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Alteraciones del estado redox celular en pacientes cubanos con trastornos del
espectro autista.

Alterations in the cellular redox state in Cuban patients with autistic spectrum
disorders.

Deinys Carmenates Naranjo," Giselle Monzon Benitez," Roberto Lardoeyt
Ferrer,” Gretel Riveron Forment,” Giselle Lemus Molina,” Olivia Martinez

Bonne," Mildrey Casido Rodriguez,"" Arianne Llamos Paneque.

Resumen

El autismo es un trastorno del comportamiento con
déficit marcado de la comunicacion e interaccion social.
Constituye a su vez uno de los problemas mas complejos
desde el punto de vista personal, familiar y social, que
puede presentarse en la infancia. Se ha sugerido que el
estrés oxidativo juega un papel en la fisiopatologia que
subyace en la aparicion de las conductas que definen
el autismo. Con el objetivo de medir los marcadores de
dafio oxidativo y de defensa antioxidante en pacientes
con trastornos del espectro autista se realizé la presente
investigacion. Se estudiaron 15 casos y 30 controles. A
los integrantes de ambos grupos se les determinaron los
marcadores de dafio oxidativo y los de defensa antioxidante.
Los niveles plasmaticos de malonildialdehido y de los
productos avanzados de oxidacion de proteinas resultaron
mas elevados en los casos que en los controles. La media
del nivel de actividad intraeritrocitaria de la catalasa fue
menor en los casos (p=0,000003), mientras que no se
encontraron diferencias entre las medias de los niveles de
actividad de la superéxido dismutasa en ambos grupos.
Las concentraciones plasmaticas de tioles libres fueron
superiores (p=0,020) en los pacientes en comparacion
con los controles. Los resultados del estudio sugieren la
presenciade condiciones de estrés oxidativo en los pacientes
con trastornos del espectro autista. Las evidencias deberan
ser replicadas en un mayor niimero de casos por su posible
utilidad en estrategias terapéuticas.

Palabras clave: Trastorno del espectro autista, dafio
oxidativo, estrés oxidativo, enzimas antioxidantes, estado
Redox, autismo.
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Abstract

Autism is abehavior disorder with a marked communication
and social interaction deficit. In turn, it also constitutes one
of the most complex problems from the personal, familial
and social points of view that can appear in infancy. It
has been suggested that oxidative stress plays a role in the
physiopathology that lies behind the emergence of conducts
defining autism. The present investigation was carried
out with the objective of measuring oxidative damage
and antioxidant defense markers in patients with autistic
spectrum disorders. A total of 15 cases and 30 controls were
studied, determining the oxidative damage and antioxidant
defense markers to all of them. Plasmatic level values of
malondialdehyde and advanced protein oxidation products
turned out to be higher in the cases than in controls. The
catalase mean intraerythrocytic activity level was less in
the cases (p=0,000003), while no differences were found
between the superoxide dismutase mean activity level
values in both groups. Free thiols plasmatic concentrations
were greater (p=0,020) in patients as compared with
controls. Results of this study suggest the presence of
oxidative stress conditions in those patients with autistic
spectrum disorders. These evidences must be obtained for
a greater number of cases due to their possible usefulness
in therapeutic strategies.

Keywords: Autistic spectrum disorders, oxidative damage,
oxidative stress, antioxidant enzymes, redox state, autism.
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Introduccion

Los trastornos del espectro autista (TEA) comprenden
un grupo heterogéneo de trastornos, tanto en su etio-
logia como en su presentacion clinica, que se inician
en la infancia y duran toda la vida, teniendo en comtin
la afectacion en la reciprocidad social, comunicacion
verbal y no verbal y la presencia de patrones repetiti-
vos y restrictivos de la conducta.! La prevalencia de
TEA oscila entre 1/54 en varones y 1/252 en hembras,
con una prevalencia total de 11,3 por cada 1000 a los
8 anos.? El autismo es un sindrome que compromete
la calidad de vida de quien lo sufre y de su familia,
dificulta la relacion social y el aprendizaje lo que in-
fluye en la independencia, autocuidado y vida pro-
ductiva del paciente.

En la tltima década, la investigacion relacionada con
esta entidad se multiplicé en forma importante y con
esto se inici6 un camino del cual todavia queda mu-
cho por recorrer, pero que ya comienza a mostrar evi-
dencias en cuanto a la etiologia y a los mecanismos
que subyacen en las dificultades del autista.

La etiologia genética es la mas sustentada y existen
diferentes mecanismos genéticos en los TEA. Un 10 %
de los casos de TEA se asocian a causas sindromicas,
de origen monogénico identificado, como es el caso
del sindrome Fragil X, la fenilcetonuria, la esclerosis
tuberosa, el sindrome Rett, entre otros. Un 5 % se
asocia a alteraciones cromosomicas raras, como es el
casodeladuplicaciondelaregion 15q11-q13 deorigen
materno, la trisomia 21, 45X (sindrome de Turner),
47XYY, 47XXY. Otro 5 % se asocia a variaciones
en el nimero de copias de partes del genoma,
que se repiten mas o menos veces, comunmente
denominados variantes de copia numérica, (CNV del
inglés copy number variants). Otro 5 %, esta asociado
a variaciones genéticas penetrantes y poco frecuentes
en la poblacion. El otro 75 % de las causas sigue
siendo, en principio, multifactoriales desconocidas,
con factores ambientales modulando la expresion
genética y factores como la edad paterna, que podrian
asociarse a un incremento de mutaciones genéticas.’
En determinadas condiciones, sean patoldgicas o no,

cuando las concentraciones de las especies oxidantes
se elevan, aumentan las modificaciones oxidativas
de las macromoléculas esenciales. A su vez, estos
eventos conducen a la afectacion de las vias de
seflalizacion que son controladas por el estado redox
celular y se establece lo que se ha denominado como
estrés oxidativo (EO).*

Se ha sugerido que el EO juega un papel en la
fisiopatologia que subyace en la aparicion de las
conductas que definen el autismo.’ En la presente
investigacion nos propusimos medir los marcadores
de dafio oxidativo y de defensa antioxidante en
pacientes cubanos con trastornos del espectro autista.

Métodos

Se realiz6 un estudio observacional analitico, de casos
y controles. Los casos (n=15) se seleccionaron en la
consulta especializada del Hospital Pediatrico Pedro
Borras, se seleccionaron nifios con diagnostico de
trastorno de espectro autista, menores de 11 afios, de
ambos sexos y sin distincion de color del piel. Como
grupo control se seleccionaron 30 nifios aparentemente
sanos, de edad y sexo similares a los casos. Se verifico
la no utilizacion previa de suplementos antioxidantes
en ambos casos.

Los pacientes fueron atendidos en la consulta de
genética clinica del Hospital Pediatrico Pedro Borras,
durante el afio 2012, y para la realizacion de estudios
de EO a todos los pacientes se les tomd muestra de
sangre las cuales fueron procesadas en el Centro
Nacional de Genética Médica (CNGM).

Variables

Para las determinaciones de EO se extrajeron 5 mL
de sangre venosa en un tubo con EDTA. El plasma se
separ6 por centrifugacion (250 g durante 15 minutos a
4 °C)y los eritrocitos se lavaron 3 veces con solucion
friade NaCL 0,9 %. Para obtener el lisado de eritrocitos
se lisaron con agua destilada fria.® Todas las muestras
se almacenaron a -20 °C hasta la determinacion de los
marcadores, que no super6 los 10 dias.
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Marcadores de dafio oxidativo:

1-Determinacion  de la  concentracion  de
malonildialdehido.

La concentracion plasmatica de malonildialdehido
(MDA ) se determind a partir del método descrito en el
ensayo BIOXYTECH® LPO-586™ (OXIS Research,
Portland, USA). Los resultados fueron expresados en
umol/L.’

2- Determinacion de la concentracion de los productos
avanzados de la oxidacion de proteinas.

La determinacion en plasma de los productos
avanzados de la oxidacion de proteinas (PAOP)
se realizo mediante la técnica espectrofotométrica
descrita por Witko Sarsat.” Los resultados fueron
expresados en umol/L.

Marcadores de defensa antioxidante:

1-Actividad de la enzima Cu-Zn superoxido dismutasa
intraeritrocitaria.

La actividad intraeritrocitaria de la enzima Cu-Zn
superoxido dismutasa (SOD1) se determind mediante
la técnica espectrofotométrica descrita por Marklund
S y Marklund G.* Este es un método cinético indirecto,
que se basa en la capacidad de esta enzima para inhibir
la reaccion de autooxidacion del pirogalol. Para el
calculo de la actividad se tiene en cuenta que lunidad
de actividad enzimatica (UAE) es capaz de inhibir el
50 % de la autoxidacion del pirogalol. Las unidades
fueron expresadas en % de inhibicién/ minuto/ g de
hemoglobina (U/ g Hb).

2-Actividad de la enzima catalasa intraeritrocitaria.
La determinacion de la actividad enzimadtica de la
catalasa (CAT) se realizd mediante la técnica referida
por Aebi H.° Este ensayo cinético directo se basa en
la medicion de la variacion de la densidad optica que
tiene lugar como resultado de la descomposicion
del peroxido de hidrogeno (H,O,). Las unidades de
actividad enzimatica fueron expresadas en mmoles de
H,0, transformados /minuto/ g de Hemoglobina (U/
g Hb).

3-Actividad de la enzima glutation peroxidasa
celular.

La determinacion de la actividad enzimatica
intraeritrocitaria de la glutation peroxidasa celular
(c-GPx) se realizO mediante la técnica referida
por Paglia DE y Valentine WN.'° Las unidades de
actividad enzimatica fueron expresadas en mU/ml.
4-Actividad enzimatica de glutation reductasa.

La determinacion de la actividad enzimatica
intraeritrocitaria de la glutation reductasa (GR) se
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realizd mediante la técnica referida por Carlberg I y
Mannervik B.!! Este ensayo se basa en la oxidacion de
NADPH a NADP, catalizada por la enzima presente
en la muestra. Se defini6 como 1 UAE la cantidad
de enzima que es capaz de catalizar la reduccion de
un umol de GSSG por minuto a pH 7,2 y 25 °C. Las
unidades de actividad enzimatica fueron expresadas
en mU/mL.

5-Determinacion de la concentracion de tioles
libres.

La determinacion de las concentraciones plasmaticas
de tioles proteicos referidos como glutation reducido
(GSH) se realizd6 mediante la técnica referida por
Sedlak J y Lidsay RH.!2El GSH presente en la muestra
desproteinizada reacciona con el reactivo de Ellman
(5,5 ‘-ditiobis-2-nitrobenzoico, DTNB) para rendir
un compuesto coloreado que absorbe la luz a 412 nm.
Los resultados fueron expresados en pmol/L.

Procesamiento estadistico

En este estudio se determinaron los estadisticos
descriptivos de tendencia central para los marcadores
de EO. Se compararon las medias aritméticas, de cada
una de las variables de respuesta para ambos grupos
(pacientes y controles) a través de la utilizacion de la
prueba t de Student de muestras no pareadas. Como
criterio de significacion estadistica se tomd p<0,05.
Para el analisis estadistico se utilizd el programa
SPSS version 13.0 para Windows.

Aspectos éticos

Los participantes fueron incluidos en el estudio a partir
de que sus representantes legales, o tutores emitieran
voluntariamente su consentimiento, luego de Ia
explicacion verbal y escrita de los métodos, riesgos
y beneficios contemplados en el estudio., siguiendo
los principios éticos de la Declaracion de Helsinki
de 1975, modificada en el 2013. El protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica del Centro Nacional
de Genética Médica.

Resultados

La edad promedio de los nifios incluidos en el
estudio fue de 4 afos, con predominio del sexo
masculino. En relacion con las variables de dafio
oxidativo, se evidenciaron diferencias significativas
en correspondencia con los niveles plasmaticos
de malonildialdehido (MDA) y de los productos
avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP) en los
casos en comparacion con los controles (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados de los marcadores de dafio
oxidativo en los pacientes con trastornos del espectro
autista y el grupo control.

Marcadores Pacientes Controles
n=15 n=30
MDA (pmol/1) 0,86 0,62 0,008
PAOP (umol/1) 66,7 39,49 0,036

La media del nivel de actividad intraeritrocitaria de
la catalasa fue menor en los casos (p=0.000003),
mientras que no se encontraron diferencias entre las
medias de los niveles de actividad de la superoxido
dismutasa en ambos grupos (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de los marcadores de capacidad
de defensa antioxidante en los pacientes con trastorno
del espectro autista y el grupo control.

Pacientes Controles
Marcadores =5 =15 P
SOD1 (U/ml) 176,66 175,81 0,812
CAT (U/ml) 42,76 72,56 0,000003
GPx (mU/ml) 45 828,09 36 900,60 0,30
Gred (mU/ml) 129,36 115,97 0,87
GSH (umol/1) 34,42 18,86 0,020

Las actividades intraeritrocitarias de la glutation
peroxidasa y de la glutation reductasa, no difirieron
entre los grupos estudiados. Por otra parte, Las
concentraciones plasmaticas de tioles libres, referidos
como glutatiéon reducido (GSH), fueron superiores
(p=0,020) en los pacientes en comparacion con los
controles.

Discusion

En el presente estudio se aplicaron una serie de
métodos y herramientas bioquimicas con el objetivo
de conocer el estado redox de pacientes con TEA y
con ello contribuir al conocimiento que se genera en
torno a esta area de la investigacion.

Cuando las concentraciones de oxidantes se elevan se
producen alteraciones en la homeostasis redox, con
dafio a las biomoléculas y alteraciones funcionales.
El cerebro es muy sensible al estrés oxidativo debido al
alto requerimiento de energia, las grandes cantidades
de hierro y lipidos y las catecolaminas autooxidables
y los niveles bajos de ciertas moléculas antioxidantes
endogenas.

Diversosreportes indican el aumento de los procesos de
peroxidacion lipidica, alteraciones de los fosfolipidos
de las membranas celulares, la variacion de los
mecanismos de defensa antioxidante, con disminucion

de los niveles de proteinas séricas antioxidantes, como
la transferrina y la ceruloplasmina, aspectos que en su
conjunto sugieren modificaciones en la homeostasis
redox en los nifios autistas.'?

Con todos estos datos, se ha propuesto una teoria
etiopatogénica que implicaria un aumento del estrés
oxidativo,unaalteracidndel metabolismodeloslipidos
de membrana, una respuesta inmunoinflamatoria
anomala y una alteracion del balance entre los
mecanismos excitadores y supresores de la actividad
neuronal. Esta via etiopatogénica bioenergética
supondria un claro nexo entre el autismo, la epilepsia
y la disfuncion energética mitocondrial, compartiendo
los tres pilares de una alteracion del metabolismo
oxidativo.

La peroxidacion lipidica (POL) es un proceso
deletéreo que afecta los ensamblajes lipidicos y
proteicos, como es el caso de las membranas celulares
y las lipoproteinas plasmaticas y usualmente esta
asociado a un mal funcionamiento -celular.'*"
Como parte de los productos tdxicos derivados de
la POL se encuentra el MDA. En los pacientes con
TEA se pudo constatar un incremento significativo
en las concentraciones plasmaticas de este indicador
con respecto a los sujetos aparentemente sanos. Este
comportamiento esta en correspondencia con otros
hallazgos reportados, donde se ha encontrado el
incremento en los niveles de este producto de la POL
en los pacientes y en los mismos se sugiere que esto
conlleva a la pérdida del equilibrio redox celular en
los TEA.'618

Otra de las biomoléculas que pueden ser afectadas
por las especies reactivas del oxigeno (ERO) son las
proteinas, a través de su interaccion directa con éstas
o0 a través de la oxidacion de lipidos y azicares que
luego son capaces de reaccionar con las proteinas y
afectar su estructura y funcion.'” En este sentido se
apreciéo un incremento en la concentracion de los
PAOP, marcador que refleja el grado de oxidacion de
las proteinas plasmaticas, en especial de la albiimina,
mediado por la accion de oxidantes clorinados,
como el dacido hipocloroso, el que es liberado
fundamentalmente por los neutroéfilos activados, por
lo que es considerado ademas, como un marcador
de inflamacion.”®"Los resultados respecto a este
indicador resultan interesantes, teniendo en cuenta
que los procesos inflamatorios juegan un determinado
papel en la fisiopatologia de los TEA.*

La actividad de las enzimas antioxidantes también
esta condicionada por la generacion de las ERO,* el
aumento o disminucion de éstas puede observarse en
diferentes estados fisiopatologicos donde el EO es
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causao consecuenciade estos. Los pacientes mostraron
disminucion significativa de la actividad de CAT con
respecto a los controles sin cambios en la actividad
de la SOD1. En concordancia con estos hallazgos,
en estudios similares se reporta la disminucién en
la actividad de esta enzima, lo que puede conducir
a la acumulaciéon del perdxido de hidrogeno y por
tanto a la presencia de condiciones oxidativas a nivel
sistémico en estos pacientes.”? En relacion con la
SOD1, resultados similares fueron obtenidos por otros
autores, los que no reportan cambios en la actividad
de esta enzima en los pacientes con TEA.%

Las actividades de la GPx y la GR, enzimas que
participan en el denominado “ciclo redox del
glutation”, no difirieron entre pacientes y controles.
Estos hallazgos coinciden con los reportados por
otros autores.?

La determinacion de los tioles proteicos libres permite
la cuantificacion de los grupos sulfidrilos, referidos
fundamentalmente a los residuos de cisteinas libres y
al GSH presentes en una muestra desproteinizada.*
Este compuesto es muy estudiado en las enfermedades
relacionadas con el EO, ya que es uno de los mas
sensibles a las perturbaciones oxidativas. Ademas,
los niveles de GSH en sangre reflejan su contenido

en tejidos menos accesible y de esta manera es un
indicador del estado redox.? Los resultados obtenidos,
mostraron un incremento en las concentraciones
plasmaticas de tioles libres en los pacientes. En tal
sentido se ha descrito que en condiciones oxidativas
moderadas o leves, las concentraciones en sangre de los
compuestos con grupos tioles, tales como el glutatién
reducido y las cisteinas, se encuentran incrementadas.
Esto tiene lugar porque se produce la activacion de
enzimas que participan en la sintesis del glutation
(v-glutamilcisteina sintasa y la cistationina-B-sintasa),
lo que provoca un aumento en su concentracion
asi como su transporte hacia la sangre. Ademas se
sugiere que las concentraciones sanguineas de estos
compuestos no necesariamente reflejan el contenido
intracelular de estos metabolitos.?

En resumen los resultados del estudio sugieren la
presencia de alteraciones en la homeostasis redox
en los pacientes con trastornos del espectro autista.
Estas evidencias podrian fundamentar la aplicacion
de estrategias terapéuticas novedosas basadas en la
utilizacion de agentes protectores con capacidad
antioxidante, como una alternativa en el tratamiento
de estos pacientes.
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