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Resumen

El estrés oxidativo, ha sido propuesto como uno de los
mecanismos patogénicos involucrados en el desarrollo y
progresion de multiples entidades clinicas, incluyendo,
a las enfermedades neuromusculares. La aplicacion de
estrategias terapéuticas basadas en la utilizacion de agentes
protectores con capacidad antioxidante podria ser una
alternativa en el tratamiento de estos pacientes. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar la evolucion clinica,
de pardmetros hemoquimicos y de estrés oxidativo tras
el empleo de VIMANG® en el tratamiento de pacientes
pediatricos con diagnostico clinico de enfermedades
neuromusculares. El tratamiento fue aplicado de manera
experimental durante seis meses a cuatro pacientes
pediatricos con enfermedades neuromusculares atendidos
en la consulta de Genética clinica del Hospital Juan
Manuel Marquez. Antes de comenzar el tratamiento todos
los pacientes fueron valorados clinicamente y realizados
estudios bioquimicos. A los seis meses fueron re-evaluados
y se repitieron los estudios de laboratorio efectuados
inicialmente. Antes de la utilizacion de este suplemento, los
pacientes presentaban alteraciones en la fuerza muscular,
dos pacientes estaban desnutridos y se apreciaban
alteraciones en algunos de los parametros hemoquimicos
y de estrés oxidativo medidos. Después de seis meses de
tratamiento se observaron mejorias clinicas cualitativas
y una tendencia a la disminucion de las concentraciones
de productos de oxidacion a nivel sistémico, aunque no se
logré una mejoria sustancial en la eficiencia del sistema
antioxidante enzimatico enddgeno. Los resultados sugieren
que el VIMANG® puede ser incluido en el esquema de
tratamiento de los pacientes con enfermedades genéticas
que presentan un deterioro muscular progresivo. Los
marcadores de estrés oxidativo pueden resultar utiles en el
seguimiento clinico de los mismos, pero seran necesarios
otros estudios e incluir un mayor nimero de pacientes para
extender el uso de este antioxidante en el protocolo de
atencion de estos pacientes.

Palabras clave: VIMANG®, enfermedades
neuromusculares, antioxidantes, estrés oxidativo, dafo
oxidativo.

Abstract

Oxidative stress has been proposed as one of the pathogenic
mechanisms involved in the development and progression
of multiple clinical entities, including neuromuscular
diseases. The application of therapeutic strategies based on
the use of protective agents with antioxidant capacity could
be an alternative in the treatment of these patients. The
aim of this study was to evaluate the clinical, biochemical
and oxidative stress outcome after the use of VIMANG®
in the treatment of patients with clinical diagnosis of
neuromuscular diseases. The treatment was applied for six
months to four patients with neuromuscular diseases treated
at the Genetic Clinic of Juan Manuel Marquez Hospital.
Before starting treatment with VIMANG®, all patients
were clinically evaluated and biochemical parameters were
determined. At six months of treatment, the patients were
reevaluated. Before the use of VIMANG®, patients had
altered muscular strength, two patients were malnourished
and some alterations were observed in some biochemical
parameters including markers of oxidative stress. After six
months of treatment, qualitative clinical improvements and
a tendency to decrease oxidation product concentrations at
the systemic level were observed, although an improvement
in the efficiency of the endogenous enzymatic antioxidant
system was not achieved. Conclusions: The results suggest
that VIMANG® can be used in the treatment of patients
with genetic diseases that present progressive muscular
deterioration. Oxidative stress markers may be useful in
the clinical follow-up of patients with these diseases, but
further studies and a larger number of patients will be
required to extend the use of this antioxidant in the care
protocol of these patients.
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Introduccion

La alteracion del estado redox celular, debido
al incremento excesivo en las concentraciones
intracelulares de las especies reactivas del oxigeno
(ERO) y la desregulacion de las vias de sefializacion
controladas por estas, forman parte de los mecanismos
fisiopatologicos de multiples entidades clinicas, entre
ellas las enfermedades neuromusculares de causa
genética.! En estas enfermedades, entre las que
incluyen las distrofias musculares y las miopatias
congénitas, el estrés oxidativo (EO), contribuye a
la progresion de las alteraciones que se producen
en el musculo esquelético, asi como en los cambios
degenerativos que aparecen asociados a estos
defectos.!* Por tal razén, los aspectos relacionados
con la regulacion de la homeostasis redox, se ha
convertido en un blanco terapéutico potencial para
estas afecciones neuromusculares congénitas.

Estos trastornos aparecen en los primeros afios de
la vida y en su gran mayoria presentan una elevada
morbilidad y mortalidad, causando en muchos casos
discapacidad motora.’ Hasta el momento no existe
tratamiento especifico, sin embargo se reportan
multiples estudios a nivel preclinico y algunos
ensayos clinicos, donde se ha comenzado la aplicacion
de productos con propiedades antioxidantes y anti-
inflamatorias, como la Coenzima Q,, la melatonina,
la N-acetilcisteina y los polifenoles como el
resveratrol. En la mayoria de las investigaciones
estos suplementos son utilizados como opciones
terapéuticas coadyuvantes para los pacientes con estos
padecimientos.*¢ Aun cuando los resultados de los
ensayos clinicos no han sido del todo satisfactorios,
los datos derivados de estas investigaciones sugieren
que los antioxidantes pueden actuar en las primeras
fases de la enfermedad, previniendo la necrosis

muscular, pero se requiere extender estos esquemas
de tratamiento para poder evaluar los beneficios a
largo plazo de estos productos.*?

Resulta primordial antes de comenzar una terapia
con antioxidantes conocer cémo se encuentra el
estado redox del paciente a tratar.!” Este aspecto ha
sido el que mas ha complejizado el empleo de estos
productos en los ensayos clinicos, ya que no existe
un consenso en cuanto a las variables de respuesta a
utilizar en los mismos, no se tiene en cuenta la alta
variabilidad entre los pacientes y son muy diversas
las metodologias que se emplean para medir el
estado redox.'” Adicionalmente, hay que considerar
que las ERO son especies quimicas muy labiles y
altamente reactivas, por tanto, los efectos nocivos
que estas provoquen en el organismo dependeran
en gran medida de su concentracion, el contexto
celular en donde se estén generando y de la respuesta
antioxidante encargada de mantener la homeostasis
redox.? En su conjunto, todos estos aspectos han
influido en la obtencion de resultados controversiales
y en algunos casos desfavorables en los ensayos
clinicos con antioxidantes.'

En el caso de las enfermedades neuromusculares,
para emplear un antioxidante hay que considerar
adicionalmente caracteristicas propias del tejido
muscular, como su elevada demanda de oxigeno y
su capacidad regenerativa. Ademas, en el musculo,
las ERO funcionan como moléculas senalizadores, y
son necesarias en varias funciones musculares como:
los procesos de crecimiento y proliferacion celular,
el control de las vias de sefalizacion mediada por
el calcio, la captacion de la glucosa y la biogénesis
mitocondrial." > %! Por estas razones, la aplicacion de
antioxidantes alin esta en discusion y seran necesarios
un mayor numero de estudios para su incorporacion

Master en Bioquimica Clinica. Licenciada en Bioquimica. Investigador Auxiliar, Laboratorio de Genética Bioquimica. Centro

Nacional de Genética Médica. Profesor Asistente, Instituto de Ciencias Bésicas y Preclinicas “Victoria de Girdén”, Universidad de
Ciencias Médicas de la Habana. La Habana, Cuba. Email: gretel.riveron@infomed.sld.cu

Especialista de II grado en Genética Clinica, Profesora Titular e Investigadora Titular. Centro Nacional de Genética Médica.

Universidad de Ciencias Médicas de la Habana. La Habana, Cuba.

1T

v

Especialista de I grado en Genética Clinica. Servicio Municipal de Genética Mayari. Holguin, Cuba.

Especialista en Segundo Grado en Farmacologia. Investigadora Auxiliar. LABIOFAM. La Habana, Cuba.

v Licenciada en Enfermeria. Master en Asesoramiento Genético. Profesor Instructor. Hospital Pediatrico Juan Manuel Marquez.

VI Especialista IT en Investigacion, Innovacion y Desarrollo. Laboratorio de Estrés Oxidativo. Centro Nacional de Genética Médica.

VIl Licenciada en Tecnologia de Salud, Aspirante a Investigador. Laboratorio de Estrés Oxidativo. Centro Nacional de Genética Médica.

VIl Licenciada en Tecnologia de Salud, Master en Laboratorio Clinico. Laboratorio de Genética Bioquimica. Centro Nacional de

Genética Médica.

24




en el protocolo de atencion a estos pacientes.

En Cuba, se comercializa el VIMANG®, suplemento
nutricional con probadas propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias, apoyadas por los resultados de
varios estudios pre-clinicos y clinicos realizados en
el pais.!*!¢ Este suplemento ha sido utilizado como
un fitomedicamento coadyuvante de enfermedades
que cursan con dolor y/o inflamacién, como la
osteoartritis de la rodilla, por sus efectos analgésicos
y antiinflamatorios." Ademas se ha empleado en
adultos mayores con el fin de contrarrestar los
efectos del EO asociados al envejecimiento.'” Mas
reciente se documentd su inclusion en el protocolo de
tratamiento de pacientes con VIH/SIDA, mostrando
beneficios en un alto porciento de los pacientes
tratados.'® Los efectos antioxidantes de las diferentes
formulaciones registradas, se basan en la capacidad
de sus principales componentes, los polifenoles y
en particular la manguiferina, de inhibir procesos
oxidativos como la peroxidacion lipidica, asi como,
la formacion de especies quimicas reactivas, por su
capacidad de unirse a metales de transicion y asi
prevenir el efecto perjudicial de las ERO.!> 14
Basados en lo anteriormente expuesto y considerando
que en el pais ain no hay antecedentes documentados
del empleo de antioxidantes en pacientes pediatricos
con enfermedades neuromusculares de comienzo en
la infancia, el propdsito de la presente investigacion
fue emplear al VIMANG® en el tratamiento de cuatro
pacientes con estas enfermedades.

Materiales y Métodos

El VIMANG® fue incluido de manera experimental
y exploratoria en el protocolo de tratamiento
de 4 pacientes pediatricos con enfermedades
neuromusculares, de comienzo en la infancia,
atendidos por la consulta de Referencia Nacional
de Genética Clinica del Hospital Pediatrico “Juan
Manuel Mérquez”. Antes de comenzar la aplicacion
del suplemento, los padres o tutores de los pacientes
fueron citados a consulta o visitados, y se les explico
los aspectos de interés del estudio que se pretendia
llevar a cabo, los posibles riesgos para el participante,
y una vez que dieron su consentimiento verbal para
que su hijo(a) participara en el estudio, se les entregd
el modelo del consentimiento informado impreso
para su firma. La investigacion se llevd a cabo en el
contexto de un proyecto de investigacion aprobado
por el Comité de Etica del Centro Nacional de
Genética Médica y se tuvieron en cuenta los criterios
establecidos en la Declaracion de Helsinki de 1975,
modificada en el 2013.

Antes de comenzar el tratamiento con VIMANG®
todos los pacientes fueron valorados clinicamente
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por un genetista clinico y fueron realizados estudios
hemoquimicosy de EO. Alos seis meses de tratamiento
fueron re-evaluados los pacientes y se repitieron los
estudios de laboratorio efectuados inicialmente.
Desde el punto de vista clinico, se exploré en ambos
momentos, de forma cualitativa, la evolucion de las
manifestaciones clinicas de cada entidad, con énfasis
en la presencia de debilidad muscular, a través de la
posibilidad de realizacion de actividades de la vida
diaria, tales como: caminar sin apoyo, llevarse los
alimentos a la boca, subir escaleras sin dificultad,
peinarse, correr, saltar, bailar y montar bicicleta.
Ademas, se tuvo en cuenta el estado nutricional,
a través del calculo del indice de masa corporal
(IMC) y la frecuencia de aparicion de infecciones
respiratorias y su gravedad durante todo el periodo de
la investigacion.

Los estudios hemoquimicos realizados incluyeron la
determinacion de hemoglobina, glicemia, enzimas
hepaticas y creatina quinasa (CPK). Los marcadores
de EO medidos fueron las concentraciones de
malonildialdehido (MDA) y productos avanzados de
la oxidacion de proteinas (PAOP), como indicadores
de dafo oxidativo a lipidos y proteinas plasmaticas,
respectivamente. Ademas de las actividades
enzimaticas de la Cu-Zn Superéxido Dismutasa
(SOD1), la Catalasa (CAT) y la Glutation Peroxidasa
(GPx), definidos como marcadores de defensa
antioxidante. Todas las técnicas fueron realizadas
por métodos espectrofotométricos, segun reportes
descritos previamente por el grupo de trabajo del
laboratorio de estrés oxidativo del Centro Nacional
de Genética Médica, La Habana, Cuba."”

De acuerdo a la edad de los participantes, la
formulacion empleada fue el Extracto acuoso
VIMANG®, en dosis diarias de 15 a 30 mL cada
8 horas; administrado por via oral, alejado de las
comidas.

Teniendo en cuenta la naturaleza comparativa de la
situacion de EO, los resultados de los marcadores,
obtenidos antes y después del tratamiento con el
VIMANG®, fueron contrastados con los valores
obtenidos en un grupo control de referencia,
conformado por 14 nifios aparentemente sanos, en
el mismo rango de edades de los pacientes, que no
presentaran antecedentes familiares de enfermedades
neuromusculares. Ademas, se precis6 mediante la
entrevista realizada que no estuvieran utilizando
suplementos vitaminicos o sustancias antioxidantes
en el momento del estudio.

Solo se realizaron comparaciones entre los grupos
(pacientes antes y después con los nifios controles)
para los marcadores de EO, utilizando la prueba
Kruskal-Wallis. Como criterio de significacion se
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tomo el valor de p <0,05. Para este analisis estadistico
se utilizd el programa SPSS version 13.0 para
Windows.

Resultados

Los principales datos clinicos de los pacientes antes
de recibir el tratamiento con VIMANG® se muestran
en la tabla 1. De los 4 pacientes incluidos, el caso
1 se corresponde con una paciente con Distrofia
Miotoénica tipo 1 (DM1), el caso 2, con un paciente
con Distrofia Muscular de Becker (DMB) y los
casos 3 y 4 son pacientes con Miopatias congénitas

estructurales (MCE). Al finalizar el tratamiento
se evidencid clinicamente que los 4 pacientes que
fueron tratados, mostraron un aumento cualitativo
de la fuerza muscular, atendiendo a los progresos
reportados por los padres, asi como, por la posibilidad
de una mejor realizacion de las actividades de la vida
diaria evaluadas. En particular en el caso con DM1, se
notd una relajacion muscular mucho mas répida que
la inicial, la facie se torndé mas expresiva y mejord
notablemente la marcha. Se observd ademas que, en
los pacientes con MCE, las infecciones respiratorias
disminuyeron en frecuencia y gravedad.

Tabla 1. Datos clinicos de los pacientes con enfermedades neuromusculares de inicio en la infancia antes de

recibir el tratamiento con VIMANG®

. Edad TEE* - . . -
Pacientes ~ Sexo ~ Principales manifestaciones clinicas
(afios) (afios)

Miotonia severa, Fuerza muscular disminuida, hipertrofia de mtisculos, facie

Caso 1 13 F 11 ..
miopatica.

Caso 2 9 M 4 Fuerza muscular ligeramente disminuida, ligera pseudohipertrofia de los
gemelos.

Caso 3 3 M 3 Fuerza muscular ligeramente disminuida, hipotonia, infecciones respiratorias
graves y frecuentes, desnutricion.

Caso 4 11 F 11 Fuerza muscular ligeramente disminuida, incompetencia velofaringea,

infecciones respiratorias graves y frecuentes, desnutricion.

Fuente: Historia clinico-genética. Consulta de Genética Clinica. Hospital Pediatrico Docente “Juan Manuel Marquez”. La Habana. Cuba

* Tiempo de evolucion de la enfermedad.
En relacion con la evaluacion nutricional, luego de

seis meses de tratamiento, se observd una ligera
ganancia en el peso en todos los casos, lo que se

reflej6 en una mejoria del IMC, en particular en
los pacientes con MCE, que eran los mas afectados
inicialmente (Figura 1).

Figura 1. Peso e indice de masa corporal (IMC) de los pacientes pediatricos con enfermedades neuromusculares de inicio
en la infancia, antes y después del tratamiento con VIMANG®.
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Enlatabla2 se muestran los parametros hemoquimicos
medidos en los pacientes antes y después de recibir el
tratamiento con VIMANG®. Se resalta que, antes de
comenzar el tratamiento el caso con DMB, presentaba
una elevacion significativa en los niveles de la CPK,

Gretel Riveron Forment

asi como de las enzimas hepaticas, valores que
disminuyeron luego de seis meses de tratamiento. En
el resto de los casos los valores se mantuvieron dentro
del rango de valores de referencia para estos analitos
durante el tratamiento.

Tabla 2. Parametros hemoquimicos de los pacientes con enfermedades neuromusculares antes y después de

recibir el tratamiento con VIMANG®.

Hb" Glicemia ALAT ASAT CPK*
(g/dl) (mmol/l) (U/L) (U/L) (U/L)
A* D¥ A D A D A D A D
Caso 1 11,8 11,8 4,5 4,5 19,7 19,7 33 33 146 110
Caso 2 11,8 12,9 4,4 34 1167 40,6 1269 52 28681 5371
Caso 3 11,6 11,6 4,1 43 36 19,8 17 29 183 90
Caso 4 11,4 12,2 4,4 4,9 2 8,4 15 14 108 88

Fuente: Cuaderno de recoleccion de datos. Consulta de Genética Clinica. Hospital Pediatrico Docente “Juan Manuel Mérquez”. La Habana. Cuba.

* Hemoglobina

+ Creatina quinasa.

I Antes del tratamiento

§ Después de seis meses de tratamiento.

9§ Valores por encima de los intervalos de referencia.

Como se muestra en la figura 2, las concentraciones
de los marcadores que reflejan el dafo oxidativo a
los lipidos (MDA) y a las proteinas (PAOP) tienden
a disminuir luego de seis meses de tratamiento, en
particular los PAOP. En el caso de los marcadores de
defensa antioxidante estudiados (tabla 3), se observa
que la actividad de la SODI no se modificé (p>0,05),
mientras que, la actividad de la CAT disminuy6 de
manera significativa (p=0,028) una vez finalizado
el tratamiento y contrasta ademas con la reportada

para el grupo control (p=0,010). Por otra parte, se
distingue la marcada disminucion en la actividad de la
GPx con respecto a los controles (p=0,008). El efecto
de estas variaciones se evidencia cuando se evalua
la eficiencia de este sistema antioxidante, a través
de la relacion SOD/GPx+CAT, la que se mantiene
elevada en los pacientes, aun posterior al tratamiento
y difiere con la obtenida en los nifios aparentemente
sanos (p=0,0052), dado fundamentalmente por la baja
actividad de la GPx.

Figura 2. Marcadores de dafo oxidativo en los pacientes pediatricos con enfermedades neuromusculares de
inicio en la infancia antes y después del tratamiento con VIMANG®.
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Tabla 3. Marcadores de defensa antioxidante medidos en los pacientes con enfermedades neuromusculares

durante el tratamiento con VIMANG®.

Marcadores UM Pacientes Controles
Antes Después (n=14)
Actividad enzimatica SOD1" U/mL 168.4 170,5 174,2
Actividad enzimatica CAT' U/ml 85,38 63,754 74,31
Actividad enzimatica GPx* mU/ml 13427,9 6394,8" 45731,69
Relacion SOD/GPx+CAT - 0,034 0,036 0,004

Los resultados se expresan como medias aritméticas.
* Superoxido dismutasa citosolica
+ Catalasa
1 Glutation Peroxidasa.

§ Diferencias entre pacientes antes y después del tratamiento, p<0,05.

9| Diferencias entre pacientes tratados y los controles, p<0,05.

Discusion

Para valorar los posibles beneficios del uso de este
producto, fueron evaluados aspectos clinicos de
forma cualitativa y fueron empleados marcadores
hemoquimicos y de EO, como variables de respuesta
del estudio.

Todos los pacientes debutaron con la enfermedad en
edades tempranas de la infancia y la disminucion de
la fuerza muscular esta presente en todos los casos,
como caracteristica distintiva de estas enfermedades.’
Al finalizar el tratamiento se evidencio clinicamente
un aumento cualitativo de la fuerza muscular y en
los pacientes con MCE, las infecciones respiratorias
disminuyeron en frecuenciay gravedad, resultados que
en su conjunto se valoran como positivos. Asimismo,
la ganancia en peso y el restablecimiento del IMC, una
vez concluido los seis meses de tratamiento, resulta
favorable en la evolucion clinica de estos pacientes.
Este ultimo aspecto, resulta importante, debido a que
la desnutricion puede marcar las etapas avanzadas de
estas enfermedades, sobre todo cuando se afiaden las
afectaciones respiratorias graves, las que aumentan
las necesidades caldricas de estos pacientes.'®

La medicion de los niveles séricos de enzimas como,
la creatina quinasa (CPK), la alanina aminotransferasa
(ALAT) y la aspartato aminotransferasa (ASAT)
resultan de vital importancia en el seguimiento
del curso y la respuesta a la terapia de varios
trastornos neuromusculares.”” Las modificaciones
positivas observadas, en parametros como la CPK,
posterior al tratamiento, estin en concordancia
con lo reportado en la literatura en relacion con la
utilizacién de compuestos con accion antioxidante
en modelos experimentales y en pacientes con
distrofia muscular Duchenne (DMD) y DMB. En
estos estudios la suplementacion con antioxidantes
produce una disminucion progresiva de los valores
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de CPK, tal como ocurridé con la administracion
del VIMANG®.*>? En su conjunto estos hallazgos
ofrecen seguridad para el uso de este suplemento
natural antioxidante en los pacientes pediatricos.

Al finalizar el tratamiento, los marcadores de dafio
oxidativo no difirieron con los valores reportados
para el grupo control, lo que resulté una respuesta
favorable. Se resalta que, a través de la medicion de
las concentraciones plasmaticas de PAOP, no solo
se evaltan los niveles de proteinas oxidadas por
la accion del acido hipocloroso (HCIO), sino que
también, de manera indirecta se puede evaluar la
ocurrencia de procesos inflamatorios,?! de esta forma
los resultados obtenidos estan en correspondencia
con las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
descritas en estudios previos realizados con el
VIMANG®.'222 Aun cuando son escasos los reportes
sobre la utilizacion de compuestos antioxidantes
polifendlicos en el tratamiento de estos pacientes, los
datos derivados de los estudios pre-clinicos sugieren
que estos compuestos tienen como principal efecto
la inhibicion de la via de sefializacion mediada por
el NF-kB, cascada de transduccion de sefiales que
se activa en respuesta a las condiciones redox y que
media procesos como la inflamacién, la inmunidad
y otros eventos celulares como la proliferacion, la
diferenciacion y la supervivencia. 20224

Las variaciones encontradas en la eficiencia de los
sistemas antioxidantes endogenos, determinado a
través de la relacion SOD/GPx+CAT, evidencia
que se mantienen las condiciones pro-oxidantes
y que aunque la capacidad antioxidante de otros
componentes plasmaticos estén a niveles normales,
estos resultan insuficientes para contrarrestar el efecto
oxidativo provocado por el aumento en la generacion
de peroxido de hidrégeno.? Estos resultados denotan
que los pacientes mantienen deficiencias en el



sistema antioxidante enzimatico enddgeno a pesar del
tratamiento recibido. Por otra parte, basados en los
valores bajos de la actividad de la GPx que muestran
los pacientes, sugerimos que se debe tener en cuenta
la incorporacidn del selenio en la suplementacion de
los mismos. Este micronutriente es esencial para la
actividad catalitica de las selenoproteinas, las que
desempefian un papel clave en el mantenimiento
celular, las defensas antioxidantes, la funcion
mitocondrial y la respuesta inmune.?

Consideramos que son limitaciones del estudio la
insuficiente cantidad de pacientes incluidos y la falta
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de comparacion con un grupo tratado con la terapia
estandar con corticosteroides. Sera necesario llevar a
cabo un ensayo clinico controlado, que abarque un
periodo de tiempo mas extenso, en el que se empleen
variables clinicas cuantitativas y donde se mantenga
el empleo de los marcadores de EO como variables de
respuesta al tratamiento.

Finalmente concluimos que a partir de los resultados
obtenidos se puede proponer la inclusion del
VIMANG?® en los esquemas de tratamiento de los
pacientes pediatricos con enfermedades musculares
de origen genético.
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