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Determinacion de enzimas antioxidantes y malondialdehido en el suero
de nifos con IgM positiva para citomegalovirus

Dr. José Gutiérrez-Salinas,* Dra. Leticia Cruz-Tovar*

RESUMEN

Antecedentes: Estudios previos han demostrado que se genera un exceso en la produccion de radicales libres derivados del oxigeno
caracteristicos de un estrés oxidativo en personas que padecen algun tipo de infeccidn viral. El propésito del presente trabajo es deter-
minar la actividad sérica de enzimas antioxidante y la concentracion de malondialdehido como indicadores de estrés oxidativo en nifios
que presentan en su suero IgM positiva para CMV.

Material y métodos: Se seleccionaron muestras de suero de nifios que presentan una concentracién sérica de IgM que indican una
infeccion por CMV. Los sueros fueron analizados por métodos espectrofotométricos para determinar la concentracion de malondialdehido
(MDA) y la actividad de las enzimas antioxidantes superédxido dismutasa (SOD) catalasa y glutation peroxidasa. Como grupo control se
uso el suero de nifios aparentemente sanos con IgM negativa para CMV.

Resultados: Nuestros resuitados muestran que en los nifios que presentan IgM positiva para CMV existe un aumento del 171.18% en
los niveles de MDA en comparacion al grupo control. Ademas, la actividad de la SOD disminuye un 21.89% en relacién al grupo control
mientras que la catalasa y la glutatién peroxidasa presentan, respectivamente un incremento del 18.77% y 63.38% con respecto de grupo
control.

Conclusiones: Las modificaciones en las actividades de las enzimas antioxidantes y el incremento en los niveles de MDA sugieren la
presencia de un estrés oxidativo en los nifios que presentan una infeccion actual por citomegalovirus, lo que puede contribuir al proceso
fisipatoldgico de la enfermedad.

Palabras clave: catalasa, citomegalovirus, enzimas antioxidantes, estrés oxidativo, glutatién peroxidasa, infeccion viral, malondialdehido,
nifios, superdxido dismutasa.

ABSTRACT

Background: Recent advances revealed that an excess in production of oxygen free radicals that characterizes an oxidative stress is
development in subjects with a viral infection. The purpose of the present work is to determine in serum the activity of antioxidant enzymes
and malondialdehyde (MDA) concentration as indicators of oxidative stress in childens that present in serum an IgM positive for CMV.
Material and methods: Serum samples from childrens that present levels of IgM that indicate an infection for CMV were selected. MDA and
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase and glutathion peroxidase were determined in serum by spectrophotometric
methods. Serum samples from childrens with a negative IgM for CMV were used as controls.

Results: Our results show that in childrens with IgM positive for CMV present an increase up to 171.18% in MDA leves has compared
with control group. Also, SOD activity decreased 21.89% in regard to control group. While catalase and glutathion peroxidase present an
increse of 18.77% and 63.38% respectively, in regard to control subjects.

Conclusions: The changes in antioxidant enzymes and the increase in MDA levels are suggested of an oxidative stress is present in chil-
drens with a cytomegalovirus infection. These oxidative stress can contribute to physiophatologyc process of cytomegalovirus infection.
Key words: antioxidant enzymes, catalase, childrens, cytomegalovirus, glutathione peroxidase, malondialdehyde, oxidative stress, supe-
roxide dismutase, viral infection.
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[ citomegalovirus (CMV) es el virus mas grande

de la familia Herpesviridae ala que pertenecen

los virus Epstein-Barr, herpes simplex, varicela

zoster y herpes virus 6, 7 y 8.' La forma de
transmision del CMV es por contacto directo con secre-
ciones contaminadas: saliva, lagrimas, orina, sangre,
secreciones vaginales y semen. El CMV es un residente
habitual en tejidos como el higado, intestino, pancreas,
testiculo y tejido nervioso asi como en células como los
leucocitos y fibroblastos'*7 lo que ha hecho pensar que
esta distribucién tan heterogénea del virus en el organismo
contribuye de alguna forma a que se presenten periodos
de reactivacion de la infeccion.'*7#

La infeccion primaria por CMV generalmente es asin-
tomatica y permanece en forma latente en el organismo
por toda la vida del sujeto. El estado latente del virus es
responsable de los perfodos de reactivacidn que ocurre
sobre todo en sujetos inmunocomprometidos, como los re-
cién nacidos, los nifios prematuros, los enfermos de SIDA
o quienes han sido sometidos a algtin tipo de trasplante
de 6rgano, de tejido o de ambos. Segtn el periodo de la
vida en que se adquiera la infeccidn, puede ser congénita,
perinatal o postnatal.'>”

La infeccién por CMV tiene alta prevalencia en la
poblacién general, en la que se ha sefialado que existe 70
a 100% de anticuerpos tipo IgG en el suero de adultos lo
que significa un contacto previo con el virus. >+

En paises desarrollados entre 70 y 85% de la poblacion
mayor de |8 afios tiene anticuerpos IgG contra CMV. En
paises latinoamericanos hay entre 65 y 90% de positividad
de [gG para CMV en personas de mas de 16 afios. %1
Por otro lado, 20 a 40% de menores de 15 afios son po-
sitivos para 1gG anti-CMYV. Esta es una infeccién muy
comun en adolescentes que es el periodo cuando se inician
las relaciones sexuales.>*'%!3 En nifos, 40 a 100% tiene
anticuerpos anti-CMV de la clase IgG y en nuestro pais
Hega a 90% en menores de un afio. 235114

La primoinfeccién o la reactivacién de la infeccion por
CMV puede pasar inadvertida, por lo que su diagndstico
se basa en la deteccion en suero de inmunoglobulina IgM
especifica para CMV; un incremento en la concentracion
sérica de esta inmunoglobulina indica que existe una in-
feccidn activa por este virus.'>'®

Diversos estudios han sefialado que una infeccién por
bacterias, pardsitos o ciertos virus provoca una respuesta
metabdlica general del huésped. Asimismo, la produccién

de radicales libres derivados del oxigeno (RLOx) es un
componente importante en la fisiopatologia de la enferme-
dad y un agente causal de dano al organismo.'**

Los radicales libres son especies quimicas que poseen
un electrén desapareado en su orbital mas externo (dltimo
orbital) lo que los hace altamente reactivos a las moléculas
vecinas.*?” En los seres vivos, los radicales libres provie-
nen principalmente del oxigeno (radicales libres derivados
del oxigeno); pueden reaccionar con lipidos, proteinas,
carbohidratos y édcidos nucleicos.?** Por su parte, la cé-
lula posee varios tipos de mecanismos antioxidantes que
evitan o minimizan el dafio provocado por los RLOx; los
mds importantes son las enzimas antioxidantes, *?¢ como
la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatién
peroxidasa las cuales actiian en conjunto para minimizar
o contener el dafio que los RLOXx puedan causar a las
macromoléculas.?”?®

Cuando en la célula o en el organismo en general au-
menta considerablemente la formacién de RLOx o cuando
disminuyen los mecanismos antioxidantes, se produce un
“estrés oxidativo”, que se caracteriza por un dafio a los
lipidos, una lipoperoxidacién, asi como alteraciones en
la actividad de las enzimas antioxidantes que, si no son
controladas, pueden causar dafio irreparable al ADN y oca-
sionar la muerte de la célula, del tejido o de ambos.**%

Durante el estrés oxidativo los RLOX reaccionan con los
acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares
lo que genera un metabolito final, el malondialdehido
(MDA) que se identifica en el laboratorio e indica la
presencia de RLOX, cuya concentracion es directamente
proporcional al dafio en el organismo.*® A su vez, el estrés
oxidativo altera la actividad de las principales enzimas
antioxidantes por lo cual la determinacién de su actividad
es una medida de los sistemas antioxidantes defensivos
del organismo contra la accidn deletérea de estas especies
reactivas. >

Una infeccién viral puede causar aumento en la produc-
cién de RLOx, que puede generar un estrés oxidativo como
parte de los mecanismos fisiopatoldgicos de dafio por la
infeccion. Al respecto, ha sido documentado el desarrollo
de un estrés oxidativo en infecciones causadas por el virus
de la hepatitis C, el VIH, y el retrovirus, entre otros,!#3!
Sin embargo, no se ha documentado este aspecto en ninos
con infeccidn activa por CMV.

El propésito del presente trabajo es determinar los
niveles séricos de malondialdehido asi como la actividad
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de las enzimas antioxidantes catalasa, glutatién peroxidasa
y SOD como indicadores de estrés oxidativo de nifios con
infeccion por CMYV identificada por sus niveles séricos
de IgM.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron siete muestras de suero provenientes del
Laboratorio de Virologia (adscrito al Laboratorio de
Pruebas Especiales), suministradas por diversos servicios
del CMN “20 de Noviembre” del ISSSTE recolectados
durante enero-abril del 2008.

Las muestras de suero corresponden a igual niimero de
nifios con edad promedio de 2.63 +2.30 afios en un periodo
de 0.3 a 5 aiios. Hubo seis nifias (Cuadro 1). Las muestras
de suero fueron elegidas por ser positivas para anticuerpos
IgM contra CMYV, lo cual define una infeccién activa por
este virus.>'*" La concentracién de 1gM se midié por la
técnica indirecta de quimioluminiscencia con micropar-
ticulas paramagnéticas unidas a antigeno especifico; la
deteccion se hizo en un aparato de andlisis automatico
robotizado con detector de destello (“flash”) modelo
Liaison (DiaSorin S.p.A., Vercelli, Italia), empleando el
equipo de reactivos correspondientes (Liaison CM V-1gM,
DiaSorin S.p.A., Vercelli, Italia). La concentracién de [gM
fue expresada en U/mL tomando los siguientes puntos de
corte para definir la presencia de una infeccion por CMV:
<20 U/mL= negativo; 20 a 29 U/mL= dudoso; 230 U/mL=
positivo (este dltimo valor indica una infeccién activa por
CMV. 31518 Para efectos de este estudio, todos los sujetos
positivos se denominan grupo CMV-positivo.

Un grupo control fue con muestras de suero de siete
nifos (promedio de edad 3.14 + 2.28 afios, intervalo | a
7 afios; relaciéon femenino/masculino: 5/2; Cuadro 1) de
la Consulta Externa de nuestra institucién, cuyos padres
autorizaron por escrito la toma de una muestra de sangre.
Los nifios de este grupo eran aparentemente sanos y su
andlisis seroldgico dio resultado negativo (< 20 U/mL) de
IgM anti-CMV. Todos los procedimientos fueron avalados
por el Comité de Etica de nuestra institucién siguiendo las
Normas y Procedimientos Generales de Laboratorio para
el Andlisis de Muestras Humanas.

Determinaciéon de malondialdehido
Laconcentracion de malondialdehido (MDA) se determind
en las muestras de suero con el método de Gutiérrez-

Salinas *?; de acuerdo con Ramirez-Farfas y cols. ¥ basado
en Ohkawa y cols. ** Se incubaron muestras de 200 pL de
suero con 1 mL de amortiguador de Tris (Tris-HCI, 0.15
M, pH 7.0) a 37 °C por 30 minutos. Al término de la in-
cubacidn, se agregaron 1.5 mL de acido acético (5% v/v)
y 1.5 mL de acido tiobarbitirico (0.8% p/v) y se incubd
por 60 minutos a 90 °C. Al término de la incubacion se
agregd 1 mL de KCI (2% p/v) y 3 mL de una mezcla de
butanol/piridina (1:10 v/v). La mezcla se centrifugd a 2500
rpm por 10 minutos y la interfase superior fue leida en un
espectrofotometro (Jenway 6300, Cielovista, Cal. USA)
a 532 nm calculando la concentracién de MDA a partir de
su coeficiente de extincion (1.54 x 10° M em!).?>%

Determinacion de la actividad de enzimas
antioxidantes

Las enzimas antioxidantes fueron determinadas en las
muestras de suero con equipos de reactivos de marcas
comerciales expresando su actividad en U/mg proteina.

La actividad de la enzima superdéxido dismutasa (SOD)
se determiné con un equipo de reactivos (Calbiochem;
EMD Biosciences, Inc La Jolla Cal, USA) que se basa
en el método espectrofotométrico descrito por Bannister
y Bannister *, En resumen se procedié como sigue: a
una muestra de suero (10 pL) se le agregaron 200 uL de
solucién de reaccion (Tris-HCI 50 mM;; sal de tetrazolium
0.1 mM; pH 8) y 20 pL de xantina oxidasa (incluida en el
equipo). La muestra se incub6 20 minutos a temperatura
ambiente y fue leida a 450 nm en un lector de ELISA; se
obtuvo la actividad de la enzima mediante una curva de
calibracién de actividad ezimadtica incluida en el equipo.

La actividad de la catalasa fue determinada con el pro-
cedimiento de Aebi*® en una muestra de suero (100 uL)
incubada cinco minutos con un amortiguador salino de
fosfatos (PBS, pH 7.0) a 37 °C; se inici6 la reaccidn agre-
gando 10 mM de H,O,, que fue seguida por 45 segundos a
una longitud de onda de 240 nm en un espectrofotémetro
Jenway 6300 (Cielovista Cal. USA).

La actividad de la enzima glutation peroxidasa se de-
termind por espectrofotometria con el método de Paglia
y Valentine *y un equipo de reactivos (Sigma-Aldrich,
St. Louis MO, USA). Se procedi6 como sigue: Se incubé
una muestra de suero (50 L) a temperatura ambiente
con 800 uL de solucién amortiguadora de ensayo (Tris-
HCI 50 mM; EDTA 0.5 mM; pH 8) y 50 uL de solucién
de NADPH; se inicié la reaccién con 10 uL de ter-butil
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hidroperéxido (30 mM). La reaccién fue seguida por 90
segundos a una longitud de onda de 340 nm y se calculd
la actividad de la enzima con el estdndar de actividad
incluido en el equipo.

La cantidad de proteina total en las muestras de suero
se determind con el procedimiento de Lowry * usando
albimina sérica bovina como estandar.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedios £ D.E. El
andlisis estadistico se efectuo con el programa GraphPad
Prism V-4 (GraphPad Softwere Inc., San Diego Cal. USA).
Se calculd la diferencia de medias entre grupos usando la
prueba U de Mann-Whitney; para todos los casos una p <
0.05 se considero estadisticamente significativa.

RESULTADOS

ElCuadro 1 contiene las caracteristicas generales (servicio
de procedencia, edad y género) y la concentracion sérica
de I1gM de cada nifio del grupo CMV-positivo cuyo suero
fue analizado; también muestra las caracteristicas del
grupo control.

En el grupo CMV-positivo predomina el género feme-
nino con relacién de 6/1.

El cuadro 1 muestra que el Servicio de Hematologia
aporté al estudio cuatro pacientes (57.14%); entre ellos,

al de menor edad (tres meses) y a los tres nifios de mayor
edad (cinco afios). Dos muestras (28.57%) provenian del
Servicio de Consulta Externa. S6lo una muestra (14.28%)
del Servicio de Infectologia.

Los expedientes de cada nifio, todos CMV-positivos al
diagnéstico de “fiebre de origen desconocido”, sin ninguna
otra patologia.

La concentracién promedio de 1gM del grupo CMV-
positivo fue de 64.30 £ 21.81 con limites de 33.30 a 103
U/mL (Cuadro ). Este promedio representa un incremento
del 114.33% comparado con el valor Iimite de 30 U/mL
que se tomé como punto de corte para definir una infeccién
activa por CMV.!"'® En los sujetos del grupo control, los
niveles de IgM anti-CMV fueron < 20 U/mL y se consi-
deraron negativos (Cuadro 1) de acuerdo a la metodologia
previamente descrita.'™!®

La Figura | muestra la distribucién de la concentracién
de MDA en los grupos control y CMV-positivo. El grupo
control tuvo un promedio de MDA de 0.5974 £0.13 nmol/
mL; el grupo CMV-positivo tuvo un promedio de 1.62 +
0.66 nmol/mL lo que representa un incremento estadfs-
ticamente significativo del 171.18% (p < 0.05) sobre el
valor del grupo control.

La actividad de la enzima SOD en el grupo CMV-posi-
tivo fue un promedio de 568.4 + 33.06 U/mg de proteina lo
que representa una disminucidn significativa del 21.89%
(p < 0.05) respecto al grupo control, cuyo promedio de

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los sujetos del grupo control y del grupo CMV-positivo. Los datos se presentan en orden creciente

de acuerdo a la edad de los sujetos

Control CMV-positivo
Sujeto Servicio Género Edad IgM Servicio Género Edad IgM
(F/M) (afios) (WmlL) (F/M) (afios) (UmlL)

1 CEX F 1 neg. HEM F 0.3 76.9

2 CEX F 1 neg. CEX F 0.4 54.7

3 CEX M 2 neg. INF F 07 56.5

4 CEX M 2 neg. CEX M 2 33.3

5 CEX F 4 neg. HEM F 5 56.5

6 CEX F 5 neg. HEM F 5 69.2

7 CEX F 7 neg. HEM F 5 103

Relacién o

- 3.14+228 2.63+230 64.30+21.81

promedio % - - 512 - - 6/1 ) _
D.E. (limite) (1-7) (0.3-5) (33.30 - 103)

CEX: consulta externa; HEM: hematologia; INF: infectologia: neg: negativo; F: femenino; M: masculino.
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Figura 1. Distribucion de la concentracion de MDA en cada uno
de los integrantes del grupo control con CMV-positivo (CMV). Las
lineas continuas horizontales representan el valor promedio en
cada grupo.

actividad para esta enzima fue de 727.7 £ 29.51 U/mg de
proteina (Figura 2-A).

En contraste, en el grupo CM V-positivo, la actividad de
las enzimas catalasa y glutatién peroxidasa tuvo un incre-
mento respecto al grupo control; la actividad de la catalasa
fue estadisticamente significativa del 18.77% respecto al
grupo control (769.6 £ 60.79 vs 612.8 £ 18.76). El grupo
control tuvo un promedio de actividad en la enzima gluta-
tion peroxidasa de 59.4 +2.75 U/mg de proteina mientras

que en el grupo CMV-positivo la actividad fue de 97.05 =
7.69 U/mg de proteina es decir, un incremento del 63.38%
respecto al grupo control (Figura 2-C).

DISCUSION

Nuestros resultados muestran que los nifios con niveles de
inmunoglobulina tipo [gM que indican una infeccién por
CMYV, desarrollan un estrés oxidativo que se expresa por
el incremento de los niveles séricos de MDA asi como por
los cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes
catalasa, glutation peroxidasa y SOD.

Estudios previos sefialan que un alto nivel sérico de
anticuerpos IgM anti-CMYV indican una infeccién activa
por este virus. >'*'® Con nuestra metodologia de deteccion
para determinar la concentracién de esta inmunoglobulina,
el valor de corte para definir una infeccién es de =30 U/
mL y en nuestra poblacién de estudio hubo un promedio
del doble: 64.30 U/mL.

Una infeccién viral eleva la produccién de RLOx y
provoca estrés oxidativo, que es parte importante de los
mecanismos de dafo a las células, tejidos y el organismo en
general.'¥#1% Se ha descrito un incremento en los niveles
séricos de MDA aunada a una alteracién en la actividad de
enzimas antioxidantes en pacientes con infeccioén por VIH,
por el virus de la hepatitis C, por retrovirus y por dengue,
entre otros, lo que indica un estrés oxidativo.'*?>23%

Debido a que en una situacién de estrés oxidativo se
elevan los niveles séricos de MDA, que indica un dafio
importante a los dcidos grasos poliinsaturados de las
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Figura 2. Distribucion de la actividad de las enzimas SOD (A), catalasa (B) y glutation peroxidasa (C) en cada uno de los sueros prove-
nientes de los sujetos del grupo control con CMV-positivo (CMV). Las lineas continuas horizontales representan el valor promedio para

cada grupo de su respectiva grafica.
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membranas celulares causado por los RLOx, en los nifios
del grupo CMV-positivo existe dicho estrés oxidativo
inducido por este virus (Figura 1).

Por otro lado, se ha observado que durante el estrés
oxidativo, el organismo promueve modificaciones en los
mecanismos antioxidantes (sobre todo enziméticos) como
defensa ante el ataque de RLOx, durante una infeccién
viral aguda o crénica,'*-202223283139 E| incremento en la
actividad de las enzimas antioxidantes catalasa y glutatién
peroxidasaen los nifios del grupo CMV-positivo concuerda
con lo anteriormente sefialado (Figura 2). Por su parte, la
disminucién en la actividad de la enzima SOD en el gru-
po CMV-positivo puede explicarse por el hecho de que,
ante un aumento importante en la generacién de RLOx
(sobre todo de la especie superdxido que es el sustrato de
esta enzima), se puede “saturar” a la enzima SOD, como
ocurre en cualquier mecanismo enzimatico de saturacién
por sustrato y de esta forma, disminuye su actividad como
respuesta a un exceso en la produccién de RLOx generados
durante la infeccidn viral. -4

El estrés oxidativo provocado por una infeccién viral es
parte de los mecanismos generales de respuesta inflama-
toria del organismo ante una infeccién viral, bacteriana o
parasitaria.'*>2$340 Se ha sugerido que el estrés oxidativo
generado por estos agentes, se debe a la activacién de
los leucocitos y de las células encargadas de la respuesta
inmune en todos los érganos de la economia ya que son
ellos los mayores productores de RLOx cuando son acti-
vados como parte de la respuesta inmune que desarrolla
e] OrganismO.19—23‘28‘31.39.40442

La infeccién primaria o la reactivacién de la misma
causada por CMV en nifios puede ser asintomética; sin
embargo, en pacientes inmunocomprometidos puede ser
fatal. Para otro tipo de infecciones virales, se ha propuesto
que la generacién de RLOx durante un estrés oxidativo es
un mecanismo de dafio muy importante para el paciente,
sobre todo, de edades tempranas, por lo que su deteccién
y monitoreo puede ser (til para iniciar un tratamiento
antioxidante para disminuir el dafio. Se ha descrito un apa-
rente beneficio con el uso de complementos antioxidantes
para mejorar la salud en pacientes con una infeccién por
pardsitos o virus,'?2!.223!

Sin embargo, ain queda mucho por hacer. La muestra
de sujetos CMV-positivos presentada es pequeiia; en un
futuro se pretende ampliar dicho ntimero a fin de establecer
con mayor seguridad el dafio a los sistemas antioxidantes

provocados por este tipo de infeccién. Nuestros resultados
indican que un estrés oxidativo es parte de los mecanismos
desencadenados por una infeccién de CMV en nifios, quie-
nes son mds susceptibles a estos ataques y pueden sufrir
un mayor dafio, con secuelas permanentes. Estas pudieran
evitarse si se instala un tratamiento integral. Debe tenerse
presente que el CMV, permanece de forma latente en el
organismo y cualquier evento que comprometa al sistema
inmunolégico puede reactivar la infeccion que danard
irreversiblemente a las células, a los tejidos o ambos y
provocar la muerte.
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