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RESUMEN

Introduccion: El asma bronquial es una enfermedad compleja en la que los factores genéticos, los factores
ambientales y la lesion oxidativa son responsables del inicio y la modulacién de su progresion. Si fracasan
los mecanismos antioxidantes, las especies reactivas del oxigeno afectan a las biomoléculas, lo que se sigue
de la progresion de la enfermedad. La catalasa es uno de los antioxidantes enzimaticos endégenos mas
importantes. En el presente estudio examinamos la hipétesis de que un aumento de la lesién oxidativa y
el polimorfismo en el gen CAT (regién promotora -262 C/T) se asocian a asma bronquial infantil.
Pacientes y métodos: En nifios sanos (249) y nifios asmaticos (248) se efectud una genotipificacion de los
polimorfismos en el gen CAT usando la reacciéon en cadena de la polimerasa-polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccién. Mediante espectrofotometria, en los nifios se analizaron los marcadores de
lesion oxidativa: el contenido de grupos sulfhidrilo y de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico.
Resultados: El genotipo TT de la catalasa fue mas frecuente entre pacientes asmaticos (22,6%) que en
nifios sanos (4,8%) (odds ratio =5,63; intervalo de confianza del 95% =2,93-10,81; p<0,001). El contenido
de grupos sulfhidrilo disminuyé significativamente y, al contrario, el contenido de sustancias reactivas
a acido tiobarbitdrico aument6 significativamente en el asma bronquial y el genotipo TT de catalasa
comparado con los otros genotipos catalasa de este gen.
Conclusiones: Los resultados del presente estudio sugieren que el polimorfismo del gen de la catalasa
podria participar en la aparicién de asma bronquial y en el aumento de la lesién oxidativa en nifios asma-
ticos. La variacién genética de los antioxidantes enzimaticos podria modular el riesgo de la enfermedad.
© 2013 SEPAR. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

Frequency of Polymorphism -262 C/T in Catalase Gene and Oxidative Damage
in Slovak Children With Bronchial Asthma

ABSTRACT

Introduction: Bronchial asthma is a complex disease in which genetic factors, environmental factors and
oxidative damage are responsible for the initiation and modulation of disease progression. If antioxi-
dant mechanisms fail, reactive oxygen species damage the biomolecules followed by progression of the
disease. Catalase is one of the most important endogenous enzymatic antioxidants. In the present study,
we examined the hypothesis that increased oxidative damage and polymorphism in the CAT gene (-262
promoter region, C/T) are associated with childhood bronchial asthma.

Patients and methods: Genotyping of the polymorphisms in the CAT gene in healthy (249) and asthmatic
children (248) was performed using polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorp-
hism. Markers of oxidative damage: content of sulfhydryl groups and thiobarbituric acid-reactive
substances were determined by spectrophotometry in children.
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Results: The TT genotype of catalase was more frequent among the asthmatic patients (22.6%) than in
healthy children (4.8%) (odds ratio=5.63; 95% confidence interval =2.93-10.81, P<.001). The amount
of sulfhydryl groups decreased significantly and conversely, the content of thiobarbituric acid-reactive
substances increased significantly in bronchial asthma and in catalase TT genotype compared to other
catalase genotypes of this gene.

Conclusions: These results suggest that catalase polymorphism might participate in development of bron-
chial asthma and in enhanced oxidative damage in asthmatic children. Genetic variation of enzymatic
antioxidants may modulate disease risk.

© 2013 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El asma bronquial es una enfermedad inflamatoria crénica,
compleja y heterogénea de las vias respiratorias, que incluye
la activacién de muchas poblaciones de células inflamatorias y
estructurales, lo que libera numerosos mediadores inflamatorios,
que dan lugar a los cambios fisiopatolégicos caracteristicos de la
enfermedad’. Los factores ambientales y genéticos desempefian
un papel en su aparicién; no obstante, no se han determinado
por completo los mecanismos exactos de sus acciones. Los pul-
mones estan expuestos continuamente a los oxidantes generados
de forma enddgena a partir de las mitocondrias, fagocitos y otras
células, o de forma exdgena a partir de los contaminantes atmos-
féricos y del humo de los cigarrillos. Contienen la mayor drea
de superficie endotelial de todos los 6rganos, lo que hace que el
tejido pulmonar sea la principal diana de los oxidantes y xenobi6-
ticos circulantes. Los pacientes asmaticos producen una diversidad
de mediadores, incluidas las especies reactivas del oxigeno?. El
aumento de la lesién oxidativa puede contribuir tanto al origen
como al desarrollo de las enfermedades respiratorias, incluida el
asma bronquial. La lesién pulmonar debida a las especies reactivas
del oxigeno se relaciona con la oxidacién del adcido desoxirribo-
nucleico (ADN), proteinas y lipidos. Estas biomoléculas oxidadas
pueden inducir diversas respuestas y una cascada de acontecimien-
tos, tales como hiperreactividad de las vias respiratorias, aumento
de la generacién de quimioatrayentes, liberacién de taquicininas
y neurocininas, y aumento de la liberacién de mediadores, que,
en Gltimo término, hacen mas profunda la lesién oxidativa'. Los
pulmones pueden usar antioxidantes no enzimaticos, como las
vitaminas, acido trico, glutatién, grupos sulfhidrilo (proteinas, pép-
tidos y aminodcidos) y diversos antioxidantes enzimaticos, como la
superoxido dismutasa, catalasa (CAT) y glutatién peroxidada como
defensa frente a la lesién oxidativa y las especies reactivas del
oxigeno.

La CAT (EC 1.11.1.6) es una enzima antioxidante comn respon-
sable del control de las concentraciones de peréxido de hidrégeno
en las células. Es ubicua en la mayoria de las células aerobias
también detectadas en los pulmones (macréfagos, fibroblastos y
neumocitos)®. La CAT como enzima antioxidante intracelular cata-
liza la descomposiciéon de 2 moléculas de peréxido de hidrégeno en
una molécula de oxigeno y 2 de agua y su actividad esta determi-
nada genéticamente. El gen de la CAT se localiza en el cromosoma
11p13, tiene una longitud de 34 kb, contiene 13 exones y 12 intro-
nesy codifica una proteina de 526 aminoacidos*°. Se han descrito y
caracterizado diferentes polimorfismos de esta enzima tanto en la
region codificadora®’ como en la no codificadora’-!!. Un polimor-
fismo habitual en la regién promotora del gen de la CAT consiste en
la sustitucién de T por C en posicién T -262 en la region 59, que se
considera que da lugar a una disminucién de la actividad enzima-
tica. El genotipo CAT TT podria ser responsable de una disminucién
de la defensa antioxidante y de un aumento posterior de la lesién
oxidativa.

Puesto que la lesién oxidativa desempeiia un papel en la pato-
genia del asma, y la CAT es decisiva para proteger las células frente

alas especies reactivas del oxigeno, formulamos la hipétesis de que
los polimorfismos en el gen de la CAT que influyen en su actividad
enzimatica contribuyen sustancialmente a la aparicién de la enfer-
medad. En el presente estudio tratamos de evaluar el polimorfismo
-262 C/T de la CAT en nifios asmaticos. Tratamos de determinar los
marcadores de lesion oxidativa y analizar una posible asociacién
entre el genotipo de la CAT y la lesién oxidativa de las proteinas y
lipidos en nifios asmaticos y sanos.

Pacientes y métodos
Individuos del estudio

La poblacién del estudio consistié en 457 nifios participantes.
Utilizando las categorias de cuestionarios de referencia se registra-
ron los antecedentes de asma de los nifios: edad, sexo, exposicién
al humo de los cigarrillos y antecedentes familiares de asma, sibi-
lancias y alergia. Los nifios o sus padres completaron el Asthma
control test®. Acto seguido, se excluyé del estudio a los fuma-
dores activos y a los nifios expuestos a tabaquismo pasivo. Los
248 pacientes asmaticos (un 58% nifios y un 42% nifias) se recluta-
ron en el Servicio de Pediatria del Hospital Universitario de Martin
(Reptblica Eslovaca). Durante las revisiones de salud sistemadti-
cas, los médicos generales reclutaron a otros 249 nifios sanos, de
sexo y edad comparables (un 54% nifios y un 46% nifias). Los nifios
no experimentaban sintomas clinicos de enfermedades alérgicas
y carecian de antecedentes de una enfermedad grave. Los nifios
asmadticos que participaron en el estudio se caracterizaron por
obstruccién recurrente de las vias respiratorias, manifestada
por sibilancias y disnea, con su alivio espontaneo mediante tra-
tamiento broncodilatador (segtn lo definido en la Iniciativa Global
para el Asma).

Todos los nifios se sometieron al andlisis de 6xido nitrico espi-
rado fraccional (FEnp) y monéxido de carbono espirado (eCO). El
FEno se determiné en linea de acuerdo con las recomendaciones
de los estandares de la American Thoracic Society/European Res-
piratory Society (ATS/ERS)!2 con un analizador portatil de 6xido
nitrico (NIOX-MINO®, Aerocrine, Suecia). El eCO se analizé con un
Micro 4 Smokerlyzer® (Bedfont, Inglaterra). También llevamos a
cabo una espirometria basica (KoKo DigiDoser-Spirometer, nSpire
Health, Louisville, Estados Unidos), de acuerdo con las recomen-
daciones de la ATS/ERS'. Los valores de FEyg y eCO se estimaron
antes del examen espirométrico.

Aprobé el estudio el Comité de Investigacion de la Facultad
Jessenius de Medicina de Martin y se obtuvo el consentimiento
informado firmado por los padres de todos los nifios examinados.

Aislamiento del dcido desoxirribonucleico

Se obtuvieron muestras de sangre venosa en tubos revestidos de
acido etilendiaminotetraacético. Para la preparacién del ADN gend-
mico se utiliz6 sangre de acuerdo con el procedimiento comercial
(equipo de purificacién Wizard Genomic DNA, Promega, Madison,
EE. UU.).
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Determinacioén de los genotipos de catalasa

Todas las muestras de ADN de los pacientes asmaticos y
nifios sanos se genotipificaron mediante reaccién en cadena
de la polimerasa, seguido de andlisis del polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion (restriction fragment
length polymorphism [RFLP]). El polimorfismo -262 C/T de CAT
(rs 1001179) se determindé utilizando el cebador directo 5'-
AGAGCCTCGCCCCGCCGGACCG-3', y el cebador inverso de CAT
5'-TAAGAGCAGAGAAAGCATAGCT-3'. Los productos de reaccién en
cadena de la polimerasa de 185 bp se digirieron usando la enzima
restrictiva Smal. Los productos se visualizaron mediante electro-
foresis en gel de agarosa al 2%. El tipo salvaje del genotipo CC se
presenté como fragmentos de 155 y 30bp y el genotipo CT se pre-
sent6 como fragmentos de 185, 155 y 30bp. Los genotipos TT no
fueron digeridos por Smal (185 bp).

Grupos sulfhidrilo de las proteinas plasmdticas

El plasma para la determinacién de los marcadores proteicos y
lipidicos de lesién oxidativa se obtuvo a partir de sangre preparada
mediante centrifugacién durante 20 min, a 2.000 x g a 4°C.

La concentracién total de grupos sulfhidrilo reducidos (-SH,
proteinas, oligopéptidos, glutatién y aminoacidos) se determiné
mediante espectrofotometria'®. Se afiadieron 2 ml de reactivo de
Ellman (0,250 mol/l de TRIS-HCI; pH 8,2, 10 mmol/l de 5,5'-ditiobis-
2-acido nitrobenzoico) a 100 .l de la muestra y se incub6 durante
15 min a temperatura ambiente. La absorbancia se leyé a 412 nm
y el contenido de grupos-SH se calculé6 usando el coeficiente
de absorcién molar de 13.600M~'cm~! tras sustraccion de la
absorbancia del blanco de la absorbancia de la muestra. Para deter-
minar el valor normal, se us6 una poblacién de 249 individuos
sanos.

Andlisis de los peréxidos de lipidos

Las modificaciones de la estructura de los lipidos plasmati-
cos se analizaron mediante determinacién del nivel de sustancias

reactivas a acido tiobarbitdrico (thiobarbituric acid-reactive substan-
ces [TBARS])'°. Se incub6 una muestra con etanol, un 14% de acido
tricloroacético y un 0,6% de acido tiobarbittrico a 80°C durante
30 min. Acto seguido, la muestra se incub6é durante 5min a 0°C
y se centrifugé durante 10 min, a 2.000 x g a 25°C. La concentra-
cién de TBARS se determiné a partir de la absorbancia a 532 nm.
La poblacién de 249 individuos sanos se utiliz6 para determinar el
valor normal.

Andlisis estadistico

Los resultados de ambos grupos de individuos se compararon
con un andlisis ANOVA, la prueba de la t de Student y la prueba
de chi cuadrado (x2). La asociacién del polimorfismo del gen CAT
-262 C/T con el asma bronquial se determiné mediante la prueba
de x? de Pearson o la prueba exacta de Fisher. La distribucién
de los genotipos se examiné para la desviacién del equilibrio de
Hardy-Weinberg. Para analizar las frecuencias de los genotipos
CAT en pacientes con asma bronquial, comparado con nifios sanos,
se usaron las odds ratios (OR) e intervalos de confianza (IC del
95%). Para calcular la relacién entre los marcadores de estrés oxi-
dativo y los marcadores inflamométricos en el aire espirado se
us6é una correlacion de Pearson (con una correlaciéon de Spear-
man cuando estuvo indicado). Todos los valores se presentan como
medias + EEM. Se considero estadisticamente significativo un valor
de p<0,05.

Resultados

Polimorfismo de la catalasa en nifios con asma bronquial
e individuos sanos

En la tabla 1 se proporcionan la demografia y otras caracteristi-
cas de la poblacién del estudio. En 92 nifios asmaticos (37,1%) y en
19 nifios sanos (7,6%) se detectaron antecedentes familiares positi-
vos de asma. De acuerdo con la positividad de la prueba de puncién
cutanea con un panel estandar de alérgenos inhalados, 170 (68,5%)

Tabla 1
Caracteristicas generales de la poblacién de estudio
Parametro Pacientes asmaticos Individuos sanos, n (%) Valor de p
Niimero total, n (%) 248 (100) 249 (100) -
Hombres, n (%) 141 (56,9) 117 (47,0) ns
Mujeres, n (%) 107 (43,1) 132 (53,0) ns
Edad (afios) 12,28 +£0,24 13,14 +£0,48 ns
Limites de edad (afios) 5-19 5-19 ns
Atopia, n (%) 170 (68,5) - -
Antecedentes familiares de asma, n (%) 92 (37,1) 19(7,6) p<0,001
Antecedentes familiares de atopia, n (%) 133 (53,6) 37(14,9) p<0,001
Edad en momento del diagnéstico de asma bronquial, n (%) 7,14 +£2,89 - -
Asma controlada, n (%) 216 (87,0) - -
Asma no controlada, n (%) 32(13,0) - -
Tratamiento
CSI, n (%) 84 (33,9) - -
LTRA, n (%) 93 (37,5) - -
CSI+LABA, n (%) 113 (45,6) - -
Antihistaminicos, n (%) 226 (91,1) - -
Adhesioén al tratamiento, n (%) 228(91,9) - -
Marcadores inflamatorios
FEno (ppb) 25,98 +1,76 12,57+0,73 p<0,001
eCO (ppm) 1,44+0,12 0,91+0,11 p<0,001
Pruebas de funcion pulmonar
FEV; (% del valor de referencia) 94,37 +0,99 98,04+ 1,54 p<0,05
PEF;5.75% (% del valor de referencia) 88,95+ 1,98 97,92 +3,12 p<0,01

CSI: corticoesteroides inhalados; eCO: monéxido de carbono espirado; FEno: 6xido nitrico espirado fraccional; FEV;: volumen espiratorio forzado en el primer segundo;
LABA: agonistas beta; de accién prolongada; LTRA: antagonista del receptor de los leucotrienos; n, nimero de individuos; ns: no significativo; PEF: flujo espiratorio maximo;

ppb: partes por billon; ppm: partes por mill6n.
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Tabla 2

Distribucién de genotipos y alelos del gen de la catalasa (CAT) y riesgo de aparicién de asma bronquial
CAT-262C|T Individuos sanos (n=249) % Individuos asmaticos (n=248) % OR IC del 95% Valor de p X’
cC 59,4 61,3 Referencia
CT 35,7 16,1 0,36 0,23-0,54 <0,001 27,74
T 49 22,6 5,63 2,93-10,81 <0,001 32,10
Alelo C 72,9 69,4 0,67 0,50-0,89 0,006 7,66
Alelo T 27,1 30,6 1,49 1,12-1,98 0,006 7,66

IC: intervalo de confianza; n: nimero de individuos; OR: odds ratio.

Los resultados de ambos grupos de individuos se compararon con un andlisis ANOVA, la prueba de la t de Student y la prueba chi cuadrado (x?). La asociacién del polimorfismo
del gen CAT -262 C/T con asma bronquial se determiné mediante la prueba de la x> de Pearson o la prueba exacta de Fisher.

pacientes eran atépicos y 78 (31,5%) presentaban una variante no
atépica de asma.

La distribucién del genotipo y las frecuencias de alelos en asma-
ticos y nifios sanos se muestran en la tabla 2. Se identific6 una
diferencia estadisticamente significativa en la distribucién de los
polimorfismos del genotipo del gen CAT entre nifios asmaticos y
nifios sanos. En pacientes con asma bronquial hubo una mayor pre-
valencia del genotipo CAT TT (22,6%) que en individuos de control
(4,8%) (tabla 2). Hubo un aumento del riesgo de 5,63 veces de asma
en el genotipo CATTT (OR=5,63; IC del 95%=2,93-10,81; p<0,001).
El coeficiente de endogamia (consanguinidad) en los individuos de
control es -0,019 y de 0,610 en los casos. El alelo C fue el mas
habitual en asmaticos (72,9%) y en individuos sanos (69,4%). El
alelo T representd un factor de riesgo potencial (OR=1,49; IC del
95%=1,12-1,19; p<0,01). La combinacién de los genotipos CC+CT
demostro ser un factor positivo (OR=0,178; IC del 95%=0,65-1,33,
p<0,001, x?=32,10). La combinacién de la variante heterocigota
con la variante homocigota no mostré ninguna asociacién signifi-
cativa.

Separamos a la poblacién de nuestro estudio de acuerdo con
el sexo (tabla 3). No se encontré una diferencia significativa en la
distribucion de los genotipos y alelos de CAT entre nifios y nifias
asmaticos. Se hall6 una diferencia estadisticamente significativa de
la distribucion de genotipos y alelos de CAT cuando comparamos a
nifios o nifias asmaticos con nifios o nifias sanos. La variante homo-
cigota se asocié a asma bronquial en ambos sexos (OR=7,31; IC
del 95%=2,29-21,49; respectivamente, OR=4,98; IC del 95%=2,15-
11,53; p<0,001).

Efecto del polimorfismo del gen de la catalasa sobre la lesion
oxidativa de las proteinas y la peroxidacién de lipidos

En nifios con asma bronquial se detecté una mayor lesién oxida-
tiva de proteinas y lipidos en comparacién con nifios sanos (tabla 4).

Tabla 4
Marcadores de la lesién oxidativa de las proteinas y lipidos

Individuos -SH (mmol/g) TBARS (nmol/mg)
Sanos 0,1216 + 0,0019 0,0623 £ 0,002
Asmaticos 0,0623 + 0,002*** 0,0809 + 0,002***

-SH: grupo sulfhidrilo; TBARS: sustancias reactivas a acido tiobarbittrico.

Los resultados de ambos grupos de individuos se compararon con un andlisis ANOVA,
ypruebadelatde Student. Los resultados se expresan como medias + error estandar
de la media.

***p<0,001 comparado con individuos sanos.

La concentracion de grupos-SH disminuy6 del orden de 18,8 +0,7%
(p<0,001) en niflos asmaticos, comparado con individuos de con-
trol. No hubo una diferencia significativa del contenido de grupos
SH entre nifios con exacerbaciones del asmay con asma controlada.
En individuos de control no se observaron diferencias en la concen-
tracion de grupos-SH de acuerdo con el genotipo de CAT (fig. 1). En
los pacientes con el genotipo TT de CAT fue evidente una menor con-
centracion de grupos-SH (p <0,05), comparado con aquellos con el
genotipo CCy CT (p<0,05) (fig. 1).

El estrés oxidativo causé la acumulacién de TBARS en nifios
con asma bronquial. En pacientes la concentracién de estas sus-
tancias aumenté en un 29,94+ 3,2% (p<0,001). En pacientes con
exacerbaciéon del asma, los marcadores de peroxidacién de lipi-
dos aumentaron significativamente en 33,0 + 3,0%, comparado con
pacientes cuya asma era estable (p <0,05). Los valores de TBARS no
se modificaron segiin el genotipo de CAT en individuos sanos (fig. 2).
En asmaticos con el genotipo TT de CAT se identific6 una mayor
concentraciéon de TBARS (p <0,05), comparado con el genotipo CC
y también con el genotipo CT (p <0,05) (fig. 2).

Encontramos una correlacién significativa entre los marcadores
de lesién oxidativa y los parametros inflamométricos en el aire
espirado de pacientes asmaticos. Fue evidente una ligera una
correlacién significativamente positiva entre la concentraciéon de

Tabla 3
Distribucién de genotipos y alelos del gen de la catalasa (CAT) y riesgo de aparicién de asma bronquial en nifios y nifias
CAT-262C|T Individuos sanos (n=249) % Individuos asmaticos (n=248) % OR Valor de p X2
Nifios
CcC 66,7% 62,4% Referencia - -
CT 29,9% 17,0% 0,48 (0,27-0,87) 0,014 6,03
T 3,4% 20,6% 7,31 (2,29-21,49) <0,001 16,86
Alelo C 81,6% 70,9% 0,51 (0,34-0,77) 0,0014 10,19
Alelo T 18,4% 29,1% 1,95 (1,29-2,96) 0,0014 10,19
Nifias
cC 53,0% 59,8% Referencia - -
CT 40,9% 15,9% 0,27 (0,15-0,51) <0,001 17,72
TT 6,1% 24,3% 4,98 (2,15-11,53) <0,001 16,11
Alelo C 73,5% 67,8% 0,76 (0,51-1,13) 0,17 1,88
Alelo T 26,5% 32,2% 1,32(0,89-1,96) 0,17 1,88

IC, intervalo de confianza; n: nimero de individuos; OR: odds ratio.

Los resultados de ambos grupos de individuos se compararon con un analisis ANOVA, la prueba de la t de Student y la prueba chi cuadrado (x?). La asociacién del polimorfismo
del gen CAT -262 C/T con asma bronquial se determiné mediante la prueba de x? de Pearson o la prueba exacta de Fisher.
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Grupos -SH/CAT
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Figura 1. Concentracién de grupos sulfhidrilo (-SH). Comparacién de la concentra-
cién de -SH en individuos sanos (IS) y en nifios con asma bronquial (AB) de acuerdo
con el genotipo de catalasa. ***p<0,001, comparacion de los genotipos de catalasa,
fp<0,05, comparacién del genotipo TT frente al genotipo CC de catalasa en pacien-

tes, §p<0,05, comparacién del genotipo TT frente al genotipo CT de catalasa en
pacientes.

TBARS y los valores de los marcadores en aire espirado (FEno
frente a TBARS: r=0,232 [p=0,002]; eCO frente a TBARS: r=0,147
[p=0,044]). Entre la concentracién de grupos-SH y los marcado-
res inflamométricos, se observé una correlaciéon negativa ligera
o moderadamente significativa (FEyo frente a -SH: r=-0,343
[p<0,001]; eCO frente a -SH: r=-0,232 [p=0,001]). En el grupo de
control no se observaron estas correlaciones.

Discusion

El asma bronquial es una enfermedad inmunolégica compleja,
afectada por factores ambientales y genéticos y sus interacciones, y
estas probablemente desempeifian un papel clave en su patogenia
y pronéstico. El asma pertenece a un grupo de enfermedades en
las que desempefian un importante papel la lesién oxidativa y un
desequilibrio entre las sustancias prooxidantes y los antioxidan-
tes. En la poblacién del presente estudio observamos una mayor
prevalencia del genotipo TT de la enzima antioxidante CAT y un
aumento de la lesiéon oxidativa de proteinas y lipidos asociado a
asma bronquial. También encontramos que en los nifios asmaticos
con el genotipo TT de CAT estaba presente una mayor lesién oxida-
tiva comparado con otra variaciéon genética de -262 C/T de la CAT.
Hasta lo que conocen los autores, este es el primer estudio sobre la
asociacion del polimorfismo genético y la lesién oxidativa en nifios
o0 adultos eslovacos con asma.
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Figura 2. Concentracion de sustancias reactivas a acido tiobarbitdrico (TBARS).
Comparacién de la concentracién de TBARS en individuos sanos (IS) y en nifios con
asma bronquial (AB) de acuerdo con el genotipo de catalasa. ***p<0,001, compara-
cién de los genotipos de catalasa, fp<0,05, comparacién del genotipo TT frente al
genotipo CC de catalasa en pacientes, 3p <0,05, comparacién del genotipo TT frente
al genotipo CT de catalasa en pacientes.

El polimorfismo de los genes implicados en la via de la lesién oxi-
dativa NAD(P)H:quinona oxidorreductasa'®, glutatién transferasas
M1y P1'7'18 se ha asociado con asma bronquial'®17, La CAT es una
de las enzimas antioxidantes fundamentales y, por consiguiente, el
gen de la CAT es un gen candidato de muchas enfermedades que
potencialmente se relacionan con una lesién oxidativa y el estrés
oxidativo exégeno/endégeno. En el presente estudio, la frecuen-
cia del genotipo TT de la CAT fue de 0,226 en nifios asmaticos y
de 0,048 en nifios sanos (p<0,001). La frecuencia del genotipo CAT
-262 C|T fue comparable a la descrita en otros estudios europeos
(inglés, aleman, polaco y turco)'8-21. El andlisis de acuerdo con los
sexos demostré resultados similares al andlisis de toda la pobla-
cién y la variante homocigota se asoci6 a asma bronquial. Hemos
demostrado que el polimorfismo en el gen CAT puede asociarse con
una predisposicién a asma bronquial. La variante homocigota CAT
-262 C/T se asoci6 a asma en nifios blancos de origen hispanico pero
no en nifios de otro origen?2. Polonikov et al. (2009) no observaron
diferencias en las frecuencias de alelo o de genotipo del polimor-
fismo -262 C/T del gen CAT entre adultos asmaticos e individuos
de control?3. Sin embargo, observaron una asociacién entre el poli-
morfismo -21A/T del gen CAT y el asma bronquial y encontraron
que el riesgo de asma en portadores del genotipo -21AA depende
de la exposicién tanto a oxidantes como a antioxidantes. Los resul-
tados contradictorios referentes a la relacién entre el polimorfismo
del gen CATy el asma bronquial pueden explicarse por la influencia
de la etnicidad. En nuestra poblacién seleccionada de nifios eslova-
cos, el genotipo TT se asoci6é con asma bronquial y esta variacién
genética del gen de la CAT podria ser responsable de la lesion oxi-
dativa, ya que observamos un aumento de la lesién oxidativa, en
particular en nifios asmaticos portadores del genotipo TT. En dife-
rentes estudios se ha observado una disminucién de la actividad de
laCAT en el genotipo TT'1:24-26_No obstante, Forsberg et al.” revela-
ron un mayor nivel de CAT en el genotipo TT del gen CAT. EL mayor
riesgo de asma podria ser consecuencia de la disminucién de la
actividad de la CAT en el genotipo TT y el aumento posterior de
la lesién oxidativa de las biomoléculas. Observamos un aumento
de la lesién oxidativa de proteinas y lipidos en nifios con asma
bronquial. La inflamacién crénica se asocia a una mayor produccién
de especies reactivas del oxigeno y un aumento del estrés oxida-
tivo en el pulmdn. Se han demostrado mayores niveles de peréxido
de hidrégeno, radical superéxido?’ y peroxidacién lipidica?’2® en
nifios con asma bronquial. En la poblacién asmatica del presente
estudio observamos un aumento del 6xido nitrico® y de eCO. Estos
marcadores se caracterizan por una mayor concentracién en el
genotipo TT de nifios asmaticos comparado con el genotipo CC y
CT (resultados no publicados). Se ha demostrado que la combi-
nacion de la variante heterocigota con la variante homocigota es
positiva. Es posible que un alelo C sea suficiente para la funcién de
la CAT, pero se requieren otros estudios genéticos para determinar
la actividad y funcién de la CAT en diferentes genotipos y no solo
para este polimorfismo. En nifios sanos con una variante del geno-
tipo de CAT se detectan otros antioxidantes enzimaticos (como la
hemooxigenasa, superéxido dismutasa, glutatién peroxidasay glu-
tation transferasa) en la forma homocigota normal que los protege
frente a la lesién oxidativa, y, por otra parte, los nifios sanos no
presentan el aumento de los valores de las especies reactivas de
oxigeno detectado en nifios asmaticos. Es probable que la relacién
entre la lesién oxidativa y la inflamacién crénica en asmaticos sea
bidireccional. El estrés oxidativo puede exacerbar la inflamacién
existente y puede contribuir al remodelado de las vias respiratorias
y, por otra parte, una inflamacidén crénica continuada puede tradu-
cirse en una mayor produccién de especies reactivas del oxigeno y
una mayor lesién oxidativa. En el grupo de control, la comparacién
de la concentraciéon de marcadores de lesion oxidativa de acuerdo
con el genotipo de CAT no reveld diferencias significativas. En el
presente estudio la mayor peroxidacién de lipidos y modificacién



512 E. Babusikova et al / Arch Bronconeumol. 2013;49(12):507-512

de proteinas detectada podria ser consecuencia de la produccién
excesiva de especies reactivas del oxigeno o de la disminucién de
la capacidad de defensa del sistema antioxidante en asmaticos. Los
antioxidantes de la alimentacién ayudan a los antioxidantes end6-
genos a prevenir una lesién oxidativa y representan una posible
opcién terapéutica. El tratamiento con antioxidantes podria favo-
recer el tratamiento asmatico de referencia y ser un adyuvante,
en especial en pacientes asmaticos con genotipos de riesgo de las
enzimas antioxidantes. Los factores y las interacciones ambienta-
les entre genes y factores ambientales pueden influir en la actividad
de la CAT en los diferentes genotipos. No analizamos estos efectos
pero se ha demostrado que la exposicion al humo y el consumo de
fruta y verduras afectan a la actividad de la CAT en los genotipos
CC, CTy TT del gen CAT24-26.28,

El asma bronquial es una enfermedad multifactorial compleja
en la que los factores genéticos, factores ambientales y lesion oxi-
dativa son responsables de su inicio, modulacién y progresion. Los
resultados del presente estudio demuestran que los polimorfismos
del gen de la CAT pueden asociarse a asma bronquial en nifios y
pueden participar en una mayor lesién oxidativa. La variacién gené-
tica de la CAT, que protege alas células frente a las especies reactivas
del oxigeno, puede afectar al proceso asmatico. En resumen, el
asma no es una enfermedad individual sino un grupo de enfer-
medades asociadas a un aumento del estrés oxidativo, seguido de
la acumulacién de una lesién oxidativa. Esta puede representar
un importante factor que contribuya al desarrollo y persisten-
cia de la inflamacién de las vias respiratorias en nifios asmaticos.
La mayor lesion oxidativa puede ser consecuencia de reacciones
cruzadas entre el polimorfismo del gen de la CAT y factores ambien-
tales, ademas del polimorfismo del gen de la CAT y otros factores
genéticos, que pueden modular el riesgo de la enfermedad. Sin
embargo, son necesarios mas estudios sobre las interacciones entre
el polimorfismo del gen de la CAT y polimorfismos adicionales en
genes relacionados con el asma porque pueden contribuir a mejorar
nuestra comprension de una enfermedad compleja como el asma
bronquial.
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