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Resumen Los radicales libres de oxigeno (RLO) son metabolitos muy reactivos e ines-

tables capaces de alterar moléculas de gran importancia biolégica como pro-
teinas, lipidos y acidos nucleicos. La accién de los RLO esté controlada por enzimas como
las superdxido dismutasas (SOD), la catalasa y la glutation peroxidasa y moléculas como
las vitaminas E, C, A, y K, el selenio, la cisteina y otros compuestos. El aumento de los
niveles de RLO, causados por un aumento en su produccion o por una falla en las molé-
culas que los controlan, provocan dafios celulares y tisulares que pueden generar pato-
logias como ateroesclerosis, artritis, distrofia muscular, fibrosis, daitos pulmonares, da-
fos al miocardio por reperfusién post isquemia, alteraciones neurolégicas y cancer. En
este articulo también se considera la utilizacién principalmente de las SODs como agen-
tes terapéuticos en modelos experimentales y humanos. Se trata el tema de la adminis-
tracién de esta enzima como factor protector de los danos colaterales inducidos por ra-

dioterapia y la utilizacién de las SODs como marcadores de la evolucion tumoral.

¢ Qué son los radicales libres?

El metabolismo del oxigeno, indispensable
para la vida de los organismos aerdbicos, puede
derivar también en la produccion de moléculas
llamadas radicales libres de oxigeno (RLO). Es-
tas moléculas son altamente reactivas y capaces
de modificar y dafar lipidos de membranas bio-
légicas, acidos nucleicos y proteinas'™ %.

Un radical libre es una molécula que posee en
su ultimo orbital un electrén no apareado y en
este estado inestable posee una gran tendencia
a interactuar con electrones de otras moléculas
para formar el par. Esto ocasiona que otra molé-
cula quede desapareada en su uUltimo orbital con-
virtiéndose en radical libre y generando una peli-
grosa reaccién en cadena. Como ya se mencio-
no las molécutas blanco de estas reacciones pue-
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den ser biomoléculas de gran importancia biolo-
gica (proteinas-ADN-ARN-acidos grasos poli-
insaturados etc.)?®, causando la muerte celular y/
o dafios tisulares''. Los radicales libres son utili-
zados por los macréfagos y granulocitos para ata-
car células que son blanco del sistema inmune.
También se han desarrollado drogas utilizadas en
quimioterapia oncoldgica y antiparasitaria que
ejercen su accion por la produccién de radicales
libres's 46,

El aumento en los niveles de RLO, causados
por un aumento en su produccién o por una falla
en las moléculas que los controlan pueden gene-
rar algunas patologias'®'®. Las células pueden
perder funciones que las llevan a la muerte?” 3!,
Proteinas de membrana como la ATPasa Na-K,
succinil dehidrogenasa o citocromo oxidasa se
inactivan en presencia de RLO'". Estos también
pueden danar el ADN por ruptura de una o am-
bas cadenas o por romper los puentes de Hidro-

‘geno que las mantienen unidas, también pueden

degradar las bases nitrogenadas que las compo-
nen®. Si los dafios no son reparados sobrevienen
mutaciones y otras alteraciones cromosoémicas
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Fig. 1.— Principales metabolitos derivados del oxigeno.

que pueden terminar en la muerte celular o en la
produccién de células anormales. Organelas
como las mitocondrias y las membranas
microsomales son muy susceptibles a la
peroxidacidn lipidica inducida por RLO™ ™.

Los principales RLO son el anién superdxido,
ion peréxido y el radical hidroxilo (Fig. 1). Estos
son aceptores de electrones por lo que también
son OXIDANTES.

Fuentes bioldgicas de RLO

El anion superdxido y el perdxido de hidroge-
no son formados por enzimas de peroxisomas,
mitocondrias, microsomas y citosdlicas durante el
metabolismo celular normal'', La pérdida del con-
trol de estos metabolitos puede derivar en algu-
na patologia®.

Los radicales libres relevantes en las enferme-
dades humanas pueden proceder de distintas
fuentes:

a) Los generados durante procesos bioldgicos
intracelulares normales como las reacciones
catalizadas por la xantina oxidasa, ciclo-
oxigenasa, NADPHoxidasa entre otras, cuya pro-
duccién esté aumentada o bien por deficiencias
a nivel de las moléculas encargadas de su con-
trol.

b) Los producidos por células involucradas en
la respuesta inflamatoria como macréfagos,
neutrofilos o eosinofilos.

c) Los generados por incorporaciéon de com-
puestos exdgenos oxidantes que provoquen la li-
beracién de RLO.

+€°
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Control de RLO en sistemas bioldgicos:
Sistemas Antioxidantes

Evidentemente si los RLO han sido invo-
lucrados en el metabolismo celular normal y en
procesos patolégicos como mutagénesis,
carcinogénesis, dafios tisulares e inflamacidn,
existen, en los organismos aerodbicos, distintas
moléculas que regulan su produccién.

Los principales constituyentes del sistema
antioxidante en estos organismos se puede divi-
dir en: A) Un sistema enzimatico donde las
Superéxido Dismutasas (SODs) eliminan los
aniones superéxido, convirtiéndolos en perodxido
de hidrégeno y oxigeno molecular, la Catalasa
(CAT) que elimina el peréxido de hidrégeno pro-
ducido y el sistema Glutatién-Glutation Pero-
xidasa (GSH-GP) que elimina tanto perdxidos de
hidrégeno como los perdxidos organicos. B) Sus-
tancias que protegen de la accién téxica de los
RLO, llamadas antioxidantes, que pueden ser
moléculas como las vitaminas C, A, E y K, selenio,
compuestos con grupos tiol como la cisteina,
cisteamina o glutatién, metionina, ubiquinona,
acido arico, glucosa y los aminoacidos en gene-
ralse.

Estos antioxidantes pueden ejercer su accién
en distintas fases del proceso oxidativo. La vita-
mina E interfiere en los procesos iniciales de la
peroxidacién lipidica, otros pueden degradar los
perdxidos de hidrogeno sin producir RLO (tioles)
o ser "secuestradores” de RLO (Vit A, E)™.

Aunque este articulo esté centrado en la ac-
cién y la utilizacién de las SODs, los autores des-
tacamos que fisiolégicamente todos los compo-



nentes enzimaticos y no enzimaticos son impor-
tantes y necesarios para el control de los RLO.

Las superdxido dismutasas

En 1939 Mann y Keilin purificaron a partir de
eritrocitos bovinos, una proteina de 34 kD que
contenia cobre. No se encontré ninguna actividad
enzimatica y se la denominé Hemocupreina. En
1959 se caracterizo una proteina de eritrocitos
humanos de similares caracteristicas con el mis-
mo contenido de cobre y peso molecular y se lla-
mé Eritrocupreina. Posteriormente proteinas de
este tipo fueron obtenidas a partir de cerebro e
higado de mamiferos.

En 1969, Joe McCord e Irwin Fridovich descu-
brieron la funcién enzimatica de la Eritrocupreina
(Hemocupreina) como capaz de inhibir la oxida-
cién del ferrocitocromo C y el tetranitrometano por
eliminar los aniones superdxido necesarios para
estas reacciones®.

La llamaron entonces Superdxido Dismutasa
(SOD) y estudios posteriores revelaron que esta
metaloenzima es de localizacién citoplasmatica®.
Su peso molecular es 32.000 y esta formada por
2 subunidades idénticas, con un atomo de cobre
y otro de zinc cada una“®. Esta enzima mapea en
el cromosoma 21 humano.

En 1970 Keele y col. aislaron por primera vez
una enzima con actividad superoxido dismutasa
de una fuente bacteriana (E. Coli). Esta enzima,
aunque posefa la misma actividad que la enzima
bovina tenia manganeso como metal y no com-
partia las demds caracteristicas.

En 1973, Weisinger y Fridovich encontraron
una enzima similar en higado de pollo y en va-
rios mamiferos incluyendo al humano. Esta
enzima se llamo Superdxido Dismutasa Manga-
neso (MnSOD) mientras que a la primera se la
denominé Superdxido Dismutasa Cobre-Zinc
(CuzZnSOD).

La MnSOD tiene localizacion mitocondrial, su
tamafo es de 85.300 con cuatro subunidades
idénticas, cada una con un atomo de mangane-
so. El gen de la MnSOD se encuentra en el
cromosoma 6 humano.

Mas recientemente, en 1982, Stefan Marklund
aislo un tercer tipo de Superdxido Dismutasa de
tejido pulmonar humano. Es un tetrametro de lo-
calizacién extracelular (EC-SOD), de 135.000 de

63

RADICALES LIBRES Y SUPEROXIDO DISMUTASAS

peso molecular y con un atomo de cobre por
subunidad. Esta enzima fue clasificada en tipo A,
B o C segun su afinidad por la heparina®., El gen
para la EC-SOD mapea en el cromosoma 4 hu-
mano.

Las SODs se encuentran distribuidas en todos
los tejidos, excepto la MnSOD que no se encuen-
tra en eritrocitos. En humanos, la CuZnSOD tie-
ne mayor actividad en higado y sustancia blanca
del cerebro y la MnSOD en higado, corazén y
pancreas. La EC-SOD tiene mayor actividad en
el espacio extracelular del Utero, glandula tircides
y pancreas, aunque es menor su actividad si se
compara con las isoenzimas intracelulares®.

IMPORTANCIA CLINICA DEL CONTROL
DE RADICALES LIBRES

Accidn terapéutica de los antioxidantes

Por su accidén antiinflamatoria, la SOD fue
empleada exitosamente en veterinaria (Orgo-
teina) demostrando no presentar efectos tdxi-
cos ni colaterales. Puede ser utilizada en combi-
nacion con otros antiinflamatorios de distinto ori-
gen y es de accioén prolongada. Resiste al calor,
es hidrosoluble y por ser una enzima muy con-
servada entre las especies, no es inmunogé-
nica.

Las caracteristicas de esta enzima han permi-
tido su utilizacion en diferentes modelos experi-
mentales y humanos.

La CuZnSOD bovina ha sido administrada en
forma segura en el hombre y en los animales por
una amplia variedad de vias: intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcu-
tanea, intraarticular, intrapulmonar y tépica.

Los dafnos producidos por la exposicién de
animales de laboratorio a hiperoxia subletal se
controlaron por la administracién de SOD, Vit E
u otros antioxidantes. La administracion de SOD
y CAT juntas en liposomas, disminuyd signi-
ficativamente los dafios pulmonares producidos
por la inhalacién de oxigeno 100%%. También dis-
minuyeron las patologias asociadas a la utiliza-
cion de oxigeno en neonatologia (displasia
broncopulmonar, fibroplasia retrolental)?0.

Los RLO participan en el proceso inflamatorio
principalmente por inducir la quimiotaxis y por
intervenir en el metabolismo del acido araqui-
dénico. La liberacion de RLO por células
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inflamatorias también pueden dafar células o te-
jidos normales. La administracion de SOD mues-
tra una capacidad antiinflamatoria positiva de lar-
ga duracién comparada con la accién de un
esteroide como lo observado por Klans y col. en
la artritis reumatoidea. La inyeccidn intraarticular
de 4 mg/dia de SOD durante 6 semanas mejora
el dolor y la capacidad funcional de Ia rodilla jun-
to con los parametros inmunoldgicos, celulares y
de la fibronectina en liguido sinovial.

La inestabilidad cromosdmica, las respuestas
inmunoldgicas anormales y el aumento en la fre-
cuencia en el desarrollo de tumores son caracte-
risticas de la mayoria de las enfermedades
autoinmunes y los sindromes asociados con erro-
res en la reparacion del ADN. El comun denomi-
nador de estas enfermedades es la gran produc-
c¢ién de RLO. La administracion de SOD disminu-
ye la cantidad de rearreglos cromosdémicos en
algunos de estos casos'®.

Los RLO también afectan al tejido conectivo
produciendo artrosis, fibrosis, leucopenia, etc.

En el tracto respiratorio, un tejido especialmen-
te expuesto y sensible al oxigeno, se observan
varias patologias agudas y crénicas caracteristi-
cas por la inflamacién del epitelio con la conse-
cuente liberacién de oxidantes en forma locals,
entre ellas la inflamacién de las mucosas produ-
cida en los fumadores, la fibrosis idictipica
pulmonar y la fibrosis cistica®. En el campo de la
cardiologia se ha utilizado la administracion de
SOD en animales para evitar los dafos al
miocardio producidos por la reperfusion post-
isquemia®’. Los RLO también estan involucrados
en la génesis de la ateroesclerosis® 5.

Con el fin de mejorar la vida media de la
enzima en circulacion se desarrollaron complejos
de SOD con polietilenglicol, polioxietilenglicol o
ticoll, ademas de estos complejos también se sin-
tetizaron las CuZnSOD, MnSOD y la EC-SOD
recombinantes humanas. La EC-SOD tipo C se
mantiene mayor tiempo en circulacién debido a
que tiene un sitio bien caracterizado de unién a
los glicosaminoglicanos de superficie del endotelio
vascular®, Estas SODs recombinantes o modifi-
cadas fueron utilizadas con éxito en modelos ex-
perimentales en casos de edema cerebral e in-
flamacion®, dafic pulmonar causado por
endotoxina®, artritis y fibrosis pulmonar causada
por agentes oxidantes®, dafos cardiovasculares?
y proteccién en casos de isquemia y reperfusion®,
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SOD como protector en radioterapia

La investigadora argentina Rebeca Gersch-
man, propuso en 1954 que la accién téxica del
oxigeno y las lesiones por radiacion, tenian en
comun la produccién de radicales libres de oxi-
geno?,

Considerando que la mayoria de las células
presentan una capacidad enzimatica interna para
protegerse del dafio de los radicales libres, mien-
tras que en la matriz extracelular estas defensas
son escasas, se ha pensado utilizar la SOD para
evitar los efectos inflamatorios indeseables de la
radiacion en pacientes cancerosos. Petkau, del
Centro de Energia Atémica de Canada, ha estu-
diado como la SOD endovenosa alarga el tiem-
po de vida de ratones totalmente irradiados y
disminuye en los mismos la incidencia de
leucemia.

La SOD administrada antes de la irradiacion
total de los ratones evita la depresion en la
hematopoyesis, protegiendo a la médula dsea y
la administracién posterior a la irradiacion prote-
ge a los tejidos danados por los radicales libres.
Su accién consiste en inhibir un factor clas-
togénico presente en el suero de pacientes que
han recibido irradiacion masiva en accidentes nu-
cleares como Chernobyl. La accion anticlasto-
génica de la SOD, que impide fracturas cromo-
somicas, ha sido demostrada “in vitro” sobre
linfocitos en el estadio GO-G1 del ciclo celular.

Clinicamente, Edsmyr (1976) ha comprobado
que 4 a 8 mg de SOD a los 15-30 min luego de
cada irradiacién en pacientes con cancer de veji-
ga, reducen la diarrea, mejoran la incontinencia
urinaria, el dolor y la cistitis radioinducida®. El
mismo autor en 1982 trata a 50 pacientes con
carcinoma de préstata que reciben un total de
5000 rads en 7 semanas mas otros 2000 rads
luego de 2 semanas's. La administracién de 16
mg de SOD luego de cada irradiacién, substitu-
ye un tratamiento con analgésicos opidceos y
anticolinérgicos y permite al paciente tolerar do-
sis mas elevadas de rayos sin inconvenientes
para la médula 6sea. La SOD exdgena intramus-
cular impide ademas la fibrosis postirradiacién en
cuanto inhibe la depolimerizacién del coldgeno y
del &cido hialurénico. Se observa un ablan-
damiento de la fibrosis pulmonar causada por
Bleomicina y disminuye los vémitos y diarreas
provocadas por la quimioterapia.



La SOD no solamente defiende las injurias por
rayos X sino también impide las reacciones
dermatolégicas debidas a los rayos UV como
eritemas solares y céncer de piel.

SOD como factor diagndstico en
oncologia

Aunque el siguiente resumen trata la utilizacién
de SOD como marcador en oncologia, las medi-
ciones de SOD se han extendido actualmente a
pacientes cardioldgicos®* 2, renales crénicos®,
con hipertension pulmonar®®, Parkinson®,
Alhzeimer®, etc. En pacientes infectados con el
HIV se ha observado que situaciones de stress
oxidativo estimulan la replicacion del virus por
activar el factor nuclear NF-kappa B que actia a
nivel del promotor viral. La liberacién del factor de
necrosis tumoral (TNF-a) por macréfagos activa-
dos, induce un aumento de RLO lo cual provo-
caria una situacién de stress oxidativo y a la con-
secuente activacion del HIV2. También fue de-
mostrado que para estos casos la actividad de la
CAT sérica es un buen marcador de la evolucion
de la enfermedad'® .

Alteraciones en los niveles de RLO también
estan asociadas a las carcinogénesis” 2 y a la
portacién de tumoresS 2. Paralelamente se obser-
varon en forma experimental alteraciones de
ambas SODs intracelulares en procesos
neopléasicos.

Por lo general, la actividad de la CuZnSOD se
encuentra disminuida en los tumores sélidos y
drganos alejados de portadores de tumores en
modelos experimentales™ 4" aunque esta condicion
no es una constante ya que en algunas clases de
leucemias la actividad de esta enzima puede es-
tar incrementada®. La MnSOD, en cambio, se
encuentra disminuida en la mayoria de las célu-
las de tumores sodlidos y leucemias a tal punto
que se pudo asociar la disminucién de la ac-
tividad de la MnSOD con el fenotipo cancero-
S04,

Los resultados experimentales son compara-
bles a los observados en lineas tumorales huma-
nas* * y en linfocitos y eritrocitos de sangre
periférica de pacientes oncoldgicos® ¥,

En los ultimos 4 anos, con el gran avance en
el campo de las citoquinas se demostré que la
MnSOD es inducida por el factor de necrosis
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tumoral (TNF)54. Estos hallazgos llevaren a 1a hi-
poétesis de que si el TNF actia como factor de ne-
crosis via RLO, las células normales se autopro-
tegerian mientras que las células tumorales se
danarian®'.

Con la introduccion de fos anticuerpos
monoclonales como elementos de dosaje rapido
y efectivo en el campo del diagndstico médico, se
desarrolld en 1989 el primer anticuerpo
monoclonal contra esta enzima3®. Dos importan-
tes eventos sucedieron a la detecciéon inmu-
nolégica de la MnSOD. En primer lugar se pudo
detectar el antigeno en suero humano, hasta ese
momento no descripto, y en segundo lugar, se
observé que los pacientes con tumores del tubo
digestivo, hepatomas?®¢, carcinoma de ovario® y
neuroblastoma®, independientemente de su ac-
tividad disminuida de MnSOD intracelular, poseian
altos niveles de MnSOD en suero.

En el estudio particular del carcinoma de
ovario se pudo relacionar con éxito, en el 80%
de los casos, los niveles de MnSOD en suero
con la regresion, estabilidad o progresion de
la enfermedad. También se realizé un seguimien-
to a un paciente portador de un cistoadenocar-
cinoma seroso a lo largo de 2 afios obteniéndose
resultados comparables a los realizados con el
antigeno de carcinoma de ovario CA-125%,

Conclusiones

Los radicales libres han sido asociados al en-
vejecimiento ya que el dafio celular provocado por
éstos causa un gran numero de enfermedades
aumentadas en la vejez (ateroesclerosis, artritis,
distrofia muscular, dafios pulmonares, alteracio-
nes neurolégicas y posiblemente cdncer)®. Se
conocen muchas vias por las cuales los RLO
pueden danar los tejidos y dar origen a enferme-
dades de las més variadas. Los pulmones y tam-
bién el corazén parecen ser especialmente sus-
ceptibles a estos metabolitos toxicos, aunque en
la concentracion suficiente, cualquier tejido pue-
de ser danado. Por lo tanto es obvio utilizar una
estrategia terapéutica con antioxidantes para pre-
venir los dafos producidos por los RLO. Sin duda
el control de RLO tiene una gran importancia en
medicina ya que éstos estan asociados a la in-
flamacién producida en pacientes irradiados,
fibrosis pulmonar, danos producidos por isquemia
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y reperfusion cardiaca, carcinigénesis, etc. En
estas circunstancias, lo mas adecuado seria de-
sarrollar una terapia que concluya en el aumento
de las defensas antioxidantes del érgano afecta-
do para restablecer el equilibrio. Esto se podria
alcanzar directamente mediante moléculas con
actividad antioxidante o indirectamente mediante
agentes capaces de aumentar las defensas
enddégenas. En el futuro se espera poder identifi-
car los pasos criticos en el que intervienen los
RLO para poder desarroliar terapias mas efecti-
vas para estos tipos de enfermedades.

Mientras que en la isquemia, las enfermeda-
des articulares y en la fibrosis pulmonar ya hay
mucha experiencia, en oncologia todavia estamos
al inicio de su utilizacién.

La idea de encontrar diferencias en el conte-
nido o funcionamiento entre células normales y
células tumorales. tienta a los investigadores en
oncologia a reemplazar la pieza deficiente con la
intencién de revertir las anormalidades de las
células neoplasicas. A pesar de esto, la terapia
con captadores de RLO en oncologia experimen-
tal no ha sido del todo exitosa, tal vez se deba a
que los RLO participen en una amplia gama de
reacciones, alguna de las cuales contribuyen a la
progresién tumoral (inflamacién-dario al endotelio
vascular) y otras la inhiben (lisis de células
tumorales por células del sistema inmune). Ac-
tualmente se discute si la proteccién del endotelio
vascular, dafiado por la presencia de RLO, no
podria disminuir la diseminacion tumoral®® 5. No
obstante, la utilizacién de SOD en oncologia tie-
ne sus mas grandes logros como protector de los
dafios colaterales producidos por la irradiacion de
pacientes oncolégicos y como marcador de la
evolucién tumoral.

Summary

Oxygen free radicals and superoxide
dismutases. Biological and clinical aspects

Oxygen free radicals (OFR) are very reactive
and unstable metabolites capable of altering im-
portant biomolecules including proteins, lipids and
nucleic acids. OFR are regulated by enzymes
such as superoxide dismutases (SOD), catalase,
glutation peroxidase and by molecules such as
vitamins E, A, C, and K, selenio, cystein and other
compounds. Increased OFR levels due to an
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overproduction of these metabolites or to a fail-
ure in the control system, induce cellular and tis-
sue injuries that could lead to diseases such as
atherosclerosis, arthritis, fibrosis, lung and heart
injuries, neurological disorders and cancer. In this
article we consider the use of SOD as therapeu-
tic agents both in human and experimental mod-
els. We also refer to the administration of SOD
as a protective factor against secondary injuries
during radiotherapy and to the determination of
SOD as a tumor marker.
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To end this chapter, let me ask "what is typical in the life of a physiologist?" Physiologists
have an intimate relationship to what they are doing. We often have periods of no progress.
Sometimes we abandon a road that we have been following for months or years. But we
also have moments of success, however small and partial. When we approach retirement,
we still see a variety of things to be done and, provided we are well-behaved towards our
colleagues, there will be some degree of affiliation or contact as long as we feel the need.

Para terminar este capitulo permitaseme preguntar ";que es lo tipico en la vida de un
fisiologo?" Los fisidlogos tienen una relacién intima con lo que hacen. A menudo tene-
mos periodos sin progreso. A veces abandonamos un camino que hemos estado siguiendo
por meses o afos. Pero también tenemos momentos de éxito, aunque pequefios y par-
ciales. Cuando nos acercamos al retiro aun percibimos una variedad de cosas para ha-
cer y, asumiendo que hemos sido cordiales con nuestros colegas, se conservara aigun
tipo de relacion oficial o contacto en tanto sintamos la necesidad.

Silvio Weidman

Cardiac action potentials, membrane currents, and some personal reminiscences.
Annual Review of Physiology 55: 11, 1993

68



