-98.6 953 833-992 97.6 859-99.8 200 5.1-774 00 00-01 8190 714-93936 965
NEFA+BHBA+AST 925 79.0-98.1 902 759-968 902 77.4-97.0 930 785-98.0 97 3.8-247 00 00-02 1665  28.6-966.1 91,6
NEFA+BHBA+AST+PON 975 868-995 954 835-986 951 833-992 97.6 852-998 194 5.0-753 00 00-01 7220 627-83018 964
NEFA+BHBA+AST+LCAT 948 827-985 900 774-96.1 902 754-967 947 813-99.1 97 38247 00 00-02 1665  28.6-966.1 924
NEFA+BHBA+AST+LCAT+PON 974 868995 950 835-986 950 $1.7-99.1 974 849-998 194 50-753 00 00-01 7220 627-8301.8 962
NEFA+BHBA+AST+LCAT+T.CHOL 974 868-995 950 835-986 950 B1.7-99.1 974 849-998 194 50-753 00 00-01 7220 627-8301.8 962
NEFA+BHBA+AST+LCAT:+T.CHOL+PON 99.7 884-99.8 972 849-998 972 849998 997 884998 364 -57-2302 00 0.0-12 138982 21.1-91405102 98.7
NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value; +LR, positive fikelihood ratio; LR, negative likelihood ratio; DOR, diag
The cut-off values used for the tests were < 5322, 039, 1.28, 101.00, 3.31, 243 for PON (UmeJ NEFA (mmol/L), BHBA (mmol/L), AST tU/L] LCAT (470/390) and T.CHOL (mmol/L), respectively.

Figura 4. Caratteristiche performance dei principali test di analisi per la diagnosi di steatosi epatica
(da Farid et al., 2013).

Da un punto di vista economico, la combinazione della misurazione di PON1
e NEFA potrebbe risultare ottima per la diagnosi poiché fornisce sensibilita e

specificita e un’accuratezza paragonabile alla precedente.

In ultima analisi, e interessante prendere in esame lo studio di A. Giordano e
collaboratori, del 2013, che concentra la sua attenzione sull’indagine dei
cambiamenti nell’attivita sierica di PON1 in relazione all’eta nei vitelli neonati
e sulla sua utilita clinica nei vitelli malati.

Il risultato ottenuto é stato quello di un mancato significativo aumento
nell’attivita di PON1 nei vitelli dalla nascita a 2 giorni di vita, mentre si rileva

un significativo aumento al 3° giorno e cosi via fino all’eta di 21 gironi. Non
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sono stati riscontrati cambiamenti significativi da 21 a 120 giorni di vita.
Inoltre negli adulti i livelli sono significativamente piu elevati rispetto ai vitelli

di 21 giorni e nei giovani vitelli (Figura 5).
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Figura 5. Cambiamento dell’attivita della PON1 in vitelli neonati (n=9) in relazione all’eta. I riquadri
grigi indicano lo scarto interquartile e le linee orizzontali indicano il valore mediano. Le linee verticali
indicano I’ampiezza della distribuzione dei valori, escludendo i valori anomali. Con il simbolo ‘+’ si
indicano i valori anomali tra 1,5 e 3,0 di scarto interquantile. Gli asterischi indicano valori che sono

significativamente differenti dai precedenti campionamenti (P<0,05) (da Giordano et al., 2013).

Facendo i1 confronti con i1 soggetti malati, ¢ stato rilevato che Dattivita di
PONL1 é significativamente piu bassa nei vitelli di eta inferiore ai 7 giorni in
relazione ai soggetti sani della medesima eta ed anche nei vitelli che si trovano
fra i 28 e i 120 giorni; cido non e valido per i soggetti patologici che hanno

un’eta di 10 gironi (Figura 6).

La bassa attivita di PONL1 registrata nei soggetti sani neonati pu0 essere
correlata all’immaturita del fegato o una differenza nel metabolismo lipidico
nei vitelli in relazione a quello degli adulti. Inoltre, i vitelli risultano essere
molto pit soggetti allo stress ossidativo rispetto agli adulti, condizione che puo

percio inattivare PON1.
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Figura 6. Comparazione dei valori di PONL1 in vitelli malati e vitelli clinicamente sani in tre intervalli
di eta. | vitelli di 7 giorni (A) (malati: n=8; gruppo di controllo: n=20). | vitelli di 10 giorni di eta (B)
(malati: n=9; gruppo di controllo: n=10). Giovani vitelli (C) (malati: n=8; gruppo di controllo: n=15).
| riquadri grigi indicano lo scarto interquartile e le linee orizzontali indicano il valore mediano. Le

linee verticali indicano I’ampiezza della distribuzione dei valori, escludendo i valori anomali. Con il

3o}

simbolo ‘+’ si indicano i valori anomali “vicini” tra 1,5 e 3,0 di scarto interquantile. Con il simbolo
si indicano i valori anomali “lontani” oltre 3,0 di scarto interquantile. Gli asterischi indicano valori
che sono significativamente differenti dai precedenti campionamenti (P<0,01) (da Giordano et al.,
2013).

Da questo studio si conclude che la bassa concentrazione di PON1 non deve
essere relazionata ad uno stato infiammatorio o patologico del soggetto
neonato. Tuttavia, si pud considerare PON1 una APP negativa utile nella
diagnosi di stato infiammatorio nei vitelli neonati, facendo riferimento pero

agli adeguati intervalli di riferimento.

2.2.2 Specie Canina

Nella specie canina sono stati effettuati studi riguardo PONL1 e la sua attivita
sierica, individuandone i limiti di riferimento, valutando il suo possibile ruolo
come proteina negativa di fase acuta, ed un suo possibile impiego nella

valutazione di alcune importanti patologie della specie canina.

Gabriele Rossi ed i suoi collaboratori (2013) si sono posti come obiettivo dello

studio quello di validare per PON1 un metodo di analisi automatico, usando il
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paraoxone come substrato d’analisi e di determinare la sua stabilita nelle
differenti condizioni di conservazione. Lo studio proseguiva con la
determinazione degli intervalli di riferimento per PON1 in cani sani ed infine,
con l’indagine su un possibile ruolo diagnostico attribuibile a PONL,
paragonabile a quello della proteina C-reattiva (CRP) e a,.globolina.

I metodi di valutazione dell’attivita esterasica di PON1, basati sull’utilizzo del
paraoxone come substrato, presentano due svantaggi significativi: 1’estrema
tossicita del paraoxone e la scarsa stabilita della soluzione di lavoro. Nello
studio questi due problemi sono stati ovviati preparando la soluzione di lavoro
immediatamente prima del suo uso e seguendo le opportune regole di
sicurezza. Inoltre nel presente studio, i risultati ottenuti utilizzando questa

metodica sono risultati accurati e precisi.

Gli studi effettuati sull’interferenza portata dai fattori preanalitici hanno
fornito i seguenti risultati:

e Per i campioni emolisati, € stato riconosciuto, come in altri studi, che
I’iperemoglobinemia non influenza le misurazione dell’attivita di
PONI1, mentre I’emolisi degli eritrociti aumenta 1’attivita di PONI.

e In presenza di lipemia o di campione lipemico (ad una concentrazione
>5 g/L), si verifica una diminuzione dell’attivita di PON1, dovuta
semplicemente all’interferenza provocata nella misurazione di PON1

tramite spettrofotometro.

Gli studi effettuati sulla stabilita di PON1, nelle diverse condizioni di
conservazione, hanno individuato come si verifichi un aumento del 15% dal
suo normale valore basale dopo:

e 12h a temperatura ambiente;

e 72h atemperatura di refrigerazione, 4°C;

e 6 mesi a temperatura di congelamento, -20°C.

46



Gli intervalli di riferimento sono stati determinati basandosi sull’analisi di
campioni provenienti da 81 cani clinicamente sani: i valori ottenuti si
distribuivano secondo una curva di tipo gaussiano, che presentava come valori
minimo e massimo rispettivamente 112,3 e 217,4 U/mL, ed il cui valore medio
risultante e stato 152,2 + 23,2 U/mL (mediana: 151,7 U/mL) (Figura 7).

Non sono state riscontrate differenze significative fra i sessi e nei differenti
range di eta, mentre € emerso, da questo gruppo di studio, che la razza del

Pastore Tedesco presentava generalmente valori piu bassi rispetto alle altre

razze.
Il Interquartile
Mean (95% Cl) + SD Median (95% Cl) Interval Min-Max Range
Female (n = 61) 150.3 (144.9-155.7) + 21.0 148.8 (142.1-155.3) 134.6-161.1 113.6-217.4
Male (n = 20) 158.1 (144.7-171.5) £+ 287 160.6(133.1-171.2) 133.1-175.6 112.3-2141
1-3yn=38 144.5(138.1-150.9) + 19.4 138.6(132.3-152.6) 130.3-1593 112.3-194.2
46yn=29M4y=7;5y=146y=28] 162.4 (152.4-172.4) + 263" 156.5 (147.2-164.6) 145.8-175.6 113.6-217.4
>o0yn=10[8y=3,9y=3;10y =4] 150.8 (136.8-164.9) + 19.7 151.8(120.8-166.0) 144.0-164.9 117.1-180.7
German Shepherd (n = 50) 143.8(139.4-148.2) + 1557 143.0(134.8-153.5) 131.7-156.4 113.6-174.0
Other breeds (n = 31) 165.9 (156.0-175.8) + 27.0 162.4(150.1-178.7) 14741833 1123-217.4
y indicates years (age was known only for 77 dogs).
P < 001;vs1-3y.
P < 001 vs other breeds

Figura 7. Intervalli di attivita della paraoxonasi (U/mL) dopo la divisione dei cani clinicamente sani in
base al sesso, eta, razza (da Rossi et al., 2013).

Nell’ultima parte della ricerca, veniva investigato il possibile ruolo di PON1
come proteina negativa di fase acuta.

Non é risultata alcuna chiara associazione tra PON1 e la concentrazione
sierica di CRP ¢ ay.globolina. Questa mancanza di correlazione suggerisce che
PON1 abbia un ruolo in minor misura rilevante nel riconoscimento
dell’infiammazione sistemica nel cane rispetto alle altre specie (uomo, animali
da laboratorio, bovino). Questo é stato spiegato anche con il fatto che CRP e
PONL1 presentano una differente cinetica di espressione nel siero, dove PON1
scompare molto piu velocemente dell’aumento di CRP. Inoltre, PON1 e
prevalentemente consumata durante lo stress ossidativo, causato

dall’inflammazione o dai cambi metabolici, mentre CRP si comporta da
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classica proteina della fase acuta, la cui concentrazione sierica aumenta in
corso di stato infiammatorio.

Lo studio in una popolazione di soggetti clinicamente malati, sull’andamento
dei valori di PONL1 in rapporto alle due precedenti proteine di fase acuta, ha
fallito nel dimostrare un chiaro ruolo di PON1 come marker infiammatorio
negativo nel cane. Il limite del presente studio, su quest’ultimo aspetto di
analisi dell’attivita di PON1, é rappresentato dalla diversa eterogeneita del
gruppo di studio dei soggetti malati, in termini di tipo e stadio della patologia,
con solo alcuni soggetti che presentavano condizioni di sepsi, mentre molti
altri erano affetti da leishmaniosi canina, la quale presenta un ampio spettro di
possibili manifestazioni cliniche.

E percio stato importante continuare su questa strada nello studio dell’utilita
clinica di PON1, concentrandosi su particolari condizioni infiammatorie e

possibili ruoli prognostici dell’enzima.

In un precedente studio, Tvarijonaviciute e collaboratori (2012c) si sono posti
come obiettivo la valutazione dei valori di PON1 nella specie canina, in
soggetti sottoposti ad un’induzione controllata di stato endotossiemico.

BChE (Butyryl Cholin Esterase) e PON1 sono due enzimi sierici sintetizzati
dal fegato e che sono entrambi in relazione con il processo inflammatorio
(Das, 2007). Entrambi gli enzimi sembrano essere relazionati fra di loro, in
quanto BChE sembra protetto da PONL1 in situazioni di stress ossidativo (Ofek
etal., 2007).

Nel presente studio é stato utilizzato un modello sperimentalmente indotto di
endotossemia nel cane, questo per poter riprodurre la condizione di risposta
inflammatoria nei soggetti, utilizzando come mezzo di induzione
I’inoculazione di LPS ¢ andando a valutare i parametri fisiologici ed ematici
dei soggetti.

Dopo 0,5 h dall’inoculazione di LPS, i soggetti presentavano: aumento della

temperatura corporea, della frequenza respiratoria, della MAP (pressione
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arteriosa media), e della conta totale dei globuli bianchi; questi risultati sono
indicativi di sviluppo di SIRS nei soggetti trattati con LPS.

Nella presente ricerca, é stata valutata una significativa diminuzione dei valori
di BChE dopo 24 h dalla somministrazione di LPS, che risulta concorde con
precedenti studi (Ceron et al., 2005) condotti in umana in soggetti in sepsi o
con infezione sistemica. Mentre [Dattivita di PON1 & risultata
significativamente diminuita dopo 48 h dall’inoculazione; la spiegazione a
questo é stata identificata nel fatto che PON1 presenta una stretta correlazione
con le HDL. Quest’ultime risultano essere un ottimo complesso accettore in
termini di stimolazione della secrezione e o stabilizzazione della proteina
PONZ1,; percio modificazioni nella composizione lipidica e proteica delle HDL,
in risposta allo stato infiammatorio, influenzano 1’attivita di PON1 e la sua
funzione (James e Deakin, 2004). Durante la risposta di fase acuta, le HDL
perdono 1’apoliproteina A-1 e la maggior parte degli enzimi associati ad esse
(inclusa PON1). PONL1 viene quindi principalmente soppiantata dalla SAA,
con la concomitante perdita delle proprieta antiossidative delle HDL (Van
Lenten et al., 1995).

Negli anni successivi, gli studi hanno proseguito sull’indagine di un possibile

ruolo di PONL1 in alcune fra le piu importanti patologie della specie canina.

Nel 2014, G. Rossi e collaboratori (2014a) hanno effettuato uno studio
riguardante ’attivitd di PON1 come valore indicativo di recupero clinico in
cani con leishmaniosi che avevano ricevuto trattamenti terapeutici standard, in
rapporto con altri markers inflammatori, come CRP e lo studio del tracciato
elettroforetico delle proteine.

La leishmaniosi canina & una patologia trasmessa dal protozoo Leishmania
infantum, il quale si espande su ampie zone del Mediterraneo (Mancianti e
Meciani, 1988). | cani affetti da questa patologia possono manifestare
un’ampia gamma di segni clinici, dovuti sia all’azione diretta del parassita, sia

alla risposta immunitaria dell’ospite. I sintomi possono variare da un’infezione
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asintomatica ad una sintomatologia grave che coinvolge numerosi organi
(Mancianti e Meciani, 1988). La leishmaniosi genera una risposta
inflammatoria che promuove condizione di stress ossidativo nell’ospite
contagiato, il quale risulta direttamente correlato con la sua condizione clinica
(Martinez-Subiela et al., 2002; Martinez-Subiela et al., 2011; Heidarpour et
al., 2012).

| soggetti dello studio presentavano differenti gradi di manifestazione clinica
della patologia, percio sono stati classificati all’ammissione in due diverse
categorie: soggetti malati e gravemente malati (secondo la classificazione
proposta dal CLWG, Canine Leishmaniasis Working Group) (Paltrinieri et al.,
2010).

All’ammissione dei soggetti sono stati valutati i valori dei tradizionali markers
inflammatori e di PONL. | risultati hanno evidenziato come i tradizionali
markers inflammatori subivano modificazioni pressoché in tutti i cani affetti
da leishmaniosi, indipendentemente dalla gravita della patologia. Al contrario,
I’attivita di PON1 ¢ risultata essere per lo piu un indicatore di un
coinvolgimento sistemico del soggetto, diminuendo significativamente nei
suoi valori solo nel gruppo dei soggetti con grave sintomatologia clinica.
Questo risultato e stato spiegato in relazione al fatto che quando la
sintomatologia clinica si aggrava, I’inflammazione diventa maggiormente
intensa, ¢ considerando il fatto che 1’attivita di PON1 diminuisce a causa del
danno ossidativo associato all’infiammazione, questo spiega perché alcuni
cani con una grave inflammazione presentavano bassi livelli di PONL.
Tuttavia il metabolismo ossidativo pu0 essere lieve nei primi stadi
dell’infezione, quando il parassita attiva i meccanismi antiossidanti
dell’organismo (Bogdan e Rollinghoff, 1998; Panaro et al., 1998; Paltrinieri et
al., 2010). Cio quindi puo spiegare perché valori normali di PON1 sono stati
individuati nei soggetti con sintomatologia lieve o nei casi di condizioni
inflammatorie non associate a grave danno ossidativo. D’altra parte, 1’intensita
della risposta da parte del soggetto e sufficiente ad indurre modificazioni

nell’elettroforesi e aumenti dei valori di CRP, seppur in assenza di grave
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sintomatologia clinica (Martinez-Subiela et al.,, 2002; Amusategui et al.,
2003).
Nel presente studio, i soggetti sono stati successivamente testati per i
medesimi parametri analitici dopo 3, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 giorni
dall’ammissione. I risultati di tali analisi hanno visto (Figura 8):

e ivalori di PON1 normalizzarsi entro 2 settimane;

e i valori di CRP aumentare significativamente in 3-4 settimane, ma

normalizzarsi completamente in circa 5-6 settimane;
e le proteine totali, albumina e y-globuline cambiare significativamente

in 4-6 settimane.

Questi risultati hanno suggerito che durante il trattamento lo stimolo
inflammatorio continua a persistere, di conseguenza le concentrazioni sieriche
di CRP ¢ oy-globuline permangono elevate per piu di 2 settimane. La
normalizzazione rapida dei valori di PON1 puo dipendere dal suo ruolo
antiossidante (Feingold et al., 1998). Il trattamento riduce 1’inflammazione ¢ i
fenomeni ossidativi entro pochi giorni, da questo si spiega come PON1
aumenti rapidamente grazie alla diminuzione dello stato ossidativo e di
conseguenza al suo consumo periferico.

Dallo studio emerge che I’attivita di PON1, quando subisce una diminuzione,
puo essere considerata un indicatore della gravita della leishmaniosi canina,
anche se non si verifica costantemente in tutti i soggetti affetti, ma € in
dipendenza della gravita del fenomeno ossidativo. Inoltre, come altri markers
infiammatori, PON1 misurata all’ammissione dei soggetti non riesce a predire
I’evoluzione della patologia. In aggiunta, PONI1 risulta normalizzarsi
precocemente rispetto ai tradizionali markers, grazie a questo riesce a fornire
entro circa 2 settimane informazioni utili sull’andamento del trattamento
terapeutico dei soggetti malati, risulta quindi utile nell’identificazione precoce

dei soggetti che rispondono con successo ai trattamenti.
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Figura 8. Risultati registrati nei cani che presentavano valori anormali all’ammissione, che erano
sopravvissuti alla fine del periodo di studio e che erano stati prelevati dal giorno 0 al giorno 42. | dati
riguardanti o,-globulina non sono stati inclusi in questa figura poiché non sono stati riscontrati
significativi cambiamenti durante il follow up. Gli asterischi indicano differenze significative
(*P<0,05; **P<0,01) in relazione con il giorno 0 (da Rossi et al., 2014a).

Riguardo I’analisi dell’attivita di PON1 in relazione alla patologia della
leishmaniosi, si puo fare riferimento ad un’ulteriore ricerca effettuata da S.
Martinez-Subiela (2014).

Nel presente studio sono stati presi in considerazione fondamentalmente due
parametri, la ferritina sierica e I’attivita di PONL1, i cui valori sono stati
valutati in un gruppo di cani sperimentalmente infettati con Leishmania

infantum e successivamente trattati per questa. Lo studio comprendeva inoltre
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I’analisi delle due molecole in un gruppo di soggetti naturalmente infettati dal
patogeno, che presentavano differenti gradi di proteinuria.

La ferritina e una proteina per lo stoccaggio del ferro intracellulare
(Chikazawa et al., 2013). Essa e considerata una APP durante lo stato
inflammatorio (Vanarsa et al., 2012) e, in medicina umana, & stata anche
proposta come marker dello stress ossidativo, con un ruolo riconosciuto nella
modulazione del danno ossidativo rilasciando o chelando il ferro libero (Reif,
1992; Torti e Torti, 2002).

Nello studio in analisi, € risultato che 1’infezione sperimentale con L. infantum
e associata ad un marcato aumento dei valori della ferritina sierica. Il
meccanismo che determina 1’aumento della concentrazione di ferritina nel
siero e risultato essere strettamente paragonabile al meccanismo riportato per
le proteine positive di fase acuta, come CRP o la SAA, con un significativo
aumento dopo 2 mesi dall’infezione, seguito da una progressiva diminuzione.
Questi risultati hanno suggerito che la ferritina agisce come APP durante
questa patologia.

Per quanto riguarda i valori di PON1, e stata rilevata una significativa
diminuzione di questi solo al secondo mese dopo I’infezione. La diminuzione
dei valori di tale enzima si é verificata in concomitanza con un significativo
aumento delle proteine positive di fase acuta.

| risultati del presente studio suggeriscono al riguardo che lo svilupparsi di uno
stato infiammatorio e un aumento dello stress ossidativo indotto da L.
infantum possono contribuire alla riduzione dell’attivita di PON1.

In seguito al successivo trattamento terapeutico dei soggetti sperimentalmente
infettati, i valori di ferritina hanno visto una significativa diminuzione, mentre
si ¢ registrato un aumento dell’attivita di PON1, situazione che ha portato
entrambi i markers agli originari valori, osservati prima dell’infezione.

Nella seconda parte dello studio invece si sono andati a valutare ferritina e
PONL1 in soggetti naturalmente infettati da L. infantum che presentavano pero
differenti gradi di proteinuria, per valutare se questi due biomarkers fossero

influenzati dalla presenza di proteinuria nei cani con leishmaniosi.
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Difatti i valori di ferritina sono risultati significativamente aumentati nei
soggetti che presentavano proteinuria rispetto a quelli che non ne
presentavano. Allo stesso modo, PON1 ha dimostrato una diminuzione
significativamente maggiore nei primi soggetti rispetto ai secondi. Nonostante
il meccanismo patogenetico sottostante rimanga ancora non chiaro, per PON1
questo meccanismo € stato spiegato come un possibile aumento dello stress
ossidativo (Soyoral et al.,, 2011) e/o I’effetto delle tossine uremiche
sull’attivita di PON1 che vanno ad inibire direttamente 1’enzima o ne
modificano la sintesi e la secrezione (Dantoine et al., 1998; Dirican et al.,
2004; Gugliucci et al., 2012).

A supporto del possibile ruolo di PON1 come indicatore di uno stato di stress
ossidativo durante specifiche patologie e utile marker indicativo
dell’andamento del trattamento terapeutico in soggetti malati, si puo portare ad
esempio un altro studio effettuato da G. Rossi (2014b). L’obiettivo dello
studio e stato quello di valutare la relazione fra PON1 e HDL nella babesiosi
canina.

| parametri PON1, HDL e CRP sono stati misurati in 15 soggetti sani facenti
parte del gruppo di controllo e in 29 cani con babesiosi, al momento
dell’ammissione e al giorno 1 e 7 dopo il trattamento.

La babesiosi canina € una patologia trasmessa dalle zecche, il cui agente
eziologico € un protozoo intra-eritrocitario, appartenente al genere Babesia,
che presenta una distribuzione mondiale (Boozer and Macintire, 2003).
Fondamentalmente, il meccanismo patogenetico vede la distruzione meccanica
degli eritrociti parassitati, 1’attivazione del meccanismo di emolisi
immunomediato e I’attivazione della risposta infiammatoria sistemica (Carson
e Philips, 1981; Kawamura et al., 1987; Murase e Maede, 1990).

Negli studi in vitro, i monociti dei cani sperimentalmente infettati da Babesia
rilasciano un quantitativo significativamente alto di prodotti intermedi attivi
dell’ossigeno, cosi come di prodotti della perossidazione dei lipidi delle

membrane degli eritrociti (Otsuka et al., 2002). Il danno ossidativo degli
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eritrociti & indotto dalla replicazione del parassita (Murase et al., 1996).
Inoltre, ¢ stata osservata I’aumentata attivita dei macrofagi nei confronti degli
eritrociti (Murase e Maede, 1990) che contribuisce ad indurre danno
ossidativo a carico degli eritrociti stessi (Otsuka et al., 2002). In aggiunta, la
risposta di fase acuta (Acute-Phase Response, APR), che si sviluppa durante la
babesiosi, contribuisce al rilascio di composti ossidativi e all’attivazione dei
macrofagi. Essa conduce alla SIRS associata alla quale si instaura MODS
(Multiple Organ Dysfunction Syndrome), ma solo nelle forme piu complesse,
per lo piu in relazione ad infezioni da parte di B. rossi e raramente B. canis
(Jacobson, 2006; Solano-Gallego et al., 2008).

Nel presente studio, al momento dell’ammissione sia PON1 che le HDL
presentavano valori bassi nei cani affetti con babesiosi acuta, in rapporto con i
cani sani. Questo risultato pud essere spiegato grazie al fatto che la
sintomatologia clinica di questi soggetti supportava ’ipotesi che questi si
trovassero in uno stato infiammatorio acuto e quindi in fase di stress
ossidativo. Tuttavia non é stata riconosciuta una correlazione significativa fra i
due biomarkers al momento dell’ammissione, suggestiva del fatto che,
sebbene il metabolismo di queste due molecole sia in qualche modo
relazionato, ulteriori fattori vanno ad influenzare i valori nel siero di questi
due elementi. Difatti, sebbene entrambi siano influenzati dallo stato ossidativo
del soggetto in esame, solo per PONL1 e stato riconosciuto una diminuzione
nella sintesi epatica durante 1I’inflammazione (Feingold et al., 1998), mentre le
HDL sono influenzate dalla presenza della sindrome da disfunzione multi
organica (MODS) associata alla SIRS (Mrljak et al., 2014).

| valori che sono stati rilevati nei due prelievi successivi al 1°e e 7° giorno di
trattamento hanno rilevato un aumento nel tempo dei valori di HDL e PONL1. |
valori di HDL risultavano ritornare a valori normali gia dopo il primo giorno
dopo il trattamento, mentre i valori di PON1 non subivano cambiamenti prima
del 6° giorno. Questo pud essere spiegato ipotizzando che, nonostante la
persistenza dello stato infilammatorio nel 1° giorno dopo il trattamento, le

HDL aumentano rapidamente grazie all’efficacia dell’attivita antiossidante di
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PONL1 che riconverte ox-LDL in HDL, ma tutto cio porta ad un consumo della
stessa PONL1, cosa che quindi pud contribuire alla presenza di bassi livelli

dell’enzima fino al 6° girono dopo il trattamento.

Un recente studio di Tvrijonaviciute e collaboratori (2015) va ad analizzare
PON1 prendendo in considerazione la sua potenzialita come marker
inflammatorio e di danno ossidativo. Lo studio retrospettivo si € posto come
obiettivo quello di valutare il comportamento dell’enzima in soggetti con
pancreatite acuta, mettendo in relazione 1’analita con altri parametri i cui
valori si alterano in questa patologia.

La pancreatite € una patologia la cui diagnosi certa risulta difficile sia nella
sua forma acuta sia nella sua forma cronica (Xenoulis et al., 2008). Le ragioni
della difficolta nell’accuratezza della diagnosi sono da ricercarsi nell’ampia
varieta delle possibili manifestazioni cliniche e nella mancanza di test di
laboratorio affidabili (Mansfield et al., 2008). In particolare, la pancreatite
acuta ¢ un’inflammazione che pu0 essere associata 0 meno a necrosi del
tessuto pancreatico o peripancreatico (Xenoulis et al., 2008). Inoltre, ¢
considerata una condizione completamente reversibile poiché non si istaurano
modificazioni istopatologiche permanenti, come la fibrosi e 1’atrofia del
tessuto esocrino pancreatico (Mansfield, 2012). La fisiopatogenesi di questa
patologia, anche se non e stata del tutto determinata, vede come causa
principale I’interazione tra citochine pro-infiammatorie e stress ossidativo che
conduce all’amplificazione della cascata infiammatoria e all’innesco della
risposta infiammatoria sistemica (Mansifield, 2012; Pereda et al., 2006). Una
delle maggiori conseguenze dello stress ossidativo e la perossidazione dei
lipidi (Franco-Pons et al., 2008).

In quest’ottica ¢ stato ipotizzato che, in seguito ai cambiamenti descritti,
I’attivita di PON1 nei cani affetti da pancreatite acuta possa subire una
diminuzione e che questa possa essere messa in relazione con la gravita della

patologia stessa (Tvrijonaviciute et al., 2015).
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Lo studio ha raccolto e confrontato i dati raccolti da due gruppi di soggetti:
cani che presentavano pancreatite acuta e cani clinicamente sani. | due gruppi
erano omogenei per genere, razza, eta, e peso corporeo.
| soggetti classificati come patologici sono stati considerati tali basandosi su
tre criteri (Mansfield, 2012):
e segni clinici compatibili con pancreatite acuta, quali anoressia, letargia,
dolore addominale,vomito;
e analisi di laoratorio compatibili, come aumento dell’attivita di lipasi ¢
amilasi e dei livelli di proteine di fase acuta;
e esame ecografico addominale compatibile con un quadro di pancreatite
acuta, quale presenza di tessuto pancreatico ipoecogeno circondato da
mesentere peripancreatico iperecogeno, con 0 Ssenza versamento

peritoneale (Hess et al., 1998).

La misurazione dell’attivita sierica di PONI1 ¢ stata effettuata utilizzando il p-
nitrofenilacetato come substarto, secondo il metodo proposto da
Tvrijonaviciute e collaboratori (2012b).

Nei soggetti patologici lo studio ha riportato una diminuzione dell’attivita di
PONL1 di circa il 30% a confronto con i valori ottenuti nei cani sani. L’enzima
risultava negativamente correlato con le proteine di fase acuta, in particolare
con la CRP e Hp (Haptoglobin). Questo risultato si trova in accordo con
guanto riporato precedentemente in medicina umana (Novak et al., 2010) e nel
cane (Tvrijonaviciute et al., 2012c), dove PONL1 e stata descritta come proteina
negativa di fase acuta. Inoltre, PONL1 risultava positivamente correlata con la
concentrazione di colesterolo totale in accordo con quanto gia riportato in
precedenti ricerche (Tvrijonaviciute et al., 2012c).

Infine, la gravita della patologia risultava negativamente correlata con
I’attivita di PONL. In particolare, i cani sopravvissuti presentavano valori
dell’enzima piu alti dei soggetti deceduti. Questi risultati suggeriscono come
PON1 possa assumere un potenziale ruolo come marker nella valutazione

della gravita della pancreatite acuta canina. Tale potenzialita di PON1 pu0
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essere posta in relazione a quanto individuato da Rossi e collaboratori (2012a)

in uno studio condotto sulla leishmaniosi canina, precedentemente citato.

2.2.3 Specie Felina
Nel gatto, cosi come si é visto nella specie canina e bovina, lo studio di PON1
si ¢ indirizzato verso 1’analisi del suo ruolo fisiologico al fine di un suo

possibile uso nella pratica clinica quotidiana.

A questo proposito un recente studio di Tecles e collaboratori (2015) si € posto
come obiettivo quello di indagare la condizione di stress ossidativo che si pud
sviluppare in caso di FIP (Feline Infectious Peritonitis), avvalendosi
dell’utilizzo di due biomarkers antiossidanti sierici: paraoxonasi-1 (PON1) e
la capacita antiossidante totale (Total Antioxidant Capacity, TAC).

Il gatto sembra essere molto suscettibile allo stress e al danno ossidativo.
Durante questa condizione patologica, si verifica una rottura dell’equilibrio tra
il sistema ossidante e quello antiossidante, a favore del primo (Suresh et al.,
2009). In questa situazione |’organismo ¢ incapace di detossificarsi dai
prodotti reattivi dell’ossigeno, i quali vanno ad accumularsi, producendo un
effetto dannoso sull’integrita funzionale e strutturale dei tessuti (Yilmaz,
2012).

Nel gatto, condizioni di stress ossidativo sono state riscontrate in diverse
patologie, come per esempio nel diabete mellito (Webb e Falkowski, 2009),
nell’insufficienza renale cronica (Keegan e Webb, 2010) ed in caso di FIV
(Feline Immunodeficiency Virus) (Webb et al., 2008).

Nel presente studio, é stato ipotizzato che una condizione di stress ossidativo
possa essere presente nei gatti affetti da FIP.

L’agente eziologico, in questa patologia, € il FCoV (Feline Coronavirus),
nella sua variante responsabile di FIP viene indicato come FIPV (Feline
Infectious Peritonitis Virus), il quale colonizza e replica nei macrofagi

determinando un’infezione sistemica. Secondo gli autori, la situazione di
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grave reazione infiammatoria porterebbe allo sviluppo di una condizione di
stress ossidativo e conseguentemente a possibili cambiamenti dei biomarkers
ossidativi presenti nel siero.

Per verificare questa ipotesi, I’attivita sierica di PON1 e la TAC sono state
misurate in un gruppo di gatti naturalmente affetti da FIP e successivamente
comparata con due gruppi di gatti; uno composto da soggetti considerati
clinicamente sani e con uno composto da soggetti affetti da altre patologie
inflammatorie.

La PONL1 é stata misurata utilizzando tre differenti substrati: p-nitrophenyl
acetato (pNA), phenyl acetato (PA) e 5-thiobutil butyrolactone (TBBL), in
modo da valutare le possibili differenze nei valori dell’enzima in relazione con
il substrato.

La capacita totale antiossidante (Total Antioxidant Capacity, TAC) sierica
valuta I’effetto cumulativo di tutti gli antiossidanti presenti nel sangue (Nagy
et al., 2006) e fornisce un indice integrato dello stato ossidativo (Ghiselli et al.,
2000).

Un’attivita significativamente bassa di PONI1 ¢ stata osservata nei gatti con
FIP e con altre patologie inflammatorie in relazione con il gruppo dei gatti
sani, in tutti i substrati di analisi. Inoltre, TAC e risultata significativamente
pil bassa nei gatti con FIP rispetto agli altri due gruppi.

I metodi di analisi con substrato PA e TBBL hanno ottenuto risultati precisi e
capaci di misurare PON1 con metodo lineare, risultati simili a quelli
precedentemente riportati nel cane (Tvarijonaviciute et al., 2012b). Pero in un
caso di FIP, il metodo con substrato PA non é riuscito a registrare il valore di
PON1 perché inferiore ai limiti di rilevamento. Quest’ultimo dato puo
rappresentare una limitazione nell’utilizzo di PA come substrato di analisi, in
particolare in caso di FIP o altre condizioni inflammatorie dove sono previsti
valori particolarmente bassi di PON1.

La presenza d’infiammazione e I’aumento delle citochine infiammatorie che si
manifesta nei gatti affetti da FIP (Regan et al., 2009) potrebbe spiegare la

diminuzione dell’attivita di PON1, dal momento che essa ¢ considerata parte
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del sistema immunitario innato (Chun et al.,, 2004) ed é considerata una
proteina negativa di fase acuta (Novak et al., 2010; Tvarijonaviciute et al.,
2012b). Cio é anche a sostegno del fatto che nel gruppo di gatti che
manifestavano uno stato infiammatorio si presentavano valori diminuiti
dell’attivita di PONL1.

Un’ultima considerazione ¢ stata fatta nel gruppo dei gatti con FIP. | soggetti
sono stati suddivisi in due sottogruppi: gatti con forma essudativa di FIP
(formazione di immunocomplessi responsabili di vasculiti e conseguentemente
di versamenti essudatizi) e gatti con forma non essudativa (formazione di
granulomi diffusi ai diversi organi) (Tecles et al., 2015).

Nella forma essudativa sono stati riscontrati valori inferiori di PONL,
indicando un elevato stress ossidativo rispetto alla forma non essudativa.
Inoltre, questo puo essere relazionato con una peggiore prognosi valutata nei
gatti affetti da FIP essudativa. Gli autori suggeriscono quindi che 'utilizzo di
PON1 come marker ossidativo possa avere un ruolo prognostico

nell’andamento della patologia.

In una precedente ricerca di Tvarijonaviciute e colleghi (2012a), lo studio
della PONL1 nel gatto andava ad inserirsi in una pit ampia analisi degli analiti
biochimici connessi con 1’inflammazione, condotta su gatti obesi prima e dopo
perdita di peso.

L’obesita felina ¢ una comune patologia che si manifesta in piu del 27% dei
gatti domestici (Lund et al., 2006). Come nell’'uomo, 1’0besita & spesso
associata ad altri disordini, tra cui lo sviluppo di resistenza all’insulina, il
diabete mellito (German, 2006), e lo sviluppo di una condizione
d’inflammazione sistemica cronica di basso grado (Trayhurn, 2005). A
proposito, nell’obesita umana, i valori sierici dell’attivita di PON1 vanno a
diminuire (Kotani, 2009).

Un primo obiettivo dello studio e stato quello di valutare i diversi analiti
biochimici, relativi alla condizione metabolica ed infiammatoria, in soggetti

obesi prima e in seguito alla perdita di peso. Fra questi, PON1 non ha

60



dimostrato cambiamenti significativi sia nelle iniziali condizioni metaboliche
sia successivamente alla perdita di peso.

Nella seconda parte dello studio, € stato investigato come lo stato dei diversi
fattori pro infiammaotri nelle condizioni originali possa predire il successo
della conseguente dieta alimentare. In quest’ottica PON1 prima della perdita
di peso era inferiore nei gatti fallimentari, nei quali la concentrazione di
glucosio era maggiore. La ragione per tale associazione ancora non é stata
chiarita. Tuttavia, gli autori suggeriscono che il profilo genetico del soggetto
che non raggiunge [’obiettivo della perdita di peso, possa influire sullo
sviluppo di patologie metaboliche (come I’insulino-resistenza) che rallentano e

complicano la fase della perdita di peso.

2.2.4 Specie Suina

Nella specie suina, negli ultimi anni, sono stati condotti studi preliminari
incentrati sullo sviluppo di metodiche analitiche valide per lo studio di PON1
¢ per I’analisi del suo possibile ruolo fisiologico nel suino.

Il suino domestico, Sus scrofa, & normalmente impiegato come utile modello
negli studi di medicina umana, per 1’analisi di un gran numero di patologie,
quali per esempio il diabete, 1’aterosclerosi, 1’obesita e le patologie
cardiovascolari (Nafikov and Beitz, 2007). Inoltre, il suino €, come 1’'uomo, un
onnivoro (Mersmann, 1986) e pud naturalmente sviluppare ateroscelrosi
guando alimentato con una dieta ricca di grassi e colesterolo (Bell e Gerrity,
1992; Mahley et al., 1975). Infine, il suino & anche uno dei modelli animali piu
utilizzati per lo studio del metabolismo lipidico umano a causa della
somiglianza nel profilo delle lipoproteine (Terpstra et al., 1982), nello stesso
metabolismo lipidico e nella risposta delle lipoproteine alla dieta alimentare
(Moghadasian, 2002; Navarro et al., 2004). Secondo quanto appena spiegato,
un importante aspetto della ricerca di PON1 in questa specie e rappresentato
dal fatto che le misurazioni dell’attivita sierica dell’enzima rappresenterebbero

un utile biomarker in questi studi.
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Nello studio di Xie e collaboratori (2010), ¢ stata sequenziata 1’intera
lunghezza del cDNA della PON1 suina e ne e stata studiata la struttura
gnomica. Inoltre, i risultati della PCR (Polymerase Chain Reaction) real time
hanno rilevato che la PON1 suina € ampiamente espressa nel rene, seguita da
fegato, polmone e piccolo intestino. Invece, essa & espressa a bassissimo
livello nel cuore e raramente e espressa in milza, linfonodi, muscolo striato,

cervello e grasso.

Un recente studio di Escribano e colleghi (2015), pioniere dell’argomento, si ¢
occupato della validazione di tre metodi spettrofotometrici per la
quantificazione dell’attivita sierica di PON1 e della determinazione del
comportamento dell’enzima durante lo stato infiammatorio.

Al momento, non erano ancora stati effettuati studi sulla validazione di
metodiche analitiche per la valutazione di PON1 nel siero di suino e non era
ancora noto se I’enzima si comportasse come una APP negativa in questa
specie.

| tre metodi spettrofotometrici validati in questo studio si sono differenziati
per la tipologia di substrato utilizzato: TBBL, PA e pNA. Tutte le metodiche si
sono dimostrate precise ed accurate e capaci di registrare 1’intervallo di attivita
di PONL1 nel siero suino. Inoltre, i tre metodi sono risultati pratici, rapidi e che
consentissero la valutazione di pit campioni contemporaneamente.

Le conclusioni ottenute sono risultate correlate con quanto riportato da
Tvarijonaviciute et al. (2012b).

Nella seconda parte del presente studio, PON1 e stata valutata in condizioni
inflammatorie sperimentalmente indotte tramite 1’inoculazione di turpentine,
in accordo con studi precedenti (Tecles et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009).

I risultati ottenuti hanno mostrato una diminuzione significativa dell’attivita di
PONL1 a 72 h dopo I’inoculazione, in tutti i differenti metodi di analisi (Figura
9).

E noto che PON1 diminuisca durante una condizione di stress ossidativo

indotto dall’infiammazione, ma ¢ necessario che trascorra del tempo tra la
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ricezione dello stimolo infiammatorio e un’effettiva diminuzione dell’attivita
sierica di PON1. Con questa spiegazione gli autori motivano I’intervallo di
tempo trascorso prima di una significativa diminuzione dei valori dell’enzima.
Inoltre, I'uso della PON1 come APP negativa potrebbe essere molto piu
sensibile per I’individuazione dell’inflammazione rispetto all’albumina, 1’ APP
negativa pit comunemente usata. Difatti, durante uno stato infiammatorio,
I’albumina in proporzione diminuisce di meno (1,11 volte) rispetto ai valori
ottenuti per PON1 (rispettivamente 1,64 volte per TBBL, 1,66 volte per PA e
1,70 volte per pNA).
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Figura 9. L’attivita sierica di PON1 misurata nel gruppo di controllo (n=5) e nei suini inoculati con
turpentine (n=5), usando come substrato (A) 5-thiobutil butyrolactone, (B) fenil acetato (C) 4-(p)-
nitrofenil acetato. Misurazioni prima dell’inoculazione (T0), a 24 h (T 24h), 48 h (T 48h), 72 h (T 72h)
e a7 giorni (T 7d). I valori mostrati sono medie + DS. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 in relazione a

TO per ciascun gruppo (da Escribano et al., 2015).
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CAPITOLO 3-PARTE SPERIMENTALE

3.1 Scopo del lavoro

L’obiettivo del presente lavoro ¢ eseguire la validazione analitica del metodo
per la rilevazione della PONT sierica nella specie equina, basato sull’utilizzo
del paraoxone come substrato scelto. Inoltre, lo studio si € proposto di definire
gli intervalli di riferimento (Reference Intervals, RIs) in cavalli e puledri sani,
come passaggio fondamentale per un futuro utilizzo di PON1 nella pratica

clinica.

Lo studio ¢ stato approvato dall’Organismo sul Benessere Animale (OBA)
dell’ Ateneo di Pisa, protocollo n.ro 23506 del 23/06/2015.
Per ogni soggetto € stato ottenuto un consenso informato dal proprietario

relativo all’esecuzione delle procedure cliniche.
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3.2 Materiali e metodi

3.2.1 Selezione dei soggetti
Il presente studio si e svolto nel biennio 2015-16 ed ha incluso un totale di 120
cavalli adulti e 55 puledri.
Tutti i soggetti inclusi nel presente studio sono stati considerati clinicamente
sani sulla base di:

e anamnesi;

e EOG ed EOP di apparato gastro-enterico, respiratorio e cardio-

circolatorio;
e CBC completo e profilo ematochimico di base (profilo renale, profilo

epatico, enzimi muscolari, albumina e proteine totali).

3.2.2 Prelievo e pre-processazione dei campioni di sangue

In tutti i soggetti e stato ottenuto un campione di sangue dalla vena giugulare
sinistra, immediatamente raccolto in una provetta senza anticoagulanti al cui
interno si trovano micro particelle di silice che favorisco 1’attivazione della
coagulazione.

Il campione € stato trasportato refrigerato presso il Dipartimento di Scienze
Veterinarie di Pisa dove é stato centrifugato entro 2 h dalla raccolta ad una
velocita di 4000 giri/minuto per 5 minuti.

Il siero e stato prelevato tramite una pipetta Pasteur (monouso in plastica) e
trasferito in una provetta Eppendorf (monouso in plastica).

Infine il campione € stato catalogato (adulto o puledro, sesso, eta, data di

raccolta) e congelato a -20°C, prima di essere analizzato.

3.2.3 Misurazioni dell’attivita sierica di PON1
La processazione analitica dei campioni € stata eseguita presso il Dipartimento
di Medicina Veterinaria dell’Universita di Milano.
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L’attivita di PONI nel siero ¢ stata valutata con un metodo automatizzato
adattato da Ferré et al., (2002) e messo a punto su uno spettrofotometro
automatico Cobas Mira (Roche Diagnostic, Svizzera), avvalendosi del metodo
enzimatico proposto da Feingold e colleghi (1998), gia precedentemente
validato nel cane (Rossi et al., 2013) e nel bovino (Giordano et al., 2013).

La reazione buffer ¢ stata preparata utilizzando un buffer di glicina (0,05 mM,
pH 10,5) contenente come substrato 1 mM di etile di paraoxone (purita >90%,
Sigma-Aldrich, USA) e 1ImM di CaCl,. La reazione enzimatica e stata avviata
con 6 uL del campione in analisi, 89 pL di acqua distillata e 100 puL di
reazione buffer, a 37°C. L’entita di idrolisi del paraoxone a p-nitrofenolo €
stata misurata monitorando 1’aumento di assorbanza a 504 nm, usando un
coefficiente di estinzione molare di 18,050 L/mol/cm™ come suggerito da
Feingold e colleghi (1998).

L’unita di misura dell’attivita di PON1 ¢ stata espressa in U/mL ed ¢ definita
come la formazione di 1 nmol di p-nitrofenolo al minuto, sotto le condizioni

sperimentali.

3.2.4 Validazione della misurazione dell’attivita enzimatica di PON1
Secondo le pubblicazioni raccomandate sulle procedure di validazione
(Westgard, 2003; Jensen e Kjelgaard-Hansen, 2010), la ripetibilita intra- e
inter-assay sono state valutate all’interno di tre raggruppamenti (pool) di piu
campioni di siero equino, con bassa, media ed alta attivita di PON1. L’attivita
di PONL1 in questi sieri é stata valutata in via preliminare, prima di conoscere
le caratteristiche analitiche del test utilizzato.

Per la ripetibilita (intra-assay precision) sono state effettuate 20
determinazioni su ciascuno dei 3 pool , con attivita bassa, media e alta, sulla
base delle quali sono stati calcolati, la media, la deviazione standard (DS) e il
coefficiente di variazione (coefficient of variation, CV) (CV % = (DS x 100) /

media).
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La variabilita inter-serie (inter-assay variability) e stata valutata su aliquote
congelate dello stesso pool attraverso I’analisi di campioni per tre volte
consecutive, in 10 sessioni di lavoro consecutive. Dai valori ottenuti sono stati

calcolati media, deviazione standard e CV.

L’accuratezza ¢ stata determinata mediante la valutazione della linearita di
diluizione (Linearity Under Dilution, LUD) e dello SRT (Spiking and
Recovery Test).

I1 LUD ¢ stato eseguito valutando I’attivita di PON1 per tre volte su un pool di
siero equino diluito con acqua distillata in modo da ottenere concentrazioni del
90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 0%.

Il test SRT e stato attuato selezionando 2 campioni, uno a bassa (A) e uno ad
alta attivita di PON1 (B), sui quali sono state eseguite 3 determinazioni; quindi
a 100 puL di campione A sono state addizionate quantita crescenti (da 10 a 100
uL) di campione B, per un totale di 10 determinazioni ognuna misurata per tre
volte.

La correlazione fra la percentuale dei valori osservati in relazione con i valori

attesi di LUD e SRT é stata valutata mediante il square linear regression.

3.2.5 Individuazione degli intervalli di riferimento
Gli intervalli di riferimento sono stati determinati utilizzando le
macroistruzioni del Reference Value Advisor (freeware v2.1; download at

http://www.biostat.envt.fr/spip/spip.php?article63) per Excel (Microsoft

Corp., Redmond, WA, USA), recentemente validato per 1’uso nei laboratori di

medicina veterinaria (Geffre et al., 2011).
Seguendo le indicazioni del CLSI (CLSI, 2008), I’istogramma dell’intervallo

di riferimento dell’attivita di PONI1 ¢ stato esaminato per un’iniziale

valutazione dell’identificazione e della distribuzione dei valori anomali.
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Per identificare i valori anomali (outliers) sono stati utilizzati i test di Dixon e
Tukey secondo la regola:
e outliers alto = limite superiore del range interquartile (IQR) + (IQR X
1,9);
e outliers basso = limite inferiore del range interquartile (IQR) - (IQR X
1,5).
In accordo con le linee guida di CLSI (CLSI, 2008), I’attenzione € rivolta a
conservare piuttosto che eliminare i valori anomali.
Gli intervalli di riferimento sono stati calcolati utilizzando 1’efficacie metodo
sul convertitore di dati Box-Cox (Box e Cox, 1964) e il 90% degli intervalli di
confidenza (confidence intervals, CIs) intorno ai limiti di riferimento sono

stati determinati utilizzando un metodo bootstrap non parametrico.

3.2.6 Analisi statistiche sulla divisione degli intervalli di riferimento

I risultati ottenuti relativi all’eta (puledri ¢ adulti), sesso e razza sono stati
espressi come media e deviazione standard.

Il test di Mann-Whitney per dati non appaiati & stato utilizzato per verificare
differenze statisticamente significative tra puledri e adulti, maschi e femmine
(puledri) e trottatori vs Warmblood (sia adulti che puledri).

Il test di Kruskall-Walls e Bonferroni post-hoc sono stati applicati per
evidenziare differenze tra castroni vs femmine vs stalloni e per confrontare le
differenti razze tra loro. Le differenze sono state considerate statisticamente
significative per P<0,05.

Le possibili differenze legate all’eta sono state investigate, sia nei puledri Sia
nei cavalli adulti, utilizzando un’analisi di regressione eseguita nel software
Reference Value Advisor, citato sopra.

Il test Harris e Boyd (Harris e Boyd, 1990) é stato utilizzato per verificare la
necessita 0 meno di stabilire intervalli di riferimento separati in base a eta,

SeSS0 € razza.
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CAPITOLO 4 - RISULTATI

Dei 120 cavalli adulti, il 40/120 (33,33%) erano femmine, il 40/120 (33,33%)
maschi, il 40/120 (33,33%) castroni; dei 55 puledri, il 27/55 (49,1%) erano
femmine e il 28/55 (50,90%) maschi.

In relazione alla razza, 57/120 (47,5%) cavalli adulti erano Warmbloods,
46/120 (38,33%) Trottatori, 8/120 (6,67%) Ponies, 6/120 (5%) PSI, 3/120
(2,5%) cavalli da lavoro. Mentre i puledri erano 22/55 (40%) Warmbloods,
31/55 (56,36%) Trottatori, 2/55 (3,63%) PSI.

L’eta media dei soggetti adulti era di 11,98 £+ 5,83 anni (range: 3-27 anni,
mediana: 11 anni). In base al sesso, I’eta media delle femmine era 11,05 *
3,56 anni (range: 4-21 anni, mediana: 11 anni), dei maschi era 10,52 + 7,26
anni (range: 3-27 anni, mediana: 8 anni) e dei castroni era 14,38 + 5,42 anni
(range: 4-25 anni, mediana: 14,5 anni).

L’eta media dei puledri era di 51,36 £ 20,17 giorni (range: 19-90 gironi,
mediana: 47 giorni). In base al sesso, 1’etd media delle femmine era 54,30 +
23,50 giorni (range: 19-90 giorni, mediana: 50 giorni), dei maschi era 48,54 *
16,27 giorni (range: 29-90 giorni, mediana: 46 giorni).

| risultati relativi alla variabilita intra-assay sono riportati in Tabella 1. Tali
risultati evidenziano che il CV e sempre basso, con media delle tre

determinazioni su pool a diversa attivita di PON1 uguale a 1,7%.

Pool basso Pool medio Pool alto
X+£DS (U/mL) 24,04 + 0,62 34,02 + 0,55 61,01 + 0,57
CV (%) 2,57 1,60 0,93

Tabella 1. Variabilita intra-assay: mediatdeviazione standard (X+DS) e coefficiente di variazione

(CV) di PONL1 in pool di siero ad attivita bassa, media e alta.
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| risultati della ripetibilita inter-assay sono riportati in Tabella 2. La ripetibilita

inter-assay dimostra performance sovrapponibili a quelle intra-assay, con CV

medio valutato sui tre pool a diversa attivita basso, pari a 3,17%.

Pool basso Pool medio Pool alto
X+DS (U/mL) 23,23+ 0,68 33,71+1,34 62,44 1,64
CV (%) 2,91 3,98 2,62

Tabella 2. Variabilita inter-assay: mediatdeviazione standard (X+DS) e coefficiente di variazione

(CV) di PONL1 in pool di siero ad attivita bassa, media e alta.

La LUD (r* 0,98, P<0,001) e lo SRT (r* 1,00, P<0,001) hanno evidenziato
un’ottima correlazione tra valori attesi ed osservati.

Gli intervalli di riferimento per cavalli adulti e puledri sono 38-81,2 U/mL e
36-82 U/mL, rispettivamente. Gli intervalli di riferimento di adulti e puledri
sono simili. La similarita dei valori e stata confermata con il test Harris e Boyd
(Harris e Boyd, 1990) che non ha evidenziato la necessita di stabilire intervalli
di rifermento separati per gli adulti e per i puledri (z=0; alternative critical
z=2,56). Inoltre, le analisi statistiche non hanno rilevato differenze
significative tra puledri (media + DS: 56,6 + 10,0 U/mL; mediana: 55,2 U/mL;
I-1I1 quartile: 49,7-65,1 U/mL) e adulti (media £ DS: 56,6 = 11,7 U/mL;
mediana: 56,6 U/mL; I-I11 quartile: 48,7-64,5 U/mL).

All’interno dei due gruppi di studio di adulti e puledri, 1 soggetti sono stati
suddivisi in sottogruppi di eta. Le analisi statistiche effettuate non hanno
evidenziato differenze significative né all’interno del gruppo dei cavalli adulti
(P=0,949), né all’interno del gruppo dei puledri (P=0,180).

Per quanto riguarda il sesso, nei puledri i valori dell’attivita di PON1 sono
risultati 56,7 = 8,8 U/mL nei maschi e 56,6 = 11,3 U/mL nelle femmine.

Nei puledri non sono state riscontrate differenze statisticamente significative
legate al sesso (P=0,963). Il test di Boyd ed Harris evidenzia che gli intervalli
di riferimento per maschi e femmine sono sovrapponibili (z=0,21; alternative
critical z=1,43).
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Nei cavalli adulti, invece, sono state evidenziate differenze statisticamente
significative (P=0,010) in relazione al sesso. In particolare, 1’attivita della
PONL1 nelle femmine e significativamente piu elevata vs i maschi (P=0,014) e
vs i castroni (P=0,047), mentre non esistono differenze tra maschi vs castroni.
Nelle femmine il valore medio di PON1 é 60,3 + 9,6 U/mL, con un RI di 35-
81 U/mL, nei maschi € 54,3 £ 11,2 U/mL con un RI di 38,2-89,3 U/mL e nei
castroni € 55,3 + 13,3 U/mL con un RI di 32,8-92 U/mL. Il test di Harris e
Boyd indica che un intervallo di riferimento genere-specifico dovrebbe essere
impiegato per le femmine (z=2,52; alternative critical z=1,73 — z=1,92;
alternative critical z=1,73), mentre un comune intervallo di riferimento
potrebbe essere usato per i maschi ed i castroni (z=0,36; alternative critical
z=1,73).

Negli adulti, in base alla razza gli Warmbloods hanno mostrato valori medi di
attivita della PON1 di 54,4 = 12,9 U/mL (RIs 33,7-91,1 U/mL), nei trottatori €
59,3 £ 9,8 U/mL (RIs 39,6-80 U/mL), nei Ponies 59,5 £ 6 U/mL, nei PSI 60,0
+ 13,8 U/mL, nei cavalli da lavoro e 54,5 £ 12,4 U/mL. Non sono state
evidenziate differenze statisticamente significative tra i gruppi (P=0,083).
Confrontando soltanto le due razze maggiormente rappresentate (trottatori vs
Warmblood), é stata, pero, riscontrata una differenza statisticamente
significativa (P=0,011) e il test di Harris e Boyd suggerisce che dovrebbero
essere utilizzati gli intervalli di riferimento specifici per trottatori o
Warmbloods (z=2,18; alternative critical z=1,96).

Per quanto riguarda i puledri, gli Warmbloods hanno mostrato valori medi di
56,4 = 8,6 U/mL (RIs: 39,5-76,3 U/mL) e i trottatori di 56,4 + 11,2 U/mL
(RIs: 35,4-85,5 U/mL). Non sono state evidenziate differenze tra i due gruppi.
| puledri PSI non sono stati inclusi nelle analisi statistiche poiché solo due
puledri appartenevano a questa razza. Il test di Harris e Boyd suggerisce che
gli RlIs specifici per le due razze di puledri maggiormente rappresentate non

dovrebbero essere impiegati (z= 0,03; alternative critical z= 1,40).
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CAPITOLO 5 - DISCUSSIONE

Numerosi studi sono stati effettuati sull’attivita di PON1 in varie specie
animali (Turk et al., 2004; Bionaz et al., 2007; LaBrecque et al., 2009;
Tvarijonaviciute et al.,, 2012a; Tvarijonaviciute et al., 2012b; Rossi et al.,
2013; Rossi et al., 2014a; Ibba et al., 2015), ma ad oggi non vi sono
informazioni disponibili sulla possibile utilita di questo analita nel cavallo.

Per questo motivo, & stato necessario effettuare un preliminare studio di
validazione per determinare le performance analitiche del metodo d’analisi e
stabilire degli intervalli di riferimento da utilizzare nella pratica clinica.

| nostri risultati hanno dimostrato che il metodo da noi utilizzato per la
misurazione di PON1 é preciso ed accurato anche sul siero equino. In
particolare, le valutazioni intra- ed inter-assay mostrano una soglia di errore
inferiore al 5%, valore considerato accettabile per la maggior parte degli
analiti biochimici (Ricos et al., 1999). Inoltre, il valore da noi ottenuto
sull’imprecisione inter-assay é risultato simile a quanto gia evidenziato per il
cane (Rossi et al., 2013).

Nonostante ad oggi non esista un gold standard per la valutazione dell’attivita
di PONZ1, i nostri risultati mostrano un eccellente livello di accuratezza del
metodo analitico basato sull’uso del paraoxone.

Se confrontiamo i valori medi e gli intervalli di riferimento registrati nel
cavallo (rispettivamente, adulto media: 56,6 U/mL RI: 38-81,2 U/mL; puledro
media: 56,5 U/mL RI: 36-82 U/mL), I’attivita di PON1 mostra valori piu bassi
rispetto a quanto evidenziato nel cane (Rossi et al., 2013), gatto
(Tvarijonaviciute et al., 2012a) e bovino (Turk et al., 2004; Bionaz et al.,
2007), ma lievemente superiori a quanto riportato nel suino (LaBrecque et al.,
2009).

| diversi studi presi in esame si avvalgono, come nel nostro caso, del metodo

analitico basato sull’uso del paraoxone. Le differenze, pero, possono essere
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spiegate dal differente metabolismo epatico e lipidico nelle diverse specie
animali prese in considerazione e dalle isoforme specie-specifiche.

Dal presente studio non emergono differenze significative tra i valori registrati
nei cavalli adulti e nei puledri. Questo significativo risultato pu0 essere
dipendente dall’etda dei puledri inclusi nello studio. Nello studio di A.
Giordano e collaboratori (2013), condotto sul bovino, la PONL1 e stata valutata
su vitelli dalla nascita (da 10 minuti di vita) fino a 21 giorni di eta. In questi
soggetti Dattivita della PON1 ¢ molto bassa alla nascita ed aumenta
significativamente dal 3° al 21° giorno di eta.

Valori molto bassi dell’attivita di PON1 nei neonati bovini sono legati
all’immaturita del fegato, al differente metabolismo lipidico nei vitelli rispetto
ai bovini adulti e/o all’alta suscettibilita dei neonati allo stress ossidativo che
puo determinare I’inattivazione di PON1 (Inanami et al., 1999). Giordano e
colleghi riportano un’attivita di PON1 nei vitelli che aumenta dalla nascita
fino a 21 giorni e poi rimane costante fino a 120 giorni con valori paragonabili
a quelli dei bovini adulti.

Nel nostro studio i1 puledri inclusi avevano un’eta compresa tra 19 e 90 giorni,
range di eta in cui i valori di PON1 sono risultati sovrapponibili a quelli
dell’adulto, come gia evidenziato per il bovino (Giordano et al., 2013).

La suddivisione del gruppo di studio in base all’etd non ha evidenziato
nessuna differenza tra i gruppi, in linea con quanto gia riportato in medicina
umana (Mueller et al., 1983).

Dal presente studio ¢ emerso che Dattivita di PON1 ¢ piu elevata nelle
femmine adulte rispetto a castroni e stalloni. Questo risultato € in accordo con
quanto riportato nel topo (Ali et al., 2003) e in uno studio effettuato nell’'uomo
(Wehner et al., 1987), ma non € in accordo con quanto riportato da altri autori
sempre nell’uomo (Mueller et al., 1983) e nel cane (Rossi et al., 2013).

Nel puledro, a differenza che per ’adulto, non abbiamo trovato differenze
significative legate al sesso. Questo pud essere giustificato dal fatto che i
puledri inclusi, proprio perché molto giovani, sono animali non sessualmente

sviluppati. Questo risultato é in accordo con studi effettuati sul topo che hanno
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dimostrato che la concentrazione di testosterone nel sangue e lattivita degli
ormoni femminili (animali ovariectomizzati vs non) non sembrano influenzare
I’espressione genica della PON1 (Playfer et al., 1976).

Nel nostro studio abbiamo riscontrato una differenza di attivita dell’analita tra
i cavalli adulti trottatori vs gli Warmbloods, ma la differenza non é stata
riscontrata nei puledri confrontando le stesse razze. La maggiore attivita di
PONL1 rilevata nei trottatori adulti potrebbe essere legata al tipo di allenamento
e all’intensita dell’esercizio fisico dei soggetti inclusi. E’ noto, infatti, che il
cavallo e suscettibile allo stress ossidativo indotto dall’esercizio fisico
(Kinnunen et al., 2005).

Non sono state riscontrate significative differenze nell’attivita di PONI
guando anche altre razze di cavalli adulti sono state incluse nell’analisi
statistica. L’assenza di significative differenze nelle altre razze potrebbe essere
relazionato al basso numero di cavalli analizzati per ciascun gruppo, che puo
aver indotto un artefatto statistico di tipo Il (Armitage et al., 1971).

In quest’ottica, potrebbero rivelarsi utili ulteriori indagini, che comprendano
un maggior numero di cavalli per ognuna di queste razze, in modo da
identificare eventuali differenze associate con le varie attitudini.

Nonostante le significative differenze associate con genere e attitudine, gli
intervalli di riferimento registrati nei differenti gruppi di animali sono
largamente sovrapponibili gli uni agli altri. Ciononostante, in accordo con il
test di Harris e Boyd, dovrebbero essere stabiliti specifici Rls per il gruppo
delle femmine adulte, dei trottatori e dei Warmbloods adulti. Tuttavia,
quest’ultimo aspetto necessita di essere verificato attraverso ulteriori studi su
larga scala.

Indipendentemente dalla necessita di stabilire intervalli di riferimento associati
al sesso o alla razza, & di notevole importanza che i limiti inferiori degli
intervalli di riferimento da noi ottenuti siano risultati simili per tutte le
categorie di ripartizione esaminate in questo studio.

Considerando che in molte specie i pazienti con stress ossidativo associato a

stato infiammatorio hanno un’attivita di PON1 molto bassa in relazione con il
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limite inferiore di rifermento (Giordano et al., 2013; Ibba et al., 2015), risulta
consigliabile utilizzare un singolo intervallo di riferimento per cavalli di

differenti genere (maschi e castroni) ed eta (puledri e cavalli adulti).
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CAPITOLO 6 - CONCLUSIONI

Questo studio ha dimostrato che il metodo basato sull’utilizzo del paraoxone
come substrato nella misurazione dell’attivita di PON1 € preciso ed accurato
nel cavallo come in altre specie e che I’attivita di PON1 e inferiore nel cavallo
rispetto a molte altre specie domestiche.

Nonostante la presenza di alcune significative differenze associate al genere o
alla razza, i limiti di riferimento inferiori associati all’eta, razza o genere sono
simili gli uni agli altri. Ne consegue che nella pratica di routine sarebbe
consigliabile utilizzare un unico intervallo di riferimento sia per i giovani
puledri sia per i cavalli adulti, indipendentemente dal loro genere e dalla loro
attitudine.

Ulteriori studi sono auspicabili per verificare 1’utilita della PON1 come
marker diagnostico e prognostico in condizioni patologiche, come gia

evidenziato in altre specie (Rossi et al., 2014a).
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