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Resumen.

Las especies reactivas del oxigeno tienen un gran vinculo con la carcinogénesis y la
metastasis. Sus concentraciones suelen alterarse por exposicion a xenobidticos generados
por desechos de la industria quimica y farmacéutica, aunque también domésticos. Como
parte de la respuesta defensiva antioxidante se modifica la actividad de la enzima
Superéxido dismutasa. Para profundizar en estos aspectos, se realiza una exhaustiva
revision bibliografica y se analizan algunos aspectos analiticos del método de inhibicion de la
autoxidacion de la hematoxilina, para estimar la actividad de la mencionada enzima. Es un
procedimiento sencillo de ejecutar, con el inconveniente Unico que el reactivo de trabajo se
oxida con mucha facilidad e imposibilita extender el ensayo a mayor cantidad de muestras.
Para emprender la solucion se propone un disefio de experimentos donde se evalua el
efecto del acido fosférico a diferentes concentraciones, para el analisis de la autoxidacion del
reactivo, tanto en ausencia como en presencia de la enzima Superoxido dismutasa. Previo
estudio exploratorio, el empleo del acido fosférico como antioxidante parece ser promisorio
pues no se modifican ni el pH del medio de reaccién, ni los resultados de la actividad
enzimética.

Palabras  claves: SUPEROXIDO  DISMUTASA, XENOBIOTICOS, CANCER,
CONTAMINACION AMBIENTAL

Abstract.

Reactive oxygen species have a strong link with carcinogenesis and metastasis. Their
concentrations are usually altered by exposure to xenobiotics generated by chemical and
pharmaceutical industry wastes, although also domestic. As part of the antioxidant defensive
response, the activity of the enzyme superoxide dismutase is modified. In order to deepen in
these aspects, an exhaustive bibliographic review is carried out and some analytical aspects

of the hematoxylin autoxidation inhibition method to estimate the activity of the mentioned
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enzyme are analyzed. It is a simple procedure to perform, with the only drawback that the
working reagent oxidizes very easily and makes it impossible to extend the assay to a larger
number of samples. To undertake the solution, an experimental design is proposed to
evaluate the effect of phosphoric acid at different concentrations, for the analysis of the
autoxidation of the reagent, both in the absence and in the presence of the enzyme
Superoxide dismutase. After an exploratory study, the use of phosphoric acid as an
antioxidant seems to be promising since neither the pH of the reaction medium nor the
results of the enzymatic activity are modified.

Keywords: SUPEROXIDE DISMUTASE, XENOBIOTICS, CANCER, ENVIRONMENTAL
POLLUTION

Introduccion.

La Superdxido dismutasa (SOD) es una enzima factible de aplicar en los estudios de
cancer;*? sus niveles se modifican en diversas situaciones patolégicas que favorecen su
génesis y hasta su progresion hacia otros sitios.

En relacidbn con el cancer, existe un grupo de sustancias capaces de integrarse al
metabolismo, que constituyen tdxicos al organismo, y lo inducen.® Estas son conocidas como
xenobidticos y es de gran utilidad conocer como ingresan a los organismos, las fuentes que
los originan, su naturaleza fisicoquimica y como se comportan, lo cual puede ayudar a
prevenir, controlar, mitigar o compensar los impactos negativos que dichas sustancias
ocasionan a la salud de las personas y a los ecosistemas.*

Para la implementacién de la SOD a la Enzimologia Clinica relacionada con el cancer es
necesario contar con un sistema analitico barato y facil de ejecutar, pero que sea fiable. Uno
gue cumple con tales requisitos es el método que emplea la hematoxilina. °

Para profundizar en estos aspectos, incluyendo los xenobiéticos, se realiza una exhaustiva
revision bibliografica. Se ofrece ademas un método para estimar la actividad SOD, factible
de implementar en los laboratorios de investigacion. Tal vez en un futuro proximo, y seria la
mayor pretensién, la determinacién de SOD pueda escalarse como un método de rutina en

los laboratorios clinicos de nuestro pais.

1. Enzima Superoxido Dismutasa.
La superoxido dismutasa (EC: 1.15.1.1) es una enzima que cataliza la dismutacion del
radical superéxido Oz en una molécula de oxigeno y en perdoxido de hidrogeno. El anion

superoxido es un producto colateral del metabolismo del oxigeno y si su produccion no es



regulada causa dafio celular. El peréxido de hidrégeno también causa dafio 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 todas las células expuestas al oxigeno.

La actividad de esta enzima fue descubierta en 1963 por Fridovich y McCord. 6 Las SODs
fueron conocidas como metaloproteinas, denotadas con nombres como: eritrocupreina,
hemocupreina o citocupreina. Hay 3 familias de la SOD, teniendo en cuenta su plegamiento
y los cofactores metalicos, 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 niquel. 7 La SOD esta
presente en toda la escala filogenética. En el humano y todos los mamiferos se presentan 3
formas: la SOD 1 en el citoplasma, SOD2 en la mitocondria y la SOD3 es extracelular. La
SOD1 es un dimero, mientras que la SOD2 y SOD3 son tetrdmeros. 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 estan localizados en el cromosoma 21, 6 y 4,
respectivamente.

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

determinacion,>%810 |os cuales seran ilustrados a continuacion.

1.1. Métodos para determinar actividad enzimatica SOD.

La medida de la actividad de SOD presenta un gran problema, poco frecuente en ensayos
enzimaticos habituales, debido a la inestabilidad del sustrato, el radical superdxido. Debido a
ello, las determinaciones de la actividad de SOD se han tenido que apoyar en variaciones de
concentraciones constantes de radical superoxido suministrado por otro proceso.

Se han descrito una variedad de ensayos espectrofotométricos. Una categoria de estos
ensayos precisan de dos componentes: un generador de radical superdxido y un detector del

mismo.*! (Figura 1)
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Figura 1. Componentes del sistema para medir la actividad SOD (lado izquierdo superior).
Un método muy utilizado emplea el sustrato cromogénico WST-1/ xantina oxidasa (lado
izquierdo inferior) y otro acopla como detector del anidon superédxido el NBT (lado derecho),
gue resulta reducido por el anién superdxido producido por la oxidacion de la riboflavina.
Este Ultimo ha sido muy empleado en zimografia. Tomado de: Esquivel L (2016)*?

Entre los generadores de superdxido mas empleados estan la xantina oxidasa, © dimetil-
sulféxido alcalino®® y la oxidacion fotoquimica de sustratos reducidos®.Como detectores se
emplean el citocromo c, 8 la hidroxilamina 4 y el nitroblue tetrazolium (NBT)32.

En estos ensayos la actividad SOD es cuantificada determinando la capacidad de la enzima
de competir con los detectores del aniébn superoxido. En contraste, los ensayos de
autoxidacion se pueden implementar, en los cuales la especie oxidante tiene doble funcion,
ser a la vez una fuente de superéxido y el detector para el mismo. Los ensayos basados en
la auto-oxidacion del pirogalol,’®*> hidroxilamina®, 6-hidroxidopamina,!’ epinefrinal®® y
hematoxilina® son simples de implementar, e involucran pocos componentes en la reaccion,
y son facilmente monitoreados en la regién visible del espectro de absorcion luminosa.

Una desventaja de los ensayos de autoxidacion es que la mayoria de ellos pueden ser
llevados a cabo a altos pH, donde la actividad especifica de las Mn y Fe-SOD son bajas.?°
Solo el ensayo de 6-hidroxidopamina es aplicable a valores de pH en el rango fisiol6gico.’
En este trabajo se detalla un ensayo de autoxidacién basada en la transformacién de
hematoxilina a su producto oxidado por dos electrones, la hemateina. El ensayo es sensible,
simple y barato. El producto de la reaccién, la hemateina, es relativamente estable y tiene un
maximo de absorcion y un coeficiente de extincion similar a aquellos “barrenderos” de
superéxido, como la citocromo c. La reaccion es inhibida por SOD y puede ser
implementada en el rango de pH fisiolégico de 6.8-7.8 donde inhibe en un 90-95 % la SOD.
En adicion, a valores de pH por encima de 8.1 la reaccion de autoxidacion es acelerada por
sumar SOD vy la reaccion se convierte en un ensayo positivo para la enzima, similar en
principio a los ensayos de SOD basados en la oxidacion fotoquimica y enzimética de la
dianisidina.!?2!

Empleando KCN y H202, inhibidores altamente especificos, se logra diferenciar la influencia
a la actividad SOD total, de cada una de las isoenzimas de la SOD; asi, cuando se emplea
KCN y H202 se determina la variante Cu/Zn-SOD; si so6lo se emplea H20:2 la Fe-SOD, en
cambio la Mn-SOD es resistente a ambos inhibidores.®



2. Las especies reactivas del oxigeno y el cancer.

Diversas investigaciones han permitido afirmar que el papel del estrés oxidativo en la
biologia del cancer tiene un comportamiento dual, caracterizado por un predominio de
actividad prooxidante o antioxidante en la célula tumoral, que es dependiente de la etapa de
progresion de la enfermedad. Las células malignas se caracterizan por generar radicales
libres favoreciendo el desarrollo de procesos relacionados con la supervivencia,
proliferacion, invasién y metastasis. Asi mismo, existen diversos sistemas antioxidantes para
la eliminacion de ERO, que son alterados por procesos subyacentes a la malignizacion
celular. De hecho las EROs tienen un marcado efecto sobre la promocién de la

tumorigenesis.?? En la Figura 2 se ilustran algunos vinculos entre EROs-cancer.
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Figura 2. Efecto de las ERO sobre la carcinogénesis (izquierda) y en la invasién celular y la

metastasis (derecha). Modificado de Crespo y cols, 2020.2?

Las células tumorales muestran un metabolismo hiperactivo y mantienen niveles elevados
de dichas especies reactivas, donde existe una alteracion de la funcion mitocondrial, que

juega un papel clave en la generacion del estrés oxidativo.?3

2.1. La SOD: un sensor que media la accion de los xenobidticos y el cancer.

Los avances en el conocimiento de agentes epigenéticos, como son los xenobidticos, nos
permiten conocer con mayor amplitud los procesos de deterioro celular, fisiologico,
metabolémico y sistémico.?* Asi pues, la Superoxido dismutasa constituye el primer
saneador de las especies reactivas del oxigeno generadas por exposicion ambiental a

xenobiodticos procedentes de las industrias quimica, agroalimentaria, y farmacéutica.



Las EROs asi como las enzimas antioxidantes se han vinculado a agroquimicos
generadores de estrés oxidativo. Una de las EROs es el peroxido de hidrégeno, cuyo
incremento se ha asociado a la exposicion a ciertos insecticidas. En este contexto es Uutil
implementar pardmetros de estrés oxidativo, como la actividad de las enzimas catalasa y
superoéxido dismutasa. 2°

En la Figura 3 se esquematizan algunos mecanismos que afectan la actividad de la enzima

SOD vy sus efectos generales sobre el cancer.
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Figura 3 Mecanismos de desregulacion de la SOD: vinculos con el cancer. Tomado de:
Griess et al. 2017. 26

Los xenobioticos son considerados como todas aquellas sustancias que no forman parte de
la composicion del organismo, pero que son capaces incorporarse a las rutas metabolicas
para su procesamiento. Se trata de compuestos de naturaleza quimica (farmacos,
cosméticos, aditivos alimenticios, pesticidas, contaminantes, etc.); algunos otros son de
origen natural (micotoxinas o alcaloides). Por lo general son compuestos de naturaleza
lipofilica por lo que pueden atravesar con relativa facilidad las membranas bioldgicas,
acceder al interior de las células y unirse a estructuras celulares de caracter lipofilico. 2’

Entre los xenobidticos existentes, se pueden resaltar el material particulado, los metales
pesados, compuestos organicos volatiles, 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 concentracion, tiempo de exposicion y

naturaleza quimica de cada uno.*2®



Por ejemplo, el humo del tabaco y la inflamacion cronica como la exposicion al asbesto, son
fuentes de dafo oxidativo del ADN que contribuyen al desarrollo de cancer de pulmonar y
otros tumores.?®

En los udltimos afios se ha demostrado que los efluentes cloacales colectan no sélo los
desechos fisiolégicos provenientes de esas poblaciones, sino también los metabolitos de los
farmacos 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 acuaticos superficiales préximos.*°

Los estudios ecotoxicolégicos actuales incluyen el analisis de biomarcadores de la
contaminacion, que son cambios a nivel molecular, fisiolégico y bioquimico, entre otros, y
gue incluyen los sistemas enzimaticos de biotransformacién y otros vinculados al efecto de
estrés oxidativo. Estos biomarcadores son conocidos también como sefiales de alarma
temprana debido a que al estudiarse en ambientes naturales pueden evidenciar estadios

tempranos de contaminacion.?®

3. Medicién de la actividad de la SOD por inhibicion de la auto-oxidacién de la
hematoxilina.

La hematoxilina es un producto natural que se extrae del arbol Haematoxylon
campechianum y es usada ampliamente en histologia y patologia para la tincion de los
tejidos. Es un colorante biolégico, ademas es un indicador acido 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 coloracion va
pasando a roja. Su peso molecular es de 302.282 g/mol y su formula quimica es CisH140es..
La hematoxilina reacciona con el oxigeno y otros agentes oxidantes y produce la hemateina.
Esta tiene una estructura similar a la hematoxilina determinada por analisis MNR y similar
peso molecular. EI cambio en la estructura produce un cambio intenso en la coloracion de
una solucién casi incolora a una de color rojo marrén, que se sigue mediante un método

espectral.® (Figura 4)
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Figura 4. Variaciones espectrales en el transcurso de la autoxidacion de la hematoxilina. En

el recuadro, la reaccion que se verifica. Modificado de Martin y Sugarman, 1987.°

Esta reaccién ocurre muy rapidamente y puede monitorearse espectrofotométricamente a
560 nm. La hematoxilina se ha empleado para la medicion de la actividad de la SOD, ya que
en presencia de ésta Ultima se inhibe la autoxidacién de la hematoxilina. Una de las
limitaciones del empleo de la hematoxilina como sustrato para la autoxidacién 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 autoxidacion
progresivamente, lo cual limita el preparado a unos pocos minutos.

En un estudio exploratorio realizado por el grupo inNOVAcenz de la Universidad Médica de
Villa Clara, se establecieron las bases para la estabilizacion del reactivo de trabajo. Este
grupo constata que la hematoxilina disuelta en acido fosférico es estable al menos durante
18 horas, mientras la preparada convencionalmente en buffer fosfato, comienza la
autoxidacion gradualmente, donde alcanza una coloracién que va del amarillo tenue (propio
de la hematoxilina) al naranja hasta al cabo de los 8 minutos mostrar color rosado. Esta
variacion de colores se corresponde con la formacion de hemateina, el producto de

oxidacion de la hematoxilina, lo cual excluye dicho preparado para la realizacion del ensayo.

3.1. Enfoque experimental en la optimizacién del reactivo de hematoxilina

En este capitulo se realiza la descripcion de la etapa experimental de esta investigacion,
especificando los equipos, materiales y reactivos empleados, asi como los disefios de
experimentos realizados y los pardmetros de evaluacién de desempefio de la técnica.

Como parte del “Fundamento del método” se compara la velocidad de autoxidacién de la
hematoxilina en presencia y ausencia de la enzima SOD, midiendo en un tiempo prefijado

las variaciones de absorcion a 560 nm, segun los siguientes procesos:



a) Oxidacién de la hematoxilina:

O2 + —>  H202 + Hemateina=0:
b) Inhibicién de la autoxidacién de la hematoxilina en presencia de la enzima SOD:
SoD
O2 + _— H20:2 + Hemateina=02

Las intensidades del color rosa ilustran las tonalidades en los medio de reaccion en ausencia
y presencia de SOD. La determinacion de esta enzima se realiza a una temperatura
constante (25 ° C) y se procede preparando un blanco reactivo al cual se le afiade 2,3 mL de
buffer fosfato con EDTA, 100 uL de agua y 100 pL de hematoxilina 0,5 mM, de igual forma
para las muestras se le adiciona 100 pL de la muestra y 100 pL de hematoxilina, se agitan
fuertemente para lograr que la hematoxilina se disperse uniformemente, se afiade a las
cubetas del espectrofotometro y se realiza una lectura a 560 nm alos 2 miny a los 5 min.

El célculo de la actividad enzimatica se realiza segun la AAbsseonm/At.

Para evaluar el efecto del acido fosforico sobre la estabilidad del reactivo de trabajo se
preparan diferentes disoluciones de hematoxilina, variando Unicamente la concentracion de
acido fosférico en un rango de concentraciones desde 10-350 mM. Como referencia se
prepara una con buffer fosfato segun se declara en el método original. Se sigue en el tiempo
la absorbancia de cada disolucion una vez entrada en contacto la hematoxilina con el
disolvente; ademas se montan tubos testigo a los que se les realiza inspeccién visual.

Para evaluar el efecto del acido fosférico (como diluyente del reactivo de trabajo) sobre las
determinaciones analiticas de SOD se preparan simultdneamente varias soluciones de
hematoxilina 5 mM; una de ellas disuelta en buffer fosfato 0,1 M, pH 7.4, EDTA 0.1 mMy las
otras en &cido fosforico a las concentraciones mencionadas. Se toman 25 muestras de
suero, que incluya pacientes sanos (de diversos grupos etareos y sexo) y otros con diversas
patologias. Se realizan ensayos pareados variando Unicamente las concentraciones de
acido fosforico en las disoluciones de hematoxilina. Se preparan ademas muestras de
ensayo en mayores proporciones para verificar la homogeneidad y estabilidad del pH entre
uno y otro disolvente analizado.

El estudio de la precisidn intra-corrida requiere tomar 20 alicuotas del pool de sueros a las
gue se aplica el procedimiento analitico propuesto. La precision inter-corrida se realiza de
forma similar sélo que las 20 alicuotas procedentes del pool de sueros, seran las
almacenadas a -70°C y cada una procedente de copillas diferentes, para lo cual se extraen
dos cada dia y procesadas en momentos diferentes.



Conclusiones.

Las especies reactivas del oxigeno juegan un rol fundamental en la patologia tumoral. Sus
niveles se asocian a la exposicion de xenobiéticos generados de la actividad antropogénica.
En respuesta a ello se modifica la actividad de la enzima Superéxido dismutasa, que es
ademas, un excelente biomarcador para el diagnéstico y pronéstico del cancer y su
metastasis. Un método eficaz para monitorear las variaciones de la enzima es el que analiza
la inhibicién de la autoxidacién de la hematoxilina. La estabilizacion del reactivo de trabajo es
una limitante, incluso de los kit comerciales. La adicion de un antioxidante como el acido

fosforico parece ser promisorio; aunque aun se requiere un estudio mas exhaustivo.
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