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Resumen

Las enfermedades de origen genético son causa de morbi-
lidad pediatrica, discapacidad progresiva y generalmente
presentan un desenlace fatal. El estrés oxidativo (EO) es
importante en el desarrollo de multiples enfermedades ge-
néticas. Los objetivos de esta investigacion son determinar
los niveles de marcadores de dafio oxidativo y capacidad
de defensa antioxidante endogena en pacientes con enfer-
medades de origen genético. Se realiz6 un estudio descrip-
tivo transversal donde la muestra estuvo conformada por
58 pacientes de ambos sexos en edades pediatricas, dividi-
dos en tres grupos segun la enfermedad genética. La pobla-
cion control estuvo conformada por 41 individuos de am-
bos sexos aparentemente sanos, en el mismo rango de edad
de los casos. Empleando métodos espectrofotométricos se
determinaron los marcadores de dafio oxidativo: FOX y
MDA asi como los marcadores de capacidad antioxidan-
te: las actividades enzimaticas de la Cu-Zn SOD, Catalasa,
GPx y GR, asi como el ensayo FRAP. Los pacientes con
enfermedades mitocondriales presentaron aumentado el
FOX y baja actividad de la Cu-Zn SOD. En pacientes con
errores innatos del metabolismo se obtuvo baja actividad
de la Cu-Zn SOD y un aumento de FRAP. En los pacien-
tes con enfermedades neuromusculares no se encontraron
alteraciones significativas en los marcadores analizados.
Los pacientes con enfermedades mitocondriales y errores
innatos del metabolismo presentan alteraciones en el es-
tado redox celular con modificaciones en los mecanismos
de defensa antioxidante. Los resultados derivados de este
estudio podrian ser el punto de partida para estudios poste-
riores que aborden la aplicacion de estrategias terapéuticas
basadas en antioxidantes en estos pacientes.

Palabras clave: Estrés oxidativo, dafio oxidativo, defensa
antioxidante, especies reactivas del oxigeno, errores inna-
tos del metabolismo, enfermedades mitocondriales, enfer-
medades neuromusculares.

Abstract

Genetic diseases are cause of pediatric morbidity, progres-
sive disability and often have a fatal outcome. Although
the oxidative stress is not the etiologic factor in these con-
ditions, several reports settle the involvement of oxidative
stress in many of these diseases. The aim of this study was
to determine the levels of markers of oxidative damage
and endogenous antioxidant defense capacity in a group of
patients with congenital genetic diseases. We performed a
cross-sectional descriptive study. The sample consisted of
58 pediatric patients, treated at the National Medical Ge-
netics Center, in the period between January 2010 and De-
cember 2012. Patients were grouped considering the gene-
tic disease present in three groups: Mitochondrial diseases,
inborn errors of metabolism and neuromuscular disease.
A reference population of 41 control individuals was also
tested. Samples were evaluated for markers of oxidative
damage to lipids and proteins, total peroxides and advan-
ced oxidation products of proteins. We also determined the
activities of antioxidant enzymes: Cu-Zn superoxide dis-
mutase, catalase, glutathione peroxidase, and glutathione
reductase as well as total antioxidant capacity, as markers
of antioxidant capacity. All techniques were performed
using spectrophotometric methods. Patients with mito-
chondrial diseases showed the highest plasma concentra-
tions of peroxides and a low activity of Cu - Zn superoxide
dismutase. The group of patients with inborn errors of me-
tabolism showed a decrease in the activity of this enzyme
and showed the highest values of plasmatic total antioxi-
dant capacity. In the group of patients with neuromuscular
disease, no significant alterations in the analyzed markers
were found. These genetic diseases may have a common
alteration factor in the cellular redox state changes in an-
tioxidant defense mechanisms. The results from this study
could be the support for other studies for the application of
therapeutic strategies based on the use of antioxidants in
these genetic diseases.

Keywords: Oxidative stress, oxidative damage, antioxi-
dants enzymes, reactive oxygen species, inborn errors
of metabolism, mitochondrial disease, neuromuscular
disorder.
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Introduccion

El mantenimiento de la homeostasis redox celular
resulta clave para el buen funcionamiento de
multiples procesos bioquimicos y fisiologicos'?. En
determinadas condiciones patologicas, cuando las
concentraciones de las especies oxidantes se elevan, se
pierde este equilibrio y como consecuencia aumentan
las modificaciones oxidativas de las macromoléculas
esenciales. A su vez, estos eventos conducen a la
alteracion o ruptura de las vias de sefalizacion y
el control redox celular, estableciéndose lo que se
ha denominado como Estrés Oxidativo (EO).* El
analisis de las acciones, mediadas por estas especies
oxidantes, que por un lado pueden modificar las
estructuras celulares y por el otro, controlar funciones
vitales para las células, resulta un aspecto crucial en el
estudio de los mecanismos patogénicos subyacentes
en las enfermedades.

Las enfermedades de origen genético son causa de
morbilidad pediatrica, con una amplia variedad de
motivos de consulta, de discapacidad progresiva
en el nifio y en multiples ocasiones conllevan a un

descenlace fatal, razones por las cuales generan un
alto impacto a nivel individual, de la familia y la
sociedad. Cuba dedica especial interés al estudio de
las enfermedades genéticas, las discapacidades y a la
atencion de las personas que las presenten. Aunque se
conoce que el EO no es el factor etioldgico en estas
condiciones, existen reportes sobre la contribucion del
EOalafisiopatologia de las enfermedades genéticas;*’
sin embargo, atin no esta del todo esclarecido como
las modificaciones del estado redox celular pueden
mediar en las enfermedades de origen genético.
Por otra parte, la mayoria de las investigaciones en
relacion con estos trastornos se han centrado en los
aspectos clinicos, bioquimicos y moleculares, con el
fin de describir los defectos genéticos subyacentes. A
pesar de los avances logrados en estos campos, las
opciones terapéuticas para la gran mayoria de estas
enfermedades son muy limitadas. En este sentido,
el conocimiento de las alteraciones en el estado
redox celular podria proporcionar nuevos enfoques
terapéuticos y de rehabilitacion en los pacientes que
padecen estas entidades, cuya terapia curativa aun no
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es una realidad.

Tomando en consideracién estos planteamientos,
la siguiente investigacion tuvo como proposito
determinar los niveles de marcadores de dafio
oxidativo y defensa antioxidante, en varios grupos de
enfermedades genéticas, las que podrian tener como
factor comtin alteraciones oxidativas a nivel de las
macromoléculas, a pesar de las diferencias genotipicas
entre ellas. Los hallazgos relacionados a alteraciones
en la homeostasis redox en estos desordenes,
ademas podrian proveer nuevas informaciones
para la interpretacion de los diversos mecanismos
patogénicos implicados, los que en algunas de estas
entidades no pueden ser explicados solamente por las
mutaciones en los genes involucrados. Por otra parte,
una vez conocidas las alteraciones del estado redox
en este grupo de enfermedades de origen genético,
podrian realizarse estudios posteriores que aborden
la aplicacion de estrategias terapéuticas basadas en la
utilizacion de antioxidantes en estos pacientes.

Materiales y métodos

Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo de tipo transversal
en el periodo comprendido entre enero 2010 y
diciembre 2012. Los pacientes incluidos en la presente
investigacion fueron atendidos en las consultas
especializadas de genética clinica del Hospital
Pediatrico Juan Manuel Marquez y en el Instituto de
Neurologia y Neurocirugia, instituciones radicadas en
La Habana y asociadas a la Red Nacional de Genética
Meédica de Cuba.

Seleccion de los participantes

La muestra estuvo conformada por 58 pacientes con
enfermedades de origen genético, los que fueron
agrupados atendiendo al tipo de enfermedad genética
en tres grupos (Tabla 1). Para esta seleccion, se
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tuvieron en cuenta los criterios clinicos diagndsticos
de cada una de las enfermedades incluidas aportados
por los médicos especialistas participantes en
la investigacion. En el grupo con enfermedades
mitocondriales (MIT) se incluyeron pacientes
con diagndstico de miopatias y encefalopatias
mitocondriales, en el grupo con errores innatos del
metabolismo (EIM), solo se incluyeron pacientes
con trastornos del metabolismo de los aminoacidos
y enfermedades por depdsito. El grupo de pacientes
con enfermedades neuromusculares abarcaba
pacientes con Distrofia Muscular de Duchenne,
Distrofia miotonica tipo 1, Atrofia muscular espinal
y con Miopatias congénitas estructurales. Fueron
excluidos aquellos casos que estuvieran consumiendo
suplementos vitaminicos o antioxidantes en el
momento del estudio, que presentaran enfermedades
infecciosas agudas en el mes anterior a la toma de
muestras, que hubieran recibido radiaciones (rayos
X) en la semana anterior al estudio y/o que sufrieran
enfermedades relacionadas al estrés oxidativo no
relacionadas a la enfermedad genética de base.

En el grupo control fueron incluidos 41 sujetos
aparentemente sanos, en el mismo rango de edades
de los pacientes. Los mismos no presentaron
antecedentes familiares de las enfermedades genéticas
abordadas en la investigacién, con buen estado
de salud general comprobada previa anamnesis y
pruebas de laboratorio clinico. Ademas se verifico la
no utilizacién de suplementos antioxidantes.

Aspectos éticos

Como los pacientes y controles incluidos en el
estudio se encuentran en edades pediatricas, se tomod
en consideracion que sus padres o tutores ofrecieran
el consentimiento de que sus hijos participaran en la
presente investigacion, mediante la firma de la planilla
de consentimiento informado, siguiendo los aspectos

Tabla 1. Distribucion de los pacientes en los 3 grupos de enfermedades genéticas y los controles incluidos en
la investigacidon y datos demograficos de todos los participantes (sexo y edad).

Masculino Femenino Total

Edad promedio + DS (afios)

Pacientes

Enfermedades Mitocondriales (MIT) 4
Errores Innatos del Metabolismo (EIM) 12
Enfermedades Neuromusculares (NM) 25
Controles 20

5 9 11,20+ 7,17
15 8,40 + 6,24
34 10,82 £5,29

21 41 8,07+8.5

DS: Desviacion estandar.

Fuente de datos: Base de datos de la investigacion. Laboratorio de Estrés Oxidativo. Centro Nacional de Genética Médica.
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éticos expuestos en la Declaracion de Helsinki
de 1975, modificada en el 2013. El protocolo de
investigacion fue revisado y aprobado por el Comité
de Ftica de la Investigacion Cientifica del Centro
Nacional de Genética Médica (CNGM).

Obtencion y conservacion de las muestras

En el estudio se utilizd6 como muestra biologica
sangre venosa periférica. La extraccion se realiz6 en
ayunas, mediante puncion venosa en los laboratorios
clinicos de los referidos centros asistenciales y las
muestras fueron procesadas en el laboratorio de Estrés
Oxidativo del CNGM. Para la realizacion de los
marcadores de dafio oxidativo y defensa antioxidante
se extrajeron 5 ml de sangre en un tubo con EDTA
como anticoagulante. El plasma se separd por
centrifugacion (250 g durante 15 minutos a4 °C) y los
eritrocitos se lavaron 3 veces con solucion de NaCl 0,9
% fria y se lisaron con agua destilada fria (1:4), para
obtener el lisado de eritrocitos. Todas las muestras se
almacenaron a -20 °C hasta la determinacion de los
marcadores que no supero6 los diez dias.

Marcadores de dario oxidativo:

1. Determinacion de las concentraciones plasmaticas
de peroxidos totales (FOX):

La determinacion de peroxido de hidrogeno
(hidroperoxidos totales) se realizd mediante el
método descrito por Harma M y col.® La lectura de la
absorbancia se realiz6 en un Lector de placas SUMA
PR-521 (TECNOSUMA, Cuba). Los resultados
fueron expresados en pmol/L.

2. Determinacion de las concentraciones plasmaticas
de los productos avanzados de la oxidacion de
proteinas (PAOP).

La determinaciéon en plasma de los PAOP se
realiz6 mediante la técnica espectrofotométrica
descrita por Witko Sarsat y col.’ La lectura de la
absorbancia se realiz6 en un espectrofotometro VS-
850 (TECNOSUMA, Cuba). Los resultados fueron
expresados en umol/L.

Marcadores de defensa antioxidante:

1. Actividad de la enzima Cu-Zn superoxido dismutasa
intraeritrocitaria (SOD1).

Laactividad intraeritrocitaria de laSOD1 se determin6
mediante 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 1 unidad de
actividad enzimatica (UAE) es capaz de inhibir el
50 % de la autoxidacion del pirogalol.!’® La lectura
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de la absorbancia se realizo en un espectrofotdmetro
VS-850 (TECNOSUMA, Cuba). Las unidades fueron
expresadas en % de inhibicion /ml (U/ml).

2. Actividad de la enzima catalasa intraeritrocitaria
(CAT).

La determinacion de la actividad enzimatica de la
CAT se realizé empleando un ensayo cinético directo,
basado en la medicion de la variacion de la densidad
optica que se produce por la descomposicion del
peroxido de hidrogeno (H,O,), sustrato de esta
enzima'®, La lectura de la absorbancia se realizo en un
espectrofotometro UV-VIS Genesys 8 (SPECTRONIC
UNICAM, UK). Las unidades de actividad enzimatica
fueron expresadas en mmoles de H,O, transformados
/minuto/ ml (U/ml).

3. Actividad de la enzima Glutation Peroxidasa celular
(GPx).

La determinacion de la actividad enzimatica de la
GPx se realizé como se describe en el estuche reactivo
BIOXYTECH® c¢-GPx-340™ (OXIS Research,
Portland, USA). La lectura se realizd durante 3
minutos en un espectrofotometro UV-VIS Genesys
8 (SPECTRONIC UNICAM, UK). Las unidades de
actividad enzimatica se expresaron en mU/ml.

4. Actividad enzimatica de glutation reductasa
intraeritrocitaria (GR).

La determinacion de la actividad enzimatica
intraeritrocitaria de la GR se realizo basado en
el procedimiento descrito en el estuche reactivo
BIOXYTECH®  GR-340™ (OXIS  Research,
Portland, USA). La lectura se realizd durante 3
minutos en un espectrofotometro UV-VIS Genesys
8 (SPECTRONIC UNICAM, UK). Las unidades de
actividad enzimatica se expresaron en mU/ml.

5. Determinacion de la capacidad antioxidante total
plasmatica (FRAP).

Este ensayo permite determinar la habilidad del
plasma de reducir a los iones férricos a ferrosos,
representando el poder antioxidante.® La reduccion
del i6n férrico a ferroso a un pH bajo, da lugar a
la formacion del complejo Fe'-Tripiridiltriazina,
cromogeno azul, que se mide a 593 nm. La lectura de
la absorbancia se realiz6é en un Lector de placas SUMA
PR-521(TECNOSUMA, Cuba). Los resultados fueron
expresados en equivalentes de mM de Fel.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron con medidas de
tendencia central (media aritmética) y de dispersion
(desviacion estandar) para variables cuantitativas
continuas. Se aplicaron la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y la prueba de Levene para comprobar



los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza. Para la validacion estadistica, se aplico el
test de ANOVA conjuntamente con la prueba post-
hoc de comparacion de Tukey, en caso de no cumplir
los supuestos de las pruebas paramétricas se aplico la
prueba de Kruskal-Wallis. El nivel de significacion se
establecio en p=0,05.

Resultados
Como se observa en la figura 1, entre todos los grupos
de enfermedades, los pacientes con enfermedades
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mitocondriales, son los pacientes que presentan los
mayores concentraciones plasmaticas de peroxidos,
en niveles muy superiores a los valores hallados
para el grupo control (p=0,004). En relacion con las
actividades de las principales enzimas del sistema
antioxidante enddgeno, se aprecia que los pacientes
en los grupos con enfermedades mitocondriales
y con errores innatos del metabolismo (p<0,05),
presentaron una disminucion en la actividad de la
Cu-Zn Superdxido dismutasa intraeritrocitaria (figura
2).

Figura 1. Concentraciones plasmaticas de perdxidos totales (FOX) en los tres grupos de enfermedades: MIT:
Enfermedades mitocondriales, EIM: Errores innatos del metabolismo, NM: Enfermedades neuromusculares.
*Los pacientes con enfermedades mitocondriales muestran las concentraciones estadisticamente superiores en
comparacion con la poblacion de referencia (p=0 004). Los datos se muestran como media (0), media + error

de la media (UJ ), media + Desviacion estandar (-L).
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Fuente de datos: Base de datos de la investigacion. Laboratorio
de Estrés Oxidativo. Centro Nacional de Genética Médica.

Figura 2. Actividad enzimatica de la Cu-Zn Superoxido Dismutasa (SOD) en los 3 grupos de enfermedades: MIT:
Enfermedades mitocondriales, EIM: Errores innatos del metabolismo, NM: Enfermedades neuromusculares.
*Los pacientes con enfermedades mitocondriales y con errores innatos del metabolismo presentan una
disminucion en la actividad enzimatica en comparacion con los controles (p<? 05). Los datos se muestran
como media (O0), media =+ error de la media (7 ), media + Desviacion estandar (-1).
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Fuente de datos: Base de datos de la investigacion. Laboratorio
de Estrés Oxidativo. Centro Nacional de Genética Médica.
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Por otra parte, se obtuvo que, los pacientes con errores
innatos del metabolismo muestran los mayores niveles
de capacidad antioxidante total plasmatica (FRAP)
(p=0,0288), en comparacion con los otros dos grupos
de enfermedades y con los controles (Figura 3). No se

evidenciaron diferencias significativas (p>0,05) entre
los grupos de pacientes y los controles en relacion
con las concentraciones plasmaticas de PAOP y las
actividades del resto de las enzimas antioxidantes
analizadas, CAT, c-GPx y GR.

Figura 3. Valores de Capacidad antioxidante total plasmatica en los 3 grupos de enfermedades: MIT:
Enfermedades mitocondriales, EIM: Errores innatos del metabolismo, NM: Enfermedades neuromusculares.
*Los mayores niveles de capacidad antioxidante se observan en el grupo de pacientes con errores innatos
del metabolismo en comparacion con los pacientes de los otros dos grupos de enfermedades y con el grupo
control. Los datos se muestran como media (0), media =+ error de la media (]), media + Desviacion estandar
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Fuente de datos: Base de datos de la investigacion. Laboratorio de Estrés Oxidativo. Centro Nacional de Genética Médica.

Discusion

Los resultados derivados del presente estudio sugieren
la presencia de alteraciones en la homeostasis redox
en relacion con la enfermedad genética presente. En
el grupo de pacientes con citopatias mitocondriales,
se aprecio el aumento a nivel plasmatico de las
concentraciones de perdxidos, especie reactiva del
oxigeno (ERO), con alto poder como oxidante y
potencialmente generadora de otras moléculas mas
reactivas!!. Considerando que las mitocondrias
constituyen la fuente endogena fundamental de
produccion de estas especies,'” la disfuncion
mitocondrial presente en estos trastornos, trae como
consecuencia la disminuciéon en la produccion de
ATP, lo que se traduce en el incremento de los niveles
de las ERO y por tanto alteraciones en la regulacion
redox a nivel celular.!" Estos hallazgos han sido
replicados en modelos experimentales representativos
de los defectos mitocondriales y en reportes previos
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se describen resultados similares en los pacientes
con estos desordenes, apuntando al papel que
pudiera tener el incremento de las ERO en varias
enfermedades mitocondriales.'>!> Por otra parte, se
aprecia una disminucion en la actividad de la SOD a
nivel intraeritrocitario, una de las principales enzimas
del sistema antioxidante endogeno. Estos dos eventos
pudieran guardar relacion, teniendo en cuenta que se
ha descrito que la actividad a nivel eritrocitario de esta
enzima, puede afectarse en presencia de altos niveles
circulantes de peroxidos, uno de los inhibidores de
esta enzima.'®

Los pacientes con errores innatos del metabolismo
(EIM) al igual que para los trastornos mitocondriales,
muestran una disminucion notable en la actividad de
la SOD a nivel intraeritrocitario. En concordancia
con estos hallazgos, se ha reportado que en varios
EIM se manifiesta una disminucion en las defensas
antioxidantes.*



Los pacientes con errores innatos del metabolismo,
mostraron un aumento de la capacidad antioxidante
plasmatica total, lo que puede resultar contradictorio,
teniendo en cuenta los resultados anteriormente
descritos. La capacidad antioxidante total fue medida
mediante el ensayo FRAP,® constituyendo el acido
urico uno los componentes que mas aporta a los
valores del potencial reductor de la muestra, cuando
se emplea este método. En estudios realizados se
describe que se establece una correlacion positiva
entre las concentraciones de &cido urico y el aumento
en los valores de capacidad antioxidante medidas por
el ensayo FRAP.!"” Se ha descrito que los pacientes,
con algunas de las enfermedades incluidas en el
grupo de pacientes con EIM, muestran un incremento
significativo de los niveles de acido urico'®, lo
que pudiera ser la explicacion al incremento en la
capacidad antioxidante que se aprecia en los pacientes
incluidos en este estudio. Por otra parte, a pesar de
que el acido urico se encuentra catalogado como
uno de los principales componentes antioxidantes
a nivel plasmatico, en estudios recientes se le han
conferido propiedades pro-oxidantes, atendiendo a
su concentracion, fundamentado en la ocurrencia
de eventos oxidativos a nivel vascular y por su
posible participacion en la disfuncion endotelial
y en la aterogénesis en pacientes que muestran
un incremento en los niveles de este metabolito."
Basado en estos argumentos, el aumento encontrado
en la capacidad antioxidante, en estos pacientes, nos
sugiere la presencia de condiciones pro-oxidantes a
nivel sistémico, mediado por el incremento en los
niveles del acido turico, méas que el aumento en el
poder reductor del plasma.
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Los pacientes con las enfermedades neuromusculares
incluidas en el estudio, principalmente del tipo
de distrofia muscular de Duchenne, no mostraron
alteraciones significativas en los marcadores
medidos, lo cual no excluye que puedan existir otras
alteraciones en las vias de sefializacioén controladas por
el estado redox en estos pacientes. Estudios recientes,
en muestras de tejido muscular de pacientes con
distrofia muscular de Duchenne, asi como en estudios
realizados en modelos animales que mimetizan esta
enfermedad, han demostrado alteraciones en las vias
de sefializacion donde participa el Factor Nuclear
Kappa-B (NF-kB), factor de transcripcion que puede
activarse como respuesta a cambios en el estado redox
celular.?2?

Por ultimo, de acuerdo a los resultados obtenidos se
observa que cada grupo de enfermedad presenta una
alteracion distintiva en los marcadores estudiados.
Esto sugiere que estas enfermedades pueden tener en
comun alteraciones en el estado redox; apreciandose
condiciones oxidativas sumado a cambios en los
niveles de defensa antioxidante, aspectos que pueden
contribuir a la fisiopatologia de estas afecciones. Sin
embargo, se considera que seran necesarios otros
estudios donde se evaltien otros marcadores de estrés
oxidativo, en un mayor nimero de pacientes, teniendo
en cuenta la heterogeneidad de las enfermedades
incluidas en cada grupo.

Los resultados derivados de este estudio podrian ser
el sustento para investigaciones posteriores, en los
que se puede abordar la aplicacion de estrategias
terapéuticas basadas en la utilizacion de antioxidantes
en estos pacientes.
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