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1- Fisiologia del seleni
- Absorcio, biodisponibilitat, deficiéncies nutricionals
- Transport de Se a través de la BHE i funcions biologiques de les

selenoproteines

El Seleni (Se) va ser descobert I'any 1817 per un quimic suec anomenat
Berzelius quan buscava l'origen d’'una malaltia que patien els treballadors d’una fabrica
d’acid sulfuric a Suecia. Durant anys se’l va considerar potencialment toxic i no va ser
fins I'any 1957 que Schwarz i els seus estudis van demostrar el seu paper beneficids i
essencial per a I'’ésser huma (Wilber, 1980). Actualment el paper biologic del Se en els
éssers vius esta ben establert i s’accepta el Se com un element traca essencial, amb
una amplia distribucid en tot I'organisme i amb una homeostasi ben regulada,
especialment a nivell del cervell (Burck, 2003).

Existeixen diferents tipus de Se, I'inorganic (en forma de selenit i selenat) i
I'organic (en forma de selenocisteina i selenometionina). El nostre organisme
incorpora tots dos tipus de Se de fonts nutricionals diverses, principalment de llegums,
cereals i carn. Una cascada complexa de reaccions converteix els compostos de Se
inorganic cap a formes organiques i viceversa. El Se és el precursor de la selenocisteina
(Sec) a la que es coneix com el 21& aminoacid. Un cop formada la Sec, la seva
incorporacio a les selenoproteines passa de manera Unica i particular: el codé de la Sec
és un trinucleodtid UGA, que és normalment un codd de terminacid. El reconeixement
del UGA com a codd per a I'entrada de Sec requereix la preséncia d’'unes seqiiéncies

reguladores conegudes amb el nom de SECIS (Sec insertion sequence) situades en la
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regié 3’ no transcrita (UTR). Una caracteristica comu de les selenoproteines és que
totes inclouen un o més residus de Sec en la seva estructura primaria.

Amb excepcid de la Selenoproteina P (SeP), totes les altres selenoproteines
tenen activitat enzimatica i és en el centre catalitic de I’'enzim on tenen I'aminoacid
Sec. De forma general, I'heterogeneitat funcional de les selenoproteines és un fet
constant ja que la sequencia d’aminoacids, 'activitat enzimatica i I'expressio en els
diferents teixits és extremadament variable. El paper i la funcié d’algunes d’aquestes
selenoproteines resta encara per descobrir, de tota manera, les funcions que se’ls hi
atribueixen sén nombroses i abracen aspectes tan diversos com prevencié del cancer,
fertilitat masculina, metabolisme de les hormones tiroidals, funcions immunes,
funcions del SNC i funcions musculars, entre d’altres (Moghadaszadeh, 2006). Degut a
les nombroses funcions de les selenoproteines, s’entén que la deficiencia de Se
disminueixi la seva activitat biologica, fet que pot conduir al desenvolupament de certs
estats patologics (Brenneise, 2005).

Una selenoproteina clau pel metabolisme del Se és la SeP, ja que a part de ser
la selenoproteina majoritaria del plasma incorpora fins a 10 residus de Sec. Es una
proteina de sintesis hepatica i conté el 50% del contingut total de Se del plasma huma.
Les seves funcions sén dues, essent la principal la d’emmagatzematge i transport de
Se. Ll'altra funcidé és possible gracies a les propietats redox del Se, que també
confereixen a la proteina activitat antioxidant. Des d’un punt de vista metabolic, el Se
provinent de la dieta és lliurat al fetge on s’utilitza per a la sintesis de SeP. La SeP és
després alliberada al plasma i lliurada als teixits diana on és transportada a nivell

intracel-lular mitjancant receptors especifics. Dins la cél-lula, la SeP allibera la Sec i
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aquesta es degrada per alliberar el Se que alhora sera reciclat per a la sintesis de novo
d’altres selenoproteines.

Especialment conegut és I'enzim glutatié peroxidasa (GPx) i més concretament
el GPx1, ja que és un dels principals enzims antioxidants de lI'organisme amb una
distribucié ubiqua i amb un paper clau en la desintoxicacié dels radicals lliures derivats
de l'oxigen (Brenneise, 2005). En la figura 1 es representen de forma grafica les
reaccions de desintoxicacido en les quals esta implicat el GPx. Nombrosos treballs
demostren que la deficiencia dels nivells fisiologics de Se esta associada a un augment
de l'estrés oxidatiu (Brenneise, 2005; Pyne-Geithman, 2009; Velazquez, 2009). Alguns
ECM cursen amb un defecte de Se perd en aquest cas secundari ja que el motiu son les
restriccions nutricionals. Les conseqiiéncies pero, també s’acaben relacionant amb

alteracions de I'activitat antioxidant de la GPx (Artuch, 2004; Gassid, 2008).
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Figura 1. Especies reactives d’oxigen i de nitrogen i reaccions implicades en la defensa
antioxidant. GSSG: glutatié oxidat; GSH: glutatié reduit; NADPH: nicotina adenina
dinucleotid fosfat (forma reduida); NADP: nicotina adenina dinucleotid fosfat (forma

oxidada); NO: oxid nitric; ONOO-: peroxinitric.

Actualment i en eucariotes, ja hi ha identificades més de 25 selenoproteines
pero s’espera que n’existeixin entre 30 i 50. La importancia de les selenoproteines va
guedar confirmada quan ratolins knock-out pel gen de Sec-tRNA morien ja en el
periode embrionari (Schweizer, 2005). Es demostra d’aquesta manera que la
importancia de les selenoproteines va més enlla d’una activitat o funcié concreta. Aixi,
quan es parla d’'una alteracio en l'estat del Se s’ha de pensar que les conseqiiencies
poden ser diverses i afectar teixits de naturalesa molt variable, per tant, s’espera que

les malalties relacionades amb I'estat del Se puguin ser a priori molt diverses.
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2- Els ECM com a model de malaltia amb deficiencia de Se
- Antecedents (déficits ja demostrats de Se en ECM)
- Efecte potencial del déficit de Se en la funcio neurologica (defecte de Se

relacionat amb déficits neurologics en la PKU)

Els errors congenits del metabolisme (ECM) sén un grup heterogeni de
desordres genetics que afecten diferents vies metaboliques de diferents organs
(incloent el metabolisme intermediari, el metabolisme energétic mitocondrial, el
lisosomal o el peroxisomal entre d’altres). Els pacients amb ECM que pateixen
aminoacidopaties o aciduries organiques es poden beneficiar d’un tractament dietetic.
Aquest es basa principalment en una restriccidé de proteines naturals i suplement amb
vitamines i micronutrients provinent de férmules especials (Saudubray, 1995; Acosta,
1996). Tot i aquesta dieta amb suplements, en algunes malalties es continuen
descrivint pacients amb defectes lleus, tant de vitamines com de micronutrients.

Entre els ECM, la fenilcetonuria en particular és una de les malalties més
estudiades i les deficiencies de Se associades al tractament dietetic han estat descrites
per diversos autors (Lombeck, 1984; Darling, 1992; Acosta, 1999). A més a més, el
deficit d’aquest element s’ha associat a una alteracié de la funcié antioxidant aixi com
a una alteracié de I'estat de les hormones tiroidals (Wilke, 1992; Sierra, 1998; Van
Bakel, 2000). En principi, els suplements amb Se i altres micronutrients semblen
resoldre aquests problemes. De totes maneres, al ser un tractament cronic en el que
I'acompliment és baix, especialment en pacients adolescents i adults, els valors de Se

poden no arribar a normalitzar-se (Brenton, 2000). D’altra banda i en el cas particular
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de la PKU, s’ha suggerit que un deficit cronic de Se podria estar associat a trastorns
neuropsicologics com per exemple el deficit d’atencié (Gassid, 2008). Per tant, es
podria pensar que un déficit cronic de Se podria tenir implicacions en certes funcions
del SNC, no només en la PKU sind en altres malalties metabodliques amb tractaments
dietétics restringits en proteines. Altres ECM que requereixen tractament dietetic i que
per tant sén també candidats a presentar deficiencies de Se sén per exemple el grup
de pacients amb defectes del cicle de la urea, altres aminoacidopaties i aciduries
organiques. En aquests casos en concret no existeixen estudis sistematics fets en
poblacions nombroses per tal de valorar el seu estat nutricional, més enlla d’alguns
estudis anecdotics (Barschak, 2007; Yannicelli, 1992).

Dintre dels ECM existeix un tercer grup de pacients, aquells que no requereixen
tractament dietetic (pacients amb malalties mitocondrials o lisosomals) dels quals
tampoc existeixen estudis que permetin valorar I'estat de Se. Cal remarcar a més, que
I'estat clinic d’alguna d’aquestes malalties pot ser tan greu que I'estat nutricional del
pacient se’n pot veure compromes.

Els efectes que una possible alteracid de Se pugui tenir sobre aquestes
malalties de naturalesa tan diversa és encara un enigma, i totes i cada una d’elles
podrien servir com a model de malaltia amb deficiencia de seleni com a consequeéncia

d’un defecte nutricional.

3- Estat de Se en el sistema nervios central avaluat pel LCR
La barrera hematoencefalica (BHE) és una barrera entre els vasos sanguinis i el
sistema nervios central que impedeix que les substancies toxiques la travessin, a I’hora

gue permet el pas de nutrients i oxigen. Es coneix que el pas de Se des dels teixits
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periferics cap al SNC es déna de forma especial a través d’aquesta estructura
anatomica (Richardson, 2005). A més a més, les cel-lules de la BHE tenen
transportadors especifics que transporten de forma activa substancies necessaries pel
correcte funcionament del cervell, com per exemple la glucosa. Per la seva part, el
plexe coroidal és un teixit vascular d’origen epitelo-endotelial que forma part del
sistema ventricular del cervell vertebrat i constitueix la barrera hematorraquidea que
separa la sang dels compartiments del liquid cefaloraquidi (Figura 2). Les seves
funcions principals inclouen nutricid, produccio del liquid cefaloraquidi, proteccié del
cervell (especialment de toxines), homeostasi i senyalitzacid bidireccional entre

d’altres (Wolburg, 2010).

SISTEMA VENTRICULAR DEL CERVELL HUMA

Part central del Ventricle lateral )
ventricle lateral dret Ventricle lateral
esquerra esquerra

3rvent.

Aquaducte

cerebral
Plexe
coroidal

4t vent.
Canal central

Figura 2. Representacié de la localitzacio anatomica del plexe coroidal al SNC.
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Pel que fa a les necessitats cerebrals, sembla que el cervell seria altament
sensible a les aportacions de Se. La SeP cerebral, a part de cobrir les necessitats
cerebrals de Se, serviria també com una font puntual de Se en cas de que n’existis un
deficit en la resta de I'organisme. Aquest fet seria possible gracies a que les cél-lules
cerebrals estan separades de la resta de I'organisme per la BHE, tot provocant un
gradient de Se i provocant que les concentracions a tots dos espais siguin diferents. De
totes maneres, el transport i el pas de Se a través de la BHE és un procés que resta
encara per clarificar. Sembla que en condicions fisiologiques, la incorporacio de Se a
nivell central implica a la SeP plasmatica com a donadora de Se al cervell a través de
les cel-lules endotelials de la BHE (Figura 3). Es en aquestes cél-lules on un enzim
anomenat selenocistein liasa alliberaria el Se, que finalment es convertiria novament
en SeP cerebral. Aquest intercanvi és dinamic i quan les concentracions cel-lulars de Se
son baixes, les formes extracel-lulars de Se com la SeP plasmatica poden incorporar-se

a nivell cerebral per aixi assegurar nivells adequats de Se cerebral (Richardson, 2005).
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Figura 3. Representacio esquematica del cicle de la selenoproteina. El fetge captura el
Se de la dieta que s’utilitza per la sintesis de SeP. El seu alliberament al plasma permet
I’Gs del Se per part dels teixits periferics. La SeP cediria el Se a les cel-lules mitjangant
un receptor especific. El transport de Se a través de la BHE es donaria de forma
semblant on el Se s’alliberaria a nivell de les cél-lules endotelials de la BHE gracies a la
selenocistein liasa. De totes maneres, alguns passos d’aquesta via queden encara per

resoldre (Richardson, 2005).

Com s’ha explicat anteriorment, ’lhomeostasi del Se esta altament regulada a
nivell del SNC (Burck, 2003) i estudis previs ja suggereixen que |'estat del Se a nivell
central és independent de les concentracions plasmatiques de Se (Forte, 2004;
Richardson, 2005). En cas de trobar-se el Se baix a nivell periferic, el cervell prioritza la

seva conservacié a nivell cerebral. Aquest fet converteix el cervell en un organ
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privilegiat pel que fa a I'aportacié de Se, i tal i com s’ha explicat anteriorment,
suggereix un paper vital de les selenoproteines en la funcid cerebral (Chen, 2003).
D’aquesta manera es justifica que les necessitats que ens plantejava aquesta
tesi anessin més enlla de la valoracié de I'estat de Se a nivell periferic. Un dels
principals objectius d’aquest treball era la valoracié de l'estat de Se en pacients
pediatrics amb malalties neurologiques. Aixi, tota la bibliografia consultada ens
indicava que per valorar I'estat de Se cerebral no era suficient estudiar el Se a nivell
periféeric ja que les concentracions entre els dos espais eren independents. El que

s’havia de mesurar era la concentracié d’aquest en liquid cefaloraquidi.

4- Avaluacié de l'estat de Se en liquid cefaloraquidi en pacients amb trastorns
neurologics

L'estat de Se cerebral s’ha investigat només en pacients adults afectats de
desordres neurologics cronics com Alzheimer, Parkinson, esclerosi multiple o alguns
tumors cerebrals (Alimonti, 2007; Meseguer, 1999; Forte, 2004).

En general, I'estrés oxidatiu aixi com la generacié de ROS (espécies oxigen-
reactives) son 2 components fortament implicats en un nombre important de
desordres neuronals i neuromusculars que inclouen infarts i malalties
cerebrovasculars, Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica i distrofia
muscular de Duchenne (Chen, 2003). El Se confereix proteccié envers el dany dels
radicals lliures a través d’enzims amb funcid peroxidasa com el GPx. Aquest fet li
conferiria un paper clau en la fisiopatologia d’aquestes malalties neurologiques.

També s’ha demostrat que una biodisponibilitat disminuida de Se per part del cervell
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estaria implicada en la patogenesi de les malalties neurodegeneratives i el procés
normal d’envelliment.

Tot i els estudis que existeixen sobre |'estat de Se en poblacions adultes
afectades d’algun procés neurodegeneratiu, no existeix literatura sobre I'estat de Se
en LCR en poblacions pediatriques, i encara menys en poblacions pediatriques
afectades d’algun desordre metabolic de base genética coneguda o desconeguda, o
d’etiologia adquirida. Aixi, I'’estudi d’aquest camp sembla prometedor, primer, perque
per a realitzar el nostre treball disposem de més de 1350 LCR de pacients amb
diagnostic i sense diagnostic, i segon, perquée com s’ha anat explicant al llarg de la
introduccid, el control de I'estat de Se cerebral sembla prou important com per poder

trobar-se reduit en aquest grup de pacients, bé de forma primaria o secundaria.

5- Paper del Se en el SNC (regulacio de la sintesi de dopamina i toxicitat)

El SNC no només es pot veure afectat per un deficit cronic de Se sind que
també és sensible a la seva toxicitat. En humans causa principalment alteracions del
sistema nervios com per exemple ataxia, descoordinacid6 motora, hiperrefléxia,
tremolor, depressio, irritabilitat i letargia (Wilber, 1980). A part, el fet que existeixi una
regulacié estreta del pas de Se a nivell de la barrera hematoencefalica i que les
concentracions entre les matrius plasma i LCR siguin tan diferents fa pensar que
petites variacions en la concentracio cerebral de Se puguin tenir efectes importants
tant per déficit com per excés. D’altra banda, alguns estudis en models animals han
suggerit que més enlla del seu paper antioxidant, el Se podria potenciar la biosintesis i
les funcions de la dopamina (Rasekh, 1997; Tsunoda, 2000). Aquesta observacid encara

no s’ha reportat en pacients amb desordres neurologics, com tampoc s’ha reportat el
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paper patogenic de I'excés de la funcié dopaminergica relacionada amb I'estat de Se.
Existeixen nombrosos estudis que relacionen els valors de Se i el recanvi de dopamina
en models animals. Alguns treballs refereixen que el Se provocaria una elevacio
significativa de la concentracié sinaptica de dopamina perdo no d’altres amines
bidogenes, alhora que potenciaria la funcié de la dopamina a través de I'estimulacié de
Se en els receptors D2 (Rasekh, 1997). Altres afirmen que el Se podria augmentar
I'activitat de la tirosina hidroxilasa (enzim que intervé en el primer pas de la sintesi de
dopamina (Castafio, 1997)). N’hi ha que també associen un augment en els metabolits
de la dopamina a nivell del cos estriat amb la ingesta de formes inorganiques de Se,
suggerint que aquests canvis tindrien un increment seleno-especific de l'activitat
neuronal de les vies dopaminergiques (Tsunoda, 2000). Finalment, Ammar i Watanabe
suggereixen que la toxicitat del Se en models animals provocaria un increment de la
funcié dopaminergica, que, al mateix temps, estaria relacionada amb canvis de
comportament i trastorns motors (Ammar, 1981; Watanabe, 1990).

Aguests estudis en animals d’experimentacié obren una porta a pensar que en
humans podrien donar-se processos similars. Aixi, 'estudi de Se a nivell cerebral no
hauria de ser una mesura aillada i puntual, sind que idealment s’hauria de
complementar amb I'estudi de les concentracions de les diferents amines biogenes i
dels seu metabolits a nivell de LCR. Tot per veure si entre ells existeix una relacio, i com

aquesta podria explicar part de la clinica dels pacients estudiats.

6- Técniques per a la determinacio de Se en matrius biologiques
En aquests ultims anys, s’ha desenvolupat en els laboratoris clinics I'aplicacié de

I’espectrometria de masses amb font de plasma acoblada (ICP-MS) (Figura 4) i alguns
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treballs cientifics han demostrat ampliament la qualitat analitica d’aquest procediment
(Mahalingam, 1997; Bocca, 2005; Hsiung, 1997). Linstrument presenta certes
avantatges quan es compara amb altres procediments, com per exemple limits de
deteccié baixos, analisi multielemental, Us d’un volum reduit de mostra, alta
sensibilitat i ampli marge de deteccid. L'aplicacid d’aquesta tecnologia en estudis
nutricionals pot ser especialment util en poblacions pediatriques ja que permet

I’avaluacio simultania de diferents elements en un volum de mostra limitat.

Figura 4. Agilent 7500ce ICP-MS.

Breument, I'aparell consta d’un nebulitzador que utilitza gas argdé per a la
introduccié de la mostra. Una vegada la mostra es nebulitza es produeix una
combustié a la font de plasma que allibera i ionitza els elements de les matrius
biologiques. A partir d’aqui, existeix un primer sistema d’eliminacié d’interferencies
que és la cel-lula de col-lisid/reacci6 amb hidrogen per a la determinacié de seleni

(Figura 5). La mostra arriba després al quadrupol on es fa la seleccié dels elements a
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analitzar. Finalment, aquests passaran al detector on s’identificaran en funcié de la

seva relacié carrega/massa.
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Figura 5. Esquema de I'aparell i de la cél-lula de col-lisid/reaccid

El fet de disposar d’aquesta tecnologia tan evolucionada per a la determinacio
d’elements traca permet que es pugui fer un estudi rapid de diferents matrius
biologiques. En aquest sentit, aquesta tecnologia proporciona I'aparell ideal per a

I’estudi que ens plantejavem fer en aquesta tesi.
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JUSTIFICACIO DE LA UNITAT TEMATICA | HIPOTESI

1- Justificacio de la unitat tematica

2- Hipotesi
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1. Justificacié de la unitat tematica

Des de ja fa uns anys, els oligoelements s’han associat a multiples trastorns,
arribant a ser d’especial importancia en el seguiment dels pacients amb ECM. En
aquest treball, la nostra atencié s’ha centrat principalment en el Se. Els motius sén en
primer lloc la deficiencia ja anteriorment demostrada que es pot observar en varis
ECM amb restriccidé proteica, i en segon lloc, la importancia d’aquest element en la
regulacié de la funcid biologica de més de 20 selenoproteines amb papers destacats
pel metabolisme cel-lular.

El primer pas per dur a terme aquest treball era I'estudi de I’estat general de Se
en sang, juntament amb altres oligoelements, en pacients amb ECM amb i sense
tractament dietétic restringit en proteines. Un cop es va comprovar i confirmar que en
els ECM amb restriccié dietética el Se era deficient en un nombre important de
pacients, el seglient pas era tractar d’estudiar si aquest defecte estava present en
malalties neurologiques greus, ja que s’ha demostrat que el déficit de Se pot alterar
algunes funcions neurologiques. Aixi, el primer pas era estudiar I'estat fisiologic de Se
en mostres de LCR en pacients sense afectacid neurologica per a I'establiment de
valors de referéncia per després estudiar I'estat de Se en aquest mateix especimen en
pacients amb diferents trastorns neurologics i comprovar si les alteracions en les

concentracions de Se podrien estar relacionades amb la fisiopatologia de les malalties.

2. Hipotesi
El Se és un oligoelement que pot estar deficient en pacients amb ECM que

segueixen un tractament dietetic restringit en proteines i, en principi, no s’hauria de
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trobar deficient en pacients sense dieta. El cervell és un organ protegit contra el deficit
de Se, per la qual cosa s’esperaria que una alteracio del Se a nivell central pogués tenir
conseqliencies negatives en la fisiopatologia de diferents trastorns neurologics i en la
seva evolucid. Paral-lelament, una alteracié primaria en I'estat de Se a nivell central
podria estar associada a trastorns neurologics de diferent origen. L'estandarditzacié de
I"analisi de Se en LCR i I'establiment de valors de referencia per primera vegada en una
poblacié pediatrica ens permetra estudiar pacients amb trastorns neurologics greus i
detectar tant els estats d’excés com els de deficiencia de Se que fins ara no han estat

demostrats en pacients neuropediatrics.
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OBIJECTIUS

1- Objectiu principal

2- Objectius concrets
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1- Objectiu principal

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral ha estat estudiar I'estat del Se en sang
i LCR de pacients amb ECM amb tractament dietetic i altres trastorns neuropediatrics

greus de diferent etiologia.

2- Objectius concrets

A) Estandarditzacié i validacio de procediments analitics per a la determinacié de
Se i altres elements en sang i establiment de valors de referéncia propis en una
poblacié pediatrica. Estudi de I'estat de Se en sang en pacients amb ECM amb
tractament dietétic i sense tractament.

B) Estandarditzaci6 i validacié de procediments analitics per a la determinacié de
Se en LCR i establiment de valors de referéncia en una poblacio pediatrica.

C) Determinacio de la concentracié de Se en LCR aixi com la seva relacié amb altres
marcadors bioquimics en LCR en pacients amb trastorns neuropediatrics
majoritariament amb diagnostic etiologic.

D) Estudi de les implicacions diagnostiques i fisiopatologiques de I'excés de seleni

en la sindrome de Kearns-Sayre.
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PACIENTS, MATERIAL | METODES

1- Pacients
Poblacié d’ estudi per a la determinacié de Se en sang: valors normals i de
pacients amb ECM
Poblacio d’ estudi per a la determinacio de Se en LCR: valors normals i de
pacients amb ECM
Poblacio de pacients amb la sindrome de Kearns-Sayre
Aspectes étics
2- Métodes analitics
Extraccio de la mostra: sang i LCR. Criteris d’exclusio
Analisis automatitzats en LCR (proteines i albumina)
Analisi de Se en sang i LCR
Analisi d’amines biogenes en LCR
Determinacio de I'activitat de GPx
Determinacio de la concentracio de 5-MTHF en LCR
3- Metodes estadistics
Validacié dels procediments analitics

Analisi estadistic

43



Estat de Se en pacients pediatrics amb malalties neurologiques Pacients, material i metodes

44



Estat de Se en pacients pediatrics amb malalties neurologiques Pacients, material i metodes

1- Pacients

Poblacié d’ estudi per a la determinacié de Se en sang: valors normals i pacients amb

ECM.

Poblacio control
Es van estudiar 92 pacients (rang d’edat 1 dia — 42 anys; mitja 6,5 anys) que van
acudir al nostre centre per intervencions quirurgiques menors. Els controls de més de
18 anys van ser voluntaris sans del nostre propi centre.
Criteris d’exclusio:
- Preséncia de malalties agudes o croniques
- Tractaments farmacologics

- Dietes especials

Pacients
S’han estudiat 72 pacients amb diferents ECM (rang d’edat 2 mesos - 44 anys;
mitja 10,5 anys). Tots ells estaven sota bon control metabolic en el moment de
I'estudi.
Aquests pacients es van classificar en 2 grups:
- Pacients amb dieta restringida en proteines (n = 48; rang d’edat 4 mesos - 44
anys; mitja 12,0 anys). D’aquests pacients, els diagnostic son: 27 PKU, 12
defectes del cicle de la urea i 9 errors congenits del metabolisme intermediari

d’acids organics i d’aminoacids (2 aciduries glutariques tipus I, 1 aciduria
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propionica, 1 aciddria metilmalonica, 3 homocistinuries classiques, 1
tirosinémia tipus | i 1 malaltia de xarop d’aurd).

- Pacients sense dieta restringida en proteines (n = 24; rang d’edat 2 mesos — 23
anys; mitja 7 anys). D’aquests pacients, els diagnostics sén: 5
hiperfenilalaninemies lleus, 7 defectes de la fosforilacié oxidativa mitocondrial,
2 defectes de la B-oxidacid d’acids grassos, 2 cistinosis, 4 malalties lisosomals, 3

galactosemies i 1 fructosuria.

Poblacié d’ estudi per a la determinacié de Se en LCR: valors normals i de pacients

amb ECM.

Poblacio control
Els valors de referéncia es van establir en 89 pacients (rang d’edat 1 dia — 18
anys; mitja 4,4 anys), que van ser sotmesos a una puncié lumbar d’urgéncia per al
diagnostic de diferents malalties (principalment meningitis bacteriana o virica). Es van
seleccionar 21 pacients més (rang d’edat 1 mes — 17 anys; mitja 3,2 anys) als que se’ls
va extreure simultaniament sang i LCR per determinar la relacié Se LCR/Se plasma.
Criteris d’exclusio:
- Presencia de malalties croniques
- Dietes especials

- Diagnostic de meningitis virica i encefalitis virica o bacteriana
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Pacients

Es van estudiar 172 pacients pediatrics amb diferents malalties neurologiques
(rang d’edat 1 dia — 18 anys; mitja 3,5 anys). Es van classificar clinicament aquests 172
pacients en diferents grups segons els seus diagnostics etiologics:

- Pacients amb errors congenits del metabolisme intermediari (n=12), errors
congenits de molécules complexes (n=8), trastorns del metabolisme energétic
mitocondrial (n=15), sindromes genétics com Rett i Angelman i/o pacients amb
trets dismorfics (n=19), malalties isquemiques o hemorragiques (n=24),
processos inflamatoris / infecciosos / expansius del sistema nervids central
(n=9), retard psicomotor (n=10), trastorns del moviment (n=9), epilépsia i
encefalopaties epileptiques sense diagnostic etiologic definit (n=35), ataxia
(n=12), i altres malalties incloent pacients amb retras mental i condicions
psiquiatriques com ara desordres de l|’espectre autista i episodis psicotics

(n=19).

Criteris d’exclusié:
- Presencia de defectes geneétics primaris que condueixen a valors disminuits d’HVA i
que reflectirien deficiencia de dopamina (deficiéncia de tirosina hidroxilasa,
deficiencies en el metabolisme de pterines i metabolisme de B6 i deficiéncia de
descarboxilasa d’aminoacids aromatics). També es van excloure els pacients amb la
sindrome de Kearns-Sayre. Aquests es van tractar com un grup apart ja que tenien un

increment molt notable dels valors d’"HVA i Se (veure apartat seglient).
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Poblacié de pacients amb la sindrome de KSS

Pacients

Es van estudiar 7 pacients afectats amb la sindrome de Kearns Sayre (rang
d’edat 7 - 34 anys; mitja 16 anys). Tots aquest pacients es van diagnosticar clinica i
biogquimicament i es van confirmar amb I'estudi genétic. Tots ells presentaven
delecions de diferent mida i localitzacid a nivell del DNA mitocondrial. Aquests pacients
es van reclutar en diferents centres del territori espanyol (Hospital Central d’Asturies,

Hospital 12 de Octubre i Hospital Sant Joan de Déu).

Aspectes étics

L'estudi dels pacients i controls es va realitzar d’acord amb la declaracié de
Helsinki de 1964 revisada I’'any 2000. El comite d’ética de I'Hospital Sant Joan de Déu
va aprovar |'estudi. Per tots el estudis genétics, es va recollir un consentiment informat

signat pels pares dels malalts o pel seus tutors.

2- Métodes analitics

A) Extraccio de la mostra: sang i LCR. Criteris d’exclusio
B) Analisis automatitzats en LCR (proteines i albumina)
C) Analisi de Se en sang i LCR

D) Analisi d’amines biogenes en LCR

E) Determinacio de I'activitat de GPx

F) Determinacio de la concentracioé de 5-MTHF en LCR
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A) Extraccié de la mostra: sang i LCR. Criteris d’exclusié

Per a I'estudi dels elements en sang, la mostra es va recollir en tubs que portaven
EDTA com anticoagulant. Posteriorment es van refrigerar a 42C fins el moment de la
determinacié analitica.

En casos en els que I'analisi de sang és simultani al de la determinacidé de Se en
LCR (objectiu 2), s’extrau la sang uns minuts abans segons un protocol préviament
descrit (Ormazabal, 2005), ja que existeixen multiples variables que influeixen en la
concentracido dels parametres bioquimics en sang i en LCR i que han de ser
controlades. La puncio lumbar s’ha de fer de 7h a 9h del mati després de 8 a 10 hores
de deju del pacient (en lactants el deju pot ser de 3 a 5 hores depenent de I'edat). En el
LCR existeix un gradient rostrocaudal (la concentracid d’alguns metabolits varia segons
la fraccid de liquid recollida), per tant és important seguir un ordre a I’hora de recollir
la mostra en els diferents tubs: :

- Primer tub (5 gotes) — histoquimica

- Segon tub (10 gotes) - neurotransmissors i Se

- Tercer tub (10 gotes) — pterines i 5-MTHF (tub tapat de la llum)

- Quart tub (10 gotes) — aminoacids
Un cop obtinguda la mostra, els tubs s’introdueixen en gel i son immediatament
traslladats al laboratori per a ser emmagatzemats a —802C fins el moment de
processar-los. Les mostres de LCR que estiguin contaminades de sang degut a una
puncidé traumatica, s’exclouen de l'estudi per una possible interferéncia de la major

concentracioé de Se en sang respecte a la de LCR.
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B) Analisis automatitzats en LCR
Les concentracions de proteina total i d’albiumina en LCR es van analitzar per

meétodes automatics en un Architect c8000 system (Abbott Laboratories, IL, USA).

C) Analisi de Se (i altres elements) en sang i LCR
Les mostres tant de sang com de LCR es van analitzar amb un espectrometre de
masses amb font de plasma acoblada (ICP-MS) Agilent 7500ce (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania). L'instrument utilitza una cél-lula de col-lisidé/reaccié6 amb
hidrogen per a la determinacié de Se i amb heli per a la determinacié de la resta
d’elements. De forma breu, després de la ionitzacié de la mostra de sang o de LCR en
la font de plasma i posterior eliminacidé d’interferencies en les cel-lules de
col-lisio/reaccid, les concentracions dels diferents elements s’analitzen per
espectrometria de masses. Aquest procediment ha estat descrit ja anteriorment
(Heitland, 2006; Wahlen, 2005). L’analisi dels diferents elements es completa en
menys de 4 minuts per mostra (Figura 6).
Per a I'analisi de sang total, després de la recollida de mostres en tubs amb
EDTA, aquestes es refrigeren a 42C fins el moment de I'analisi. Dues hores abans, les
mostres es porten a temperatura ambient i s’Thomogeneitzen delicadament.
200 pl d’aquesta sang es dilueixen 1/20 en una solucid que conté:
- 0,7 mmol/L EDTA (Merck, Darmstadt, Alemania)
- 0,07% Trit6-X-100 (Merck)
- 0,5% amoniac (Merck)

- 10 pg/L de germani i tali com estandards interns (Merck)
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Per a la determinacio de la resta d’elements (Co, Cu, Zn, Se, Mn, Mo i Mg), es van
adquirir les corresponents solucions d’estandards externs a Merck, i es van tractar de
la mateixa manera que les mostres de sang total. En el cas del Se, la corba de
calibratge comprén concentracionsde 0,1, 2,3,4i 5 pg/L.

En el cas de les mostres de LCR, 100 pl de mostra es dilueixen 1/10 en una solucid

gue conté:
- 0,7 mmol/L EDTA (Merck)
- 0,07% Trit6-X-100 (Merck)
- 2% Butanol
- 0,5% amoniac (Merck)
- 10 pg/L de germani com estandard intern (Merck)

Es van preparar cinc calibradors de Se a diferent concentracio (0, 0,2, 0,4, 0,8 i

1,2 pg/L) contenint a part 10 pg/L de germani com estandard intern. Posteriorment

van ser tractats de la mateixa manera que les mostres de LCR.

20 00 110 1Z0 130 140 150 1e0 170 18D 190 200 210 220 230 24

Figura 6. Espectres dels elements analitzats. En I'eix d’abcises apareix el pes atomic, i

en el d’ordenades I'escala de la resposta en mA.
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D) Analisis d’amines biogenes en LCR
Analisi de neurotransmissors en LCR:

La determinacié d’amines biogenes (5-HIAA, HVA) es va realitzar mitjangant
cromatografia liquida d’alta pressié (HPLC) amb par ionic i deteccié electroquimica,
segons un protocol préviament descrit (Ormazabal, 2005) (Figura 7).

Reactius

- Acetat sodic (SigmaSt Louis, MO, EUA)

- Acid citric (Sigma)

- EDTA (Sigma)

- 1-hepta sulfonic (Sigma)

- Metanol absolut per HPLC (ROMIL, Cambridge, UK)
Calibradors

- Acid 5-hidroxiindolacétic (5-HIAA) (Sigma)

- Acid homovanilic (HVA) (Sigma)

Condicions cromatografiques

HPLC (Waters, MA, USA) amb deteccié electroquimica (coulochem IlI, ESA,

Chelmsford, MA, USA)

- Columna: Nucleosil 100 C18 5um 25x0,4 (Teknokroma, Barcelona, Espanya)

- Precolumna: ODS 20 x 0.4mm (Teknokroma)

- Fase mobil: Tampé citrat/acetat sodic 0,1 mmol/L, pH 4, metanol 9%, EDTA-Na 1,2
mmol/L i 1-hepta sulfonic 1,2 mmol/L

- Flux 1,1 ml/min

- 30 w volum d’injeccio de mostra i patré de calibratge
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- Cél-lula analitica (model 5021) = +400mV; sensibilitat = 200nA
Preparacio dels patrons de calibratge
Diluir els calibradors en fase mobil fins aconseguir les seglients concentracions:
5-HIAA - 357 nmol/L
HVA - 362 nmol/L
El processament posterior és igual al de les mostres.
Procediment analitic
Dilucid (1:2) de les mostres de LCR i patrons de calibratge en fase mobil.
Centrifugar (10 minuts a 1500 x g a 49C) i filtrar el sobrenedant (Filtres 0,22um,
Millipore, Bedford, MA, USA) directament en el vial de I'HPLC.
Calcul de resultats
Els resultats es calculen mitjancant calibratge extern amb el programa
d’adquisicid de dades cromatografiques Breeze 3.3 GP software (Waters). Els resultats

s’expressen en nmol/L.
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Figura 7. Cromatograma de Patrons de calibratge de NT
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E) Determinacio de I’activitat de GPx
L’activitat de glutatio peroxidasa es va mesurar segons el metode de Plagia i

Valentine (Plagia, 1967). L’assaig per I'estudi del GPx inclou el t-butilhidroperoxid que
reacciona amb el glutatio reduit, originant t-butanol i glutatié oxidat. Aquest ultim és
constantment reduit per un excés de glutatié reductasa, proporcionant una
concentracioé constant de glutatié reduit que alhora provoca I'oxidacié del NADPH.
Reactius
- NADPH (Sigma-Aldrich)
- Glutatid reduit (Sigma-Aldrich)
- t-butilhidroperoxid (Sigma-Aldrich)
- NaHCOs (Sigma-Aldrich)
- Tampo fosfat (Sigma-Aldrich)
- EDTA (Sigma-Aldrich)
- Azida sodica (VWR International Eurolab)
- Reactiu de Drabkin (Roche Diagnostics)
Procediment analitic

Barregem 100 pl d’hemolitzat amb 100 ul del reactiu de Drabkin i ho deixem
reaccionar durant 5 minuts de tal manera que [|'hemoglobina passi a
cianometahemoglobina estable. A continuacié es dilueix la mostra amb tampé fosfat
fins a obtenir una concentracié final d’hemoglobina de 2 g/l aproximadament.
S’afegeix azida sodica al medi de reaccid per inhibir la catalasa endogena ja que el

cianur del reactiu de Drabkin és insuficient per a la seva total inhibicio.
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Calcul de resultats
Les unitats de I'activitat enzimatica es van calcular utilitzant un coeficient

d’extincio milimolar per a NADPH.

F) Determinacio de la concentracié de 5-MTHF en LCR
La determinacié de 5-MTHF es va realitzar per un procediment d’HPLC amb
deteccié de fluorescencia (Waters) previament descrit (Belz, 1994), (Figura 8).
Reactius
- Fosfat potassic monobasic (Sigma)
- Fosfat potassic dibasic (Sigma)
- Trizma Base (Sigma)
- Acid clorhidric (Merck)
- Acid ascorbic (Merck)
- Acetonitril 190 per HPLC (ROMIL)
Calibrador
- 5-metiltetrahidrofolat (MTHF) (Sigma)

Condicions cromatografiques

HPLC amb deteccid de fluorescéncia (Waters)

Columna: Nucleosil 120 C18 5um 15x0,4 (Teknokroma)

Pre-columna: ODS 20 x 0.4mm (Teknokroma)

Fase mobil: Bomba A: Acetonitril

Bomba B: Tampé fosfat 5Smmol/L pH 2,3.
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Programa de solvents de la bomba:

Temps | Flux Bomba A Bomba B

(min) (ml/min)

5 1 7% 93%

10 1 13% 87% gradient
5 1 7% 93% gradient
5 1 7% 93%

- Flux 1ml/min
- 20ul volum d’injeccié de mostra i patrd de calibratge
- Deteccio de fluorescéncia: Excitacido = 295 nm, emissié = 355 nm
Preparacio dels patrons de calibratge

Diluir el calibrador de 5-MTHF en Tris-HCl fins aconseguir una concentracio del
rang de les fisiologiques en LCR

5-MTHF - 22 nmol/L

El processament posterior és igual al de les mostres.
Procediment analitic

Dilucié (1:2) de les mostres o patrd de calibratge en 5mg/mL d’acid ascorbic
diluit en fase mobil (preparacié extemporania). Centrifugar 10 minuts a 1500 x g a 49C.

Filtrar el sobrenedant (Filtres 0,45um, Millipore) directament en el vial d’ HPLC.
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Calcul de resultats
Els resultats es calculen a través de calibratge extern amb el programa
d’adquisicié de dades cromatografiques Breeze 3.3 software (Waters). Els resultats

s’expressen en nmol/L.
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Figura 8. Cromatograma d’un patrd de calibratge de 5-MTHF.

3- Métodes estadistics

Validacio dels procediments analitics per a la determinacid de Se:

Es van calcular els seglients parametres:

- Coeficient de variacié intraserie. Es van analitzar patrons de calibratge a dues
concentracions diferents 20 vegades en la mateixa série. El coeficient es va calcular
en forma de percentatge dividint la desviacid estandard dels resultats per la mitja
aritmeética. CV= (desviacio estandard / mitja) x 100.

- Coeficient de variacié interserie. Es van analitzar patrons de calibratge en 20 séries
en diferents dies. El coeficient es va calcular en forma de percentatge dividint la

desviacié estandard dels resultats per la mitja aritmetica (veure punt anterior).
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- Interval analitic. Es va calcular diluint progressivament el patré de calibratge fins
arribar a concentracions no reproduibles.
Els altres procediments ja havien estat validats al nostre laboratori seguint els

mateixos criteris metrologics.

Analisi estadistic
Totes les variables cliniques i bioquimiques han estat recollides en una base de
dates (Microsoft Excel).
Per als estudis estadistics s’han aplicat basicament les seglients proves:
- Per al’estudi de distribucié de dades: prova de Kolmogorov-Smirnov
- Per al’associacié entre variables qualitatives: prova de Chi-quadrat
- Per ala comparacio de variables quantitatives:
Variables parametriques:
Prova T de Student per a la comparacié de mitjanes
Variables no parametriques:
Prova de Wilcoxon per a dades aparellades
Prova U de Mann-Whitney per a dades no aparellades
- Proves de correlacié simple:
Variables parametriques:
Prova de Pearson
Variables no parametriques:

Prova de Spearman
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- Proves de regressid lineal miultiple entre una variable dependent i dues o més
variables independents, per evitar el factor de confusio de I'edat i d’altres variables

importants en I'ambit pediatric.

Els detalls de cada una d’aquestes proves figuren en cada un dels articles

publicats. Els calculs estadistics es van realitzar amb el programa SPSS 19.0.
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RESULTATS

OBJECTIU 1

A) Estandarditzacid i validacié de procediments analitics per a la determinacié de
Se i altres elements en sang i establiment de valors de referéncia propis en una
poblacié pediatrica. Estudi de I’estat del Se en sang en pacients amb ECM amb

tractament dietétic i sense tractament.

Monitorization of trace elements in blood samples from patients with inborn errors
of metabolism.

Mireia Tondo, Nilo Lambruschini, Lilianne Gémez-Lopez, Alejandra Gutiérrez, Juan
Moreno, Angels Garcia-Cazorla, Belén Pérez-Duefias, Mercé Pineda, Jaume Campistol,
Maria A. Vilaseca, Rafael Artuch.

Journal of Inherited Metabolic Diseases 2010; DOI: 10.1007/s10545-009-9015-8.

En aquest primer treball ens plantejavem I'establiment de valors de referencia
per a determinats elements tragca en una mostra biologica com és la de sang total. La
necessitat venia de la inexisténcia d’estudis sobre |'estat d’aquests elements en
poblacions pediatriques afectades de diferents errors congenits del metabolisme. Es
necessitava un aparell que permetés I'estudi simultani dels diferents elements sense

utilitzar un gran volum de mostra i I'aparell ideal era un ICP-MS. Per aquest motiu,

61



Estat de Se en pacients pediatrics amb malalties neurologiques Resultats

previament el que calia fer era estandarditzar un procediment analitic fiable i
reproduible per a I'analisi multielemental.
Per a realitzar I'estudi es van utilitzar els excedents de mostres de pacients que

van venir al nostre hospital per a intervencions quirdrgiques menors.
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Sintesi de resultats

= Les caracteristiques metrologiques del procediment (coeficients de variacio i
limit de deteccid) per a la quantificaciéd dels diferents elements traga amb
finalitats diagnostiques van ser adequades.

= Els valors de referéncia per Se, Zn, Co, Cu, Mb i Mn es van estratificar segons
I’edat ja que es van observar tant correlacions positives com negatives quan es
comparaven els valors obtinguts amb I’edat dels nostres controls.

= Es van observar diferencies significatives pel Se i pel Co quan es van comparar
els valors obtinguts pels pacients amb tractament dietetic i els valors de
referencia dels nostres controls (prova ANOVA amb correccid de Bonferroni p <
0.0001).

= Es van observar diferencies significatives (prova ANOVA amb correccié de
Bonferroni p < 0.0001) quan es van comparar les concentracions de Se entre els
grups de pacients amb ECM amb i sense tractament dietetic.

= Laresta d’elements estudiats van mostrar resultats normals en tots els pacients

i no es van observar diferencies al comparar els diferents grups.
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OBJECTIU 2
B) Estandarditzacié i validacio de procediments analitics per a la determinacié de

Se en LCR i establiment de valors de referéncia en una poblacié pediatrica.

Selenium concentration in cerebrospinal fluid samples from a paediatric population.
Mireia Tondo, Juan Moreno, Mercedes Casado, Nuria Brandi, Cristina Sierra, Maria A.
Vilaseca, Aida Ormazabal, Rafael Artuch.

Neurochemical Research, 2010; 35 (8), 1290-1293.

En aquest segon treball ens plantejavem |'establiment de valors de referencia
pel seleni en LCR. La necessitat venia de la inexisténcia d’estudis sobre I'estat d’aquest
element en poblacions pediatriques i de la potencial associacié entre una alteracié en
les concentracions de Se i algunes funcions neurologiques. A més, la implicacié del Se
en la sintesi i funcio de més de 20 selenoproteines feia pensar que era important
estudiar les concentracions de Se a nivell del SNC. Per tant calia estandarditzar també
un procediment per a la quantificacié de Se en LCR emprant un ICP-MS.

Per a realitzar I'estudi es van utilitzar els excedents de mostres de LCR de
pacients que van venir al nostre hospital sota la sospita d’una infecciéd central
(meningitis virica o bacteriana) als quals es va realitzar una puncié lumbar que I'estudi

microbiologic finalment va descartar.
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Sintesi de resultats

= Les caracteristiques metrologiques del procediment (coeficients de variacio i
limit de deteccid) per a la quantificaci6 del Se en LCR amb finalitats
diagnostiques van ser adequades.

= Els valors de referencia es van estratificar en 3 grups en funcid de I'edat, ja que
es va observar una correlacié negativa entre els valors obtinguts i I’edat dels
nostres controls (test de Pearson r =-0,476; p < 0,0001).

= |Les concentracions de proteina total i d’albumina en LCR estaven
correlacionades positivament amb les concentracions de Se (test de Pearson r =
0,446; p <0,001; r=0,789; p < 0,001, respectivament).

= Amb I'analisi de correlacié multiple es va confirmar que tant I’edat dels nostres
controls com els valors de proteina total estaven correlacionades amb els
valors de referencia de Se en LCR obtinguts.

= Els valors de Se en LCR correlacionaven positivament amb I'activitat de I'enzim
GPx (test de Pearsonr =0,431; p <0,001).

= No es va observar correlacié entre els valors de Se a nivell plasmatic i els valors
obtinguts en LCR. Els valors de Se en LCR eren aproximadament 30 vegades

inferiors als observats en plasma.
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OBJECTIU 3
C) Determinacio de la concentracié de Se en LCR aixi com la seva relacié amb altres
marcadors bioquimics en LCR en pacients amb trastorns neuropediatrics amb

diagnostic etiologic.

Cerebrospinal fluid selenium concentrations in paediatric patients with neurological
disorders.

Mireia Tondo, Aida Ormazabal, Mercedes Casado, Merce Pineda, Jaume Campistol,
Belén Pérez-Duefias, Angels Garcia-Cazorla, Mercedes Serrano, Rafael Artuch.

En revisio.

Un cop establerts els valors de referencia per a una poblacié pediatrica, el
seglient pas era I'estudi de I'estat de Se en LCR de pacients afectats amb diferents
malalties neurologiques. Estudis anteriors ja deixaven clar que I"homeostasi del Se al
SNC estava altament regulada (Burck, 2003), i nombrosos estudis suggerien que les
concentracions de Se entre la sang i el SNC eren diferents. (Richardson, 2005; Tondo,
2010).

L'estat de Se en LCR s’havia investigat en alguns desordres neurologics cronics
en pacients adults, com per exemple Parkinson, esclerosis multiple i la malaltia
d’Alzheimer (Meseguer, 1999; Alimonti, 2007; Forte, 2004), on s’hipotetitzava un

potencial paper del Se per al desenvolupament d’aquestes malalties. D’altra banda,
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estudis previs fets en models animals suggerien que més enlla de les ben conegudes
funcions biologiques del Se, aquest també podia potenciar la biosintesis i les funcions
de la dopamina (Rasekh, 1997; Tsunoda, 2000).

De totes maneres, la necessitat d’aquest treball naixia del fet que no existien
treballs previs sobre I'estat de Se en LCR en una serie llarga de pacient pediatrics
afectats de diferents malalties neurologiques tot i la gran evidencia del paper de Se en

la fisiopatologia dels desordres del SNC.
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Sintesi de resultats

Divuit dels 172 pacients estudiats presentaven valors alterats:

0 8 d’ells presentaven valors lleugerament disminuits de Se compresos
entre 0,55 i 0,66 pg/L (mitja 0,62; DS 0,04). Un d’ells patia una malaltia
mitocondrial, 2 asfixia perinatal, 2 encefalopatia epileptica, 1
tetraparésia espastica i 1 infecci6 congénita causada per
citomegalovirus.

0 Deu pacients presentaven valor elevats de Se de 2,3 a 5,4 ug/L (mitja
3,7; DS 1,16). Quatre pacients patien asfixia perinatal, 3 encefalopatia
epileptica, 2 malalties mitocondrials i 1 sindrome de Rett.

Entre els 10 casos amb valors elevats de Se, 4 tenien també valors alts de
proteina en LCR (3 casos d’asfixia perinatal i 1 cas de malaltia mitocondrial).
Cinc dels 18 pacients amb els valors de Se en LCR alterats presentaven també
valors alterats d’'HVA en LCR, i 7 d’ells de 5-HIAA.

Quan es va aplicar el test de Chi quadrat, no es va trobar associacié entre els
valors de Se en LCR i els valors d’amines biogenes.

Després d’aplicar un test de correlacié simple, es van trobar fortes associacions
entre els valors de Se i HVA en LCR (r = 0,405; p < 0,001), Se i 5-HIAA en LCR (r =
0,583; p < 0,001), Se en LCR i edat (r =-0,270; p < 0,001), Se en LCR i activitat de

GPx (r=0,648; p < 0,001).
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= Aquesta correlacié entre el Se i les amines bidogenes en LCR es perdia després
de realitzar un analisi multiple de regressid lineal controlant I'efecte de

confusidé que exercia I'edat.
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OBIJECTIU 4
D) Estudi de les implicacions diagnostiques i fisiopatologiques de I'excés de seleni

en la sindrome de Kearns-Sayre.

Biochemical parameters to assess choroid plexus dysfunction in Kearns-Sayre
syndrome patients

Mireia Tondo, Ignacio Malaga, Mar O’Callaghan, Mercedes Serrano, Sonia Emperador,
Aida Ormazabal, Eduardo Ruiz-Pesini, Julio Montoya, Elena Martin-Hernandez, Maria T
Garcia-Silva, Angels Garcia-Cazorla, Mercé Pineda, Rafael Artuch.

Mitochondrion 2011; PMID: 21745599

El nostre anterior treball ens havia permés observar que existia un grup
clarament definit de pacients amb uns valors de Se en LCR permanentment elevats
sense una explicacié clara. L’Unica caracteristica comu és que aquests pacients patien
malalties mitocondrials per delecions del DNA mitocondrial. Aquest grup de pacients
no es van incloure en el treball anterior sin6é que es van tractar com un grup apart.

Per aquest objectiu, ens plantejavem I’estudi d’uns parametres bioquimics que
ens permetessin detectar la disfuncié del plexe coroidal en pacients afectats de la
sindrome de Kearns-Sayre (malaltia mitocondrial que cursa amb deleci6 del DNA
mitocondrial). Els parametres escollits per a I'estudi eren proteines totals, 5-MTHF,

HVA i concentracions de Se. Si bé ja es coneixia que tant les proteines com el 5-MTHF
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es troben alterades en la sindrome de KSS, no existien referéncies pel Se i només un
unic treball del nostre grup apuntava a la possibilitat d’un augment d’amines biogenes,
concretament d’HVA en LCR.

Aqguest estudi obriria la porta a I'establiment d’un perfil especific per aquells
casos que presentessin disfuncié del plexe coroidal, que semblaria ser un organ diana

en aquest tipus de malalties.
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Sintesi de resultats

= Els valors de Se en LCR es van estudiar en 6 dels 7 pacients diagnosticats de KSS
en diferents hospitals en aquests darrers anys, i en tots els casos els valors eren
clarament més alts que el limit superior de referéncia.

= A més a més, els pacients presentaven tant valors elevats d’HVA com de
proteines, aixi com valors disminuits de 5-MTHF en LCR.

= Agquet nou perfil bioquimic sembla ser caracteristic de la sindrome de KSS, ja
gue dels 1350 LCR analitzats al nostre laboratori en els darrers anys, només
s’han detectat amb aquest perfil els 7 casos de KSS.

= |’establiment d’aquest perfil diagnostic ens va permetre detectar i confirmar
un nou cas de KSS que presentava una clinica menys suggestiva, sense la
necessitat de recorrer a proves diagnostiques innecessaries i assolint alhora un
diagnostic molt més rapid.

= Després de practicar-li una biopsia de muscul al pacient, els estudis genetics
van mostrar que aquest presentava una deleci6 de 5800 pb i 80%

d’heteroplasmia del genoma mitocondrial.
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DISCUSSIO

1- Discussid conjunta

2- Discussio per temes
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1. Discussié conjunta

Una de les nostres principals necessitats pel control regular dels pacients amb
malalties metaboliques i tractament dietetic era la monitoritzacié de diferents
elements traca en diversos fluids biologics. Tradicionalment s’havien descrit
deficiencies d’alguns d’aquests elements en aquells pacients que tenen com a base del
seu tractament les dietes restrictives en proteines (Saudubray, 1995; Acosta, 1996). De
tots aquests elements, el Se semblava un candidat ideal i préviament ja s’havien
descrit deficiencies en algunes malalties metaboliques, com per exemple la PKU
(Lombeck, 1984; Darling, 1992; Acosta, 1999). El nostre grup ja havia demostrat
I"associacié del deficit de Se i certes disfuncions neuropsicologiques en pacients PKU
(Gassid, 2008). A part, la importancia del Se radicava en el fet de ser un element
important per al correcte funcionament d’algunes selenoproteines essencials
(Moghadaszadeh, 2006). Per tant, ens semblava d’interés monitoritzar les
concentracions de Se en sang (com a marcador de déficit nutricional), i en LCR (com a
marcador potencial de mecanismes fisiopatologics en malalties d’ambit
neuropediatric). L'adquisicido d’un sistema d’ICP-MS a través de l'Instituto de Salud
Carlos 11l (ISClll), ens va permetre iniciar aquests estudis al nostre centre i d’aquesta
manera introduir aquesta tecnologia en 'area de les malalties rares. Les avantatges
d’aquest aparell eren principalment permetre I'analisi simultani i multielemental per a
una mateixa mostra, Us d’un volum de mostra molt petit (100-200 pl) i rapidesa en
I’analisi (menys de 5 minuts per mostra).

En aquest tipus de treballs de recerca aplicada que fem al nostre centre, els passos

son comuns i comencen amb I'estandarditzacié de procediments, I'establiment de
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valors de referencia i per ultim I'estudi de diferents poblacions seleccionades amb

diferents malalties.

2. Discussio per temes

Estandarditzacio i validacié de procediments analitics per a la determinacié de Se i

altres elements en sang i establiment de valors de referéncia propis en una poblacio

pediatrica. Estudi de I'estat del Se en sang en pacients amb ECM amb tractament

dietétic i sense tractament.

Les caracteristiques metrologiques del procediment (coeficient de variacio i
limits de deteccid) per a la quantificacié dels diferents elements traca amb finalitats
diagnostiques van ser adequades segons les especificacions de qualitat del nostre
laboratori (acreditat per la norma ISO 15189; ENAC).

Els valors de referencia per Se, Zn, Co, Cu, Mb i Mn es van estratificar segons
I'edat ja que es van observar tant correlacions positives com negatives quan es
correlacionaven els valors obtinguts amb |'edat dels nostres controls. A part, els
nostres valors coincidien amb aquells descrits previament en altres poblacions
principalment adultes perd també pediatriques (Gropper, 1988; Molina, 1998; Forte,
2004; Alimonti, 2007).

Es coneix que alguns pacients amb ECM poden presentar deficiencies en
vitamines i elements traca (ja que en molts casos el seu tractament consisteix en una
dieta restringida en proteines) (Saudubray, 1995; Acosta, 1996). En alguns pacients,

especialment en els PKU, aquest tipus de deficiencies ja havien estat anteriorment
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descrites (Lombeck, 1984; Darling, 1992; Acosta, 1999). De totes maneres, aquest
treball era pioner pel fet d’estudiar simultaniament diferents elements traga en sang
total tant en pacients diagnosticats d’ECM amb restriccié dietetica com en pacients
amb dieta lliure. Pel Se en concret, la seva deficiéncia és important perquée aquest
element esta implicat en diferents enzims del sistema antioxidant i del metabolisme
hormonal entre d’altres (Moghadaszadeh, 2006). En referéncia els nostres resultats, la
ingesta diaria mitja de Se en els pacients PKU estudiats era lleugerament superior a les
recomanacions dietetiques. Per tant, tot i la féormula especial enriquida en Se, un
nombre important de pacients no arribava als valors normals de Se si bé en tots els
casos la deficiéncia era lleu. Els valors disminuits de Se es van observar en altres grups
amb ECM amb dieta restringida en proteines (desordres del cicle de la urea i acidémies
organiques). Aquests resultats reforcen la hipotesi d’'una baixa biodisponibilitat del Se
guan s’aporta en formules artificials. De fet, ja s’ha demostrat que segons la forma de
presentacio del Se (organic o inorganic), la biodisponibilitat varia de forma important
(Van Dael, 2001). Per altra banda, pacients amb altres ECM sense tractament dietétic,
com desordres lisosomals o fins i tot pacients amb fenotips molt greus com ara
encefalopaties mitocondrials i amb dificultats d’alimentacid, no van mostrar aquesta
deficiencia de Se.

Cal destacar el cas del Co, ja que alguns pacients amb ECM i tractament dietéetic
presentaven també valors lleugerament més baixos de Co respecte als valors de
referencia. Igual que en el cas del Se, aquests pacients tenien unes ingestes diaries de
Co superiors a les recomanacions dietétiques. De totes maneres, la millor manera per

avaluar I'estat del Co en l'organisme és a través de la determinacié de cobalamina, ja

113



Estat de Se en pacients pediatrics amb malalties neurologiques Discussié

que aquesta és la principal forma biologicament activa en humans (Herrero, 1998).
Aixi, I'estudi de l'estat de Co en l'organisme i els resultats trobats tindrien una
repercussio clinica i dietetica d'importancia limitada.

Malgrat que alguns d’aquests pacients presentaven malalties molt greus, la
resta d’elements (Zn, Cu, Mg, Mn i Mo) mostraven valors normals en totes les
diferents poblacions estudiades, tant les que seguien dieta com les que no. Aixi,
guedava clar que el Se era l'element més afectat en pacients amb malalties
metaboliques i dieta restringida en proteines, per tant, la seva monitoritzacié

semblava important i del tot justificada.

Estandarditzacio i validacié de procediments analitics per a la determinacid de Se en

LCR i establiment de valors de referéncia en una poblacid pediatrica.

Partint de la base de que no existien estudis previs sobre I'estat de Se a nivell
central en poblacions pediatriques, el pas seglient era estandarditzar la determinacid
de Se en un especimen diferent com el LCR. Les caracteristiques metrologiques del
procediment (coeficients de variacid i limit de deteccid) per a la quantificacié del Se en
LCR amb finalitats diagnostiques van ser adequades. Els valors de referencia es van
estratificar en 3 grups en funcié de I'edat, ja que es va observar una correlacié negativa
entre els valors obtinguts i I'’edat dels nostres controls. Es va observar que aquests
valors estaven més elevats en la poblacié de nounats que en la resta.

En referéncia als estudis de correlacid, va ser interessant observar que no

existia relacié entre les concentracions de Se en sang i les de LCR. En canvi, es va
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observar que els valors de proteina total estaven associats a les concentracions de Se
en LCR, suggerint que una fraccid6 important del pool/ de Se del LCR va lligat a
I"albumina. Per tant, i coneixent que les concentracions de Se en plasma sén molt més
elevades que les del LCR, s’hauria d’esperar que les concentracions de Se
augmentessin en aquells casos en els que s’alterés la permeabilitat de la barrera
hematoencefalica. L'estreta regulacié que es produiria a nivell central (ja que les
concentracions del plasma eren aproximadament 30 vegades superiors a les
observades pel mateix pacient en LCR), reforca la importancia de I’homeostasi del Se
cerebral, tant per evitar efectes toxics com deficiencies d’aquest element a nivell de
sistema nervios central (Richardson, 2005). Aquesta primera aproximacio a I'estat del
Se cerebral en poblacié control ens obria les portes per a I'estudi dels valors de Se en
LCR en pacients afectats de malalties metaboliques de causa diversa. Cal recordar que
en el primer treball d’aquesta tesi es demostra que un nombre important de pacients
amb aquestes malalties i tractament dietétic, especialment els pacients PKU,
presentaven de forma repetida valors baixos de Se a nivell periferic.

Encara que la investigacio de la fisiopatologia del Se en relacio a la funcid de les
selenoproteines no és un objectiu principal d’aquest treball, es va voler analitzar si els
valors de Se correlacionaven amb I’activitat d’'una d’aquestes: la GPx, i, efectivament
es va trobar una associacié positiva. Aquesta confirmacio déna emfasi al fet de que la
guantificacié de Se a LCR reflexa com a minim una de la seves funcions, I'antioxidant,
donant suport a treballs previs en els quals ja es demostrava que els valors de Se en
plasma correlacionen amb I'activitat GPx i I'activitat de la trio deionotidasa (Van Bakel,

2000).
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Determinacio de la concentracidé de Se en LCR aixi com la seva relaciéo amb altres

marcadors bioquimics en LCR en pacients amb trastorns neuropediatrics amb

diagnostic etiologic.

Aquest és el primer estudi sobre valors de Se en LCR fet en una poblacid
pediatrica afectada de diferents malalties neurologiques. L’establiment previ de valors
de referéncia per a una poblacié pediatrica (Tondo, 2010) ens va permetre identificar
casos amb valors disminuits i augmentats de Se en LCR.

Referent als valors de Se en LCR, 18 de 172 els van presentar alterats.
D’aquests, 8 els presentaven lleugerament disminuits quan es van comparar amb els
de la nostra poblacio de referencia. Els perfils clinics d’aquests pacients eren
heterogenis, fet que condueix a pensar que aquesta observacié té una importancia
clinica i bioquimica limitada. Existeixen estudis semblants en poblacions adultes
afectades de malalties neurodegeneratives on s’ha observat també valors
lleugerament disminuits de Se a nivell central (Chen, 2003; Meseguer, 1999; Forte,
2004), reforcant la hipotesi que la deficiéncia de Se a nivell central podria ser un fet
secundari a condicions neurologiques croniques, on aquest element desenvoluparia un
rol fisiopatologic secundari. De la resta de mostres de LCR, 10 van presentar valors
augmentats de Se en aquest especimen. Tal com s’ha descrit a la part de resultats, els
valors augmentats de Se es van detectar en condicions cliniques molt diverses entre si
(4 asfixies perinatals, 3 encefalopaties epiléptiques, 2 desordres mitocondrials i 1
sindrome de Rett). Les possibles implicacions patofisiologiques que aquests valors alts
de Se poden tenir no estan clares, tot i que no es poden descartar els efectes toxics, ja

gue el SNC és sensible a la intoxicacio per Se (Wilber, 1980). A part, estudis en models
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animals han associat el Se a un increment de la funcié dopaminérgica fet que esta
alhora relacionat amb canvis en el comportament i alteracions motores (Ammar, 1981;
Watanabe, 1990). D’altra banda no es pot descartar que els valors alterats de Se en
LCR també es puguin explicar per una alteracido en la permeabilitat de la barrera
hematoraquidea tal i com es demostra en els pacients afectats amb la sindrome de
Kearns-Sayre (Tondo, 2011) (veure més endavant). Un altre fet que reforcaria la idea
d’una alteracio a nivell de la barrera és que en el present treball, 4 (3 amb asfixia) dels
10 pacients amb valors alts de Se en LCR presentaven també valors alts de proteines a
nivell central.

Es important citar uns estudis previs que suggereixen que els valors de Se en el
SNC poden estar associats a un increment en el recanvi de dopamina en models
animals. El Se podria potenciar la funcié de la dopamina gracies a I'accio que té sobre
els receptors D2 (Rasekh, 1997), aixi com incrementar I'activitat neuronal de les vies
dopaminérgiques (Tsunoda, 2000). En aquest sentit, els resultats obtinguts en la série
de pacients KSS donaria suport a la idea de que els valors elevats de Se en LCR tindrien
un paper important en la regulacié del metabolisme de la dopamina, provocant un
augment de la concentraci6 d’'HVA en LCR (Tondo, 2011). De totes maneres, els
resultats d’aquest treball en concret no donen suport a aquesta hipotesi ja que quan
es va aplicar I'analisi multiple de regressio lineal, es va observar que I'edat actuava
com a factor de confusid sobre els valors d’HVA i 5-HIAA cerebrals.

Entre les funcions essencials del Se, la més coneguda és I'antioxidant ja que el
Se és cofactor de l'enzim GPx (Chen, 2003; Brenneisen, 2005; Gromer, 2005;

Moghadaszadeh, 2006), i com ja s’ha demostrat en treballs anteriors, les deficiencies
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de Se causen increment de I'estrés oxidatiu (Van Bakel, 2000). La forta associacio
positiva observada entre el Se i I'activitat de GPx donaria suport al fet de que la
determinacié de Se és util com a biomarcador de les defenses antioxidants que

depenen de Se.

Estudi de les implicacions de I’excés de seleni en la sindrome de Kearns-Sayre

Els treballs anteriors (I'establiment de valors de referencia i I'estudi de I'estat
de Se en pacients amb malalties metaboliques de naturalesa diversa) ens va permetre
observar que de forma constant i sistematica hi havia un grup de pacients que
presentava uns valors clarament elevats de Se en LCR. Aquests pacients estaven
afectats de la sindrome de Kearns-Sayre. Els efectes directes d’aquest augment de Se
al sistema nervids central sén encara desconeguts, tot i que la seva importancia i
regulacié en aquest nivell aixi com la seva potencial toxicitat estan ben establertes
(Wilber, 1980; Richardson, 2005).

Com ja s’ha mencionat anteriorment, el SNC és sensible als efectes toxics
provocats pel Se, i en humans s’ha descrit signes com ataxia, incoordinacid motora,
hiperreflexia, depressid, tremolor, irritabilitat i letargia (Wilber, 1980). Alguns
d’aquests signes i simptomes es poden observar també en el KSS, especialment aquells
més relacionats amb el cerebel (ataxia, falta de coordinacié motora i tremolor). Tot
aix0, ens va permetre hipotetitzar en el seu moment que aquests nivells elevats de Se
podrien contribuir en part dels mecanismes fisiopatologics tipics d’aquesta malaltia. En

un treball previ fet en el nostre grup (Serrano, 2010), ja s’havien descrit noves
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caracteristiques bioquimiques de la malaltia. S'observava que com més alts els valors
de proteina en LCR, més baixes les concentracions de 5-MTHF, donant suport a la
hipotesi d’un transport defectuds a nivell del plexe coroidal. La causa d’aquestes
alteracions estaria relacionada amb Il'acumulacié de copies mutades de DNA
mitocondrial en el plexe coroidal (Tanji, 2000), un dels principals teixits afectats.
Aquesta acumulacié provocaria una disfuncio dels processos de transport dependents
d’energia, com per exemple el transport de proteines i 5-MTHF. Aquesta disfuncio
podria explicar també els valors elevats de Se a nivell de LCR. Cal destacar que la
concentracio de la resta d’elements estudiats en LCR (Cu, Zn, i Mg) va ser normal,
reforcant I'idea de que els problemes de transport en aquesta malaltia serien selectius
pel Se. De forma permanent, es va observar que els valors d’"HVA també estaven
elevats (Serrano, 2010). Es podria hipotetitzar que els valors elevats d’"HVA en el KSS
podrien ser conseqiéncia de l'alteracié de les proteines relacionades amb la
neurotransmissié. Aquesta alteracid estaria causada per un defecte energetic que
conduiria a la degradacié de dopamina (Serrano, 2010), tot i que una disfuncio del
transportador OAT-3 no es podria descartar (Spector, 2010). Aquest transportador
s’expressa de forma molt important a nivell del plexe, i la seva missié és eliminar ’'HVA
(metabolit terminal de la dopamina) des del LCR a la sang. De totes maneres, tant HVA
com 5-HIAA s’eliminen del cervell a través de 'OAT-3, per tant si la disfuncié estes
localitzada en aquest transportador, s’esperaria que els 2 parametres estiguessin
alterats. La nostra hipotesi era que el Se pogués ser la causa dels valors alts d’"HVA
observats. Tot i que no s’ha descrit mai en pacients amb desordres neurologics,

existeixen treballs on es demostra que el Se pot potenciar la biosintesi de dopamina i
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algunes de les seves funcions relacionades en models animals (Rasekh, 1997; Tsunoda,
2000). Per exemple, el seleni pot potenciar la funcié dopaminergica per estimulacio
dels receptors D2 (Rasekh, 1997). De la mateixa manera, la ingesta de Se inorganic pot
provocar un increment en els metabolits de la dopamina a nivell del cos estriat,
suggerint que aquest canvis potenciarien una activitat neuronal incrementada en les
vies dopaminergiques (Tsunoda, 2000). Tots aquests estudis obrien en el seu moment
una porta per relacionar les concentracions d’HVA (com a principal metabolit de la
dopamina) amb I'estat de Se a nivell central. En aquest sentit, els nostres resultats
reforcaven I'idea de que nivells alts de Se tinguessin un paper clau en la regulacié del
metabolisme de la dopamina, i conseqlientment, es poguessin associar a valors elevats
d’HVA. Tot i que en el treball anterior no es va poder demostrar una relacid estadistica
entre les concentracions de Se i les d’amines bidogenes, no es pot descartar que aquest
efecte es localitzi a nivell neuronal i que per tant I'analisi bioquimic del LCR no permeti
detectar canvis tan subtils perd no per aixd menys importants a nivell neuronal.

L’us d’aquest nou perfil per a I'avaluacié de la disfuncié del plexe coroidal en el
KSS pot tenir diferents conseqiiencies. Durant els darrers 10 anys, en el nostre centre
s’ha analitzat més de 1350 mostres de LCR pel diagnostic i investigacio
d’encefalopaties pediatriques d’origen desconegut. Només els 7 pacients amb KSS han
mostrat aquest perfil caracteristic. Aquest fet reforca I'idea de que valors baixos de 5-
MTHF cerebral i valors elevats d’"HVA, de Se i de proteines sén altament especifics pel
KSS. Encara no esta clar si aquest perfil pot estar alterat en altres malalties que afectin
el plexe coroidal, ja que no hi ha moltes malalties que afectin aquest teixit de forma

especifica. De totes maneres, s’ha descrit més de 100 transportadors de la barrera
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hematoencefalica i el plexe coroidal (Spector, 2010) i és possible que altres parametres
bioquimics estiguin també alterats en aquesta sindrome. Un altre aspecte important
de I'estudi d’aquest perfil bioquimic és que pot conduir a un diagnostic precog de KSS,
fet rellevant ja que és una malaltia molt greu. Aquesta troballa facilitaria la introduccid
preco¢ d’un tractament amb suplements de 5-MTHF aixi com l'opcié d’oferir un
control de I'homeostasi del Se. De fet, el nou pacient que es va identificar arran
d’aquest treball presentava una clinica atipica, sense afectacié dels principals organs
que caracteritzen aquesta sindrome. El pacient no presentava retras psicomotor,
afectacié cardiaca, oftalmoparésia ni tampoc afectacié de diferents glandules
endocrines, normalment afectades (Serrano, 2010). A diferéncia dels altres casos, el
pacient presentava com a trets clinics principals, estrabisme, tremolor intencional i

ataxia troncal.
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CONCLUSIONS

1. Per valorar l'estat dels diferents elements traca en estudis nutricionals és necessari
establir valors de referencia ja que la gran majoria de valors s’han d’estratificar en
funcié de I'edat. Tant les mostres de plasma com les de sang sén valides per detectar

les deficiencies de seleni.

2. Tot i I'aportacié adequada de suplements, els pacients amb ECM i tractament
dietétic restringit en proteines mostren uns valors de seleni lleugerament disminuits.
Aquests pacients s’haurien de monitoritzar de forma regular. La resta d’elements

avaluats en pacients amb ECM van ser semblants als valors de la poblacié control.

3. Les concentracions de Se en LCR estan negativament associades amb I'edat dels
pacients i positivament associades amb els valors de proteina total. Els valors de Se en
LCR van mostrar una associacié positiva amb [|'activitat GPx, suggerint que la
guantificacié de Se total pot ser un bon reflex de la funcié de proteines seleno-

dependents.

4. Les concentracions de Se en LCR sén independents de les concentracions de Se en

sang. Es van establir 3 intervals de referéncia per a la nostra poblacié pediatrica.
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5. En una serie gran de pacients pediatrics amb diferents patologies del SNC es van
detectar anormalitats lleus en les concentracions de Se en LCR. Es van observar tant
valors baixos de seleni com valors elevats, associats a malalties neuronals d’origen
divers. Probablement ambdés estats podrien jugar un paper en la fisiopatologia

d’aquestes malalties croniques.

6. No es va poder demostrar cap associacié entre les concentracions de Se i 'estat

d’amines biogenes.

7. Tots els pacients KSS tenen valors clarament elevats de Se en LCR i d’altres
biomarcadors que configuren un perfil bioquimic del LCR caracteristic d’aquesta
sindrome i que va permetre detectar de forma preco¢ un nou cas de KSS amb trets

clinics inespecifics.

8. L'associacié entre els valors alts de Se i altres parametres bioquimics reforca la idea
del plexe coroidal com a teixit diana en el KSS. La sindrome de Kearns-Sayre podria ser
un bon model per a la investigacio de la fisiologia i I'estructura anatomica del plexe

coroidal.
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1- Altres publicacions de la doctoranda.

2- Nous estudis derivats.
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2- Nous estudis derivats

Arran del treball realitzat aquests ultims anys i especialment després del treball
realitzat amb els pacients afectats de la sindrome de Kearns-Sayre, els possibles
estudis que podrien derivar d’aquesta tesi sén:
1. Validar en un model in vitro cel-lular la influencia del Se en la funcié
dopamineérgica i sertononineérgica.
2. Aprofundir en I'estudi de la funcid dels transportadors localitzats al plexe

coroidal.
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