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RESUMEN
Introduccidn: La ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una enfermedad neurodegenerativa, que sigue un patron de herencia
autosdmico dominante. Se debe a la expansion de una secuencia repetitiva de CAG del gen SCA2 (12g24.1), que codifica para una
proteina poliglutaminica de funcion aiin desconocida. Recientemente han sido encontradas evidencias sobre la existencia de un
desbalance oxidativo en esta afeccion. Objetivos: Determinar si existe alguna alteracién de la capacidad antioxidante total (CAT)
en pacientes con ataxia espinocerebelosa tipo 2, y evaluar si este parametro depende del género o la edad, y si existe asociacion
entre la capacidad antioxidante total y variables que caracterizan clinicay molecularmente a los pacientes enfermos. Sujetos y
Métodos: Realizamos un estudio de casos y controles en pacientes con diagnadstico clinico y molecular de SCA2 (n = 38), y sujetos
controles (n =42). La capacidad antioxidante total fue determinada a través del ensayo potencial reductor férrico (PRF). Resulta-
dos: Encontramos que los pacientes tienen una CAT en suero significativamente menor que la de los sujetos controles (p <0.001).
No encontramos asociacion entre la CAT y el género o la edad en pacientes y controles, ni entre la CAT y la edad de inicio o la
duracion de la enfermedad en los pacientes enfermos. Obtuvimos una correlacion con un nivel de significacion marginal entre la
CAT y el nimero de repeticiones de CAG (r =-0.33; p = 0.06). Conclusién: Este estudio da fundamento a la hip6tesis de la existencia
de estrés oxidativo en la SCA2, y sugiere implicaciones terapéuticas para esta enfermedad.
Palabras clave: ataxia espinocerebelosa tipo 2, capacidad antioxidante total (CAT), potencial reductor férrico (PRF).
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Total anti-oxidant capacity in Cuban patients with spinocerebellar ataxia Type 2

ABSTRACT
Introduction: Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is a late onset neurodegenerative disorder, where most of the patients become
sick between the third and fourth decades of life. It follows an autosomal dominant inheritance pattern and itis caused by a CAG
repeat expansion located in the first exon of the SCA2 gene (chromosome region 12g24.1), coding for a polyglutamine protein
of unknown function. Recently has been found evidence about oxidative stress on SCA2. Objectives: To determine any significant
disturbance in total antioxidant capacity (TAC) on SCA2 patients compared to control ones, and to evaluate if TAC is dependent
of age or gender, and if TAC correlates with SCA2 CAG repeat and important clinical variables. Subjects and Methods: We made
a case-control study including 38 patients with clinical and molecular diagnosis of SCA2, and 42 healthy subjects. TAC was
determined through ferric reducing potential (FRP). Results: We have found a significant lower TAC in SCA2 patients in comparison
to controls (p < 0.001). We failed to find a significant association between TAC and patients’ or controls’ age and gender, neither
between TAC and age at onset or disease duration in patients’ group. An association of marginal significance was found for TAC
and CAG repeat number (r =-0.33; p = 0.06). Conclusion: Our study supports the hypothesis relating oxidative stress to SCA2
physiopathology, and suggests therapeutic implications for this incurable disease.
Key words: spinocerebellar ataxia Type 2, total antioxidant capacity (TAC), ferric reducing potential (FRP).
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SCA3, SCA6, SCA7,SCA12 y SCAL7) son causadas por
la expansidon de una secuencia repetitiva de CAG,
contenida en regiones codificadoras de genes no-
veles.*® Estos genes codifican para proteinas
poliglutaminicas, por lo que estas ataxias integran
junto con la enfermedad de Huntington (EH),% la
atrofia muscular y espinobulbar (SBMA)! y la atro-
fia dentatorubral-palidoluysiana (DRPLA),'2** un gru-
po de patologias conocidas como enfermedades
poliglutaminicas, que comparten varias caracteris-
ticas importantes: todas ocurren una vez expandi-
do el segmento de CAG por encima de cierto valor
umbral, cada una muestra un patréon de
neurodegeneracion especifica, aunque las proteinas
implicadas estén ampliamente expresadas, poseen
inclusiones nucleares como caracteristica patologi-
ca unificadora, y son eminentemente neurolégicas.™

Para algunas de estas enfermedades poli-
glutaminicas han sido reportados incrementos an6-
malos en los niveles de un niamero de marcadores
de dafio oxidativo, que incluyen un aumento en la
incidencia de rupturas en las cadenas del ADN y en
los niveles de oxidacion de sus bases nitrogenadas,
una acumulacién exacerbada de lipofuscina, y una
acentuacion en el marcaje inmunohistoquimico de
productos de dafio oxidativo.?>'” También han sido
reportadas evidencias acerca de la existencia de dafio
oxidativo en la ataxia espinocerebelosa tipo 2,8 la
cual es la forma molecular de ataxia mas frecuente-
mente observada en Cuba, de la que existen 101
familias identificadas. La mutacién consiste en la
expansion intergeneracional de una secuencia de
CAG repetida que codifica para un dominio
poliglutaminico que, a su vez, confiere una ganan-
ciade funcién a la proteina mutada. Esta ataxina-2
mutada es toxica para poblaciones neuronales es-
pecificas, principalmente para las neuronas de
Purkinje de la corteza cerebelosa.’®

Con este trabajo nos propusimos determinar si
existen diferencias en la capacidad antioxidante
total entre pacientes con ataxia espinocerebelosa
tipo 2 y sujetos controles, evaluar si este parametro
depende del género o la edad en pacientes y con-
troles, y si existe asociacion entre la capacidad
antioxidante total y variables que caracterizan cli-
nica y molecularmente a los pacientes enfermos.

SUJETOS Y METODOS

Sujetos estudiados

Fue realizado un estudio de casos y controles en
38 pacientes con diagnostico clinico y molecular de
ataxia espinocerebelosa tipo 2, pertenecientes a 24
familias cubanas. Fueron incluidos en la investiga-
cién 42 sujetos controles, pareados por sexo y edad
con los pacientes enfermos y que cumplieron con
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los criterios de no padecer ninguna enfermedad
infectocontagiosa al momento del estudio, asi como
ninguna afeccién crénica ni habitos toxicos.

Determinacién de la
capacidad antioxidante total (CAT)

La capacidad antioxidante total fue determina-
da con muestras de suero, de acuerdo con la técni-
ca descrita por Bahr,? la cual es una modificacion al
ensayo FRAP (del inglés Ferric Reducing Ability of
Plasma).

El ensayo consiste en la reduccion del complejo
tricloruro de hierro-ferricianuro de potasio [Fe Cl,-
K, Fe (CN),] por sustancias reductoras presentes en
suero a bajo pH. Este complejo, una vez reducido,
toma un intenso color verde-azul que puede ser
monitoreado espectrofotométricamente a 720 nm.

Analisis del ADN y determinacién
del nUmero de repeticiones de CAG

Fue extraido ADN gendmico a partir de leucocitos
de sangre periférica, a través de protocolos
estandar.? La secuencia repetitiva de CAG fue am-
plificada por PCR con los primeros UH10 y UH13,
previamente publicados,* utilizando el kit “PureTaq
Ready-to-go PCR beads” (Amersham Biosciences).
Luego fue determinado el nUmero de repeticiones
de CAG a través de un andlisis de fragmentos en un
aparato ALF Express Il (Amersham Biosciences), en
comparaciéon con marcadores de pesos moleculares
internos y externos usando el software Allele Links
1.0 software (Amersham Biosciences). Los casos con
32 0 mas repeticiones de CAG fueron designados
como portadores de acuerdo con lo previamente
publicado.?

Examen clinico

Cada individuo fue interrogado en busca de sin-
tomas de compromiso del sistema nervioso central
o periférico y, posteriormente, se le realizé un exa-
men neurolégico completo. EI examen clinico se
realiz6 teniendo en cuenta los parametros utiliza-
dos en la clinica Mayo para el examen neurolégico.

Fue realizada la determinacion de la edad de ini-
cio de la enfermedad a partir de la revision de las
historias clinicas, asi como de entrevistas personales
y telefénicas con pacientes, familiares cercanos y
personal médico. La edad de inicio fue definidacomo
el momento a partir del cual el individuo comenzé a
manifestar sintomas neuroldgicos que representaron
un cambio permanente en su estado de salud.

Analisis estadistico

Fueron utilizados estadigrafos de tendencia cen-
tral y de dispersidn para la caracterizacion de las
variables consideradas en el estudio. Para las com-



Tabla 1
Estadistica descriptiva de variables clinicas en la muestra estudiada de pacientes SCA2 y sujetos controles.

N Edad Edad de Inicio Duracién de la
(afos) (afos) enfermedad (afios)
Rango Media D.E. Rango Media D.E. Rango Media D.E.
Pacientes 38 18-62 39.3 10.06 10 - 50 27.0 8.99 1-43 12.2 7.85
Controles 42 20-62 39.0 13.29 - - - - - -

paraciones de medias fue utilizada la prueba “t” de
Student. Los analisis de correlacion fueron realiza-
dos a través de la determinacién del coeficiente de
correlaciéon de Pearson. Todos los calculos estadisti-
cos fueron realizados con el software SPSS, version
10.0. Los gréficos fueron generados con la aplica-
cion Excel, del sistema operativo Windows 2000.

RESULTADOS

De los pacientes estudiados, 27 fueron hombres
(71.1%) y 11 mujeres (28.9%). En el grupo control,
29 fueron hombres (65.9%) y 15 mujeres (34.1%).
La edad promedio en el grupo de los pacientes fue
de 39.3 afios, mientras que en el grupo control fue de
39.0 afios. La edad de inicio de la enfermedad en
los pacientes estuvo entre los 10 y 50 afios, mien-
tras que la duracion de la enfermedad promedio
fue de 12.2 afios (Tabla 1). Ademas, los pacientes
tuvieron un nimero promedio de repeticiones de
CAG de 40.6 £ 2.44, variando entre las 34 y 47 uni-
dades. Al igual que en estudios anteriores, obtuvi-
mos una correlacion inversa altamente significati-
va entre la edad de inicio de la enfermedad y el
numero de repeticiones de CAG en la muestra estu-
diada (r=-0.74; p <0.001).

En las determinaciones de la capacidad
antioxidante total, los sujetos controles mostraron
una mayor variabilidad que los pacientes enfermos,
encontrandose en este grupo tanto el nivel mas bajo
de CAT (439.43 pmol/L), como el mas elevado
(1418.50 mmol/L). La CAT vario en los pacientes en-
tre 477.95 pmol/L y 999.62 pmol/L, con una media
de 656.46 + 128.34 pmol/L, la cual fue
significativamente menor que la de los sujetos con-
troles (t=-6.77; p <0.001) (Figura 1). En general, los
pacientes mostraron una reduccion en la CAT del
27.9% respecto con los sujetos controles.

En el grupo de los pacientes, tanto el nivel més
bajo de CAT como el mas alto fueron encontrados en
individuos pertenecientes al género masculino; idén-
tico resultado fue conseguido en el grupo control; sin
embargo, no obtuvimos diferencias significativas para
la CAT entre hombresy mujeres dentro del grupo con-
trol o en el de los pacientes enfermos (Figura 2).

En relacion con la distribucién de la CAT por
grupos etarios, obtuvimos individuos de 15 a 24
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Figura 1. Estadistica descriptiva y representacion gréafica de la
capacidad antioxidante total en la muestra estudiada de pa-
cientes SCA2 y sujetos controles.
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Figura 2. Estadistica descriptiva y representacion gréafica de la
distribucién por género de la capacidad antioxidante total en
la muestra estudiada de pacientes SCA2 y sujetos controles.

afios de edad que mostraron los niveles promedio
mas bajos para la CAT, tanto en el grupo de los
pacientes como en el de los controles. Por el con-
trario, mientras que en el grupo control la mayor
CAT promedio fue obtenida para individuos de 25
a 34 afios; en el grupo de los pacientes esto fue
observado para personas de 45 a 54 afios de edad
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(Figura 3). El andlisis de correlacion demostré que
no existe asociacion significativa entre la edad del
individuo y la CAT, ni en el grupo control (r =0.19;
p = 0.24) ni en el de los pacientes (r = 0.16; p =
0.33).

Tampoco encontramos asociacion significativa
entre la CAT y la edad de inicio (r =0.18; p = 0.27),
o laduracién de la enfermedad (r =-0.002; p = 0.99).
Sin embargo, obtuvimos una significaciéon margi-
nal en relacién con el namero de repeticiones de
CAG (r =-0.33; p = 0.06).

DISCUSION

La capacidad antioxidante total (CAT) es un
parametro que caracteriza la suma de las activida-
des antioxidantes no enzimaticas, presentes en el
material estudiado.

Los antioxidantes no enzimaticos, tales como la
albumina, el glutatién reducido (GSH), el acido
ascorbico, el a-tocoferol, los B-carotenos, el acido
arico, la bilirrubina/biliverdina y los flavonoides,
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PACIENTES

Grupos Etarios Capacidad Antioxidante Total (umol/L)

(afios) N  Rango Media D.E
15-24 2 540.97 - 587.29 564.13 -
25-34 11 539.83-992.41 667.94 135.15
35-44 15  477.95-999.62 659.73 152.28
45 -54 7 536.04 - 1091.34 731.73 127.42

55 - 64 3 592.22 - 778.75 665.85 24.30

CONTROLES

Grupos Etarios Capacidad Antioxidante Total (pol/L)

(afios) N  Rango Media D.E

15-24 7  439.43-1044.64 812.3 241.27
25-34 11  714.39 - 1418.50 1001.66  216.16
35-44 14 632.16 - 1238.50 873.72 195.89
45 -54 8 770.93 - 1094.90 960.26 107.49

55 - 64 2 616.74 - 1047.00 831.89 -

Figura 3. Estadistica descriptiva y representacion grafica de la
distribucidon por grupos etarios de la capacidad antioxidante
total en la muestra estudiada de pacientes SCA2 y sujetos
controles.
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constituyen elementos muy importantes de las de-
fensas antioxidantes del organismo. Por esta razon
se hace esencial medir estas sustancias para deter-
minar el estado antioxidante in vivo.

La mejor manera de hacer esto es a través de la
determinacioén de la capacidad antioxidante total,
debido a que el gran nimero de diferentes
antioxidantes en muestras bioldgicas hace dificil
medir cada antioxidante por separado, y a que la
posible interaccién in vivo entre diferentes
antioxidantes podria hacer menos representativa la
mediciéon de cualquier antioxidante, en particular
del estado antioxidante general.?* Debido a esto,
han sido desarrollados y utilizados varios métodos
para determinar la capacidad antioxidante total de
varias muestras bioldgicas, entre los que se encuen-
tra el ensayo FRAP, que mide la capacidad de un
compuesto para reducir los iones férricos (Fe®*) a
ferrosos (Fe?*), es decir, es un ensayo indirecto de la
capacidad antioxidante total.?

Para la determinacion de la CAT, nosotros utili-
zamos una variante de la técnica FRAP llamada po-
tencial reductor férrico (PFR), en la que es sustitui-
do la 2, 4, 6-tripiridil-S-triazina (TPTZ), agente
cromégeno del ensayo FRAP, por el ferricianuro de
potasio, que es un agente de mas facil acceso para
su empleo en cualquier laboratorio clinico.?°

A través de este ensayo encontramos una dismi-
nucion altamente significativa para la CAT en los
pacientes enfermos, en comparacién con el grupo
control (Figura 1). Resultados similares han sido re-
cientemente reportados para la enfermedad de
Parkinson y para las demencias de Alzheimer y
Vascular,® aunque en otros trabajos no se han en-
contrado diferencias significativas en la CAT entre
pacientesy sujetos controles.?:?

Dado que la CAT puede ser un marcador del es-
tado antioxidante del organismo y puede reflejar
el nivel de estrés oxidativo, al que el organismo se
encuentra expuesto,?+%2° |a disminucién encontra-
da en la capacidad antioxidante total en pacientes
SCA2 podria ser una consecuencia del incremento
en la produccion de radicales libres. De hecho, ha
sido encontrado que en pacientes SCA2 hay un au-
mento significativo de la concentracién de
malondialdehido (MDA), asi como una disminucién
de la concentracion de GSH y de la actividad especi-
fica de las glutation-S-transferasas.'®

En nuestro trabajo no encontramos ninguna in-
fluencia determinante del género del individuo so-
bre la CAT; tampoco encontramos diferencias signi-
ficativas para la CAT entre hombres y mujeres del
grupo control, ni en el constituido por pacientes
enfermos (Figura 2), asi como ninguna dependen-
cia significativa entre la CAT y la edad en ninguno
de los grupos estudiados (Figura 3). Este resultado



coincide con lo reportado por Aejmelaeus y cols.,
quienes no encontraron asociacion entre laCAT Yy la
edad hasta los 74 afos.*° Sin embargo, varios auto-
res han reportado la existencia de una correlaciéon
negativa entre la edad y la CAT plasmatica.3*3* Por
el contrario, nosotros encontramos que los sujetos
mas jévenes mostraron los niveles promedio mas
bajos para la CAT, tanto en el grupo de los pacien-
tes como en el de los controles.

En otro sentido, el paciente con mayor CAT en
suero porta un alelo SCA2 con 36 unidades de CAG,
enfermé a los 50 afios de edad y han transcurrido
tan solo cuatro afios desde que manifestara los pri-
meros sintomas de la enfermedad; es decir, tuvo un
alelo SCA2 pequefio -muy cercano al limite infe-
rior de 34 unidades de CAG, encontrado en la mues-
tra estudiada-, es uno de los casos extremos en cuan-
to ala edad de inicio y uno de los que menos tiempo
lleva padeciendo la enfermedad. Por el contrario,
el paciente con menor CAT en suero porta un alelo
SCA2, con 41 unidades de CAG, quien manifesto los
primeros sintomas de la enfermedad a los 18 afios
de edad y desde entonces han transcurrido otros 18
afios, valores més bien intermedios en la muestra
estudiada.

Este analisis particularizado podria indicar que
mientras mayor sea el (CAG), o la duracion de la en-
fermedad, menor ser4 la CAT del individuo. Sin em-
bargo, no encontramos asociacion significativa entre
el tiempo de evolucién, o la edad de inicio, y la CAT,
aunque si encontramos una asociacion con significa-
cion marginal entre la CAT y el (CAG), (r =-0.33;
p = 0.06). Esta correlacién podria implicar un vinculo
entre el estrés oxidativo y la enfermedad a nivel
molecular, donde un alelo SCA2 de mayor tamario ten-
dria un efecto mas deletéreo, que se traduciria en un
mayor incremento del desbalance redox, con el consi-
guiente dafio oxidativo al ADN, lipidos y proteinas.

De modo general, estos resultados dan funda-
mento a la aplicacion de una terapéutica
antioxidante para la modulacién de la enfermedad,
con una prolongacién de la esperanza de vida y/o
el retardo de la manifestacion de la misma en indi-
viduos portadores de alelos SCA2 expandidos aldn
asintomaticos.
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