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I N T R O D U e e I O N 

En la actualidad se acepta la teoría de --

que los primeros organismos existentes en la tierra fue-

ron heter6trofos, unicelulares, anaer6bicos, que utiliza-

ron los compuestos orgánicos del océano primitivo como -

fuente de energía y de unidades estructurales. Poco a po

co el mar se fué empobreciendo de compuestos orgánicos de 

bido al crecimiento y proliferaci6n de estas células. S6 

lo las células que fueron capaces de utilizar compuestos 

sencillos, principalmente di6xido de carbono y luz solar 

(como fuente de carbono y de energía, respectivamente) -

sobrevivieron; surgiendo así las primeras células fotosi~ 

téticas (hace unos 3,000 millones de años). Probablemente, 

estas células al principio no liberaban oxígeno y quizás 

utilizaron el sulfuro de hidr6geno en lugar de agua, lue-

go, hicieron su aparici6n las células antecesoras de las 

cianoficias modernas, liberando oxígeno a la atm6sfera -

donde se empez6 a acumular muy lentamente. Más tarde sur

gieron los primeros organismos heter6trofos que empezaron 

a emplear activamente el oxígeno atmosférico (hace aproxi 

mádamente unos 1,500 millones de años) ( 1, 2 ). 

Esta condici6n evolutiva implicaba además, 

una adaptaci6n a otras condiciones de riesgo, ya que es--

tos organismos tendrían que desarrollar un mecanismo para 
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eliminar los productos derivados de la reducci6n parcial -

del oxígeno, principalmente radicales, los cuales son fuer 

temente oxidantes para muchas moléculas ( 3 ). 

Cualquier molécula o átomo que tenga uno o 

más electrones desapareados, es un radical. El hidr6geno, 

el oxígeno, el cloro o moléculas como sulfatos, nitratos, 

carbonatos o iones complejos de metales de transici6n, pu~ 

den ser radicales; se caracterizan por tener una vida me-

dia muy corta y son muy activos químicamente ( 4 ). 

Para la célula es muy importante que la mo-

lécula de oxígeno 

moléculas de agua 

o2 ) sea reducida completamente a dos 

H2o ) aceptándo cuatro electrones. Si 

esta molécula es reducida parcialmente aceptando s6lo dos 

electrones, se produce per6xido de hidr6geno ( H2o2 ). Si 

la molécula de oxígeno acepta s6lo un electr6n, el produc

to es el radical super6xido (O~) (S). 

El per6xido de hidr6geno y el super6xido -

son extremadamente t6xicos debido a que atacan ácidos gra

sos insaturados que forman parte de los lípidos de la mem

brana, dañando así la estructura de ésta ( 6 ), sin embar

go, su reactividad no es tan grande en soluciones acuosas 

pero su acci6n combinada puede llevar a la formaci6n de un 

producto altamente reactivo -el radical hidroxílo- ( OH" ) 

a través de la siguiente reacci6n : 
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+ HzO --~F~e--•• OH" + OH- + Oz 

e Reacci6n de Haber Weiss ) 

Esta reacci6n es muy lenta pero procede rápidamente en pr~ 

sencia de metales. 

Los radicales hidroxílo tienen una reactiv! 

dad tan grande que reaccionan casi con cualquier molécula 

vecina e azúcares, aminoácidos, fosfolípidos, bases y áci

dos del ADN, etc. ) produciendo radicales secundarios de -

reactividad variable ( 7 ). 

El super6xido se produce en una gran varie

dad de reacciones como son: la autoxidaci6n de la hemoglo

bina, mioglobina, citocromo e reducido, ferredoxinas redu

cidas, leucoflavinas, tetrahidropterinas, catecolaminas y 

fenoles polihídricos. 

Algunas enzimas como la Xantina-Oxidasa, Di 
hidroorotico Deshidrogenasa y una variedad de Flavin Desh! 

drogenasas, también producen super6xido durante sus ciclos 

catalíticos e 8 ) . 

Actualmente, los organismos aer6bicos cuen-

tan con mecanismos que los protegen del dafio que pueden -

causar los intermediarios metab61icos del oxígeno, median

te enzimas que los transforman catalíticamente. 

Las unidades funcionales del metabolismo ce

lular son las enzimas, proteínas que catalizan cientos de 

reacciones químicas específicas, mediante las cuales se --
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desdoblan moléculas nutritiv~s, se conserva y se transfor

ma la energía química, y se ensamblan moléculas a partír de 

precursores simples. 

Algunas enzimas estan constituídas únicamen 

te por polipéptidos, pero otras requieren un componente -

químico adicional llamado aofaator para su actividad. El -

cofactor puede ser de orígen inorgánico como: iones de Fie 

rro (FeZ+), Magnesio ( Mn2+) o Zinc ( znZ+ ); o puede-

ser una molécula orgánica compleja llamada aoenzima. Algu

nas enzimas requieren tanto de una coenzima como de uno o 

dos iones metálicos para su actividad. 

Muchas enzimas aparecen en más de una forma 

molecular en una misma especie, 6rgano, tejido o incluso -

en una misma célula. En tales casos, las distintas formas 

de la enzima catalizan la misma reacci6n, pero difieren en 

propiedades cinéticas y en composici6n o secuencia de ami

noácido. A tales formas múltiples de una misma enzima se -

les llama isoenzimas ( 9 ). 

Entre las enzimas que destoxifican de los -

intermediarios metab6licos del oxígeno se encuentran: Za -

super6xido dismutasa ( SOD ), que cataliza·la dismutaci6n 

del super6xido, produciendo per6xido de hidr6geno: 

z H + za2 __ S_O_D __ ..,., H 2 Oz + Oz 

La aataZaza y Za gZutati6n peroxidasa, que a su vez redu-

·ce~ ei per6xido de hidr6geno produciendo agua: 
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2 H2o2 __ C.;;;:A..:.:T"---~,..·· O 2 + 2 H 2 O 

2 GSH + H2o2 __ G:;.;:P;___.,.. GSSG + 2 H20 e 6 ) 

Se han encontrado cuatro formas distintas 

de son, de las cuales s6lo dos de estas isoenzimas estan 

presentes en células eucari6ticas SOD1 y SOD2 ). 

La son1 es un dímero de subunidades idén

ticas con un peso molecular de 31,400 que contiene un á

tomo de Cobre y otro de Zinc en cada subunidad; se en---

cuentra en el citos61 y en el espacio intermembranal de 

la mitocondria, su estructura está codificada por un gen 

que se encuentra en el cromosoma 21 e 21-q22 ), es senci 

ble al cianuro y al per6xido de hidr6geno. 

La SOD 2 es un tetrámero de subunidades i

guales que contienen Manganeso e cuatro átomos en la es-

pecie humana). Tiene un peso molecular de 84,100 y su

localizaci6n cromos6mica corresponde al cromosoma 6 e 6-

q21 ), esta isoenzima se encuentra en la matríz mitocon-

drial ( 3 ). 
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A N T E C E D E N T E S 

Durante los procesos neoplásicos la activi 

dad de super6xido dismutasa presenta diversas alteracio-

nes, ya que se ha reportado que en células neoplásicas 

de Plasmocitoma PC6, Leucemia Linfocítica P388, Carcinoma

de Lewis, Carcinoma de vejiga, Tumor Ascítico de Ehrlich, 

Tumor Ascítico de Yoshida y Epitelioma W256, la actividad 

total de esta enzima se encuentra disminuida 10, 11 ). 

La actividad de las isoenzimas, también ha 

sido frecuentemente reportada alterada en ciertos tipos -

de tumores como: Tumor Ascítico de Ehrlich, Neuroblastoma, 

Hepatoma H6, Leucemia 12-10, Melanoma 891, Carcinoma Muri 

no CSH ( 12, 13, 14 ).estudiados en modelos experimenta--

les así como en Leucemias humanas 15 ), en las cuales-

la actividad de SOD2 se encuentra en un estado de defi---

ciencia total. Esta isoenzima también tiene una actividad 

deficiente en fibroblastos humanos WI-38 transformados --

con SV-40 ( 14 ) y en tumores de creciemiento rápido del 

Hepatoma de Morris ( 16 ). 

En células neoplásicas de rat6n con Hepa

toma Novikkof y en células leucemicas humanas se reporta 

disminuida la actividad de SOD1 ( 15 ), mientras que la • 

actividad de ambas isoenzimas se ha encontrado muy pareci 

da,a la normal en diversos tumores s6lidos humanos ( 17 ), 

6 



Por otra par~e, tambi~n se han reportado al 

teraciones de las isoenzimas en c~lulas sanas de organis-

mos portadores de tumores como son: disminución de la acti 

vidad de SODz en higado, bazo y riñón de ratones con tumor 

Ascitico de Ehrlich ( 18) y, elevación de la actividad de 

son, en eritrocitos (la única isoenzima de estas c~lulas -

debido a que carecen de mitocondrias) pero normal en higa

do y pulmón de ratones con Carcinoma de Lewis ( 19 ) . 

En el laboratorio donde se realizó este tra 

bajo se hicieron estudios sobre la actividad de esta enzi~ 

ma en ratones con Linfoma L-5178Y implantado en cavidad p~ 

ritoneal, encontrándose: disminuída la actividad de pulmón 

y cerebro, pero normal en hígado y elevada en eritrocitos 

e 20 ) ; así mismo, en pacientes con diversas neoplásias -

tanto de orígen hematológico como en tumores sólidos, la -

actividad de superóxido dismutasa eritrocitaria ( SODE ) -

se encuentra elevada, observando un incremento mayor en p~ 

cientes sin tratamiento ( 21 , 22 ) . La tabla 1 . Resume al

gunas de las alteraciones en la actividad de las isoenzi--

mas en las neoplásias citadas arriba. 
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NEOPLASIA 

Plasmocitoma PC6* 

Leucemia Linfocítica P388* 

CELULAS 

Neoplásicas 

carcinoma de Lewis* " 

carcinoma de vejiga* " 

Tumor Ascítico de Ehrlich* 

Tumor Ascítico de Yoshida * " 

Epitelioma W256* 

Tumor Ascítico de Ehrlich* 

Neuroblastoma* 

Hepatoma H6* 

Leucemia 12-10* 

Melanoma S91 * 

carcinoma Murino CSH* 

Leucemia** 

Cels. trasnsformadas con 

SV-40*** 

Fibroblastos WI-38 

Hepatoma Novikkof* Neoplásicas 

Tumores sólidos** 

Tumor Ascítico de Ehrlich* sanas de hÍgado, 
bazo y riñón 

Carcinoma de Lewis* sanas de hÍgado y 

pulmón 

Carcinoma de Lewis* Eritrocitos sanos 

Linfoma L-5178Y* sanas de pulmón y 

cerebro 

Linfoma L-5178Y* sanas de hígado 

Linfoma L-5178Y* Eritrocitos sanos 

Neoplásias hematológicas** Neoplásicas 

ACTIVIDAD DE S O D 

DisminuciÓn de SOD total 

" 
" " " 

" 

" 

Defciencia total de 'SODz 

" " 
" " 
" 
" " " 
" " " " 

" 
Deficiencia parcial de SODz 

y aumento de son¡ 
Deficiencia parcial de SOD1 
Similar a la normal de 

ambas isoenzimas. 
Disminución de SODz 

Normal 

Aumento de SOD total 
Disminución de SOD total 

Normal 

Aumento de SOD total 

Aumento de SOD total 

Tabla l. La actividad de las isoenzimas de SOD presenta diversas alteraciones 

tanto en células sanas como neoplásicas de organismos con tumores. 

* Estudios en animales de experimentación, ** Estudios en humanos, *** Estudios 

en células en cultivo. 
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J U S T I F I C A C I O N 

La gran variedad de alteraciones en la ac

tividad de son tanto en células neoplásicas como en célu-

las "sanas" de organismos con tumores, aún no han sido ex 

plicadas y su significado es desconocido; sin embargo, 

son es una enzima protectora y sus alteraciones pudieran 

llevar a diversos disturbios metab6licos. Actualmente se 

reconoce el papel que juegan los radicales libres en el -

daño al ADN ( 6 ) y algunos autores han hipotetizado que 

la deficiencia de son2 podria ser un factor determinante 

en la iniciaci6n y progresi6n de un tumor ( 23 ). 

Con el fin de conocer más acerca de estas 

alteraciones en la actividad de son, consideramos impor-

tante realizar estudios de la actividad de esta enzima en 

tejidos que no están afectados por un tumor directamente 

y en el que se encuentren las dos isoenzimas ( son1 y 

SOnz ). Por esta raz6n los leucocitos son el tejido de e

lecci6n, ya que contienen ambas isoenzimas y además, re~-

sultan de especial interés debido a que una gran parte de 

estas células participan en el proceso de fagocitosis, me 

canismo inmunitario en el cuál se produce una fuente im--

portante de super6xido, a través de la NAnPH-Oxidasa uni-

da a membrana, jugando un papel muy importante en el ani-

quilamiento de bacterias fagocitadas ( 8 ). 
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P L A N T E A M I E N T O 

D E L P R O B L E M A 

A partír del descubrimiento de la SOD en 

1969 por McCord y Fridovich ( 24 ) se han desarrollado di 

versos métodos para medír la actividad de esta enzima. La 

mayoría de estos métodos se basan en determinaciones indi 

rectas, donde la enzima inhibe alguna reacci6n mediada --

por el super6xido; ya que para la medici6n directa de la 

actividad se usa--equipo especial con el que no se cuenta 

comunmente en el laboratorio. Algunos métodos para medír 

la actividad de SOD se basan en las reacci6nes que se es

quematizan en la Tabla 2. Estos métodos pueden usar siste 

mas enzimáticos o no enzimáticos para generar el super6x! 

do y luego se completan con técnicas luminimétricas, col~ 

rimétricas o polarográficas. El problema con estos méto-

dos es que han sido diseñados para hacer la cuantifica--

ci6n utilizando cantidades considerables de tejido, por ~ 

lo que, aunque estos métodos sean confiables y eficientes 

en la medici6n, es difícil obtener leucocitos en las can-

tidades requeridas 20 ml o más ) de un mismo individuo 

para determinar SOD. 

Ensayos preliminares para determinar la ac 

tividad de SOD en leucocitos humanos, efectuados en el la 

boratorio donde se realiz6 este trabajo, siguiendo los mé 

todos del pirogal61 y la adrenalina, presentaron los si-

guientes problemas: 

1 
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1) La necesidad de una gran cantiaad de muestra. 

2) La imposibilidad de diferenciar la actividad individu-

al de las isoenzimas. 
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------.... ·-----~··-·- '.---. -.. ---.-~·~--r:o 

Xantina + Xantina-Oxidasa __. o2 + Ni troazÚl de Tetrazolio ~ Formazán ( 25 ) 
( NBT ) 

Adrnenalina + Oz ----. Adenocromo. ( 26 ) 

Fenazinametasulfato ( PMS ) + NADH ---+ PMSH + NAO 

PMSH + 0 2 ----. O~ + H+ 

O~ + NBT ~ Formazán ( 27 ) 

Xantina + Xantina-Oxidasa --+ Oz + Fe 3+ ---+ Ferricitocromo + 02 
( Fe2+ ) 

Pirogalól + Oi Purpurogalina 

24 

28 

Tabla 2.- Algunos métodos indirectos para medir la actividad de SOD se basan en las 

reacciones esquematizadas arriba. 
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O B J E T I V O S 

1.- Lograr la estandarizaci6n de un método que permita 

la determinaci6n sensitiva y confiable de la acti

vidad enzimática en extractos de tejido con bajos 

niveles de SOD y que además permita la diferencia

ci6n de la actividad individual de las isoenzimas. 

2.- Determinar los valores normales de la actividad de 

SOD en leucocitos humanos, siguiendo el método es-

tandarizado. 
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M A T E R I A L E S Y E Q U I P O 

1.- Centrífuga e hasta 16,000 RPM ) 

2.- Espectrofot6metro 

3.- Cubetas de cuarzo 

4.- Micropipetas e de S a 100 )11 ) 

S.- Mezclador eléctrico 

6.- Agitador magnético 

7.- Medidor de pH e potenci6metro ) 

· •.. ¿ ,. " 



REACTI-VO S 

1.- ACD (3.0:1.0:3.0 de D-Glucosa 0.02M, Acido cítrico 0.0 

06M, Citrato de Sodio O.OlM, en Cloruro de Sodio 0.9%). 

2.- Dextrán 6% (PM= 200,000-300,000) en Cloruro de Sodio -

0.9%. 

3.- D-Glucosa 5% en Cloruro de Sodio 0.9%. 

4.- Cloruro de Sodio 3.6%. 

5.- Sacarosa 0.25M. 

6.- Cloruro de Sodio 0.9%. 

7.- Trit6n X-100 (v/v) 10%. 

8.- Buffer Trietanolamina O.lM; a un pH de 7.4-7.5 aJusta

do con HCl. 

9.- Nicotinamida Adenina Dinucleótido Reducido ( NADH ) 

(Sal DisÓdica ) 7.5 mM. 

10.-Acido Etilendiaminotetracético ( EDTA) 0.2M, aJusta

do a un pH de 7.0 con NaOH 1M. 

11.-Cloruro l-1anganoso ( MnCl2) O.lM. 

12.-EDTA/MnC1 2 (v/v) 100 mM/50 mM: Mezclando los reacti-

vos 10 y 11 en proporci6n de 1:1 se obtiene el reacti 

vo 12 (Esta mezcla debe hacerse justo antes de usarse) 

13.-~-Mercaptoetanol O.OlM 

14.-SOD1 de eritrocitos de carnero. 

NOTA: Todos los reactivos fueron disueltos en agua desioni 

zada para su preparaci6n. 

···,.-2 ,.: 
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M E T O D O S 

O B T E N C I O N D E E X T R A C T O S D E T E J I D O 

EXTRACTO DE HIGADO DE RATON: 

Este extracto se obtuvo a partír de Sg de -

hígado de rat6n, lavado con soluci6n salina fisiol6gica --

( 0.9% ) y homogenizando en frío con 2.0 ml de buffer de -

fosfatos O.lM pH 8.0. El homogenizado se someti6 a congela

ci6n y descongelaci6n con hielo seco-acetona (aproximada--

mente S veces) y luego se centrifug6 a 4,000 RPM/ 15 min, -

el sobrenadante se centrifug6 de nuevo a 16,000 RPM/ 30 min. 

Una vez obtenido el sobrenadante se us6 para las determina

ciones enzimáticas ( 29 ). 

EXTRACTO DE ERITROCITOS HUMANOS: 

La obtenci6n de este extracto se hizo a partír 

de 3 ml de sangre periférica heparinizada, lavados 3 veces 

con soluci6n salina fisiol6gica, descartando el sobrenadan

te y la capa de leucocitos. Se mezclaron o.s ml de agua más 

0.5 ml de eritrocitos lavados para lisarlos por congelaci6n 

y descongelaci6n con hielo seco-acetona; se egregaron 7.0 -

ml•de agua fría, luego 2.0 ml de etenol frío y finalmente -

16 



1.2 ml de cloroformo frie, agitando durante 1 min. Se cen 

trifug6 a 4,500 RPM/ 15 min, obteniendo un extracto libre 

de hemoglobina que se utiliz6 para las determinaci6nes en 

zimáticas ( 30 ). 

EXTRACTO DE LEUCOCITOS HUMANOS: 

A partír de 10 ml de sangre total heparini 

zada se obtuvo este extracto, separando los eritrocitos -

por sedimentaci6n con un volumen igual ( 10 ml ) de una -

soluci6n 3.0:1.0:3.0 de ACD-Dextran 6.0%-Dextrosa 5.0% --

( ver reactivos ) a temperatura ambiente por un período -

de 15 a 45 min. Se recuper6 el sobrenadante por aspira--

ci6n y se centrifug6 en fri6 a 1,500 RPM/ 15 min. Después 

de eliminar el sobrenadante, el paquete de células se lim 

pia de eritrocitos contaminantes por lisis con agua ( 90 

seg ), estabilizando con soluci6n salina 3.6% y centrifu

gando a 2,000 RPM/ 10 min, repitiendo la lisis varias ve

ces hasta obtener un paquete celular libre de eritrocitos. 

Se resuspendi6 el paquete en 1.0-ml de sacarosa 0.25M --

fría y 10.0 pl de una soluci6n de Trit6n X-100 al 10%, la 

suspensi6n obtenida es congelada y descongelada en hielo 

seco~acetona 7 veces y finalmente se centrifug6 a 4,000 -

RPM/ 15 min a 4°C. El sobrenadante se us6 en las determi

naciones enzimáticas ( 31 ). 

/. 
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D E T E R M I N A e I O N E N Z I M A T I e A 

El método seleccionado para cumplír con nu 

estros objetivos es espectrofotométrico y se basa en el -

principio de que el NADH se oxida en presencia de concen

traciones mínimas de EDTA, Manganeso 2+ y ~-Mercaptoetanol 

a través de una cadena de reacciones de radicales libres 

que involucra la oxidaci6n del nucle6tido por radicales -

Ti61, las cuales se derivan de la interacci6n de grupos -

T . 1 1 1 . M 2+ 6 d ~o es con e comp eJo EDTA- n . El super xi o se genera 

por la reacci6n del oxígeno con radicales Ti6les o Disul-

furo ( 32 ) • 

Esta cadena de racciones resulta ideal pa-

ra evaluar la actividad de son en base a su capacidad pa

ra inhibir la oxidaci6n del complejo EDTA-Mn2
+ debida al 

super6xido y por consecuencia previene la oxidaci6n del -

NADH. Las reacciones globales de este principio se esque-

matizan en la Fig.l. 

El ensayo para la determinaci6n enzimática 

consiste en una mezcla de reacciones puramente química, -

la cual se logra adicionando a una celdilla los siguien--

tes reactivos: 

0.800 ml de Buffer Trietanolamina O.lM 

0.040 ml de NADH 7.5mM 

·\·. 

,:.· 
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0.025 ml de Solución stock de EDTA/ MnC1 2 lOO m~f/ SOmM. -

0.0-0.200 ml de muestra e son pura o extracto de tejido). 

El volúmen de todas las cubetas de reacción se ajustan a 

1.165 ml ( volúmen final ) con Buffer Trietanolamina O.lM. 

Se mezclan muy bién los tubos y se monito-

rean sus lecturas basales a 340 nm. El registro de lectu

ras basales estables es la garantía de que en las mezclas 

de reacción no ocurre oxidación inespecífica del dinucle§ 

tido por actividad de NADH-Oxidasa o de cualquier otra -

enzima que puediera estar presente en el extracto ya que 

la reacción específica e descrita en este· trabajo·) sólo 

se inicia al poner 0.100 ml de ~-Mercaptoetanol O.OlM a -

cada celdilla e como se describió anteriormente). 

Una vez iniciada la reacción, se registran 

los decrementos en absosrbancia minuto a minuto. El de~-

cremento del rango de oxidación, medido por el decremento 

en Densidad Optica (DO), está en función de la concentra

ción de la enzima. 

La actividad de cada muestra en particular 

se expresa en unidades enzimáticas por miligramo de pro-:_ 

teína ( U/mgP ) para extractos de tejido y SOD pura. La -

cantidad de enzima necesaria para inhibír la oxidación -

del dinucleótido en un 50% se considera como una unidad -

enzimática. 

La determinación de la cantidad de proteí-

' na e mg/ml ) en los extractos de tejido se efectuó siguie~ 
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do el método de Lowry ( 34 }. 
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Fig. 1 cadena de reacciones en que se basa el método espectrofoto

métrico para medir la actividad de son. 
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R E S U L T A D O s~ 

La estandarización de esta metodología se 

inició utilizando superóxido dismutasa pura de eritroci-

tos de carnero con el fin de asegurar se reproducibili-

dad bajo nuestras condiciones. En las primeras determin~ 

ciones se observó que las tasas de oxidación del NADH en 

los controles e sin enzima) de estos ensayos, eran muy 

variables entre sí; además de una relación no decrecien-

te de la oxidación de las alicuotas de menor a mayor ca~ 

tidad de enzima, ya que lo esperado era que al aumentar 

la cantidad de enzima la oxidación disminuyese. Pensamos 

que la inestabilidad de alguno de los reactivos involu--

erados pudiera ser la causa de estos problemas, por lo -

que iniciamos probando la efectividad de la reacción a -

distintos tiempos de almacenamiento de los reactivos o -

bién, bajo distintas condiciones de preparación. Esta e

tapa, como es de suponerse, reauirió de mucho tiempo de 

experimentación. En la tabla 3, se esauematizan los re--

sultados de estas pruebas y las diferencias encontradas 

con respecto al método de referencia e 33 ). 

Las modificaciones realizadas a este mét~ 

do sirvieron para obtener una mejor correlación de decr~ 

mento de oxidación entre las distintas alicuotas de un -

mismo ensayo, sin embargo, las tasas de oxidación en los 

zz· 
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controles continuaban variando de ensayo a ensayo; un-

ejemplo de estas variaciones se muestra en la tabla 2. 

No obstante, se observó un fenómeno muy peculiar al gr~ 

ficar cada uno de estos ensayos, todos tenían un compo~ 

tamiento muy similar (Fi~. 2). Dada esta similitud gr!

fica decidimos expresar los decrementos de DO por minu

to (DO/min) como un porcentaje de su control cuya oxida 

ción se considera el 100%; de esta manera, el comport~-

miento de las curvas de titulación de todos los ensayos 

fu~ casi idéntico (Fig. 3). Al analizar las gráficas -

se observa que la oxidación no es directamente propo~ -

cional a la cantidad de enzima, sino que sigue una nU!!:_

ci6n exponencial. Utilizando el análisis de regresión -

lineal para obtener el mejor acoplamiento de la curva a 

una recta, por transformación de los valores de SOD y T 

de los porcentajes de oxidación a logaritmos, aproxim~-

damente la misma cantidad de enzima rinde una unidad 

enzimática en todos los ensayos (tabla 4), (Fig. 4). Si 

el análisis de regresión lineal se aplica sin expresar

los decrementos de oxidación como un porcentaje del co~ 

trol, se obtiene una unidad enzimática con cantidades -

muy variables de enzima en todos los ensayos (tabla 4 ) 

(Fig. 5). 

El promedio de 10 determinaciones usando 
+ + SOD pura fué de 19.36- 1.5 U/mgP (51 .9 - 3.98 ng por 

unidad enzimática). En la figura 6 se muestra la cinéti 

ca de oxidación de 1 NADH en ausencia Y en presencia de d±s 
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tintas cantidades de enzima (SO, 100, 250, 500, 1 ,000, 

y 2,000 ng ) . Después de iniciarse la reacción con 

~-Mercaptoetanol se registran los decrementos en abso~

bancia por 12 minutos a 340 nm, la oxidación es baja al 

principio pero después de 3 o 4 minutos aumenta progr~-

sivamente. 

Por otra parte, en las determinaciones rea 

lizadas con enzima pura calentada a 100°C durante dos -

minutos con el objeto de desnaturalizar las proteínas,-

ninguna de las diferentes alicuotas de enzima utiliza -

das registraron decrementos en la oxidación (Fig. 7 ). 

Para confirmar la reproducibilidad del mé

todo y averiguar si la cinética de oxidación tenía un -

comportamiento similar al observado con SOD pura, se hi 

cieron determinaciones enzimáticas en extractos de eri-

trocitos humanos y de hígado de rat6n; encontrándose 

que efectivamente,la tasa de oxidación del NADH utili 

zando distintas cantidades de estos extractos fue igual 

a la observada con SOD pura (Fig 8a, 9b ), , de igual fo~-

ma el comportamiento gráfico de estas determinaciones 

es de tipo exponencial y no aritmético (Fig 9a, lOb ) y 

se acopla a una recta por transformaci6n logarítmica 

de las cantidades de extracto y sus valores de oxida 

ción (Fig 10a, lld.). 

Una vez garantizada la reproducibilidad 
' 

del método en estos tejidos el trabajo se encaminó al -
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cumplimiento del segundo objetivo: la determinación de 

los valores normales de SOD en extractos de leucocitos 

humanos. 

Las figuras lla, llb, y llc muestran -

que la tasa de oxidación del NADH, el comportamiento -

exponencial de los puntos en una gráfica y su acopla--

miento a una recta por análisis de regreción lineal, -

mantienen en este tejido el mismo comportamiento que 

el observado en los tejidos probados anteriormente. 

La actividad de SOD total, en 21 indivi 

duos normales tiene un promedio de 7.68 : 1.49 U/mgP,-

cuantificada por este método donde los valores fluc---

túan entre 5.8 y 10.35 U/mgP ( Fig. 12 ). 

Para la diferenciación de la actividad 

individual de las isoenzimas se utilizó Cianuro de Po-

tasio ( KCN ). Las pruebas con KCN 50.0 uM fallaron en 

la inhibición de la actividad de son1 , lográndose úni

camente con KCN 1.0 mM. Utilizando dicho inhibidor se 

estudiaron 5 individuos normales encontrandose un pro-

medio de actividad total de SOD de 6.88 ~ 1.35 U/mgP Y 

4.32 ~ 0.82 U/mgP de actividad de son1 , mientras que a 

son2 le corresponde una actividad de 2.57 ~ 0.59 U/mgP 

( Tabla 5 ), lo que significa que el 62.7% de la acti-

vidad total esta dada por son1 Y SOD2 contribuye con -

el 37.3% ( Fig.13 ) • 
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.REACTIVO 

BUFFER 

NADH 

EIYI'A 

B-Mercaptoetanol 

METODO A 

Trietanolamina O.lM/Dieta

nolamina O.lM, estable por 

semanas. 

Estable por 3 dÍas a 4°C y 

por semanas a 20°C. Disue1. 

to en agua 

Muy estable a teperatura -

ambiente 

Muy estable a temperatura 

ambiente 

METODO B 

Trietanolamina O.lM, 

estable por semanas 

Requiere preparación 

diaria. Disuelto en 

buffer trietanolamina. 

Estable por 30 días a 

temperatura ambiente, 

inestable a 4°C 

Requiere preparación 

diaria 

Tabla 3. Condiciones de preparación y tiempos de estabilidad de los 

reactivos segÚn el método de Paoletti ( ~todo A ) y según nuestro la
boratorio ( método B ) • 
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ENZIMA (ng) 

00 

50 

100 

250 

500 

1,000 

2,000 

A 

DO/min 

0.0140 

0.0070 

0.0063 

0.0044 

0.0036 

0.0028 

0.0025 

ng/U 

*56.8 

U/ngP 

17.6 

ENSAYO I 

B 

% 

100 

50 

45 

31 

26 

20 

18 

ng/U 

**56.2 

U/ngP 

17.8 

ENSAYO II 

A B 

00/min % 

0.0220 100 

0.0180 49 

0.0099 45 

0.0073 33 

0.0055 25 

0.0044 20 

0.0040 18 

ng/U ng/U 

*60.3 **56.7 

U/ngP U/ngP 

16.6 17.6 
----- -----

Tabla 4. Los decrementos en Densidad Optica por minuto ( DO/min ) son 

distintos en dos ensayos con SOD pura ( A ) , pero si se expresan es

tos decrementos como un porcentaje de su respectivo control, se obti~ 

ne una unidad enzimatica con la misma cantidad de enzima pura en am

bos ensayos ( ** ) .(B). 
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~ Figura. 2 CURVAS DE TITULACION PARA DOS ENSAYOS CON SOD PURA: 
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t'1 Figuro 4. CURVA DE 11TULACION LOGARITIICA PARA DOS 

ENIAYOI CON 800 PURA REPRESENTANDO LA 
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Figura. 8 CURVA DE TITULACION LOGARITMICA PARA DOS ENSAYOS 
CON SOD PURA. ENSAYO 1( o---o): Log r •-Q.314;(l.og x) 

'C ·e 
() , 
~ 
<1 
3: 
o 
e:( 
z 
w o 

~ 
o 
e§ 
~ 

2 

+ 1.17, DONDE IU• 51.8 ng.; ENSAYOII: Log r• ·0.312(Logx) 
+ 1.!8, DONDE IU• 80.18 ng • 

....... d' ........ Q..._ 

...... """o.... -.....&o... 

...... ~ ........ c..... ..... 

0~------------~------------~------------~ 
2 3 4 Log. 

SUPEROXIDO O 1 SMUTASAlngJ. 
~ 

~~-------~- ·--- ----~---------· 



32 

OXIDACION DE NAOH { .,. l. 

- ... 8 01 
o o o 

o a 
G 

o 
"'"' (JI o"" )(~ ... sd . . -111 J> e no , -m o - O U» - o zo 

• Cll - N§- ce 
;- o 8 g 00 "'., - 88 ~i . 

_. 
(JI 

o"' 
~z 

1 
J> 

~ ¡1 
m 
J> 

SUPEROXIOO OIAMUTASA { ng ) . 

·.- ·. 
- ~-



--:·-·--..--.. ·¿ 
····-.·-··· -- --·---.""7""·------:-----· ... ' 

. ~' ~ ·• .t -· •. ·;-, ~-··t· 1--•:.. ...,_ ... ·.:;; - ..... :;,-__ ::: ~..;:._· '_ ;_ :. . . ~-"· ., ;:: ~ ~- -- j. >~ . .J.J. j,_; ..• :~;. --~ .. 

ifl 
~ 

Fi~ura. · 7 CURVA DE TITULACION PARA SUPEROXIDO DISMUTASA PURA 
EN DONDE LAS ALICUOTAI CON ENZIMA CALENTADA 
NO REGIS1RARON DECREMENTOS DE OXIDACIONl•l 

• 100 

. -• ... -z 
o e z 
111 o 50 
z 
o 
ü 
~ -)( 
o 

0~~~~~----.-------------~------------~----------~ 50100 250 500 1000 1500 -2000 

t 1 er •ppyepg !li'MYTMA. (na). 



..,. 
1"1 

····1 

·.( . 

._. 

.... ~-

Fl~ura .lA EFECTO DE LA SUPEROXIDO OISMUTASA DE ERITROCITOS 
HUMANOS EN LA TASA DE OXIDACION DEL NADH 

o 1 k:::: =-

-~ • 25 .... ..... 
j ~ 

w 
o 50 

o 
1-
o 

~ o 
el 

8 
~ 

2 ~ 
x 
o 75 

loo 1 .. -1 1 i 

o 5 10 15 20 

Tlf;MPO ( min ). 

.. _ .. .r. 
" ·::·~: -·· 



~...;.....:.._.:;,.._~-..;..-:":,.:.::!:.·:·f.~-~.-~--~-~]. .. .:- !' 

'l' ! ·. 

.:.:(~ 
·:~~t~, -;:,.t 
¡\:, .. '1,,_ 

~t-'' 

VI 
ttl 

" 

Figura. 9b. EFECTO DE LA SUPEROX IDO DISMUTASA DE 
EXTRACTO DE HIGAOO DE RATON E N LA 
TASA DE OXIDACION DEL NAO H. 
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Flvura. 9a. CURVA DE T1TULACION PARA SUPEROXIDO 
DISMUTASA EN EXTRACTO DE ERITROCITOS HUMANOS. 
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flgura.IOb. CURVA DE TITULACION PARA SUPEROXI DO 
DISMUTASA DE EXTRACTO DE HIGADO DE 
RATON. 
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Flouro.IO a. CURVA DE TITULACION LOGARITMICA 
PARA SUPEROXIDO DISMUTASA EN EXTRACTO DE ERITROCITOS 
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Flt· lid. CURVA DE TITULACION LOGARITMICA PARA SUPEROXIDO 
DISMUTASA DE EXTRACTO DE HIGADO DE RATON: 
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Fitwalla. EFECTO DE LA SOD LEUCOCITARIA HUMANA 
SOBRE LA TASA DE OXIDACION DEL NADH. 
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Floura.ll b. CURVA DE TITULACION PARA SUPEROXIDO DISMUTASA 
DE LEUCOCITOS HUMANOS 
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FiQuro.~c CURVA DE TITULACION LOGARITMICA 
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Flc¡ura. 11 ACTIVIDAD DE LAS ISOENZIMAS DE SUPEROXIDO 
DISMUTASA LEUCOCITARIA EN ~ SUJETOS NORMALES. 
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n ACTIVIDAD ENZIMATICA % 

( U/mgP ) 

S O D T S 6.88 ! l. 3S 100.0 

S O D l S 4.32 + - 0.82 62.7 

S O D 2 S 2.S7 + - O.S9 37.3 

Tabla S.- Actividad de las isoenzimas de Super6xido Dism~ 

tasa ( SOD1 y son2 ) en S sujetos normales, representadas 

como unidades enzimáticas por miligramo de proteína (U/mg 

P) y el porcentaje que representan de la actividad total. 
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D I S C ~ S I O N 

La medici6n directa de la actividad de -

SOD requiere de aparatos especiales que no se encuentran 

comunmente en los laboratorios típicos, sin embargo se -

puede hacer la medici6n indirecta tomando como base cual 

quier reacci6n que pueda ser inhibida por la enzima y -

que para su detecci6n no requiera de equipo sofisticado. 

Actualmente existen varios métodos indirectos los cuales 

difieren entre sí Únicamente en reproducibilidad y sensi 

bilidad. 

El método descrito por Paoletti et al. -

tiene como base la capacidad de la SOD para inhibír la -

oxidaci6n del NADH, a través de una secuencia de reaccio 

nes puramente químicas, resultando particularmente confi 

able para realizar la medici6n de SOD en extractos de te 

jido, especialmente en aquellos en los que los niveles -

de esta enzima son bajos. 

En la estandarizaci6n de dicho método fué 

• necesario modificar las condiciones de preparaci6n y ti-

empo de almacenamiento de los reactivos para obtener una 
buena correlaci6n de las oxidaciones ocurridas en las -
distintas alicuotas de enzima con respecto a su control. 

Es posible que estas diferencias en reproducibilidad se 

deban a que los reactivos utilizados por Paoletti y los 
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utilizados por nosotros tengan distinto grado de pureza 

ya que mientras más sensible es un método, requiere de 

may6r pureza en los reactivos que involucra. 

Una unidad enzimática se obtuvo con 51.9 

nanogramos en las determinaciones realizadas con la enzi 

ma pura, mientras que Paoletti report6 que fué obtenida 

con 15 nanogramos.Esto podría ser ocacionado por una di~ 

minuci6n de la actividad de la enzima utilizada en nues-

tros ensayos dado el largo periodo de tiempo en que estu 

vo almacenada e 10 años aproximadamente ). 

Con otros métodos se requieren cantidades 

mucho mayores de enzima pura para obtener una unidad en-

zimática, como en el caso del método de Xantina-Oxidasa: 

Citocromo e Reducido que emplea 200 ng e 24 ) 6 el de -

NADH- Diaforasa: Hidroxilamina que necesita 626 ng e 34) 

y 630 el de Xantina-Oxidasa: Nitroazúl de Tetrazolio ---

( 25 ) • 

Como ya se ha mencionado, la mayoría de -

los métodos indirectos para medír la actividad total de 

SOD utilizan cantidades considerables de tejido en la -

cuantificaci6n y su sensiblidad no alcanza a determinar 

los niveles de la enzima en extractos que se obtienen a 

partír de poco tejido y, por consiguente, tampoco permi

ten la diferenciaci6n de la actividad individual de las 

isoenzimas aún en extractos con altos contenidos de la 

enzima. Esto significa que la estandarizaci6n de esta --
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metodología representa un doble logro ya que no sólo 

permite la determinación de la actividad de SOD to--

tal, sino que además, se puede difereciar la activi-

dad de son2 de la de SOD1, inhibiendo esta Última -

con Cianuro de Potasio ( KCN ). 

Exsiten reportes en los que se menciQ 

na que tal inhibición se logra con concentraciones -

de 50 pM de KCN, sin embargo en nuestros ensayos só-

lo fué posiole con KCN 1.0 mM. 

Por otra parte, los valores normales 

de la SOD leucocitaria en sujetos sanos mostraron PQ 

ca dispersión ( 7.69 ~ 1.49 U/mgP ), representando~ 

proximadamente el 63% para son1 y el 37% para son2 . 

La importancia de la SOD ha sido revi 

sada ampliamente en los antecedentes y estos result~ 

dos son los pasos preliminares para un mayor conocí-

miento del papel que juega esta enzima en organismos 

sanos así como en aquellos afectados por neoplásias. 
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C O N C L U S I O N E S 

1.- Se logró 1~ estandarización de un método espectro

fotométrico que permite la determinación sensitiva 

y confiable de la actividad de superoxido dismuta-

sa en extractos de tejido que contienen bajos nive 

les de la enzima, lo que evita el problema de te--

ner que utilizar grandes cantidades de muestra co-

mo se requiere en la mayoría de los métodos comu--

nes. 

2.- Con la ~etodología estandarizada se determinaron -

los valores normales de actividad de SOD en leuco-

citos humanos, encontrando que el promedio de acti 

vidad total es de 7.68 ! 1.49 U/mgP ( n=21 ). 

3.- Esta metodología adem~s permite la diferenciación 

de las actividades individuales de las isoenzimas 

utilizando Cianuro de Potasio (KCN ) lmM en donde 

el 62.7% de la actividad total está dada por SOD1 

mientras que SOD2 contribuye con el 37.2% . 
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