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Evaluacion de marcadores de estrés oxidativo en pacientes con Sindrome Down
en edad pediatrica.

Evaluation of oxidative stress biomarkers in paediatric Down Syndrome patients.
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Resumen

El Sindrome Down constituye la cromosomopatia mas
frecuente y la primera causa de retraso mental de causa
genética a nivel mundial y en Cuba. Aun se desconoce
como la presencia del cromosoma 21 extra da lugar al
fenotipo caracteristico de este sindrome. En este sentido la
participacion de las especies reactivas del oxigeno ha sido
propuesta como uno de los mecanismos que intervienen en
la patogénesis del mismo. Dicho mecanismo se fundamenta
en la sobreexpresion de al menos 10 genes en el cromosoma
21 relacionados con el estrés oxidativo. Uno de estos
genes es el gen SODI que codifica una importante enzima
del sistema antioxidante celular. Se evalué un grupo de
marcadores de estrés oxidativo en pacientes con Sindrome
Down en edad pediatrica. La muestra estuvo conformada
por 36 niflos (0-5 afios), de ellos 12 con Sindrome Down
y 24 niflos como controles, residentes en Ciudad de La
Habana. Los padres emitieron su consentimiento para
que su hijo fuera incluido en el estudio. Se determinaron
los niveles plasmaticos de malondialdehido, productos
avanzados de oxidacion a proteinas y grupos tioles libres.
Ademas se determinaron las actividades de las enzimas Cu/
Zn superdxido dismutasa, catalasa y glutation reductasa
intraeritrocitarias mediante métodos espectrofotométricos.
En los pacientes con Sindrome Down se observd un
incremento significativo en las actividades de la Cu/Zn
superoxido dismutasa y de la catalasa, asi como de los
niveles de grupos tioles libres, respecto al grupo control.
El comportamiento del resto de los marcadores evaluados
no difirié entre los grupos.

Palabras claves: Sindrome Down, trisomia 21, estrés
oxidativo, especies reactivas del oxigeno, dafio oxidativo,
marcadores de estrés oxidativo.

Abstract

Down Syndrome is the most common chromosomopathy
and the leading cause of mental retardation of genetic cause
in worldwide and in Cuba. The mechanisms by which
trisomy 21 leads to its characteristic phenotype are unclear.
In this regard, the involvement of reactive oxygen species
has been proposed as one of the mechanisms involved in
pathogenesis. It has been reported that overexpression of
at least 10 genes on chromosome 21 are associated with
oxidative stress. One of these genes is the SOD1 gene that
encodes an important enzyme in the cellular antioxidant
system. The aim of this study was to evaluate some
oxidative stress biomarkers in Down syndrome patients.
The universe of study included 36 children (0-5 years),
12 SD patients and 24 control subjects, from Havana City.
Informed consent was obtained from all parents of children
who participated in this study. It were determined plasmatic
levels of Malondialdehyde, Advanced Oxidation Protein
Products, Total Thiols and intraerythrocytic enzymatic
activities of Cu/Zn Superoxide Dismutase, Catalase and
Glutathione Reductase by spectrophotometric methods.
It was found statistically increases in Cu/Zn Superoxide
Dismutase and Catalase activities and high plasmatic
levels of total thiols in Down syndrome group. The
activity of the others enzymes tested, the ratio of Cu/Zn
Superoxide Dismutase to Catalase and oxidative damage
markers in the Down syndrome patients were not different
from the control group. It was obtained an increase in Cu/
Zn Superoxide Dismutase activity in paediatric Down
syndrome’s patients, could be related with presence of
extra copy of chromosome 21.

Keywords: Trisomy 21, Down syndrome, reactive oxygen
species, oxidative damage, oxidative stress biomarkers.¢
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Introduccion

El Sindrome Down (SD; OMIM 190685) es una de
las enfermedades genéticas mas frecuentes que se
manifiesta con retraso mental, y estd asociado a la
trisomia completa o parcial del brazo largo del cro-
mosoma 21 humano (HSA21).!’La trisomia 21 es la
alteracion cromosémica mas comun, diagnosticada
al nacimiento, en la que los individuos sobreviven la
edad pediatrica.’ Su incidencia varia con la edad ma-
terna y difiere en las poblaciones en un rango entre
1/319 nacidos vivos y 1/1000 nacidos vivos.*

En el 95% de los casos el sindrome se debe a la tri-
somia completa, mientras que un pequeflo niimero de
individuos presenta trisomia parcial, microtrisomia o
duplicacion de genes simples.**Igualmente, es menos
frecuente que la trisomia se presente en mosaico o
que involucre una translocacion Robertsoniana.”$
Desde su descubrimiento en 1959 por Jerome Leje-
une, uno de los mayores retos ha sido la identificacion
de los genes del HSA21 u otros elementos genomicos
funcionales que contribuyen a los aspectos especificos
del fenotipo. Sin embargo, los mecanismos molecula-
res que dan lugar al sindrome con un complejo espec-
tro clinico de rasgos variables que afecta la mayoria
de los sistemas de 6rganos atin se desconocen.”!°Esta
caracterizado por mas de 80 rasgos clinicos que in-
cluyen deterioro cognitivo, hipotonia muscular, baja
estatura, dismorfias caracteristicas, retraso del desa-
rrollo, defectos metabdlicos, enfermedad congénita
del corazon, estenosis o atresia duodenal, ano imper-
forado, enfermedad de Hirschprung, deficiencias del
sistema inmune, riesgo incrementado de leucemia,
comienzo temprano de enfermedad de Alzheimer, en-
vejecimiento prematuro, entre otros. Ademas, existe
un riesgo disminuido de presentar tumores solidos y
ateroesclerosis.””!!

Existe una gran variabilidad fenotipica con marcadas
diferencias en la penetrancia y expresividad de la ma-
yoria de los rasgos entre los individuos con SD, que
no solo se explica a partir de la hipotesis de la dosis
en triple copia de los genes del cromosoma 21.% 113
Algunos de los genes del HAS21 que han mostrado
sobreexpresion en triple copia estan relacionados con
el estrés oxidativo.!**”’De hecho, al menos 10 genes
en este cromosoma se vinculan con las especies reac-
tivas del oxigeno.'

En el SD se ha sugerido que el estrés oxidativo in-
terviene en la patogénesis del dafio cognitivo, el en-
vejecimiento temprano, el desarrollo prematuro de la
enfermedad de Alzheimer, una mayor susceptibilidad
a las infecciones, la presencia de mutagenicidad ce-
lular relacionada con un mayor riesgo de desarrollar
leucemia, entre otros.'

Multiples son las evidencias que indican que el es-
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trés oxidativo ocurre en el SD desde etapas muy
tempranas del desarrollo del individuo.'>'"*A niveles
fisiologicos, las especies reactivas del oxigeno y del
nitrogeno, participan como mensajeros intracelulares
en cascadas de senalizacion. Sin embargo, los niveles
incrementados de estas especies pueden conducir a la
alteracion del estado redox celular y producir modi-
ficaciones oxidativas a los lipidos, las proteinas y los
acidos nucleicos, asi como afectar la expresion génica
y la transduccion de sefiales.*"

Uno de los genes presentes en el cromosoma 21 re-
lacionados con el estrés oxidativo y que se sobreex-
presa en triple copia es el gen SODI, que se localiza
en 21q22.2-22.3.>15 Este gen codifica la enzima Cu-
Zn Superoxido Dismutasa (SOD1), que interviene en
la eliminacion del anion superoxido como parte de
los mecanismos de defensa antioxidante celular.?’ Sin
embargo, los niveles elevados de expresion de esta
enzima y de su actividad se han relacionado con el
estrés oxidativo en el SD.'>

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo evalua-
mos un grupo de marcadores de estrés oxidativo en
un conjunto de nifos con SD en edades pediatricas.
De acuerdo con las teorias actuales, los resultados de-
rivados de este estudio podran ser analizados en el
empeflo de contribuir a una mayor comprension sobre
la participacion del estrés oxidativo en el complejo
espectro de rasgos clinicos del sindrome, sumado al
hecho de que hasta el momento no ha sido descrito el
comportamiento de estos marcadores en nifios cuba-
nos con SD menores de 5 afios.

Métodos

Se realizo un estudio observacional analitico de casos
y controles, en pacientes con Sindrome Down, aten-
didos en la consulta de Genética Clinica del Hospital
Juan Manuel Mérquez, en el periodo comprendido en-
tre noviembre del 2007 y marzo del 2008. La muestra
estuvo conformada por 12 pacientes con diagnostico
clinico y cromosémico de SD, menores de 5 afos de
edad y de ambos sexos. El grupo control estuvo in-
tegrado por 24 nifios, aparentemente sanos, meno-
res de 5 anos y de ambos sexos. Todos los individuos
procedieron de los municipios Playa, Marianao y La
Lisa.

A los nifios que participaron en el estudio se les rea-
liz6 un examen fisico y estudios de laboratorio clini-
co para descartar la presencia de otras enfermedades
que pudieran relacionarse con el estrés oxidativo.
Ademas, se constaté la no utilizacion de suplementos
antioxidantes en el momento de la realizacion de la
investigacion. Los padres de los nifios con SD y con-
troles decidieron voluntariamente la inclusion de su
hijo en el estudio, luego de emitir su consentimiento,



siguiendo los principios éticos de la Declaracion de
Helsinki de 1975, modificada en el 2008. El proto-
colo de investigacion fue revisado por el Comité de
Etica del Centro Nacional de Genética Médica.

En este estudio se utiliz6 como muestra biologica
sangre venosa periférica. La extraccion se realizé en
ayunas, mediante puncion venosa en el laboratorio
clinico del Hospital Juan Manuel Marquez.

Para las determinaciones de Estrés Oxidativo se ex-
trajeron 4 ml de sangre en un tubo con EDTA. EIl
plasma se separd por centrifugacion (250 G durante 5
minutos a 4°C) y se lavaron los eritrocitos 3 veces con
solucion de NaCl 0,9% fria. Posteriormente se proce-
di6 a la lisis de un volumen conocido de eritrocitos
con agua destilada fria (1:4) y se colocaron en hielo
durante 10 min. Una vez obtenido el lisado de eritro-
citos se determind la concentraciéon de hemoglobina
y todas las muestras se almacenaron a -20°C hasta la
determinacion de los marcadores que no superd los
10 dias.

Marcadores de daiio oxidativo
1. Determinacion de la
Malonildialdehido.

La concentracion plasmatica de Malonildialdehido
(MDA) se determiné a partir del método descrito
en el estuche reactivo BIOXYTECH® LPO-586™
(OXIS Research, Portland, USA). Este método se
basa en la reaccion del reactivo cromdgeno N-metil-2
-fenilindol con el MDA a 45°C en medio acido. Como
producto de la reaccion se obtuvo un cromoforo que
absorbe a 586 nm. La densidad dptica se midié en un
espectrofotometro SUMA VS-850 (TECNOSUMA,
Cuba). La concentracion se determiné a partir de la
curva de calibracion, la cual se construyé utilizando
como patron tetrametoxipropano (TMOP) a diferen-
tes concentraciones (0—5 puM). Las unidades de con-
centracion se expresaron en pmol/L.

2. Determinacion de la concentracion de los pro-
ductos avanzados de la oxidacién de proteinas.

La determinacién en plasma de los productos avan-
zados de la oxidacion de proteinas (PAOP) se realizo
mediante la técnica espectrofotométrica descrita por
Witko Sarsat.”® Este método se basa en el hecho de
que los PAOP reaccionan de la misma manera que
la cloramina T (patrén) con el yoduro de potasio en
medio acido. Esta reaccion produce un compuesto
coloreado que se detecta a 340 nm. La lectura de la
absorbancia se realizd en un espectrofotometro UV-
VIS Genesys 8 (SPECTRONIC UNICAM, UK). La
concentracion se calculd mediante la ecuacion obte-
nida de una curva de calibracion, la cual se construy6
utilizando distintas concentraciones de cloramina T
(0-100 uM). Los resultados fueron expresados como

concentracion de
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equivalentes del patron (umol/L de cloramina T).

Niveles de defensa antioxidante

1. Actividad de la enzima Cu-Zn Superdxido Dis-
mutasa intraeritrocitaria.

La actividad intraeritrocitaria de la enzima Cu-Zn Su-
peroxido Dismutasa (SOD1) se determind mediante
la técnica espectrofotométrica descrita por Marklund
S y Marklund G.?! Este es un método cinético indirec-
to, que se basa en la capacidad de esta enzima para
inhibir la reaccion de autooxidacion del pirogalol. En
dicha reaccion se forma la purpurogalina, compuesto
amarillo marroén, por el cual se estima la magnitud de
la reaccion a 420 nm. Para el calculo de la actividad
se tiene en cuenta que 1 unidad de actividad enzima-
tica (UAE) es capaz de inhibir el 50% de la autoxi-
dacion del pirogalol. La medicion de la variacion de
la absorbancia se llevo a cabo durante 1 minuto en un
espectrofotometro SUMA VS-850 (TECNOSUMA,
Cuba). Las unidades de actividad enzimatica se ex-
presaron en U/ml.

2. Actividad de la enzima Catalasa.

La determinacion de la actividad enzimatica de la
Catalasa intraeritrocitaria (CAT) se realizé mediante
la técnica referida por Aebi H.*> Este ensayo cinéti-
co directo se basa en la medicion de la variacion de
la densidad optica que tiene lugar como resultado de
la descomposicion del sustrato (H,0,) por la enzima
presente en la muestra biologica. La reaccion enzi-
matica transcurre en las condiciones 6ptimas de pH y
temperatura. Las mediciones se realizaron en un es-
pectrofotometro UV-VIS Genesys 8 (SPECTRONIC
UNICAM, UK). Las unidades de actividad enzimati-
ca se expresaron en U/ml.

3. Actividad enzimatica de Glutation Reductasa.
La determinacion de la actividad enzimatica intrae-
ritrocitaria de la Glutation Reductasa se realiz6 me-
diante la técnica referida por Carlberg I y Mannervik
B.? Este ensayo se baso en la oxidacion de NADPH
a NADP+ catalizada por la enzima presente en la
muestra. Definiéndose como 1 UAE la cantidad de
enzima que es capaz de catalizar la reduccion de un
pmol de GSSG por minuto a pH 7,2 y 25°C, teniendo
en cuenta la disminucion de la densidad optica a 340
nm en funcion del tiempo del NADPH. La lectura se
realizd durante 3 minutos en un espectrofotometro
UV-VIS Genesys 8 (SPECTRONIC UNICAM, UK).
Las unidades de actividad enzimatica especifica se
expresaron en mU/g de Hb.

4. Determinacion de la concentracion de tioles li-
bres (GSH).

La determinacion de las concentraciones plasmaticas
de tioles proteicos referidos como Glutation Redu-
cido (GSH) se realiz6 mediante la técnica referida
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por Sedlak J y Lidsay RH.** El GSH presente en la
muestra desproteinizada reacciona con el reactivo
de Ellman para rendir un compuesto coloreado que
absorbe la luz a 412 nm. La lectura se realizo en un
espectrofotometro UV-VIS Genesys 8 (SPECTRO-
NIC UNICAM, UK). La concentracién de GSH se
cuantifico utilizando una curva patron de GSH (0-400
umol/L). Las unidades de concentracion se expresa-
ron en umol/L.

Analisis estadistico.

En este estudio se determinaron los estadisticos des-
criptivos de tendencia central para todas las variables
en los grupos de pacientes y controles. Se compararon
las medias aritméticas, de cada una de las variables
de respuesta para ambos grupos, mediante la prueba
U de Mann-Whitney para muestras independientes.
Como criterio de significacion estadistica se tomo
p<0,05. Para el andlisis estadistico se utilizo el pro-
grama STATISTICA version 6.1 para Windows.

Resultados

La edad promedio de los nifios incluidos en el estu-
dio fue de 3 afos. El grupo de nifios con SD estuvo
conformado por 10 varones y 2 hembras, de manera
similar para el caso de los controles con 18 varones
y 6 hembras.

Diez de los 12 nifios con SD, tuvieron cariotipo de
trisomia 21 por aneuploidia precigética y los dos res-
tantes presentaron cariotipo: 46, XY, i(21q) y mosai-
cismo 47XY +21(18)/ 46XY(12), respectivamente.
El analisis cualitativo de los marcadores estudiados,
mostrd que no existian diferencias entre los pacientes
con SD, atendiendo al cariotipo presente.

Los resultados obtenidos para cada una de las varia-
bles de respuesta antioxidante se muestran en la Tabla
1. No se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de los marcadores de dafio oxidativo
a los lipidos y proteinas, MDA (0,62 = 0,33 vs 0,51 +
0,23) y PAOP (26,1 £23,8 vs 18,5 £ 12,9) entre los
nifios con Sindrome Down y los controles, sin embar-

Tabla 1. Marcadores de estrés oxidativo en pacientes con Sindrome Down y controles.

Marcadores Pacientes Controles p
n=12 n=24
MDA (umol/l) 0,62 +0,33 0,51 +0,23 0,22
PAOP (umol/l) 26,1 +23.8 18,5+12,9 0,52
SODI (U/ml) 184,3+ 7,15 174,6+13,8 0,024
CAT (U/ml) 93,5+224 82,1 +11,5 0,026
SOD1/CAT 2,2+0,4 2,1+£0,7 0,27
GR (U/g Hb) 92,6 £52.3 86,1 + 58,2 0,63
GSH (umol/l) 59,5 +31,6 27,9+22,0 0,005

g0, observamos una tendencia al incremento de am-
bos indicadores en el grupo de nifios con SD.

Las actividades intraeritrocitarias de las enzimas an-
tioxidantes SOD1 y CAT mostraron un incremento
significativo en el grupo con SD en comparaciéon con
los controles. El aumento en las actividades cataliti-
cas fue de 5 % en la SOD1 y de 13 % en el caso de la
CAT. No se encontraron diferencias en la relacion que
se establece entre estas enzimas (SOD1/CAT) (2,2 +
0,4 vs. 2,1 £ 0,7) asi como en la actividad intraeri-
trocitaria de la Glutation Reductasa (92,6 &+ 52,26 vs.
86,5 £ 58,2 U/g Hb) en los grupos estudiados.

Por otra parte, se observaron marcadas diferencias en
las concentraciones plasmaticas de los grupos tioles,
referidos como Glutation Reducido, entre los grupos
(59,5 £31,6 vs 27,8 £ 22,0 pmol/L).

Discusion
Varios autores han sugerido que la presencia en triple
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copia del gen SODI1, contribuye a varias de las ma-
nifestaciones fenotipicas reportadas para el SD, y de
manera particular, a las alteraciones neurodegenerati-
vas: el retraso mental, el envejecimiento temprano y
el desarrollo prematuro de la enfermedad de Alzhei-
mer.7, 9-11, 14, 25

Los resultados muestran que la actividad enzima-
tica de la SODI1 eritrocitaria, esta incrementada en
los pacientes, lo que pudiera ser explicado por dos
hechos fundamentalmente; el primero, debido a una
elevada generacion de especies reactivas del oxige-
no y el segundo, a un incremento en la expresion de
dicha enzima debido a la copia extra de este gen. De
acuerdo al comportamiento de los marcadores que re-
flejan el dafio oxidativo, sugerimos que el aumento
de la actividad pudiera responder esencialmente a un
incremento en la expresion de esta enzima. En con-
cordancia con estos hallazgos, varios autores reportan
la sobreexpresion de esta enzima e incrementos sig-



nificativos en su actividad en fibroblastos y en sangre
periférica de pacientes con SD asi como, en el liquido
amnidtico de mujeres portadoras de fetos afectados
con la trisomia 21.'%2

Los resultados muestran un aumento concomitante en
la actividad de la Catalasa en el grupo en estudio, lo
que podria constituir una respuesta adaptativa ante la
generacion de altas concentraciones de peroxido de
hidrogeno mediado por la accién de la SOD1. Resul-
tados similares fueron obtenidos por Pastor y cols, los
que reportaron incrementos de la CAT en pacientes
con SD."

Adicionalmente, la ausencia de diferencias en la re-
lacion SOD1/CAT entre pacientes y controles podria
ser indicativo de que el aumento en la actividad de la
SOD1 provoca la subsiguiente elevacion en la activi-
dad de la CAT, como un mecanismo compensatorio,
con el objetivo de mantener un equilibrio adecuado
de estos sistemas enzimaticos a nivel del eritrocito.
Por otra parte, en la actividad de la Glutatiéon Re-
ductasa (GR) no se observaron cambios significati-
vos entre los grupos. Otros autores si han encontrado
diferencias en este indicador entre los pacientes con
SD y los individuos sanos, planteando una relacion
entre las bajas concentraciones de Glutation reduci-
do (GSH) halladas y el incremento de la actividad de
esta enzima.'*

Los grupos tioles desempefian funciones esenciales en
el mantenimiento de diversas funciones celulares.”’En
los nifios con SD se detectd un marcado incremento
a nivel plasmatico en la concentracion de estos com-
puestos. En tal sentido se ha descrito que en condi-
ciones oxidativas moderadas o leves, las concentra-
ciones en sangre de los compuestos con grupos tioles,
tales como el Glutation reducido y las cisteinas, se
encuentran incrementadas. Esto tiene lugar porque se
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produce la activacion de enzimas que participan en la
sintesis del Glutation (y-Glutamilcisteina sintasa y la
Cistationina-B-sintasa), lo que provoca un aumento en
su concentracion asi como su transporte hacia la san-
gre. Ademas se sugiere que las concentraciones san-
guineas de estos compuestos no necesariamente refle-
jan el contenido intracelular de estos metabolitos.?’
Es importante sefialar que los nifios con SD incluidos
en el estudio no presentaban las complicaciones mas
comunes asociadas a la trisomia 21, tales como las
cardiopatias o alteraciones digestivas, aspectos que
pudieran modificar el estado redox celular.
Finalmente concluimos que en los pacientes con Sin-
drome Down estudiados, la actividad enzimatica de
la SOD1 se encuentra elevada, lo que pudiera ser el
resultado de la presencia en triple copia del gen que
codifica esta enzima. Ademas existen alteraciones en
la actividad de la CAT, lo que probablemente cons-
tituya un mecanismo compensatorio que incremente
la eficiencia de la barrera antioxidante a nivel intrae-
ritrocitario. Por otra parte, el incremento de las con-
centraciones de los grupos tioles y los bajos niveles
de productos oxidados encontrados, nos sugieren la
existencia de condiciones oxidativas leves en los ni-
flos con SD, sin otras patologias asociadas.
Consideramos que seran necesarios otros estudios
donde se evalue el nivel de expresion de la proteina
SOD1, marcadores de dafio oxidativo al ADN y de
defensa antioxidante, en un mayor niimero de pacien-
tes, relacionandolos con los hallazgos del cariotipo.
Esto permitira aumentar la comprension de los meca-
nismos involucrados en la patogénesis de este sindro-
me, asi como la aplicacidon en un futuro de terapéuti-
cas basadas en antioxidantes, en estos pacientes, de
manera que se pueda incidir en una posible mejoria
en la calidad de vida de los mismos.
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