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Resumen.    

El vertimiento de medicamentos por la industria, los centros hospitalarios y los hogares, constituye 

una fuente de contaminación. Estos compuestos se integran al metabolismo y traen consigo 

alteraciones en la producción de especies reactivas del oxígeno y estrés oxidativo. Esta constituye la 

base para la carcinogénesis, de ahí que sea importante contar con procedimientos para evaluar 

dichas alteraciones. Una enzima de gran valor para el diagnóstico y pronóstico de estrés oxidativo es 

la Superóxido Dismutasa. Con la finalidad de profundizar acerca de los métodos para estimar la 

mencionada enzima y la generación de xenobióticos y sus efectos contaminantes, se realiza una 

minuciosa revisión bibliográfica de 32 artículos científicos. Se pudo constatar la variedad de métodos 

descritos para determinar la enzima Superóxido Dismutasa y la diversidad de fuentes generadoras 

de estos compuestos dañinos al entorno. Se resalta un ensayo loable de implementar por sus bajos 

costos relativos y la sencillez de ejecución: el que emplea la hematoxilina, con el inconveniente de su 

acelerada autoxidación en las condiciones de reacción. Esto fue resuelto mediante un estudio 

exploratorio realizado, donde se implementa el ácido fosfórico como antioxidante, con resultados 

promisorios sobre la estabilidad, gracias a lo cual se logra optimizar el empleo de la hematoxilina, un 

producto importado.  

 

Palabras claves: SUPERÓXIDO DISMUTASA, XENOBIÓTICOS, CÁNCER, CONTAMINACIÓN 

AMBIENTAL. 

 

Abstract.    

The dumping of drugs by industry, hospitals and homes constitutes a source of contamination. These 

compounds are integrated into the metabolism and bring about alterations in the production of reactive 

oxygen species and oxidative stress. This constitutes the basis for carcinogenesis, hence it is 

important to have procedures to evaluate these alterations. An enzyme of great value for the diagnosis 

and prognosis of oxidative stress is Superoxide Dismutase. In order to deepen about the methods to 

estimate the mentioned enzyme and the generation of xenobiotics and their polluting effects, a 

thorough bibliographic review of 32 scientific articles was carried out. The variety of methods 

described to determine the enzyme Superoxide Dismutase and the diversity of generating sources of 

these harmful compounds to the environment could be verified. A laudable trial to implement is 
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highlighted for its low relative costs and simplicity of execution: one that uses hematoxylin, with the 

disadvantage of its accelerated autoxidation in reaction conditions. This was solved through an 

exploratory study carried out, where phosphoric acid is implemented as an antioxidant, with promising 

results on stability, thanks to which it is possible to optimize the use of hematoxylin, an imported 

product. 

Keywords: SUPEROXIDE DISMUTASE, XENOBIOTICS, CANCER, ENVIRONMENTAL 

POLLUTION. 

 

Introducción 

Las enzimas han invadido todos los espacios de la producción de bienes materiales y 

servicios, incluyendo la salud y las investigaciones. Una de sus aplicaciones más llamativas 

es como biomarcadores de cáncer. Los biomarcadores en Oncología pueden ser utilizados 

en la prevención, detección tumoral y recaída, diagnóstico, predicción de la evolución y 

pronóstico, tratamiento individualizado e inclusión en Ensayos Clínicos1. Estos 

biomarcadores deberán ser fácil de obtener y de medir, no muy caros, no invasivos, precisos 

y que muestren alta sensibilidad y elevada especificidad 2. Por otro lado, la tendencia actual 

va encaminada a desarrollar la “Medicina de Precisión”, la cual pretende identificar la mejor 

estrategia terapéutica para cada paciente3. Aunque existen decenas de marcadores que 

están siendo estudiados en su mayoría tienen el inconveniente de verse alterados en 

patologías benignas o fisiológicas del ser humano 4.  

La Superóxido dismutasa (SOD) es una enzima que cada vez aparece con mayor frecuencia 

en los estudios oncológicos,5,6 de ahí que se decida incluirla en las investigaciones de 

nuestro medio, pero se requieren procedimientos analíticos fiables y baratos para su 

cuantificación. 

Un método barato y fácil de ejecutar es el que emplea la hematoxilina, pero cuenta con el 

inconveniente de una rápida autoxidación luego de prepararse para su uso. Incluso kits 

diagnóstico de amplio uso hacen referencia de ello. Por todo lo anterior, se ha identificado el 

desecho de grandes cantidades relativas del mismo y la premura en la ejecución de cada 

ensayo de SOD.  

El presente trabajo se divide en dos acápites: una revisión inicial acerca de las alteraciones 

de la enzima superóxido dismutasa durante el estrés generado por la exposición a 

xenobióticos ambientales, y un breve análisis experimental del ensayo de la mencionada 

enzima, empleando hematoxilina.  

1. Estrés oxidativo en individuos expuestos a xenobióticos ambientales y la enzima 

SOD. 



Los avances en el conocimiento de agentes epigenéticos, como son los xenobióticos, nos 

permiten conocer con mayor amplitud los procesos de deterioro celular, fisiológico, 

metabolómico y sistémico sobre la vida en el planeta7.  

Los xenobióticos interactúan con el ambiente y el hombre, bioacumulándose en los 

organismos y biomagnificándose en la cadena trófica. Cuando los xenobióticos entran en 

contacto con el organismo, se efectúa el mecanismo de adsorción, distribución, metabolismo 

y excreción, afectando diferentes órganos en su paso, dando lugar a los procesos de 

toxicocinética y toxicodinamia8. Entre los xenobióticos existentes, se pueden resaltar el 

material particulado, los metales pesados, compuestos orgánicos volátiles, los hidrocarburos, 

plaguicidas, bifenilos policlorados y las dioxinas y furanos; ocasionando diferentes impactos 

al ambiente y a la salud de las personas, lo cual depende de la concentración, tiempo de 

exposición y naturaleza química de cada uno8. 

El conocer cómo ocurren las interacciones de los xenobióticos, su mecanismo de transporte, 

cómo ingresan a los organismos, las fuentes que los originan, su naturaleza fisicoquímica y 

cómo se comportan, puede ayudar a prevenir, controlar, mitigar o compensar los impactos 

negativos que dichas sustancias ocasionan a la salud de las personas y a los ecosistemas8.  

1.1. Contaminación del medio ambiente y generación de xenobióticos exógenos.  

Los xenobióticos son considerados como todas aquellas sustancias que no forman parte de 

la composición del organismo, pero que son capaces incorporarse a las rutas metabólicas 

para su procesamiento. Se trata de compuestos de naturaleza química (fármacos, 

cosméticos, aditivos alimenticios, pesticidas, contaminantes, etc.); algunos otros son de 

origen natural (micotoxinas o alcaloides). Por lo general son compuestos de naturaleza 

lipofílica por lo que pueden atravesar con relativa facilidad las membranas biológicas, 

acceder al interior de las células y unirse a estructuras celulares de carácter lipofílico9. Figura 

1. 

 



Figura 1: Posibles fuentes y caminos de los compuestos farmacéuticos, sus productos de 

transformación, y microbios resistentes a fármacos en el ambiente. Fuente: Rehman et al., 

2015. 

Es así que en los últimos años se ha puesto especial atención sobre las consecuencias de 

la exposición de los organismos a este tipo de sustancias caracterizadas como 

desorganizadores endócrinos (EDC, endocrine disrupting chemicals) presentes en el 

ambiente y capaces de interferir con las funciones normales del sistema endocrino. Los 

disruptores endocrinos representan muy bien este escenario tóxico tan sutil, donde las 

consecuencias no las sufren solamente quienes lo habitan, sino algo mucho más dramático 

en su peligrosidad: su descendencia, las generaciones por venir10.  

En el caso de los seres humanos, su salud se ve muy comprometida al haberse señalado a 

estos contaminantes como inductores de múltiples patologías, incluyendo el cáncer11.  

 

Figura 2 Clasificación de los Disruptores endocrinos según su origen. Fuente: Arvelo 2017. 

Dado que estos productos han sido diseñados para alterar las funciones fisiológicas en 

humanos con el objetivo de sanar diferentes patologías, de la misma forma pueden afectar 

a los organismos acuáticos “no blancos”. De este modo, pueden actuar como 

desorganizadores endocrinos y afectar las funciones de distintas glándulas endocrinas, ya 

sea por acción directa o mediante interferencia en alguna de las vías descriptas para las 

hormonas que sintetizan11. 

Ciertos estudios ambientales han despertado una importante alerta mundial sobre la 

interacción de varios fármacos entre ´sí. Cuando una persona se enferma ingiere fármacos, 

este después de expulsado a través de la orina y las heces las cuales llegarán a las aguas 

residuales y luego a ríos o mares, sin embargo el deficiente tratamiento depurador que sobre 

estas realizan algunas plantas depuradoras hace que los residuales farmacológicos no 

puedan ser desaparecidos del todo produciéndose la contaminación11.   



Entre los agentes contaminantes se encuentran los plaguicidas organoclorados, donde el 

heptacloro y su metabolito, el epóxido de heptacloro, con evidencias de daños genéticos y 

metabólicos7.  

En los últimos años se ha demostrado que los efluentes cloacales colectan no sólo los 

desechos fisiológicos provenientes de esas poblaciones, sino también los metabolitos de los 

fármacos que se consumen, los productos relacionados con el cuidado personal, los 

productos de limpieza, los plaguicidas, los herbicidas, etc. Todos estos residuos se vuelcan, 

tratados o no, en los sistemas acuáticos superficiales próximos12.  

Se ha conseguido detectar xenobióticos en el mar en tejidos u otras matrices de delfines 

indican que una exposición crónica o aguda a dichos compuestos (ibuprofeno, ketoprofeno, 

aspirina, cafeína o metales pesados como el Hg, Cd, e el As) producen alteraciones en la 

funcionalidad inmunitaria y plaquetaria de los delfines13.  

Las especies acuáticas están expuestas a tóxicos ambientales provenientes de fuentes 

diversas como descargas industriales, efluentes urbanos y residuos de plaguicidas. Como 

consecuencia y, a pesar de no ser evidente en su morfología, las plantas acuáticas sufren 

efectos subletales, que de ser crónicos, pueden generar disminución de la diversidad 

genética de las poblaciones y desequilibrio ecológico. Los estudios ecotoxicológicos actuales 

incluyen el análisis de biomarcadores de la contaminación, que son cambios a nivel 

molecular, fisiológico y bioquímico, entre otros, y que incluyen los sistemas enzimáticos de 

biotransformación y otros vinculados al efecto de estrés oxidativo. Estos biomarcadores son 

conocidos también como señales de alarma temprana debido a que al estudiarse en 

ambientes naturales pueden evidenciar estadios tempranos de contaminación14.  

 

Figura 2: Esquema de los biomarcadores vinculados a diferentes contaminantes. Las líneas enteras indican 

una asociación fuerte, y las punteadas débiles. ROS: especies reactivas del oxígeno. (I): el biomarcador es 



apropiado potencialmente para todos los tipos de contaminantes. Adaptado y modificado de Brain y 

Cedergreen, 2009.   

1.2. Efecto de los xenobióticos exógenos sobre la generación de especies reactivas 

del oxígeno y el estrés oxidativo  

Los xenobióticos exógenos desencadenan estrés oxidativo. En este  sentido, las  células 

malignas  se  caracterizan  por  generar  radicales  libres  favoreciendo  el  desarrollo  de  

procesos relacionados con la supervivencia, proliferación, invasión y metástasis. Así mismo, 

existen diversos sistemas antioxidantes para la eliminación de ERO, que son alterados por 

procesos subyacentes a la malignización celular. No obstante, el cáncer puede presentar un 

comportamiento dual caracterizado por un predominio de actividad prooxidante o 

antioxidante en la célula tumoral, en dependencia de la etapa de progresión de la 

enfermedad. En consecuencia, varios de los esfuerzos terapéuticos se han dirigido a la 

promoción o inhibición de componentes oxidantes y antioxidantes, y por lo tanto, modular el  

efecto  de las ERO en el  microambiente tumoral15.  

Diversas investigaciones han permitido afirmar que el papel del estrés oxidativo en la biología 

del cáncer es  de  un comportamiento  dual,  caracterizado  por un  predominio  de actividad 

prooxidante o antioxidante en la célula tumoral, que es dependiente de la etapa de progresión 

de la enfermedad. Es por ello, que gran parte de la terapéutica se ha enfocado a direccionar 

el potencial tratamiento de acuerdo a si se encuentra en etapas tempranas o en un estadio 

más avanzado, apuntando a modular el efecto de las ERO en la proliferación celular y la 

inducción de apoptosis, respectivamente. En este contexto, es preciso mencionar a la terapia 

antioxidante, la cual ha sido un importante pilar en el manejo temprano del cáncer durante 

las últimas décadas, por el efecto de las ERO en la promoción de la tumorigenesis15.   

1.3. Enzima Superóxido Dismutasa 

La superóxido dismutasa (EC: 1.15.1.1) es una enzima que cataliza la dismutación del radical 

superóxido O2
- en una molécula de oxígeno y en peróxido de hidrogeno. El anión superóxido 

es un producto colateral del metabolismo del oxígeno y si su producción no es regulada 

causa daño celular. El peróxido de hidrogeno también causa daño celular y el mismo es 

degradado por otras enzimas como la catalasa. La SOD es una defensa muy importante 

contra el estrés oxidativo en casi toda la célula expuesta al oxígeno. 

La actividad de esta enzima fue descubierta en 1963 por Fridovich y McCord 16 Anteriormente 

las SODs fueron conocidas como un grupo de metaloproteinas, con funciones desconocidas, 

por ejemplo la CuZnSOD se conocía como eritrocupreina, hemocupreina o citocupreina. Hay 

3 familias de la SOD, teniendo en cuenta su plegamiento y los cofactores metálicos, la Cu/Zn 

que se une tanto al cobre como al zinc; el tipo Fe y Mn que se unen al hierro o al manganeso 



y el tipo Ni que se une al níquel 17. La SOD está presente en toda la escala filogenética. Así, 

la SOD Cu-Zn se encuentra en el citosol de todas las células eucariotas contienen este tipo 

de SOD; es un homodímero de peso molecular 32,500. Es una estructura enroscada de 8  

cadenas en   β barril., con un sitio activo adherido entre el barril y la superficie de 2 bucles. 

Las 2 subunidades están fuertemente unidas mediante interacciones  hidrofóbicas y 

electrostáticas. El cobre y el zinc están  unidos a 6 cadenas laterales de  histidinas  y a una 

de un aspartato, una de las histidinas sirve de puente entre  dos metales 18. 

La, SOD Fe-Mn están en los procariotas y protistas, en las mitocondria y los cloroplastos. 

Pueden existir en algunas bacterias la forma Fe-SOD, en otras Mn-SOD, presentan su 

estructura tridimensional basas en alfa hélices. Son en ocasiones dímeros pero pueden 

presentarse en ocasiones como un tetrámero 

La Mg-SOD presente en casi todas las mitocondrias y muchas bacterias. Los iones 

manganesos se unen a  3 cadenas laterales  histidinas y un aspartato, así como a una 

molécula de agua o un ligando con grupo hidroxilo en dependencia del estado de oxidación 

del Mn 19.  

La forma con níquel está presente en los procariotas, tiene una estructura hexagonal 

estructura formada  por un manojo de 4 hélices dextrógiras, cada una contiene un grupo 

amino terminal que quela al ion Ni. 

En el humano y todos los mamíferos se presentan 3 formas la SOD 1 en el citoplasma, SOD2 

en la mitocondria y la SOD3 es extracelular. La SOD1 es un dímero, mientras que la SOD2 

y SOD3 son tetrámeros. La SOD1 y la SOD3 contienen cobre y zinc mientras que la SOD2 

tiene manganeso en su centro activo. Los genes que codifican estas enzimas están 

localizados en el cromosoma 21, 6 y 4 respectivamente 

Por la importancia de esta enzima se han desarrollado numerosos métodos que permiten su 

determinación, 16,20-23  los cuales serán ilustrados a continuación. 

1.4. Métodos para determinar actividad enzimática SOD 

La medida de la actividad de SOD presenta un gran problema, poco frecuente en ensayos 

enzimáticos habituales, derivado de la inestabilidad intrínseca en medios acuosos de su 

sustrato, el radical superóxido. Las determinaciones de la actividad de SOD se han tenido 

que apoyar en variaciones de concentraciones constantes de radical superóxido, catalizadas 

por la enzima. Así,  se han descrito una variedad de ensayos espectrofotométricos. Una 

categoría de estos ensayos diseñados comúnmente para cuantificar la actividad SOD, 

precisan de dos componentes: un generador de radical superóxido y un detector del mismo 

24.  



El generador produce el radical superóxido a una velocidad controlada constante. En 

ausencia de SOD, el radical superóxido se acumula hasta llegar a una concentración tal que 

la velocidad de reacción con el detector se iguale con la velocidad de producción, 

consiguiéndose este estado de equilibrio en más o menos un segundo. Si la SOD está 

presente, compite con el detector por el radical superóxido, produciéndose una disminución 

del radical superóxido captado por el detector, manifestándose ésta en una inhibición del 

nivel de detección. 

Entre los generadores de superóxido más empleados están la xantina oxidasa, 16 y la 

oxidación fotoquímica de sustratos reducidos20.Como detectores se emplean el citocromo c,  

16 la hidroxilamina  25 y el nitroblue tetrazolium (NBT) 20.  

En estos ensayos la actividad SOD es cuantificada determinando la capacidad de la enzima 

de competir con los detectores del anión superóxido.  Generalmente requiere el uso de una 

o más proteínas.  

En contraste, los ensayos de autoxidación se pueden implementar, en los cuales la especie 

oxidante tiene doble función, ser a la vez una fuente de superóxido y el detector para el 

mismo. Los ensayos basados en la auto-oxidación del pirogalol,22,26 hidroxilamina 27, 6-

hidroxidopamina, 28 epinefrina 29 y hematoxilina 23 son simples de implementar, e involucran 

pocos componentes en la reacción, y son fácilmente monitoreados en la región visible del 

espectro de absorción luminosa. 

Una desventaja de los ensayos de autoxidación es que la mayoría de ellos pueden ser 

llevados a cabo a altos pH, donde la actividad específica de las Mn y Fe-SOD son bajas30. 

Solo el ensayo de 6-hidroxidopamina es aplicable a valores de pH en el rango fisiológico 28.  

Empleando KCN y H2O2, inhibidores altamente específicos, se logra diferenciar la influencia 

a la actividad SOD total, de cada una de las isoenzimas de la SOD; así, cuando se emplea 

KCN y H2O2 se determina la variante Cu/Zn-SOD; si sólo se emplea H2O2 la Fe-SOD, en 

cambio la Mn-SOD es resistente a ambos inhibidores. 

1.4.1. Ensayo de la enzima SOD por inhibición de la auto-oxidación de la hematoxilina 

Un método loable de ser aplicado para la medición de la actividad SOD en pacientes 

expuestos a xenobióticos exógenos es el de inhibición de la autoxidación de la hematoxilina. 

Este se basa en la transformación de la hematoxilina en su producto oxidado por dos 

electrones, la hemateína. El ensayo es sensible, simple y barato. El producto de la reacción, 

la hemateína, es relativamente estable y tiene un máximo de absorción y un coeficiente de 

extinción similar a aquellos “barrenderos” de superóxido, como la citocromo c. la reacción es 

inhibida por SOD y puede ser implementado en el rango de pH fisiológico de 6.8-7.8 donde 



inhibe en un 90-95 % la SOD. En adición, a valores de pH por encima de 8.1 la reacción de 

autoxidación es acelerada por sumar SOD y la reacción se convierte en un ensayo positivo 

para la enzima, similar en principio a los ensayos de SOD basados en la oxidación 

fotoquímica y enzimática de la dianisidina 31,32.  

La hematoxilina es un producto natural que se extrae del centro del árbol Haematoxylon 

campechianum y es usada para la tinción de los tejidos en histología y patología. Es un 

colorante biológico, además es un indicador ácido base, por debajo de pH 6  es de color 

amarillo, entre 6 y 7 su color se convierte en violeta y de 7 a 10 su coloración va pasando a 

roja. Su peso molecular es de 302.282 g/mol.  

La hematoxilina reacciona con el oxígeno y otros agentes oxidantes y produce la hemateína. 

Esta tiene una estructura similar a la hematoxilina determinada por análisis  MNR y similar 

peso molecular. El cambio en la estructura produce un cambio intenso en la coloración de 

una solución casi incolora a una de color rojo marrón. Esta reacción ocurre muy rápidamente 

y se puede seguir su marcha ya que la formación de la hemateína puede ser medida 

espectrofotométricamente a   560 nm.  

La hematoxilina se ha empleado para la medición de la actividad de la SOD. En presencia 

de ésta última se inhibe la  autoxidación de la hematoxilina, lo cual es fácil de monitorear 

espectrofotométricamente debido a las variaciones en la coloración.  ,  

Una de las limitaciones del empleo de la hematoxilina como sustrato para la autoxidación es 

su inestabilidad temporal en las condiciones del ensayo (diluida en buffer fosfato 50 mM, pH 

7.5, 0.1 mM EDTA; 25°C), pues una vez preparada comienza su autoxidación 

progresivamente, lo cual limita el empleo del preparado a unos pocos minutos.  

En un estudio exploratorio (piloto) realizado por el grupo inNOVAcenz de la Universidad 

Médica de Villa Clara se establecieron las bases para la actual investigación. Este grupo 

constata que la hematoxilina disuelta en ácido fosfórico es estable al menos durante 18 

horas, mientras la preparada convencionalmente en buffer fosfato, comienza la autoxidación 

gradualmente, donde alcanza una coloración que va del amarillo tenue (propio de la 

hematoxilina) al naranja, y a partir de los 8 minutos comienza a mostrar color rosado. Esta 

variación de colores se corresponde con la formación de hemateína, el producto de oxidación 

de la hematoxilina, lo cual va excluyendo dicha disolución para la realización del ensayo. Se 

hizo pertinente realizar el seguimiento de la estabilidad temporal a 560 nm para corroborar 

los cambios visuales. Ello requirió un estudio de muestras pareadas empleando hematoxilina 

en ácido fosfórico 350 mM, lo cual no evidencia diferencias significativas cuando el diluyente 

era el buffer fosfato recomendado, lo cual apunta a una efectividad en el empleo de ácido 



fosfórico para inhibir la autoxidación de la hematoxilina en el reactivo de trabajo y extender 

así el empleo del reactivo y la optimización de su consumo y del tiempo.  

 

 

Conclusiones  

La contaminación ambiental afecta en gran medida las poblaciones humanas, en especial 

aquellos lugares donde no se controla el vertimiento de medicamentos como hospitales, 

industrias farmacéuticas y los hogares. Estos desechos provocan alteraciones en el balance 

oxidativo con alteraciones en la enzima Superóxido Dismutasa; de ahí que sus niveles 

permitan evaluar los daños por la exposición a xenobióticos ambientales. Varios métodos se 

han ideado para la cuantificación de esta enzima; el que emplea la autoxidación de la 

hematoxilina muestra sus ventajas por su sencillez y abaratamiento. Un inconveniente de 

éste método es la relativamente rápida autoxidación de la hematoxilina una vez preparada, 

aspecto que se logra mejorar mediante un estudio piloto donde se emplea como antioxidante 

el ácido fosfórico. De ésta manera se logra la optimización del empleo del reactivo. 
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