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INTRODUCCION

El infarto cerebral (IC) es el inicio repentino de un
déficit neuroldgico focal que dura mas de 24 horas
como resultado de una isquemia cerebral focal o glo-
bal.’

La aterosclerosis conlleva a enfermedad cardiaca
isquémica y a infarto cerebral, €s una causa impor-
tante de morbimortalidad en la edad adulta. El desa-
rrollo de aterosclerosis depende de factores ambien-
tales y genéticos, el mecanismo exacto o los
mecanismos por los cuales los factores genéticos
promuevan la formacion aterosclerdtica todavia se
encuentra en investigacion.?

La lesién isquémica cerebral desencadena la pro-
duccidén de moléculas de alto potencial oxidativo
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derivadas del oxigeno, conocidos como radicales li-
bres de oxigeno (ROS). El sistema nervioso central es
particularmente susceptible al dano por los ROS de-
bido a sus altos requerimientos energéticos, gran
consumo de oxigeno, alta composicion de lipidos
polisaturados y niveles relativamente bajos de algu-
nos sistemas antioxidantes.® El anidon superoxido, pri-
mer eslabdn de la cadena de ROS, aumenta durante
la isquemia debido a la disfuncién mitocondrial, al
aumento del metabolismo del acido araquiddnico y
a la catalisis de la enzima xantino-oxidasa.>*

La superdxido dismutasa (SOD) es una importante
enzima antioxidante citoplasmica que metaboliza
radicales superoxido a oxigeno molecular y peroxido
de hidrégeno, proporcionando asi una defensa con-
tra toxicidad del oxigeno.®

RESUMEN

Antecedentes: El polimorfismo de la superdxido
dismmutasa (SOD), que es una enzima antioxidante,
podria tener un papel importante en el desarrollo de
infarto cerebral y aterosclerosis carotidea. Material y
métodos: Se determinaron los polimorfismos de la SOD
(MnSOD y CuZnSOD) en 140 pacientes con infarto ce-
rebral y 140 sujetos sanos. Se incluyeron las variables
demogrdéficas utilizando las pruebas de 2, U de Mann-
Whitney, o t de Student, segln corresponda. Las va-
riables genéticas se incluyeron en un andlisis de regre-
sion logistica de Cox, pareado por edad, género y
etiologia, con una p < 0.05 como significativa. Resul-
tados: De los 140 pacientes con infarto cerebral, 39.3%
fueron mujeres y 60.7% hombres. El promedio de edad
fue de 63.1 + 1.37 anos. Cuarenta y seis por ciento de
los pacientes tenian engrosamiento de la intima me-
dia carotidea (IMT) > 1 mm, 72% placa carotidea (IMT
> 1.5 mm) y 33% estenosis carotidea (> 30%). En los
casos se encontraron 98.5% homocigotos y 1.5%
heterocigotos para CuzZnSOD; y para el polimorfismo
de la MnSOD 50% fueron homocigotos para alanina,
6.4% homocigotos para valina y 43.5% heterocigotos
alanina/valina. No se encontraron diferencias signifi-
cativas en los controles (p > 0.05). No se encontrd aso-
ciacién entre los polimorfismos de la MnSOD vy la

Polymorphisms of superoxid dismutase in
carotid aterosclerosis and stroke

ABSTRACT

Background: Functional polymorphisms in the genes
encoding the superoxide dismutase (SOD), a powerful
antioxidant enzyme, may play an important role in
the pathogenesis of stroke and atherosclerosis disease.
Methods: The allele frequencies of two polymorphisms
of SOD genes (Mn and CuZn) were investigated in
140 patients with ischemic stroke and compared
with 140 controls. We conducted a descriptive
analysis of the demographic variables, through
analysis of univariate association using x? test, the
Mann-Whitney U test and Student’s T test, respectively.
The genetic variables were included in a Cox regression
analysis model paired by age, gender and etiology,
with p < 0.05 level significance. Results: Of the 140
patients with stroke, 39% were women and 61% were
men. The average of age was of 63, 1 = 1, 37 years old;
46% carotid intima-media thickness (IMT) > 1 mm, 72%
carotid plague (IMT > 1.5 mm) and 33% carotid stenosis
(> 30%). In stroke patients 98.56% were homocigotes and
1.6% heterocigotes for CuZnSOD,; and for MnSOD
polymorphism 50% were homocigotes for alanine, 6.4%
homocigotes for valine and 43.5% heterocigotes
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CuZnSOD con la presencia de infarto cerebral ni con
el grado de aterosclerosis carotidea. Conclusiones:
No se encontré asociacién entre los polimorfismos de
la MnSOD y la CuZnSOD con la presencia de infarto
cerebral ni con el grado de aterosclerosis carotidea.
Estos resultados deberdn ser corroborados por otros
estudios en poblaciones diferentes.

Palabras clave: Polimorfismo de la superdéxido
dismutasa, infarto cerebral, aterosclerosis carotidea.

alanine/valine. No differences with controls were
founded (p > 0.05). We found there was no association
between the polymorphisms of the MnSOD and the
CuzZnSOD and the degree of carotid atherosclerosis or
stroke. Conclusions: Was not associated between the
polymorphisms of the MnSOD and the CuZnSOD with
the presence of stroke or with carotid atherosclerosis.
Further studies are required in different populations in
order to establish a conclusion.

Key words: Polymorphisms of superoxid dismutase,
ischemic stroke, carotid atherosclerosis.

Se ha demostrado que la CuznSOD disminuye el
dano cerebral y la formacidon de edema asociado a la
isquemia cerebral focal aguda en modelos de roedo-
res transgénicos.*’

La mutacidn del gen de CuznSOD se ha asociado a
otras enfermedades neurodegenerativa como esclero-
sis lateral amniotrdfica,2 anormalidades mitocondriales
y toxicidad neuronal en condiciones metabdlicas de
estrés.s

Existe un polimorfismo estructural que afecta la
secuencia de la enzima MnSOD, esto consiste en el
cambio de un nucledtido citosina (C) por timina (T)
en la posicidén 47 del acido ribonucleico mensajero
(C477), el cual se traduce en un cambio de aminoacido
valina (val) por alanina (Ala) en la posicion 16 (Val16Ala)
del péptido senal de la enzima. Esta mutacion pare-
ce afectar la estructura secundaria de la secuencia
dirigida a la mitocondria de la SODMn alterando su
incorporacion a la matriz mitocondrial, lo que causa
acumulacién de ROS en la célula.? La MnSOD Ala16 se
ha asociado cancer de mama y enfermedad espora-
dica de la neurona motora, mientras que la MnSOD
Val16 se ha ligado a cardiomiopatia idiopatica y can-
cer pulmon.®©

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron las variables demograficas, ante-
cedentes de riesgo cardiovascular, etiologia, y lo-
calizacidn del infarto cerebral. Se practicé US
Doppler carotideo en todos los pacientes con in-
farto cerebral, donde se registrd la presencia del
espesor intima media (EIM), engrosamiento del EIM
(EIM > 1 mm), presencia de placas carotidea (EIM >
1.5 mm), y estenosis por aterosclerosis (estenosis
> 30%) en cualquier segmento de ambas cardtidas.
Se realizé TAC de craneo simple o IRM de cerebro y
fueron aplicadas las escalas pronosticas de RANKIN
y NIH.

Se determind el polimorfismo de la enzima Cu-
ZnSOD y SODMn en 140 pacientes con diagndstico de
infarto cerebral, asi como en 140 sujetos sanos.

Previa autorizacion del paciente se tomaron 5 mL
de sangre periférica coagulada, de la cual se separa-
ron los linfocitos para extraer el ADN que se sometio
a reaccién en cadena de polimerasa (PCR) y detec-
cion del polimorfismo de la enzima Cu-ZnSOD y MnSOD.

Extraccion, amplificacion y genotipificacion

Se realizd la extraccion del ADN por el método de TSNT
que se sometid a reaccidon en cadena de polimerasa
(PCR) para amplificar un fragmento (RFLP) y poste-
riormente se realizé deteccién del polimorfismo de
las enzimas Cu-ZnSOD y SODMN.

El iniciador de CuzZnSOD fue P1 5'-
CTATCCAGAAAACACGGTAGGGCC-3" v P2 5'-
TCTGATATTCAATAAATGCTACAAAAC-3', los cua-
les generan con la enzima Hha1 un segmento
de 278 pares de bases para el alelo princi-
pal (A) y un fragmento de 207 pb y 71 pb en
presencia del alelo de menor (C) (Figura 1).

Para MnSOD las muestras de ADN se sometieron a
la PCR, las condiciones de amplificacién fueron:

e Desnaturalizacion inicial a 95 °C/5 minutos.
e 30 ciclos con desnaturalizacion a 95 °C/30s.
e Alineamiento a 59°/30s y polimerizacion a 72°/30s.

Los iniciadores fueron:

e P1 5'-CAGCCCAGCCTGCGTAGACGG-3'.
e P2 5-CTTGGCCAACGCCTCCTGGTACTT-3'".

Estos generan un segmento de 267 pares de ba-
ses (pb).

Los productos amplificados se analizaron por el
método de polimorfismos de longitud de fragmen-
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Figura 1. Digestion CuZnSOD + Hha I. Electroforesis en gel de agarosa.
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Figura 2. Digestion MnSOD + enzima Bsa W I. Electroforesis en gel de agarosa 2%.

tos de restriccion (PLFR), generados con la enzima
BsaW1, las condiciones de la digestion fue la reac-
cién a 60° de 16- 18 h, los cuales permiten identificar
al alelo A (267 pb) y al alelo V (183 +84 pb), posterior-
mente los productos de la digestion se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiidos con
bromuro de etidio y se visualizaron con lampara de
luz ultravioleta, 1o cual permitié identificar
homocigotos para alanina, homocigotos para valina
v heterocigotos alanina/valina (Figura 2).

Analisis estadistico

Se realizd un analisis descriptivo de las variables
demograficas y clinicas. Se considerd aterosclerosis
carotidea a la presencia de cualquiera de los siguien-
tes criterios:

e Engrosamiento del espesor intima media.
e Existencia de una placa o estenosis carotidea.

Ademas se hizo un analisis de asociacion univariada
con las pruebas de y2, U de Mann-Whitney, o t de
Student, para variables no paramétricas dicotémicas
0 categdricas y variables para métricas, respectiva-
mente con una p < 0.05 como valor de significancia
estadistica, utilizando el software SPSSv15.

RESULTADOS

Se incluyeron 140 pacientes con infarto cerebral
ingresados al Servicio de Neurologia del Hospital Uni-
versitario José Eleuterio Gonzdlez de enero 2009 a
julio 2010, 55 (39.3%) fueron mujeres y 85 (60.7%)
hombres. El promedio de edad fue de 63.1 + 1.37
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anos, con una minima de 31 anos y una maxima de
94 anos. Respecto a la etiologia del EVC se encontroé
que la primera causa era secundario a aterosclerosis
en 41% seguida de no determinado en 29%.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentemen-
te encontradas fueron debilidad en miembros su-
periores en 81% e inferiores 79%, asi como parali-
sis facial 66%. El 55% de los pacientes tenian
engrosamiento de la intima media carotidea (es-
pesor > 1.0 mm), 72% placa (espesor de la pared
carotidea > 1.5 mm) y 33% estenosis carotidea (es-
tenosis in situ > 30%).

Analisis de polimorfismos de la SOD

Se determiné el polimorfismo de la enzima SODMn
y CuzZnSOD en 140 pacientes con diagndstico de in-
farto cerebral, asi como en 140 controles de sujetos
sanos (Tablas 1 y 2). Las 140 muestras control se en-
contraron en equilibrio de Hardy-Weinberg.

No se encontrd asociacién entre la presencia del
alelo A o alelo C de la enzima CuzZnSOD (Tabla 1), y
del alelo Ala o Val de la MnSOD con el infarto cerebral
(Tabla 2). De igual forma, no se encontrd asociacién
entre los polimorfismos de la MnSOD y la CuznSoD, y
la presencia de aterosclerosis carotidea en pacien-
tes con infarto cerebral (p = 0.905 para MnSOD, p =
0.418 para CuznSOD), también se realizaron pruebas
para valorar si estos polimorfismos se asociaban
especificamente con estenosis, placa o engrosamien-
to de la intima media, no encontrandose asociacion
estadisticamente significativa (p > 0.05).

DISCUSION

Los polimorfismos de la SOD conllevan a dife-
rentes expresiones de la actividad de la SOD
extracelular.’? Cantidades significativas de radica-
les libre de oxigeno (oxidantes) se generan durante
la isquemia y la reperfusién cerebral, el estrés
oxidativo desempenan un papel importante en dano
cerebral después de un infarto cerebral. Ademas las
macromoléculas oxidantes, desencadenan dano ce-
lular, estan implicados en apoptosis y causan
disfuncion mitocondrial.®> Los datos experimentales
en animales de laboratorio transgénicos indican que
la sobreexpresion o la deficiencia de las proteinas
antioxidantes, principalmente superdxido dismutasa
(SOD), han proporcionado evidencia del papel del estrés
oxidativo en dano cerebral isquémico.s Naganuma, et
al.” encontraron que el tamano del infarto cerebral
es mayor en el modelo en ratas knockout de la expre-
sién de la SOD extracelular.”

La MnSOD Ala se ha asociado a algunas enfermeda-
des, como al cancer de mama, enfermedades de Ia
neurona motora, mientras que la MnSOD Val se ha li-
gado a cardiomiopatia idiopatica y cancer pulmon. "
Sin embargo, no hay estudios que hayan asociado este
polimorfismo genético de la SOD con la gravedad de
ningun tipo de infarto cerebral.

CONCLUSIONES

No encontramos asociacion del polimorfismo de
la Cu-ZnSOD vy de la MnSOD con aterosclerosis carotidea

Tabla 1
Resultados de los polimorfismos de CuZnSOD
Muestras ALELO C ALELO A Total
N (%) N (%)
Controles 5(3.6) 135 (96.4) 140
Casos 2(1.4) 138 (98.6) 140 p = 0.447
Tabla 2
Resultados de los polimorfismos de MnSOD
Muestras Homocigoto Homocigoto Heterocigoto Total
Alanina Valina Ala-Val
N (%) N (%) N (%)
Controles 63 (45) 11 (7.8) 66 (47.2) 140
Casos 70 (50) 9(6.4) 61 (43.6) 140 p =0.817
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ni con Ia presencia de infarto cerebral. Estos resulta-
dos deberdn ser corroborados por otros estudios en
poblaciones diferentes.
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