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RESUMEN

Introduccion: Las alteraciones en el estado redox celular se han descrito como factores causales
en diversas enfermedades. La deplecion del glutation reducido se ha asociado fundamentalmente
a enfermedades neurodegenerativas, pulmonares, hepaticas, cardiovasculares e inmunologicas.
Objetivo: Determinar las concentraciones de glutation reducido y el estado redox celular en
pacientes pediatricos con inmunodeficiencias.

Métodos: Se estudiaron 21 pacientes con inmunodeficiencias procedentes de la consulta de
Inmunogenética, en edades comprendidas entre 1y 8 afios, de ambos sexos, y 8 nifios en el mismo
rango de edad de los pacientes, como grupo control, con estudios de inmunidad humoral y celular
normales. Los pacientes con diagndstico de inmunodeficiencia se dividieron para su estudio en
2 grupos segun el componente afectado de la respuesta inmune: humoral y celular. Fueron
determinadas las concentraciones intraeritrocitarias de glutation reducido y oxidado, mediante
un método de HPLC-UV. Para evaluar el estado redox celular se calculd la relacion entre las
formas reducidas y oxidadas del glutation (GSH/GSSG).
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Resultados: Las concentraciones de glutation reducido y el estado redox celular se encontraron
disminuidos en ambos grupos de pacientes en relacion con los nifios sin inmunodeficiencia
(p=0,031 y p=0,03; respectivamente). El glutation oxidado no mostré diferencias entre los
grupos.

Conclusiones: En los pacientes con inmunodeficiencia se evidencié la afectacion del estado
redox celular como consecuencia de la disminucion del glutation reducido. Este primer
acercamiento ofrecid las potencialidades del empleo de estos biomarcadores en la evaluacion
integral de pacientes con inmunodeficiencia.

Palabras clave: inmunodeficiencia; pacientes pediatricos; glutatién reducido; estado redox;
GSH/GSSG; HPLC.

ABSTRACT

Introduction: Alterations in the cellular redox state have been described as causal factors in
various diseases. Reduced glutathione depletion has been fundamentally associated with
neurodegenerative, pulmonary, liver, cardiovascular and immunological diseases.

Objective: To determine the concentrations of reduced glutathione and the cellular redox status
in pediatric patients with immunodeficiencies.

Methods: We studied 21 patients with immunodeficiencies from the immunogenetic service,
aged between 1 and 8 years and as a control group, 8 children in the same age range as the
patients, with normal humoral and cellular immunity studies. Patients diagnosed with
immunodeficiency were divided into two groups according to the affected component of the
immune response: humoral and cellular. The intraerythrocyte concentrations of oxidized and
reduced glutathione were determined by means of an HPLC-UV method. To evaluate the cellular
redox state, the relationship between the reduced and oxidized forms of glutathione (GSH/GSSG)
was calculated.

Results: Reduced glutathione concentrations and cellular redox status were found to be
decreased in both groups of patients in relation to children without immunodeficiency (p=0,031
and p=0,03; respectively). Oxidized glutathione showed no difference between the groups.
Conclusions: In patients with immunodeficiency, the cellular redox state is affected as a
consequence of the decrease in reduced glutathione. This first approach offers the potential for
the use of these biomarkers in the comprehensive evaluation of patients with immunodeficiency.
Keywords: immunodeficiency; pediatric patient; reduced glutathione; redox status; GSH/GSSG,;
HPLC.

@) e |

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




€CIMED Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2022;38(2):e1602

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Recibido: 19/10/2021
Aceptado: 06/01/2022

Introduccion

Las inmunodeficiencias son un grupo de trastornos que se caracterizan por un déficit cuantitativo
o0 cualitativo en uno 0 mas componentes del sistema inmunitario. En estas enfermedades se afecta
la capacidad de defensa del organismo, que se manifiesta en la aparicion de infecciones
recurrentes. Las causas pueden estar presentes desde el nacimiento, que se identifican como
inmunodeficiencias primarias o desarrollarse con el paso de los afios a otra afeccion o condicion,
denominada inmunodeficiencias secundarias.

Segun datos reportados en el Registro cubano de inmunodeficiencias primarias, las inmunodeficiencias
de anticuerpos son las mas frecuentes y dentro de ellas predomina la deficiencia selectiva de
Inmunoglobulina A (IgA). Le siguen en frecuencia las inmunodeficiencias combinadas, las asociadas
a defectos del fagocito, las deficiencias del complemento y en menor proporcion otros sindromes bien
definidos.*?

El glutation reducido (GSH) es un tripéptido presente a nivel intracelular y sus concentraciones
deben ser adecuadas para un correcto funcionamiento de los procesos que son controlados por el
ambiente redox celular; tales como, la proliferacion celular, la diferenciacion o la apoptosis.
Dadas sus funciones vitales como antioxidante y como regulador del ambiente redox celular, se
describe que las alteraciones en la homeostasis de GSH pueden estar implicadas en la etiologia
y/o progresion de una serie de enfermedades humanas.®

En el caso particular del sistema inmunolégico, se describe que el GSH participa en la
proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T, en la actividad fagocitica de los
polimorfonucleares, en la funcion de las células dendriticas y de las células asesinas naturales
(del inglés, NK). Por otra parte, estudios realizados indican que las fluctuaciones en las
concentraciones intracelulares de GSH a nivel de los linfocitos, tienen efectos sobre eventos
como lainiciaciény la progresion de la activacion linfocitaria, la diferenciacion y la citotoxicidad
mediada por estas células, evidencias que apuntan a la importancia de este tripéptido para
mantener una funcion adecuada de las células T. Teniendo en cuenta las evidencias anteriormente
descritas, los niveles de GSH deben ser adecuados para un 6ptimo funcionamiento del sistema
inmune. En este sentido, son varios los reportes en la literatura que relacionan las alteraciones de

la homeostasis del GSH con la aparicion y progresion de estados inflamatorios y autoinmunes.*
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Sin embargo, existe escasa informacion disponible sobre las concentraciones intracelulares de
GSH y de su forma oxidada, el glutation oxidado (GSSG), asi como del estado redox celular en
los pacientes pediatricos con inmunodeficiencias. De ahi, que el objetivo del presente estudio fue
determinar las concentraciones de glutation reducido y el estado redox celular en pacientes

pediatricos con inmunodeficiencias.

Métodos

Se realiz6 un estudio observacional, analitico, de casos y controles, que incluyé 21 pacientes con
diagnostico clinico e inmunoldgico de inmunodeficiencias, en edades comprendidas entre 1y 8
afios (11 nifios y 10 nifias) y 8 nifios aparentemente sanos de ambos sexos (5 nifios y 3 nifias),
como controles, en el mismo rango de edades de los pacientes (1 a 9 afnos).

Los pacientes con diagndstico clinico de inmunodeficiencia se dividieron para su estudio en 2
grupos, segun el componente afectado de la respuesta inmune (humoral o celular), atendiendo a
los resultados de los estudios inmunologicos realizados. De ellos, 10 nifios tenian
inmunodeficiencia humoral y 11 nifios inmunodeficiencia celular. El estudio se llevo a cabo antes
de comenzar cualquier tipo de tratamiento inmunomodulador con estos pacientes.

Para la seleccion del grupo control, se comprobo previamente el estado de salud mediante
anamnesis, examen fisico y pruebas de laboratorio clinico (pruebas de funcion hepatica, glicemia,
creatinina, lipidograma, hemoglobina y leucograma). Ademas, se tuvo en cuenta que estos nifios
tuvieran estudios de inmunidad humoral y celular normales.

En ambos grupos se preciso que no estuvieran utilizando suplementos vitaminicos o
antioxidantes en el momento del estudio.

Todos los participantes fueron remitidos desde la consulta de Inmunogenética del Centro
Nacional de Genética Médica (CNGM), en el periodo comprendido de julio de 2017 a mayo de
2018, para la realizacion de los estudios en el Laboratorio de Genética Bioquimica del CNGM.
En este estudio se utiliz6 como muestra bioldgica sangre venosa. La extraccion se realizé en el
laboratorio clinico del referido centro asistencial, en condiciones de ayuna de 12 h.

Para las determinaciones de las concentraciones de GSH y GSSG, se extrajeron 5 mL de sangre
en un tubo con &cido etilendiaminotetraacético dipotasico (EDTA-K2) como anticoagulante. Para
la obtencion del hemolisado; una vez separado el plasma, los eritrocitos fueron lavados 3 veces
con solucion fria de cloruro de sodio (NaCl) al 0,9 % y se provoco la lisis celular con agua
destilada fria (1:4).
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Las concentraciones intraeritrocitarias de GSH y GSSG fueron medidas simultaneamente
empleando un método isocratico en fase reversa de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC-UV) con deteccion ultravioleta a 215 nm. © Para la separacion cromatografica de los
compuestos se utilizd columna de fase reversa LiChrospher® RP-18 (5 um, 125 x 4 mm) y una
pre-columna 4x4 mm (LiChroCART®), se trabajé a un flujo de 1 mL/min y a 30°C de
temperatura. La fase movil consistio en agua/acetonitrilo (96/4, v/v), acido trifluoracético (TFA)
al 0,1 %y 12 mg/mL de perclorato de sodio. El volumen de inyeccion fue de 20 pL de la muestra
desproteinizada. El tiempo de corrida fue de 5,5 min. Los tiempos de retencion fueron de 2,2 min
y de 3,4 min para el GSH y el GSSG, respectivamente. El programa LabSolution (Shimadzu,
Japdn) fue utilizado para la adquisicion y procesamiento de los datos cromatograficos. Las
concentraciones del GSH y el GSSG se estimaron mediante curvas de calibracion en el rango de
concentraciones de 62,5 a 1000 puM para el GSH y de 25 a 1000 puM para el GSSG.
Posteriormente a partir de los niveles de estos compuestos se calculo la relacion GSH/GSSG
como marcador del estado redox celular.

Todos estos procedimientos se llevaron a cabo dentro de las dos horas posteriores a la extraccion.
Los resultados se expresaron como medias +/- desviacion estandar. Se compararon las medias
aritméticas de cada una de las variables de respuesta para los grupos (pacientes y controles),
mediante la prueba Kruskal-Wallis para muestras independientes. Como criterio de significacion
se tomd el valor de p<0,05. Para el andlisis estadistico nos servimos del programa SPSS version
13.0 para Windows.

Todos los participantes fueron incluidos en el estudio luego de que sus representantes legales o
tutores emitieran voluntariamente su consentimiento, siguiendo los principios éticos de la
Declaracion de Helsinki de 1975, modificada en el 2013. El protocolo de la investigacion fue
sometido a la aprobacion del Comiteé de ética de las investigaciones del CNGM.

Resultados

A continuacion, se relacionan los marcadores estudiados en los diferentes grupos de pacientes y
controles. La edad promedio de los nifios incluidos en el estudio fue de 3 afios (Tabla 1).
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Tabla 1 - Resultados de los marcadores estudiados en pacientes pediatricos con inmunodeficiencias y el

grupo control

Pacientes con inmunodeficiencia

Marcadores Grupo control (n=8) ptt
Humoral(n=10) Celular(n=11)

Edad(afios)* 3(1-8) 2(1-5) 3(1-9) 0,720

GSH (uM) t 786,9 £510,9 845, 8 + 682,8 1539,1 +339,3 0,030

GSSG (uM) + 237,8+257,5 252,5+175,2 116,2 + 36,0 0,127

Relacion GSH/GSSGt 7,2+5,2 59+6,5 14,1+3,4 0,010

*Edad promedio (rango). T GSH, GSSG y la relacion GSH/GSSG se expresan como media + desviacion

estandar. T+Prueba de comparacién Kruskal-Wallis

Las concentraciones intraeritrocitarias de GSH estaban disminuidas significativamente en ambos
grupos de pacientes con inmunodeficiencias con respecto al grupo control (p=0,030) (Fig. 1). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de GSSG entre los grupos
(Tabla 1).
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Fig. 1 — Niveles de glutation reducido (GSH) en el grupo de pacientes pediatricos con

inmunodeficiencias.

En relacion con el estado redox celular, determinado por el cociente GSH/GSSG se obtuvo que
no difiere entre los pacientes, pero en comparacién con el grupo control se encontrd disminuido

significativamente (Fig.2).
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Estado redox celular en pacientes pediatricos con immunodeficiencias
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Fig. 2 — Estado redox celular (GSH/GSSG) en pacientes pediatricos con inmunodeficiencias.

Discusion

El glutation reducido participa en multiples funciones en las células, entre las mas reconocidas
estd su papel en la detoxificacion de compuestos oxidados, actuando como un potente
antioxidante, en el mantenimiento del estado redox celular y en reacciones bioquimicas de
importancia para un adecuado funcionamiento a nivel celular. De ahi que, las alteraciones en la
homeostasis del GSH pueden influir en el curso de diversos procesos patolégicos.®>"

Los resultados derivados de la presente investigacion indican que los pacientes con
inmunodeficiencias, tanto humoral como celular, presentan bajas concentraciones
intraeritrocitarias de GSH. Esta disminucién en los niveles de GSH observada podria estar
asociarse a dos eventos; primero a un incremento de la utilizacion de este compuesto para
contrarrestar el aumento de procesos oxidativos y por otra parte, este déficit podria estar
relacionado a una disminucion en la sintesis del GSH, ya sea por deficiencias en el suplemento
de sus aminoéacidos precursores o por disminucién en la actividad de las enzimas que participan
en su sintesis.

Se ha descrito que, en los procesos patoldgicos pueden disminuir la captacion o sintesis celular
de la cisteina (Cys) y aumentar la salida de GSH debido a su oxidacion acelerada.® Sin embargo,
en la investigacion que nos ocupa no hay un aumento de las concentraciones de GSSG, por lo
que podria plantearse que el suministro de las Cys podria ser el factor limitante en la reposicién
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de los niveles de GSH. Estudios realizados describen la importancia de los aminoacidos
sulfurados, como la metionina y la Cys en la inmunorregulacién debido a que su metabolismo
estd marcadamente alterado en respuesta a las infecciones. En el caso particular de la Cys, su
disponibilidad es critica para la funcién de las células T. La deficiencia de la Cys a nivel
extracelular o del GSH intracelular, puede disminuir el nimero de células CD4, reduce la
produccidn de interferon gamma (IFN ), afecta la proliferacion de los linfocitos T en respuesta
a mitdgenos y disminuye la actividad citotoxica de las células T.®1?

Ademas, se obtuvo que los pacientes estudiados mostraban una disminucion en relacion entre el
GSH/GSSG, lo que se indicativo de afectaciones en el estado redox intracelular. Cuando los
valores de este cociente tienden hacia un estado mayoritariamente oxidativo se pueden activar
cascadas de sefializacion que pueden reducir la proliferacion celular e incrementar los procesos
de apoptosis;*V lo que podria repercutir en el funcionamiento adecuado del sistema inmune en
estos pacientes.

Actualmente, no hay estudios disponibles sobre los niveles de GSH y el estado redox en pacientes
pediatricos con inmunodeficiencias primarias. La mayoria de los estudios se han realizado en
pacientes con inmunodeficiencia adquirida debido a la infeccion con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH/SIDA). En estos pacientes se ha demostrado que el nivel de
GSH disminuye a medida que avanza la enfermedad y que en pacientes con la enfermedad
avanzada, los bajos niveles de GSH son predictivos de una menor supervivencia y una funcién
deficiente de las células T.(2

Teniendo en cuenta lo anterior, los hallazgos derivados de este estudio podrian ser el soporte
tedrico para investigaciones posteriores, en los que puedan ser evaluados un mayor nimero de
pacientes y realizar la cuantificacion de las concentraciones de los aminoacidos precursores del
GSH, aspectos que no fueron incluidos en el presente trabajo y que constituyen limitaciones.
Los resultados de la presente investigacion muestran que los pacientes pediatricos con
inmunodeficiencias presentan bajos niveles intraeritrocitarios de GSH, con la consiguiente
afectacion del estado redox celular. En nuestro conocimiento este seria el primer acercamiento a
la tematica en Cuba y su principal aporte consiste en la potencialidad de estos biomarcadores

para ser utilizados en la evaluacion integral de los pacientes con inmunodeficiencia.
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