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INTRODUCCION

En la actualidad se acepta la teoria de --
que los primeros organismos existentes en la tierra fue--
ron heterétrofos, unicelulares, anaerébicos, que utiliza-
ron los compuestos orgénicos del océano primitivo como --
fuente de energia y de unidades estructurales. Poco a po-
co el mar se fué empobreciendo de compuestos orgénicos de
bido al crecimiento y proliferacién de estas células. S6
lo las células que fueron capaces de utilizar compuestos
sencillos, principalmente dibéxido de carbono y luz solar
(como fuente de carbono y de energia, respectivamente) --
sobrevivieron; surgiendo asi las primeras células fotosin
téticas (hace unos 3,000 millones de afios). Probablemente
estas células al principio no liberaban oxigeno y quizis
utilizaron el sulfuro de hidr6geno en lugar de agua, lue-
go, hicieron su aparicién las células antecesoras de las
cianoficias modernas, liberando oxigeno a la atmésfera --
donde se empezé a acumular muy lentamente, Mds tarde sur-
gieron los primeros organismos heterétrofos que empezaron
a emplear activamente el oxigeno atmosférico (hace aproxi
médamente unos 1,500 millones de afios) (1, 2 ).

Esta condicién evolutiva implicaba ademis,

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

tos organismos tendrian que desarrollar un mecanismo para




eliminar los productos derivados de la reduccién parcial -
del oxfgeno, principalmente radicales, los cuales son fuer
temente oxidantes para muchas moléculas ( 3 ).

Cualquier molécula o Atomo que tenga uno o
mis electrones desapareados, es un radical. El1 hidrégeno,
el oxfgeno, el cloro o moléculas como sulfatos, nitratos,
carbonatos o iones complejos de metales de transicién, pue
den ser radicales; se caracterizan por tener una vida me--
dia muy corta y son muy activos quimicamente ( 4 ).

Para la célula es muy importante que la mo-
lécula de oxfgeno ( O, ) sea reducida completamente a dos
moléculas de agua ( H,0 ) acepténdo cuatro electrones. Si
esta molécula es reducida parcialmente aceptando sélo dos
electrones, se produce perbxido de hidrégeno ( H,0, ). Si
la molécula de oxigeno acepta s6lo un electrén, el produc-
to es el radical superbxido ( OE ) (5).

El peréxido de hidrégeno y el superéxido --
son extremadamente téxicos debido a que atacan &4cidos gra-
sos insaturados que forman parte de los lipidos de la mem-
brana, dafiando asfi la estructura de ésta ( 6 ), sin embar-
go, su reactividad no es tan grande en soluciones acuosas
pero su accién combinada puede llevar a la formacién de un
producto altamente reactivo —el radical hidroxilo— ( OH™ )

a través de la siguiente reaccién :




05 + H0 —E& _p OH' + OH" + 0,

( Reaccién de Haber Weiss )

Esta reaccifén es muy lenta pero procede répidamente en pre
sencia de metales.

Los radicales hidroxilo tienen una reactivi
dad tan grande que reaccionan casi con cualquier molécula
vecina ( azficares, aminodcidos, fosfolfipidos, bases y 4ci-
dos del ADN, etc. ) produciendo radicales secundarios de -
reactividad variable ( 7 ).

El superéxido se produce en una gran varie-
dad de reacciones como son: la autoxidacién de la hemoglo-
bina, mioglobina, citocromo ¢ reducido, ferredoxinas redu-
cidas, leucoflavinas, tetrahidropterinas, catecolaminas y-
fenoles polihidricos.

Algunas enzimas como la Xantina-Oxidasa, Di
hidroorotico Deshidrogenasa y una variedad de Flavin Deshi
drogenasas, también producen superfxido durante sus ciclos
cataliticos ( 8 ).

Actualmente, los organismos aer6bicos cuen--
tan con mecanismos que los protegen del dafio que pueden --
causar los intermediarios metab&licos del oxigeno, median-
te enzimas que los transforman cataliticamente.

Las unidades funcionales del metabolismo ce-
lular son las enzimas, proteinas que catalizan cientos de

reacciones quimicas especificas, mediante las cuales se --



desdoblan moléculas nutritivas, se conserva y se transfor-
ma la energia quimica, y se ensamblan moléculas a partir de
precursores simples.

Algunas enzimas estan constitufdas Gnicamen
te por polipéptidos, pero otras requieren un componente -~-
quimico adicional llamado eofactor para su actividad. El -
cofactor puede ser de origen inorgénico como: iones de Fie
rro ( Fel* ), Magnesio ( MnZ+ ) o Zinc ( ZnZ* ); o puede -
ser una molécula orgénica compleja llamada coenzima. Algu-
nas enzimas requieren tanto de una coenzima como de uno o
dos iones met4licos para su actividad.

Muchas enzimas aparecen en mids de una forma
molecular en una misma especie, érgano, tejido o incluso -
en una misma célula. En tales casos, las distintas formas
de la enzima catalizan la misma reaccién, pero difieren en
propiedades cinéticas y en composicién o secuencia de ami-
nofcido. A tales formas mltiples de una misma enzima se -
1e§ llama isoenzimas (9 ).

Entre las enzimas que destoxifican de los -
intermediarios metab6licos del oxigeno se encuentran: la -~
superdxido dismutasa ( SOD ), que cataliza 'la dismutacién

del superéxido, produciendo peréxido de hidrégeno:

2 H+ 205 —S00 5 Hy0, + 0

La eatalaza y la glutatibén peroxidasa, que a su vez redu--

“cen ei peréxido de hidrégeno produciendo agua:



2 H,0, ———Cj—\-T——-§02 + 2 Hp0

2 GSH + Hy0, — S GSSG + 2 Hy0 (6)

Se han encontrado cuatro formas distintas
de SOD, de las cuales sélo dos de estas isoenzimas estan
presentes en células eucaribticas ( SOD; y SOD; ).

La SOD; es un dimero de subunidades idén-
ticas con un peso molecular de 31,400 que contiene un 4-
tomo de Cobre y otro de Zinc en cada subunidad; se en---
cuentra en el citosél y en el espacio intermembranal de
la mitocondria, su estructura estéd codificada por un gen
que se encuentra en el cromosoma 21 ( 21-q22 ), es senci
ble al cianuro y al peréxido de hidrégeno.

La SOD, es un tetréimero de subunidades i-
guales que contienen Manganeso ( cuatro 4tomos en la es-
pecie humana ). Tiene un peso molecular de 84,100 y su -
localizacién cromosbémica corresponde al cromosoma 6 ( 6-
q21 ), esta isoenzima se encuentra en la matrfz mitocon-

drial ( 3.




ANTECEDENTES

Durante los procesos neoplésicos la activi
dad de superé6xido dismutasa presenta diversas alteracio--
nes, ya que se ha reportado que en células neoplésicas
de Plasmocitoma PC6, Leucemia Linfocf{tica P388, Carcinoma-
de Lewis, Carcinoma de vejiga, Tumor Ascf{tico de Ehrlich,
Tumor Ascitico de Yoshida y Epitelioma W256, la actividad
total de esta enzima se encuentra disminufda ( 10, 11 ).

La actividad de las isoenzimas, también ha
sido frecuentemente reportada alterada en ciertos tipos -
de tumores como: Tumor Ascitico de Ehrlich, Neuroblastoma,
Hepatoma H6, Leucemia 12-10, Melanoma S91, Carcinoma Muri
no CSH ( 12, 13, 14 }.estudiados en modelos experimenta--
les asi 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 répido del
Hepatoma de Morris ( 16 ).

En células neoplésicas de ratén con Hepa-
toma Novikkof y en células leucemicas humanas se reporta
disminuida la actividad de SOD; ( 15 ), mientras que la -
actividad de ambas isoenzimas se ha encontrado muy pareci

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




Por otra parte, también se han reportado al
teraciones de las isoenzimas en células sanas de organis--
mos portadores de tumores como son: disminucién de la acti
vidad de SOD; en hfgado, bazo y rifién de ratones con tumor
Ascitico de Ehrlich ( 18 ) y, elevacidén de la actividad de
SOD1 en eritrocitos (la finica isoenzima de estas cé€lulas -
debido a que carecen de mitocondrias) pero normal en higa-
do y pulmdn de ratones con Carcinoma de Lewis ( 19 ).

En el laboratorio donde se realizé este tra
bajo se hicieron estudios sobre la actividad de esta enzi-
ma en ratones con Linfoma L-5178Y implantado en cavidad pe
ritoneal, encontrindose: disminuida la actividad de pulmén
y cerebro, pero normal en higado vy elevada en eritrocitos
( 20 ); asi mismo, en pacientes con diversas neopldsias --
tanto de origen hematolégico como en tumores sélidos, la -
actividad de super6xido dismutasa eritrocitaria ( SODg ) -
se encuentra elevada, observando un incremento mayor en pa

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

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

mas en las neoplisias citadas arriba.




NEOPLASTIRA

CELULAS

ACTIVIDAD DE SOD

Plasmocitoma PC6*
Leucemia Linfocitica P388*
Carcinoma de lewis*
Carcinoma de vejiga®
Tumor Ascitico de Ehrlich*
Tumor Ascitico de Yoshida*
Epitelioma W256*

Tumor Ascitico de Ehrlich*
Neuroblastoma*

Hepatoma H6*

Leucemia 12-10*

Melanoma S91*

Carcinoma Murino CSH*
Leucemia**

Cels. trasnsformadas con
SV-40***

Hepatoma Novikkof*

Tumores sblidos**
Tumor Ascitico de Ehrlich*
Carcinoma de Lewis*

Carcinoma de Lewis*
Linfoma L-5178Y*

Linfoma I1-5178Y*
Linfoma 1-5178Y*
Neoplisias hematoldgicas**

Neoplésicas

Fibroblastos WI-38

Neoplisicas

sanas de higado,
bazo y rifibn
sanas de higado y
pulmdn
Eritrocitos sanos
sanas de pulmdn y
cerebro

sanas de higado
Eritrocitos sanos

Neoplasicas

Disminucion de SOD total

Deficiencia parcial de Sopp
y aumento de SODp
Deficiencia parcial de SOD;
Similar a la normal de

ambas isoenzimas.
Disminucién de SOD,

Normal

Aumento de SOD total
Disminucidén de SOD total

Normal
Aumento de SOD total
Aumento de SOD total

Tabla 1. La actividad de las isoenzimas de SOD presenta diversas alteraciones

tanto en células sanas como neopldsicas de organismos con tumores.

* Estudios en animales de experimentacién, ** Estudios en humanos, *** Estudios

en células en cultivo.




JUSTIFICACION

La gran variedad de alteraciones en la ac-

tividad de SOD tanto en células neopldsicas como en célu-
las '"sanas" de organismos con tumores, aln no han sido ex
plicadas y su significado es desconocido; sin embargo, --
SOD es una enzima protectora y sus alteraciones pudieran
llevar a diversos disturbios metabblicos. Actualmente se
reconoce el papel que juegan los radicales libres en el -
dafio al ADN ( 6 ) y algunos autores han hipotetizado que
la deficiencia de SOD; podria ser un factor determinante
en la iniciacién y progresién de un tumor ( 23 ).

Con el fin de conocer mis acerca de estas
alteraciones en la actividad de SOD, consideramos impor--
tante realizar estudios de la actividad de esta enzima en
tejidos que no esté4n afectados por un tumor directamente
y en el que se encuentren las dos isoenzimas ( SOD; y --
S0D; ). Por esta razbén los leucocitos son el tejido de e-
leccibén, ya que contienen ambas isoenzimas y ademds, 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 cu4l se produce una fuente im--
portante de superéxido, a través de la NADPH-Oxidasa uni-
da a membrana, jugando un papel muy importante en el ani-

quilamiento de bacterias fagocitadas ( 8 ).




PLANTEAMIENTDO
DEL PROBLEMA

A partir del descubrimiento de la SOD en
1969 por McCord y Fridovich ( 24 ) se han desarrollado di
versos métodos para medir la actividad de esta enzima. La
mayorfa de estos métodos se basan en determinaciones indi
rectas, donde la enzima inhibe alguna reaccién mediada --
por el superbxido; ya que para la medicibén directa de la
actividad se usa“equipo especial con el que no se cuenta
comunmente en el laboratorio. Algunos métodos para medir
la actividad de SOD se basan en las reaccibnes que se es-
quematizan en la Tabla 2. Estos métodos pueden usar siste
mas enzimiticos o no enzimdticos para generar el superéxi
do y luego se completan con técnicas luminimétricas, colo
rimétricas o polarogréficas. El problema con estos méto--
dos es que han sido disefiados para hacer la cuantifica---
cibén utilizando cantidades considerables de tejido, por =
lo que, aunque estos métodos sean confiables y eficientes
en la medicién, es diffcil obtener leucocitos en las can-
tidades requeridas ( 20 ml o mds ) 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 realizé este trabajo, siguiendo los mé
'to&osidel pirogalél y la adrenalina, presentaron los si--

guientes problemas:

10
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1) La necesidad de una gran cantidad de muestra.
2) La imposibilidad de diferenciar la actividad individu-

al de las isoenzimas.
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( NBT )

Fenazinametasulfato ( PMS ) + NADH ———p PMSH + NAD

PMSH + 0, —» 03 + H¥

Xantina + Xantina-Oxidasa —» 0; + Nitroazdl de Tetrazolio ——p Formazidn ( 25 )

Adrnenalina + 05 ——» Adenocromo. ( 26 )

03 + NBT — Formazén ( 27 )

Xantina + Xantina-Oxidasa —# 05 + re3* — Ferricitocromo + 02
( Fe2* ) ( 24)
Pirogalél + 05 ——» Purpurogalina ( 28 )
Tabla 2.~ Algunos métodos indirectos para medir la actividad de SOD se basan en las

reacciones esquematizadas arriba.



OBJETIVOS

Lograr la estandarizacifén de un método que permita
la determinacién sensitiva y confiable de la acti-
vidad enzimitica en extractos de tejido con bajos

niveles de SOD y que ademis permita la diferencia-

cién de la actividad individual de las isoenzimas.

Determinar los valores normales de la actividad de
SOD en leucocitos humanos, siguiendo el método es-

tandarizado.
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TERIALES Y EQUIPO

Centrifuga ( hasta 16,000 RPM )
Espectrofotémetro

Cubetas de cuarzo

Micropipetas ( de 5 a 100 ul )
Mezclador eléctrico

Agitador magnético

Medidor de pH ( potenciémetro )

14




REACTI.VOS

1.- ACD (3.0:1.0:3.0 de D-Glucosa 0.02M, Acido citrico 0.0
06M, Citrato de Sodio 0.01M, en Cloruro de Sodio 0.9%).
2.- Dextrin 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.- Tritén X-100 (v/v) 10%.

8.- Buffer Trietanolamina 0.1M; a un pH de 7.4-7.5 ajusta-

do con HC1.

9.- Nicotinamida Adenina Dinucledtido Reducido ( NADH )
( Sal Disodica ) 7.5 mM.

10.-Acido Etilendiaminotetracético ( EDTA ) 0.2M, ajusta-
do a un pH de 7.0 con NaOH 1M.

11.-Cloruro Manganoso { MnCl; ) 0.1M.

12.-EDTA/MnCl, (v/v) 100 mM/50 mM: Mezclando los reacti--
vos 10 y 11 en proporcién de 1:1 se obtiene el reacti
vo 12 (Esta mezcla debe hacerse justo antes de usarse)

13.-B-Mercaptoetanol 0.01M

14.-8S0D; de eritrocitos de carnero,

NOTA: Todos los reactivos fueron disueltos en agua desioni

zada para su preparacién.

15




METODOS

OBTENCION DE EXTRACTOS DE TEJIDO

EXTRACTO DE HIGADO DE RATON:

Este extracto se obtuvo a partir de 5g de -
higado de ratén, lavado con solucién salina fisiolégica ---
( 0.9% ) y homogenizando en frio con 2.0 ml de buffer de --
fosfatos 0.1M pH 8.0. El1 homogenizado se sometié a congela-
cién y descongelacibén con hielo seco-acetona (aproximada---

mente 5 veces) y luego se centrifug a 4,000 RPM/ 15 min, -

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

Una vez obtenido el sobrenadante se usé para las determina-

ciones enzimiticas ( 29 ).

EXTRACTO DE ERITROCITOS HUMANOS:

La obtencién de este extracto se hizo a partir
de 3 ml de sangre periférica heparinizada,Alavados 3 veces
con solucién salina fisiolbgica, descartando el sobrenadan-
te y la capa de leucocitos. Se mezclaron 0.5 ml de agua mds
0.5 ml de eritrocitos lavados para lisarlos por congelacién
y descongelacién con hielo seco-acetona; se egregaron 7.0 -

. mlede agua frfa, luego 2.0 ml de etenol frfo y finalmente -

.16




1.2 ml de cloroformo frio, agitando durante 1 min. Se cen
trifugé a 4,500 RPM/ 15 min, obteniendo un extracto libre
de hemoglobina que se utilizé para las determinaciénes en

zimdticas ( 30 ).

EXTRACTO DE LEUCOCITOS HUMANOS:

A partir de 10 ml de sangre total heparini
zada se obtuvo este extracto, separando los eritrocitos -
por sedimentacibén con un volumen igual ( 10 ml ) de una -
solucibn 3.0:1.0:3.0 de ACD-Dextran 6.0%-Dextrosa 5.0% --
( ver reactivos ) a temperatura ambiente por un periodo -
de 15 a 45 min. Se recuperb el sobrenadante por aspira---
cién y se centrifugé en frié a 1,500 RPM/ 15 min. Después
de eliminar el sobrenadante, el paquete de células se liﬁ
pia de eritrocitos contaminantes por lisis con agua ( 90
seg ), estabilizando con solucién 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 resuspendibé el paquete en 1.0 ml de sacarosa 0.25M ---
frfa y 10.0 ul de una solucién de Tritén X-100 al 10%, la

suspensién obtenida es congelada y descongelada en hielo

seco=acetona 7 veces y finalmente se centrifugb a 4,000 -

RPM/ 15 min a 4°C. El1 sobrenadante se usbé en las determi-

naciones enzimiticas ( 31 ).

17 -




DETERMINACION ENZIMATICA

El método seleccionado para cumplir con nu
estros objetivos es espectrofotométrico y se basa en el -
principio de que el NADH se oxida en presencia de concen-

2+ y - B-Mercaptoetanol

traciones minimas de EDTA, Manganeso
a través de una cadena de reacciones de radicales libres

que involucra la oxidacién del nucleftido por radicales -

Ti6él, las cuales se derivan de la interaccién de grupos -

Tioles con el complejo EDTA;Man. El superéxido se genera
por la reaccibén del oxigeno con radicales Tibles o Disul-
furo ( 32 ).

' Esta cadena de racciones resulta ideal pa-
ra evaluar la actividad de SOD en base a éu capacidad pa-
ra inhibfr la oxidacién del complejo EDTA-Mn®*® debida al
superSxido y por consecuencia previene la oxidacién del -
NADH. Las reacciones globales de este principio se esque-
matizan en la Fig.l.

El ensayo para la determinacién enzimitica
coﬂsiste en una mezcla de feacciones puramgnte quimica, -
la cual.se logra adicionando a una céiﬁilla los siguien--

tes reactivos:

0.800 ml de Buffer Trietanolamina 0.1M
0.040 ml de NADH 7.5mM

‘.

AL A,

R

SR T

=k

NI R R TR T

s



0.025 ml de Solucidén stock de EDTA/ MnCl, 100 mM/ SO0mM. -
0.0-0.200 ml de muestra ( SOD pura o extracto de tejido).

El volfmen de todas las cubetas de reaccién se ajustan a

1.165 m1 ( volGmen final ) con Buffer Trietanoclamina 0.1M.

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 garantia de que en las mezclas
de reaccibén no ocurre oxidacién inespecifica del dinucleb

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

enzima que puediera estar presente en el extracto ya que
la reaccién especifica ( descrita en este trabajo-) sélo
se inicia al poner 0.100 ml de B-Mercaptoetanol 0.01M a -
cada celdilla ( como se describié anteriormente ).

Una vez iniciada la reaccién, se registran
los decrementos en absosrbancia minuto a minuto. El de--.
cremento del rango de oxidacién, medido por el decremento
en Densidad Optica (DO), esté en funcién de la concentra-

cibén de la enzima.

La actividad de cada muestra en particular
se expresa en unidades enzimiticas por miligramo de pro--
teina ( U/mgP ) para extractos de tejido y SOD pura. la -
cantidad de enzima necesaria para inhibir la oxidacién --
del dinucle6tido en un 50% se considera como una unidad -
enzimética.

La determinacién de la cantidad de protei-

‘na ( mg/ml ) en los extractos de tejido se efectué siguien
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Fig. 1 Cadena de reacciones en que se basa el método espectrofoto-
métrico para medir la actividad de SOD.




RESULTADOS.-

La estandarizacién de esta metodologia se
inicid utilizando superbxido dismutasa pura de eritroci-
tos de carnero con el fin de asegurar se reproducibili--
dad bajo nuestras condiciones. En las primeras determina
ciones se observdé que las tasas de oxidacién del NADH en
los controles ( sin enzima ) de estos ensayos, eran muy
variables entre si; ademds de una relacién no decrecien-
te de la oxidacidén de las alicuotas de menor a mayor can
tidad de enzima, ya que lo esperado era que al aumentar
la cantidad de enzima la oxidacidn disminuyese. Pensamos
que la inestabilidad de alguno de los reactivos involu--
crados pudiera ser la causa de estos problemas, por lo -
gue iniciamos probando la efectividad de la reaccién a -
distintos tiempos de almacenamiento de los reactivos o -
bién, bajo distintas condiciones de preparacién. Esta e-
tapa, como es de suponerse, requirié de mucho tiempo de
experimentacién. En la tabla 3, se esguematizan los re--
sultados de estas pruebas y las diferencias encontradas
con respecto al método de referencia ( 33 ).

Las modificaciones realizadas a este méto
do sirvieron para obtener una meior correlacidén de decre
mento :de oxidacién entre las distintas alicuotas de un -

mismo ensayo, sin embargo, las tasas de oxidacibén en los
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controles continuaban wvariando de ensayo a ensayo; un -
ejemplo de estas variaciones se muestra en la tabla 2.
No obstante, se observé un fenémeno muy peculiar al gra
ficar cada uno.de estos ensayos, todos tenian un compor
tamiento muy similar (Fig. 2). Dada esta similitud gri-
fica decidimos expresar los decrementos de DO por minu-
to (DO/min) como un porcentaje de su control cuya oxida
cidén se considera el 100%; de esta manera, el comporta-
miento de las curvas de titulacit6n de todos los ensayos
fué casi idéntico (Fig. 3). Al analizar las gréficas -
se observa que la oxidacifn no es directamente propor -
cional a la cantidad de enzima, sino que sigue una fun-
cLbn exponencial., Utilizando el anidlisis de regresién -
lineal para obtener el mejor acoplamiento de la curva a
una recta, por transformacidén de los valores de SOD y -~
de los porcentajes de oxidacifn a logaritmos, aproxima-
damente la misma cantidad de enzima rinde una unidad -
enzimdtica en todos los ensayos (tabla 4), (Fig. 4). Si
el andlisis de regresidn lineal se aplica sin expresar-
los decrementos de oxidacidn como un porcentaje del con
trol, se obtiene una unidad enzimitica 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 enzimitica). En la figura 6 se muestra la cindti

ca de oxidacifn del NADH en ausencia y en presencia de dis
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tintas cantidades de enzima ( 50, 100, 250, 500, 1,000,
y 2,000 ng ). Después de iniciarse la reaccifn con -
B-Mercaptoetanol se registran los decrementos en absor-
bancia por 12 minutos a 340 nm, la oxidaci6n es baja al
principio pero después de 3 o 4 minutos aumenta progre-
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 proteinas,-
ninguna de las diferentes alicuotas de enzima utiliza -
das registraron decrementos en la oxidacién (Fig. 7 ).

Para confirmar la reproducibilidad del mé-
todo y averiguar si la cinética de oxidaci6n tenia un -
comportamiento similar al observado con SOD pura, se hi
cieron determinaciones enzimiticas en extractos de eri-
trocitos humanos y de higado de ratén; encontrindose - -
que efectivamente,la tasa de oxidacién del NADH utili -
zando distintas cantidades de estos extractos fu€é igual
a la observada con SOD pura (Fig 8a, 9b J},de igual for-
ma el comportamiento grifico de estas determinaciones -
es de tipo exponencial y no aritmético (Fig %9a, 10b ) y
se acopla a una recta por transformacifén logaritmica -
de las cantidades de extracto y sus valores de oxida -
cidén (Fig 10a, 11d.).

Una vez garantizada la reproducibilidad -

"del método en estos tejidos el trabajo se encaminé al
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cumplimiento del segundo objetivo: la determinacidén de
los valores normales de SOD en extractos de leucocitos
humanos.

Las figuras 1lla, 1lb, y llc muestran --
gue la tasa de oxidacidén del NADH, el comportamiento -
exponencial de los puntos en una grafica y su acopla--
miento a una recta por andlisis de regrecién 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---
tan entre 5.8 y 10.35 U/mgP ( Fig. 12 ).

Para la diferenciacidén de la actividad
individual de las isoenzimas se utilizd Cianuro de Po-
tasio ( KCN ). Las pruebas con KCN 50.0 uM fallaron en
la inhibicién de la actividad de soDy: logréndose tni-
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 SOD;, mientras que a
SOD, le corresponde una actividad de 2.57 + 0.59 U/mgP
{ Tabla 5 ), 1o que significa que el 62.7% de la acti-
vidad total esta dada por SOD; Y SOD; contribuye con -

el 37.3% ( Fig.13 ) .

\/
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IREACTIVO METODO A METODO B
BUFFER Trietanolamina 0.1M/Dieta- Trietanolamina 0.1M,
nolamina 0.1M, estable por estable por semanas
semanas.
NADH Estable por 3 dias a 4°C y Requiere preparacién
por semanas a 20°C. Disuel diaria. Disuelto en ~"
to en agua buffer trietanolamina. ,
i
EDTA Muy estable a teperatura - Estable por 30 dias a !
ambiente temperatura ambiente, ;
inestable a 4°Cc ;
g
B-Mercaptoetanol Muy estable a temperatura Requiere preparacidn i
ambiente diaria

Tabla 3. Condiciones de preparacién y tiempos de estabilidad de los -~

D R

reactivos segin el método de Pacletti ( Método A ) y segiin nuestro la-
boratorio ( método B ).
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ENZIMA (ng) ENSAYO I ENSAYO II
A B A B
DO/min % DO/min %
00 0.0140 100 0.0220 100
50 0.0070 50 0.0180 49
100 0.0063 45 0.0099 45
250 0.0044 31 0.0073 33
500 0.0036 26 0.0055 25
1,000 0.0028 20 ' 0.0044 20
2,000 0.0025 18 0.0040 18
ng/uU ng/U ng/U ng/u
*56.8 *+56.2 *60. 3 **56 .7
U/mgP U/mgP U/mgP U/mgP
17.6 17.8 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 obtie
ne una unidad enzimatica con la misma cantidad de enzima pura en am-
bos ensayos ( ** ).(B).




Figura. 2 CURVAS DE TITULACION PARA DOS ENSAYOS CON SOD PURA

OXIDACION DE NADH (A A 340/ min)
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Figura 3. CURVAS DE TITULACION PARA DOS ENSAYOS CON SOD PURA RE-

PRESENTANDO LA OXIDACION OBTENIDA CON 50,100,250,500,1000 Y
2000 ng DE ENZIMA COMO UN PORCENTAJE DE CONTROL(100%).
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Figura 4. CURVA DE TITULACION LOGARITMICA PARA DOS

ENSAYOS CON 80D PURA REPRESENTANDO LA
QX IDACION OlTENIDA COMO PORCENTAJES DEL
CONTROL. ENSAYO 1(0): Log y»-029(Logxp2.2
ENSAYD 11(L): Logy »-0.30(Logx) 2.2, DONDE
IU- 562 ng y 56.7Tng RESPECTIVAMENTE
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Figura. 5 CURVA DE TITULACION LOGARITMICA PARA DOS ENSAYOS
" CON SOD PURA. ENSAYO I(0-=<0). Log y=-0.314.(Logx)

+ 1,37 , DONDE IUs 56.8 ng.; ENSAYO Il : Log y= ~0.3i12(Logx)

+1.59, DONDE |U= 60.36 ng.
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TR Figura 8 EFECTO DE SOD PURA EN LA TASA
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OXIDACION DE NADH (%.).

Figura.7 CURVA DE TITULACION PARA SUPEROXIDO DISMUTASA PURA
EN DONDE LAS ALICUOTAS CON ENZIMA CALENTADA

NO REGISTRARON DECREMENTOS DE OXIDACION(e)
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Figura,8a EFECTO DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA DE ERITROCITOS
HUMANOS EN LA TASA DE OXIDACION DEL NADH
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Figura.9b. EFECTO DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA DE
EXTRACTO DE HIGADO DE RATON EN LA
TASA DE OXIDACION DEL NADH.
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Figura.9a. CURVA DE TITULACION PARA SUPEROXIDO
DISMUTASA EN EXTRACTO DE ERITROCITOS HUMANOS.
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Figura.10b. CURVA DE TITULACION PARA SUPEROXIDO
DISMUTASA DE EXTRACTO DE HIGADO DE
RATON. ‘
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Figura.l0 a. CURVA DE TITULACION LOGARITMICA
PARA SUPEROXIDO DISMUTASA EN EXTRACTO DE ERITROCITOS
HUMANOS . Log y *=(-047)(Log x )+ 2.02
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0 Fig- 1ld CURVA DE TITULACION LOGARITMICA PARA SUPEROXIDO
DISMUTASA DE EXTRACTO DE HIGADO DE RATON.

Log y= -0.371 (Logx -+ 2.04.
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Figurailo. EFECTO DE LA SOD LEUCOCITARIA HUMANA
e SOBRE LA TASA DE OXIDACION DEL NADH.
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Figura!! b. CURVA DE TITULACION PARA SUPEROXIDO DISMUTASA
DE LEUCOCITOS HUMANOS

100
LN -
'\.‘,f"’ i N
,\ e 75=
Al =~
z
a
<
z
4. 50+
2z Baa
o
3
% 25+
o




42

Figura.Nc CURVA DE TITULACION LOGARITMICA
'PARA SOD LEUCOCITARIA HUMANA' Log y = (-0.24)(Log x)+2.2
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Figura. _.r...l ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA
EN 2/ SUJETOS NORMALES
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Figura. I3 ACTIVIDAD DE LAS ISOENZIMAS DE SUPEROXIDO
DISMUTASA LEUCOCITARIA EN 3 SUJETOS NORMALES.
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n ACTIVIDAD  ENZIMATICA 3
( U/mgP )
SOD | 5 6.88 ¥ 1.35 ~100.0
SOD, 5 4.32 T 0.82 62.7
§0D, s 2.57 7 0.59 37.3

Tabla 5.- Actividad de las isoenzimas de Superéxido Dismu
tasa ( SOD1 y S0D, ) en 5 sujetos normales, representadas
como unidades enzimiticas por miligramo de protefna (U/mg

P) y el porcentaje que representan de la actividad total.
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DISCUSION, ' v

La medicién directa de la actividad de --

SOD requiere de aparatos especiales que no se encuentran
comunmente en los laboratorios tipicos, sin embargo se -
puede hacer la medicidén indirecta tomando como base cual
quier reaccién que pueda ser inhibida por la enzima y --
que para su deteccién no requiera de equipo sofisticado.
Actualmente existen varios métodos indirectos los cuales
difieren entre s{ Gnicamente en reproducibilidad y sensi
bilidad.

El método descrito por Paoletti et al. --
tiene como base la capacidad de la SOD para inhibir la -
oxidacién del NADH, a través de una secuencia de reaccio
nes puramente quimicas, resultando particularmente confi
able para realizar la medicién de SOD en extractos de te
jido, especialmente en aquellos en los que los niveles -
de esta enzima son bajos.

En la estandarizacién de dicho método fué
necesario modificar las condiciones de preparaciém y ti-

empo de almacenamiento de los reactivos para obtener una
buena correlacién 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

¥a que mientras méis sensible es un método, requiere de
may6r pureza en los reactivos que involucra.

Una unidad enzimé&tica se obtuvo con 51.9
nanogramos en las determinaciones realizadas con la enzi
ma pura, mientras que Paoletti reporté que fué obtenida
con 15 nanogramos.Esto podrfa ser ocacionado por una dis
minucién de la actividad de la enzima utilizada en nues-
tros ensayos dado el large periodo de tiempo en que estu
vo almacenada ( 10 afios aproximadamente ). _

Con otros métodos se requieren cantidades
mucho mayores de enzima pura para obtener una unidad en-
zim4tica, como en el caso del método de Xantina-Oxidasa:
Citocromo c Reducido que emplea 200 ng ( 24 ) 6 el de --
NADH- Diaforasa: Hidroxilamina que necesita 626 ng ( 34)
y 630 el de Xantina-Oxidasa: NitroazGl de Tetrazolio ---
( 25 ).

Como ya se ha mencionado, la mayoria de -
los métodos indirectos para med{r la actividad total de
SOD utilizan cantidades considerables de tejido en la --
cuantificacién y su sensiblidad no alcanza a determinar
los niveles de la enzima en extractos que se obtienen a
partir de poco tejido y, por consiguente, tampoco permi-
ten 1la diferenciacién de la actividad individual de las
isoenzimas aGn en extractos con altos contenidos de la

enzima, Esto significa que la estandarizacifén de esta --

<
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metodologia representa un doble logro ya que no sdlo
permite la determinacién de la actividad de SOD to--
tal, sino que ademds, se puede difereciar la activi-
dad de SOD, de la de SOD;, inhibiendo esta @ltima --
con Cianuro de Potasio ( RCN ).

Exsiten reportes en los gue se mencio
na que tal inhibicién se logra con concentraciones -
de 50 pM de KCN, sin embargo en nuestros ensayos sd-
lo fué posible con KCN 1.0 mM.

Por otra parte, los valores normales
de la SOD leucocitaria en sujetos sanos mostraron po
ca dispersién ( 7.69 ¥ 1.49 U/mgP ), representando a

proximadamente el 63% para SOD, y el 37% para SoD, -

1

La importancia de la SOD ha sido revi
sada ampliamente en los antecedentes y estos resulta
dos son los pasos preliminares para un mayor conoci-

miento del papel que juega esta enzima en organismos

sanos asi como en aquellos afectados por neoplésias.




1.-

CONCLUSIONES

Se logré la estandarizacién de un método espectro-
fotométrico que permite la determinacién 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 mayorfa de los hétodos comu- -~

nes.

Con la ﬁetodologia estandarizada se determinaron -
los valores normales de actividad de SOD en leuco-
citos humanos, encontrando que el promedioc de acti

vidad total es de 7.68 ¥ 1,49 U/mgP ( n=21 ).

Esta metodologfa ademis permite la diferenciacién

de las actividades individuales de las isoenzimas
utilizando Cianuro de Potasioc (KCN ) 1mM en donde
el 62.7% de la actividad total est& dada por SOD1

mientras que SOD2 contribuye con el 37.2% .
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GUADALAJARA, JAL, 22 DE ENERO IE 1990.

ING. ADOLFO ESPINOZA DE LOS MONTEROS CARDENAS,
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENC]'.AS

DE LA U. DE G.

PRESENTE.

Sr. Director:

Por medio de la presente informo a Usted que he revisado la tesis titula-
da "ESTANDARIZACION DE UN METODO CUANTITATIVO PARA LA ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DIS-
MUTASA Y DETERMINACION DE LOS VALORES NORMALES EN LEUCOCITOS HUMANOS," Preéentada
por el pasante de la carrera de Licenciado en Biologia'Sr. Mario Gutiérrez Prado -
1a cuél se aprueba para que se imprima y se someta a examen puesto que la conside;

| T0 adecuada para ello.
8in mis por el mamento me despido de Usted.

ATENTAMWBN

Pérez Garc@a .




UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA =~ Z0odeme oo
FACULTAD DE CIENCIAS Nemero ..o .

SR. MARIO GUTIERREZ PRADO
PRESENTE. -

Manifestamos a usted que con esta fecha ha sido -
aprobado el tema de Tesis "ESTANDARIZACION DE UN METODO CUAN
TITATIVO PARA LA ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA Y DETERMI
NACION DE LOS VALORES NORMALES EN LEUCOCITOS HUMANOS" para =
obtener la Licenciatura en Bioclogia.

Al mismo tiempo le informamos a usted que ha sido-
aceptado como Director de dicha Tesis el M.en C. Guillermo =--
Pérez Garcia.

c.c.p.“El expediente del alumno.

'mjsd
Boulevard a Tiaquepaque y Corregidora, S. R. Teléfonos 18-80-54 y 19-82-92
: Guadnalaiara Jal




