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I. Estructura de superéxido dismutasa

Las enzimas normalmente se descubren y se aislan sobre la base de sus actividades
cataliticas. En el caso de las superéxido dismutasas (SODs) se invirtié esta secuencia.
David Keilin (1) se dedicé al aislamiento de la anhidrasa carbdnica, de la que se
sospechaba que podia contener cobre. En todas las fracciones proteicas obtenidas del
hemolizado se estudiaba tanto la catdlisis de la hidratacion del CO5 como el contenido de
Cu. Dado gue la anhidrasa carbonica contiene zinc y no cobre, era inevitable que el Cu y la
actividad catalitica se separaran. La proteina de Cu que se encontré durante este
fraccionamiento se aisld en funcion de su riqueza en Cu. Puesto que no tenia actividad
conocida, se la llamd hemocupreina y se le asigno la funcion de almacenamiento de Cu. Se
fueron aislando proteinas practicamente idénticas en varios tipos de células y se les dio
nombres que reflejaran su tejido de origen y su contenido en Cu. De ahi los nombres de

eritrocupreina, hepatocupreina, cerebrocupreina, citocupreina, etc.

Estudios independientes sobre las propiedades peculiares oxigeno dependientes de
la xantina oxidasa de la leche dieron Jugar a la observacion de gue esia enzima produce
Oo™ y HpOp. Teniendo una fuente enzimalica de Op°, se llegd rapidamente al
descubrimiento de la actividad SOD y esta actividad llevé al aislamiento de esta enzima por
McCord y Fridovich (2) en eritrocitos bovinos. Una vez que se obtuvo ja enzima, eran
obvias las similitudes fisicoquimicas entre las diferentes cupreinas. También se formulo la

reaccion que estas catalizaban:
Op” +027+ 2ZH* ¢« H09 + Op

La disponibilidad de un ensayo espectrofotométrico para la actividad de SOD y de
una tincién aplicable a geles de poliacrilamida facilité el aislamiento de SOD de una gran
variedad de céluias, Asi, se aisld rapidamente una SOD de manganeso en Escherichia coli
(3) y en mitocondrias hepaticas de pollo (4). También en E.coli se aislé una SOD de hierro

(5). Todas estas SODs son abundantes, estables y estan ampliamente distribuidas.
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Por tanto, se puede considerar que tfodas fas SODs son metaloenzimas gue

contienen un ién metalico de transicion (cobre, hierro 0 manganeso) en su sitio activo.

Parece que existen dos genes ancestrales diferentes, no relacionados, que codifican a las

diferentes SODs, los cuales han dado lugar a las cuatro grandes familias de SODs

presentes hoy dia. Un gen ancestral ha dado lugar a las SOD que contienen manganeso o

hierro. La progenie de este gen esta ampliamente extendida entre todos los organismos

aerobios, desde las bacterias a las plantas y al hombre. El otro gen ancestral dio lugar a las

SODs que contienen Cu y Zn y'su progenie se encuentra casi exclusivamente entre

organismos eucarioticos y cuya localizacién es extramitocondrial. En la Tabla 1 se pueden

observar resumidas algunas de las caracteristicas principales

familias de SODs gue se consideran hoy en dia.

Tabla 1: Algunas caracteristicas de las SODs (6)

de las cuatro grandes

Tipo Peso Estructura Localizacion Distribucion
Molecular
Cu/Zn-SOD 32000 Dimero Citosol Todos los eucariontes,
algunos procariontes
EC-S0D 150000 Tetramero Extracelular unida a la  |Mamiferos, pajaros y peces
(CwZn) membrana
Mn-SOD  |40000 ¢ 80000| Dimero o Citosol o malriz Todos los aerohios
Tetramero mitocondrial
Fe-S8OD 40000 6 80000 Dimero o Citosol, cloroplastos o Procariontes, algunos
Tetramero mitocondrias gucariontes

Referente a la SOD de Cu y Zn citosolica, se sabe que ésta se encuentra

ampliamente distribuida en el citosol y en nucleo de las células, lo que esta de acuerdo con

su condicion de proteina citosdlica socluble (7), y es en general, una enzima bastante

estable, como se deduce de los procedimientos utilizados para su aislamiento. Asi, en la
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purificacion de la hepatocupreina se utilizé la precipitacion con acetona y acetato de plomo,
asfi como el tratamiento con calor a 70°C (8). McCord y Fridovich (2}, en la purificacién de la
enzima a partir de eritrocitos de bovidos, eliminaron la hemoglobina del lisado de glébulos
rojos mediante tratamiento con mezcla de cloroformo y etanol, obteniendo la enzima en la

fase organica sin perdidas sensibles de actividad.

Como se ogbserva en la Tabla 1, la SOD citosdlica es una proteina con dos dimeros
idénticos, cada uno con un cobre y un zinc, fuertemente unidos a la cadena polipeptidica.
Cada una de estas cadenas tiene un puente disulfuro intracatenario, un grupo sulfhidrilo y
un resto amino terminal acetilado (9). La caracteristica estructural dominante de cada
subunidad es un cilindro con estructura B, también denominada de barril B. Las dos
subunidades estan unidas por interacciones no covalentes, predominantemente hidréfobas,
entre los barriles B, encontrandose los centros activos en los lados opuestos de la
molécula. El centro activo esta constituido por un ion Cu (1l), rodeado por cuatro restos de
histidina con una configuracion cuadrado plana distorsionada. Uno de los restos de
histidina es un ligando puente, con uno de sus nitrogenos unido al cobre y otro al Zn (Il
contiguo, que presenta una configuracion tetraédrica. El zinc estd unido también a dos

restos adicionales de histidina y a un resto de acido aspartico (10).

El cobre estd relativamenie expuesto al medio, mientras que el zinc esta mas
enterrado en la estructura proteica. Esto era de esperar puesto que si la transferencia
directa de electrones entre el Oo" y el Cu2+ ha de tener lugar, este ha de ser accesible al

medio (11)

La estructura del sitio activo se ha podido determinar por difraccién de rayos X y se

muestra en la siguiente figura (12).
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Las reacciones catalizadas por SOD tienen lugar por un mecanismo de oxidacion-

reduccién ciclica de un cofactor metalico y se describen en las siguientes reacciones:

E-Cut + *Qs” > E-Cut + O

E-Cut + *Qg” +2H* —» E-Cu2+ + HoOop

Esta reaccion es extremadamente rapida, con una constante bimolecular para cada

paso del orden de 109 M-1 s! en el rango de las reacciones tipicas controladas por

difusion. Los potenciales gue corresponden a los pares redox implicados son los

siguientes:
Reaccion
Oo +1e” —» Op”
E-Cu2* + 1 e —» E-Cut

Og™ + 2H* + 1e” —» HoOo

E°(V

-0,36

0,42

0,90

Para calcular el potencial electrostatico se asignan cargas a los residuos de

aminoacidos y a los ligandos metalicos. Se asignan cargas de +1e™ a los restos de lisinas y

argininas y de -1e” a los residuos de glutamato y aspartato. El grupo carboxilico terminal

tiene una carga de -1e” mientras que el grupo amino terminal es neutro por estar acetilado.

A la histidina 41 se le asigna una carga de +1e” debido a su papel como donante de un
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proton en dos puentes de hidrégeno y la histidina 61 tiene una carga de -1e” porque esta
ligada tanto al ion de cobre como al de Zn. Todas las otras histidinas son neutras. A los
ligandos de cobre y zinc se les asignan cargas de +2e". Estas 76 cargas asignadas al

dimero de SOD dan al enzima una carga neta de -4e” (13).

Se ha sugerido que tanto la extensa regién de potencial negativo que rodea al
dimero de SOD como los residuos especificamente anionicos tienen la funcion de dirgir al
radical superdxido lejos de la superficie de la enzima y dentro del lugar activo. Si esto fuera
el caso, alteraciones puntuales de carga que alteren o incrementen esta funcion deberian
tener efectos opuestos a aquellas alteraciones que atectan al potencial positivo del sitio
activo. Sin embargo, no se observa ninguna mejora en el mecanismo de direccién al afadir
cargas negativas ni al suprimir cargas positivas. No se ha encontrado todavia ninguna
funcidn general o especifica para los residuos anionicos en la facilitacion electrostatica de
la difusion del radical superoxido hacia el lugar activo de SOD en condiciones de equilibrio.
El alto gradiente de potencial electrostatico debido a la presencia de residuos anidnicos
podria, de todos modos, acelerar que se alcanzase el nivel de equifibro, y esto es
importante para la funcionalidad de SOD in vivo donde los niveles de radical superdxido
pueden fluctuar rapidamente. Otra posible funcion para eslas cargas negativas de
superficie puede ser mantener la estructura y prevenir el choque de! radical super6xido con

puntos delicados de la superficie de SOD.

Debido a que SOD presenta una actividad catalitica controlada por difusién, los
esfuerzos realizados para disefiar una enzima mas eficiente se han dirigido hacia la mejora
del mecanismo de direccion, por medic de mutaciones puntuales que afectan a los
residuos con carga electrostatica. Sin embargo, las modificaciones en la distribucion de la
carga realizadas hasta el momento, solo han producido efectos moderados en fa velocidad
de reaccion. Parece que el unico enfoque practico para mejorar la actividad de SOD seria

producir sustituciones multiptes en los residuos cargados .
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Tanto el Cu2* como el Zn2+ pueden ser eliminados reversiblemente de la SOD. Sin
embargo, la apoenzima es mucho mas 1abil que la holoenzima, y esta inestabilidad puede
conducir en determinadas condiciones a una inactivacion irreversible. Esto ha dado lugar a
resultados conflictivos por lo que se refiere a ia resolucion reversible de la Cu/Zn-SOD.
Forman y Fridovich (14) han estudiado los efectos de los metales sobre la actividad de la
SOD bovina y, posteriormente, Beemn y col. (15) llevaron a cabo una investigacién mas
detallada de la resolucion reversible de esta enzima, utilizando la actividad enzimatica, la
movilidad electroforética y los espectros opticos y de RPE para estudiar el estado de la
enzima. Estos ultimos autores han demostrado que tanto el Cu2+ como el Zn2+ pueden ser
eliminados reversiblemente, y que Co2+, el Hg2* o el Cd2+ pueden reemplazar al Zn en su
funcion de reforzamiento de la estabilidad enzimatica, mientras que ningin metal puede
reemplazar al cobre en su funcion catalitica. También se ha demostrado que el Cu2+
puede restaurar por si solo hasta un 80% de ia actividad catalitica de la proteina nativa, y
que el sitio del zinc ha de estar ocupado para que tenga lugar la recuperacion total de las

propiedades nativas de la enzima.
0. Funcién y actividad de superéxido dismutasa

Como ya se ha indicado, la funcion de SOD consiste en eliminar al radical
superdxido. Este radical no se acumula en medio acuoso ya que facilmente se dismuta. El
radical superoxido es la base conjugada de un acido débil, el radical hidroperéxido, cuyo
pka es de 4,18. La dependencia de la dismutacion espontanea en el pH se puede explicar

en base a este pka y a fas siguientes reacciones {(11):
2 HO® -» HoOp + 0o K=7.6x10° M1 s
HO®s + O™ + HY - HoOs + 0o K=8,5x 107 M1 51

205" + 2H* — HpOp + Op K< 100 M-1 5-1



introduccion: Funcion de SOD 8

A pH 7,4 la constante de velocidad para la reaccion de dismutacion espontanea es
de aproximadamente 2 x 109 M1 s-1. Dado el valor de esta constante, puede resultar
sorprendente, a primera vista, la necesidad de una enzima para catalizar una reaccién tan
extraordinariamente rapida. Sin embargo, hay que considerar que, a pesar de esta elevada
constante de velocidad, la reaccion es de segundo orden en Og” y la primera vida media
es, por tanto, funcion del nivel de Op~ en estado estacionario. Asi, a la concentracién de
superoxido de 1 x 10-10 M, fa reaccién seria lenfa. Por el contrario, ia reaccién entre el
0y vy la SOD es de primer orden en superéxido y enzima. Ademas, la enzima esta
presente en la mayor parte de los tejidos a una concentracion de aproximadamente 1 x 10°
9 M (16). A niveles de 09" de 1 x 10710 M, la dismutacién catalizada por la enzima seria
10° veces mas rapida que la reaccion espontanea. De hecho, a pH fisiolégico, la constante
de la reaccion enzimatica (2 x 109 M- 5'1) es aproximadamente 104 veces mayor que en
la reaccion espontanea. El incremento neto de la tasa de dismutacion del Og”, causado
por niveles intracelulares de SOD a una concentracion estacionaria de 0,1 mM, es, asi, de
104 veces, y la ventaja proporcionada por la enzima seria todavia mayor a los niveles

inferiores estacionarios de Oo™ que son de esperar en una célula.

Se puede decir, por tanto, que la SOD es realmente efectiva manteniendo bajo
control los niveles de radical superéxido. Sin embargo ¢es el radical superéxido tan toxico

que exija la presencia de SOD en la célula?
IIi. El radical superdxido: Toxicidad y Reactividad

El radical superoxido puede actuar como un agente reductor, cediendo su electron
extra, 0 como un agente oxidante, reduciéndose a HoO». Por ejemplo, reduce al citocromo

C y oxida a ia adrenalina (16).
CitC(Fe3+) + O™ — CitC(Fe2+) + Op

H* + Op + XHp — XH® + HpOo
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También descarboxila cetoacidos y reacciona con ciertos fenoles (17). Sin embargo,
en comparacion con otros radicales de oxigeno, el radical superdxido es poco reactivo, con
un tiempo de vida media de milisegundos a valores de pH fisioldgicos. Pero el radical

superoxido puede reaccionar consigo mismo segun la reaccién:
200" +2HY - Hp00

El peroxido de hidrégeno puede reaccionar con otro radical superdxido produciendo
el radical hidroxilo en la reaccion de Haber-Weiss, reaccidn que estd catalizada por metales

de transicion, como el Hierro y el Cobre:
HoOs + Fe(ll) -> Fe(lll) + OH" + *OH
0o~ + Fe(llly » Fe(ll) + Op
Total Ho0p + Op™ - Op + OH™ + *OH

El radical hidroxilo (*OH) se encuentra entre los oxidantes mas potentes conocidos.
Puede atacar a practicamente todas las moléculas presentes en la célula. Por ejemplo,

puede hidroxilar las bases puricas y pirimidinicas del DNA., dando lugar a mutaciones (17).

Segun Kellog y Fridovich (18,19), la molécula de oxigeno que se produce en la
reaccion entre el peroxido de hidrégenc y el radical superdxido no es el oxigeno
fundamental en estado triplete, sino el oxigeno singlete excitado (AgO»), debido a que su
produccion seria termodinamicamente mas favorable. Este oxigeno singlete es un oxidante
de extremada actividad, pudiendo oxidar a muchas biomoléculas; por ejemplo, puede
atacar a las uniones olefinicas, iniciando asi la peroxidacion de los lipidos, peroxidacion

que también podrian producir los radicales hidroxilo y superoxido:
R-OOH + O9™ > Op + RO* + OH~

Esta reaccion permitiria al radical superoxido iniciar las reacciones en cadena de la

peroxidacidn de los lipidos, cuyos productos sorn autocataliticos e inactivadores de muchas
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enzimas (20), causando severos dafios a las membranas, de naturaleza lipidica, vy,

eventualmente, la perdida de la integridad de las mismas.

Por tanto, se puede considerar que el radical superoxido y los productos que derivan
de éi, como son el radical hidroxilo, el oxigeno singlete excitado, los perdxidos, etc., todos
ellos mas toxicos que el radical superdxido, pueden iniciar una cadena de reacciones que
pueden conducir a dafios celulares tan importantes como el ataque al DNA, membranas
lipidicas y otros componentes celulares esenciales. Por consiguiente, aunque el radical
superoxido por si mismo no sea un radical tan toxico, puede generar otros radicales que si

son ciertamente peligrosos (21).

Por otra parte, el radical superoxido es un metabolito intermediario muy frecuente en
el metabolismo de los organismos aerobios. Las enzimas xantino oxidasa, aldehido
oxidasa, dihidroordtico deshidrogenasa, varias flavin deshidrogenasas, triptofano
dioxigenasa, dopamina hidroxilasa, p-cumarico hidroxilasa, cistamina oxigenasa, 2-
nitropropano oxigenasa y galactosa oxidasa, entre otras, utilizan y generan el radical
superoxido. Numerosos compuestos de importancia biologica, tales como las
hidroquinonas, leucoflavinas, catecolaminas, ferredoxinas reducidas, etc., se oxidan
espontaneamente y, al hacerlo, producen radical superéxido. La autooxidacion de algunos
de los componentes de la cadena de transporte electronico de la mitocondria también

genera radical superoxido.

La hemoglobina y la mioglobina, en sus formas oxidadas liberan lentamente Oo”
cuando son convertidas en metahemoglobina y metamioglobina (22,23). La produccion de
metahemoglobina es lo suficientemente importante para que los eritrocitos contengan una
metahemoglobina reductasa que lleva a cabo una reversion neta de este proceso (16).
Igualmente se ha verificado la produccion de superoxido en la reduccion univalente de
oxigeno molecular por los iones metalicos Fe2+, Co2+, 6 Ni2+, cuando estos iones estan

coordinados con ligandos especificos tales como oligopéptidos sencillos (24).
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En los seres humanos se ha demostrado que la accién bactericida de los leucocitos
fagociticos es debida, en parte, a los radicales superdxido generados en el fagosoma de
los leucccitos (25). Cuando los leucocitos polimorfonucleares engloban a las bacterias,
liberan grandes cantidades de Og" y HpOg al medio, aparentemente debido a la accién de
una NAD(P)H oxidasa asociada a la membrana plasmatica, Como las bacterias absorbidas
estan envueltas por una vesicula de la membrana plasmatica del citoplasma leucocitario,
estan expuestas a un flujo acelerado de Op™ y posiblemente también de oxigeno singlete y

*OH (17).
V. Concepto de equilibrio oxidante-antioxidante.

Cuando se observo que los sistemas bioldgicos eran capaces de producir radicales
libres y otros oxidantes potentes, la tendencia natural fue considerar a los oxidantes como
perjudiciales y a los antioxidantes como beneficiosos. Sin embargo, normalmente, las
cosas no son tan sencillas. Cada vez se tiende mas a pensar que debe de existir un
equilibrio entre oxidantes y antioxidantes. Lo primero que indujo a considerar esa
posibilidad fue la gran constancia que presentaba la actividad de SOD en practicamente
todos los organismos aerobios (26). Desde el descubrimiento de las SODs se ha intentado
buscar un electo terapéutico frente a algunas patologias, pensando que cuanta mayor
cantidad de SOD exista, mejor. Sin embargo, si esto fuera verdad, probablemente a lo
largo de la evolucion algun organismo habria aumentado su actividad de SOD, cosa que no

ha sucedido.

El estudio del sindrome de Down o trisomia 21 ha proporcionado algunos indicios
con respecto al equilibrio entre oxidantes y antioxidantes. En los seres humanos, el gen
que codifica a la SOD de cobre y zinc citosdlica se encuentra en el cromosoma 21, regidén
21q22.1 (27) y las personas con trisomia 21 muestran un efecto de dosis, conteniendo sus
células un 50% mas de actividad de SOD, debido a la presencia de una tercera copia del
gen. Sin embargo, en sus plaquetas hay un tercio menos de actividad de SOD de

manganeso, enzima que se codifica en el cromosoma 6, segmento q21 (28). Esto sugiere
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la existencia de un mecanismo de regulacién que intenta controlar la concentracion de
SOD intracelular para mantener los niveles de radical superdxido a un nivel muy bajo pero
no cero. Los pacientes con sindrome de Down tienen una serie de alteraciones metabdlicas
y fisioldgicas entre las que se encuentran uniones neuromusculares anormales en la
lengua, una mayor lipoperoxidacion en los homogenados de cerebro y una incorporacion
disminuida de serotonina a las plaguetas. Debido al gran numero de genes que estan en el
cromosoma extra (aunque se ha perfilado como region critica del sindrome de Down las
tres sub-bandas del segmento 21g22, que es donde se localiza el gen de SOD}, no se vi6
ningun motivo para atribuir estas anormalidades a un exceso de SOD hasta que se

desarrollaron modelos especificos para estudiar el efecto de dosis génico.

Mediante técnicas de biologia molecular, ha sido posible manipular los niveles de
expresion génica y, asi, se puede inducir a las bacterias para que produzcan enormes
cantidades de SOD. Esto también se puede hacer en cultivos de células de mamifero, e
incluso en ratones transgénicos enteros, donde es posible inducir una produccion de SOD
de hasta 6 veces por encima de la cantidad normal de SOD. Estas células
superproductoras de SOD no han resultado ser las células tan "excepcionales" como
algunos esperaban (29). En realidad, estas células presentan una sene de alteraciones tan
interesantes como inesperadas. La tendencia a la peroxidacion lipidica observada en
tejidos de sindrome de Down también se observa en células Hela humanas y en células L
de raton en las que se ha aumentado unas 6 veces su expresion de SOD (30). La
captacion de serotonina disminuida en las plaquetas se ha observado también en
plaguetas de ratones transgénicos con una actividad de SOD aumentada (31). Finalmente,
las uniones neuromusculares anomales de la lengua observadas en el sindrome de Down
se reproducen en ratones transgénicos para la Cu,Zn-SOD (32). Esto ha sugerido que
algunos de los sintomas del sindrome de Down serian un reflejo de la dosificacion génica

de SOD.
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Todavia no se conoce muy bien el mecanismo por el cual demasiada cantidad y/o
actividad de SOD puede ser téxica para las células. Los enzimas que utilizan el radical
superoxido, entre las que se encuentra la indolamina-2,3-dioxigenasa, compiten con la
SOD por el radical superdxido disponible. Curiosamente, la indolamina-2,3-dioxigenasa
degrada la serotonina, que es un neurotransmisor, y la dimetiltriptamina, que es un
metabolito normal alucinégeno. Michelson y col. (33) encontraron un nivel de actividad de
SOD significativamente mas alto en una poblacién de pacientes mentales aduitos y en

ninos con psicosis evolutivas (34).

Omar y col. (6) han sugerido un mecanismo por el cual una baja concentracién de
radical superoxido, producido por un metabolismo normal y controlado por concentraciones
normales de SOD, puede tener un papel importante para la célula al capturar a los
radicales lipoperoxilos que propagan la lipoperoxidacion. Después de todo, la unica manera
por la que un radical puede ser eliminado es por reaccién con otro radical. El radical
superdxido se produce de modo constante en el metabolismo normal y es un radical libre
relativamente reactivo. Estas cualidades le hacen ser el candidato ideal para destruir otros

radicales mas peligrosos.

Se puede concluir, por tanto, que el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes o, mas
exactamente, entre el radical superdxido y la SOD, es un equilibrio muy sensible y delicado,
que puede allerarse seriamente por la produccion en exceso de radical superdxido,

produccion que puede estar causada por mecanismos patoldgicos o genéticos.

Ademas, el radical superéxido puede aumentar su concentracion y toxicidad debido
al efecto de factores exdgenos que inducen la formacion de radicales. Asi, la inyeccion de
fenilhidrazina causa dafios a las membranas de los eritrocitos, porque la feniihidrazina
interacciona con la oxihemoglobina, incrementando la produccion de radical superéxido
{35). La inyeccion de 6-hidroxi-dopamina en animales causa degeneracion nerviosa debido
aparentemente a que en su autooxidacion produce Qo™ (36). El alloxano produce

degeneracion de las células p del pancreas, produciendo diabetes, lo que puede ser
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debido a gue en su autooxidacion produce O™ y OH® (37). El antibidtico estreptonigrina es
bactericida porque incrementa la generacion intracelular del radical superoxido (38). El
radical superdxido también esta implicado en el mecanismo de accion del téxico hepatico a
-metil-dopa (39) y de los antibidticos adriamicina, daungrubicina y bleomicina, que son
prometedores agentes antitumorales para el tratamiento clinico de neoplasmas (40,41). E!
carcindgeno benzopireno parece que se convierte en benzopirenodiol in vivo. Estos dioles
se autooxidan rapidamente y generan Oo”, que puede estar implicado en el dano causado
al DNA por los benzopirenos (42). Los herbicidas bipiridilos, como el paraquat , se reducen
en los pulmones por la cadena de transporte electrénico del reticulo endoplasmico. Estos
compuestos bipiridilos se autooxidan, produciendo radical superoxido (43). Los radicales
ionizantes también producen radical superéxido, radical hidroxilo y oxigeno singlete, al
producir la radiolisis del agua y del oxigeno (44). Las nitrosaminas especificas del tabaco y
los radicales de oxigeno producen lesiones celulares graves que se explican por el
incremento de la generacion de radical superoxido que provoca la combinacion de esos
dos factores {(45). En el metabolismo dei alcohol se generan radicales superdxido e
hidroxilo, por el sistema microsomal oxidante del etanol, lo que podria ser una de las

causas del la enfermedad hepatica alcohdlica (46).
V. Niveles normales de actividad de superéxido dismutasa

Tras tode lo anteriormente expuesto seria comprensible el que la actividad de SOD
se mantuviese como un valor relativamente constiante a lo largo de la evolucion. En un
estudio muy amplio realizado en la poblacion espafiola, se valord la actividad de SOD en
2397 individuos sanos de ambos sexos y de edades comprendidas entre los 18 y los 65
anos y de distinta procedencia {medios rural y urbano). En dicho estudio (que constituyé mi
Trabajo de Licenciatura) se observé que no habia diferencias en la actividad de SOD entre
ambos sexos, que los individuos del medio urbano presentaban una mayor actividad de
S0D que los del medio rural, y que los jovenes entre 18 y 26 afios tenian una actividad de

SOD mayor que el resto de la poblacién de mas edad, manifestando después un valor
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constanie a partir de esa edad. Estudios realizados posteriormente por Guemouri y col.
(47) en 1836 individuos sanos de edades comprendidas entre 5 y 97 afios, mostraron que
en los adultos no habia diferencias respecto a la actividad de SCD entre sexos, y que la
actividad de SOD era un valor bastante constante en adultos menores de 65 afios.
También observaron que esta actividad disminuia en un 16% en nifias de 10 a 16 afios tras
la menarquia. Otro dato importante de este trabajo fue la observacion de que la actividad
de SOD parecia disminuir a partir de los 65 afios. Por otra parte, Michelson y col. (33)
llevaron a cabo un muestreo de los niveles de actividad de SOD en eritrocitos de en un
grupo reducido de personas sanas, ng observando tampoco diferencias entre sexos.
Analizando comparativamente poblaciones sanas, rurales y urbanas, observaron que estas
ultimas tenian una mayor actividad de SOD, lo que sugiere diferencias en el metabolismo

del oxigeno entre poblaciones rurales y urbanas.

Se han publicado diferentes estudios que determinan la actividad de SOD en el
embarazo, tanto en la madre como en el feto. Wisdom y col. (49) observaron gue la
actividad de SOD era menor en mujeres embarazadas que en mujeres no embarazadas.
Esto podria ser reflejo de una produccién enzimatica reducida, lo gue implicaria un menor
estress oxidativo intracelular, © de una mayor inactivacion enzimatica. Aliakbar y col. (50)
encontraron que la actividad de SOD era menor en fetos que en recién nacidos, y que en
estos era menor que en los adultos. Puesto que la tensién de oxigeno en la vida prenatal
es cinco veces mas baja que tras el nacimiento, es de esperar que el contenido de SOD
sea mas bajo en la sangre fetal que en neonatos y que los niveles de actividad de SOD
aumenten posteriormente hasta alcanzar los valores del adulto. Huston y col. (51) también
han observado que la actividad de SOD es menor en neonatos que en adultos. En un
estudio comparativo realizado en mujeres que acababan de dar a luz y en sus hijos, Novak
y col. (62) determinaron que las actividades de SOD gue presentaban esos dos grupos
eran similares, lo que se corresponderia con la menor actividad de SOD observada en las

mujeres embarazadas frente a las no embarazadas (49).
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No obstante, existen pocos estudios poblacionales respecto a como evolucionan
con la edad los niveles de actividad de SOD en los seres humanos. En ia mayoria de los
casos se trata, solo, de observaciones aisladas, salvo los trabajos ya citados de este autor
y el de Guemouri y col. (47}, que valora la actividad de SOD a partir de 5 afios, y que no
encontraron diferencias entre los distintos grupos de edades desde los 18 hasta los 65

anos.

VI. Teoria de los radicales libres y el envejecimiento

Desde que, en 1956, Harman (53) propuso la teoria de los radicales libres y el
envejecimiento, se ha producido una coincidencia casi general al considerar que un factor
que contribuye al envejecimiento de los seres vivos es la accion nociva de una forma
especifica de la molécula de oxigeno, el radical superdxido, y de los demas radicales libres
generados en el interior de las células. Algunos teoricos incluso consideran que este no es
simplemente un factor mas, sino el mas importante del proceso degenerativo, Para ellos, el
envejecimiento es en gran medida el resultado de una lucha desigual entre los radicales
libres y toda una bateria de sustancias que tratan de eliminardos (entre los que se
encuentra la SOD), en la que los primeros, a la larga, acaban venciendo. Desde entonces
se han publicadoe un gran numero de trabajos intentado confirmar o rebatir esta teoria.
Puesto que 1os enzimas antioxidantes, entre los que se encuentra [a 8O0, son importantes
para prevenir y minimizar el dafio que los radicales libres de oxigeno pueden ocasionar a
las células, cualquier modificacién relacionada con la edad en la expresion de estos
enzimas puede incrementar el dafo producido por los radicales libres en células de
organismos senescentes y, de esta forma, afectar al status fisiologico de la célula, y, por
tanto, al organismo. Tolmasoff y col. (54) mostraron la importancia potencial de los enzimas
antioxidantes en el envejecimiento al comparar la vida maxima potencial de diferentes
especies, y encontrar una buena correlacion entre la actividad de SOD vy la vida maxima
potencial, es decir, que aquellos mamiferos que fienen una mayor expectativa de vida

tienen también una mayor actividad de SOD por nivel basal {"rate"} metabdlico.
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Guemouri y col. (47) ya habian indicado que la actividad de SOD parecia disminuir
con la edad. Esta disminucion también fue observada por Perrin y col. (55) y por Sulkawa y
col. (566). No obstante, también se han publicado trabajos en los que esta actividad no

estaba alterada (57, 58, 59).

Los estudios realizados por Michelson y col. (33) en ancianos, muestran que estos
presentaban una actividad de SOD normal si se encontraban en un buen estado de saiud.
Pero, cuando los ancianos se encontraban en malas condiciones fisicas, necesitando
cuidados clinicos los valores medios de actividad eran normales pero mostraban unas
desviaciones 2,5 veces superiores a los valores normales, observandose una distribucion
bimodal. Por lo tanto, podria pensarse que tanto los valores altos como bajos de actividad
de SOD se pueden asociar con sintomas de senilidad, algunos de los cuales podrian ser el
resuitado de una proteccion disminuida contra los procesos de envejecimiento causados
por el radical superéxido y sus derivados. Esto sugiere que la longevidad no esta
necesariamente asociada con niveles alterados de actividad de SOD, pero si que los
procesos de envejecimiento tienen lugar mas rapidamente bajo esas condiciones. Sin
embargo, es igualmente posible que cualquier alteracién en los niveles de actividad de

SOD sea el electo mas que la causa de los procesos de envejecimiento.

Una patologia que se asocia tradicionalmente con el envejecimiento es la
enfermedad de Alzheimer. Se ha propuesto que ta formacion incrementada de radicales
libres derivados del oxigeno, tales como los radicales superdxido e hidroxilo, pueden ser
responsables de fa degeneracion neuronal progresiva en la demencia del tipo Alzheimer.
Diversos procesos incrementan la formacién de radicales libres y alguno de ellos (trauma
cerebral, envejecimiento) son factores de riesgo para este tipo de demencia. Existen
evidencias del aumento en la formacion de radicales libres en el Sindrome de Down, que
se asocian con el desarrollo de la patologia de la enfermedad de Alzheimer. Una de las
posibles explicaciones del deterioro cognitivo de los pacientes con demencia del tipo

Alzheimer, seria una alteracion en la actividad de enzimas que protegen al cerebro de la
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accion nociva de los radicales libres. Sin embargo, la literatura publicada hasta el momento
no ha podido confirmar este hecho, ya que mientras algunos autores (56, 57, 58, 60) no
han detectado variaciones en la actividad de SOD en individuos con demencia tipo
Alzheimer, otros autores si han observado un incremento en fa actividad de esta enzima

(55, 61).

Vil. importancia de la actividad de SOD en diferentes patologias

Los radicales libres son los ultimos patogenos que han surgido en el panorama
médico. El creciente interés que la literatura médica le esta dedicando a los radicales libres
traduce la sospecha de que estas especies quimicas son dafiinas para la salud humana, y
que una actuacion sobre los oxidantes o los sistemas antioxidantes del organismo pueden
abrir nuevas y revolucionarias formas de tratar o prevenir muchas enfermedades. Aungue
con toda probabilidad intervienen, al menos en parte, en ta patogenia de un buen ndmero
de procesos patolégicos, la verdad es que solo en unos pocos se ha podido demostrar a
ciencia cierta que los radicales libres tengan un papel crucial. Mientras que ha sido posible
demostrar la generacion de radicales libres en practicamente todos los drganos, todavia no
esta muy definida la capacidad de SOD para proteger a estos érganos es determinadas

situaciones.
A. Patologias del Sistema nervioso

El cerebro tiene ciertos atributos que lo hacen especialmente vulnerable al ataque de
los radicales libres. Es un érgano altamente oxigenado, responsable del consumo de casi
una quinta parte del oxigeno total consumidoe por el organismo. Se ha investigado
intensamente el papel de los radicales libres de oxigeno en la patogénesis del infarto y el
edema cerebral que siguen a la isquemia cerebral. Debido a las dificultades técnicas para
la determinacion de radicales libres en tejido cerebral, todavia no se conoce muy bien el
papel que dichos radicales juegan en la patogenia de la isquemia cerebral. Kontos y Col.

(62) han demostrado la generacién de radical superoxido durante procesos de reperfusion
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en el cerebro, produciéndose sobre todo en las meninges, en células endoteliales y de
musculo vascular liso y en el espacio extracelular. E! papel tan relevante que el anidn
superdxido parece tener en la génesis de la isquemia podiia deberse a un descenso de la
actividad de SOD en la fase temprana de la misma. Aigunos autores han observado una
disminucion de productos de peroxidacion lipidica y de la actividad de diferentes enzimas
antioxidantes, entre los que se encuentra SOD, en suero y liquido cefalorraquideo de
pacientes con diversos tipos de danos vasculares cerebrales (63). Esta disminucion tiende
a normalizarse a los 14-15 dias y el grado de estas alteraciones se corresponde con la
severidad de los dafios. Sin embargo, en aquellos procesos en los que tras la isquemia se
produce reperfusion, fa actividad de SOD aumenta, debido probablemente a una mayor
concentracion de radicales libres de oxigeno (64). Aungue la isquemia focal es completa en
el foco, existe un area perifocal de penumbra con un grade mas moderade de isquemia.
Este area es inicialmente viable, pero con una baja reperfusién se produce la muerte
celular, necrosis glial e infarto. En un trabajo realizado con ratones transgénicos con una
actividad de SOD enddgena 3,1 veces superior a la normal se observd que en el area de
penumbra no se desencadenaba infarto cerebral, mientras que en ratones no transgeénicos
a los que también se habia provocado una isquemia focal cerebral si se produce infarto
(65). Esta observacién sugiere que una mayor actividad de SOD enddgena protege al area
de penumbra del dafio isquémico, tanto por capturar directamente al radical superoxido

como por reducir el estres oxidativo al modular ofros niveles antioxidantes.

El metabolismo de catecolaminas esta probablemente asociado con la formacion de
radicales libres ya que las catecolarninas pueden oxidarse para formar guinonas y
semiquinonas, 1o que puede generar radicales libres. La presencia de una gran cantidad de
metales de transicion como el hierro y el cobre puede estar asociada con un incremento de
la produccion de radicales libres al catalizar la reaccién de Haber-Weiss. De las diferentes
regiones del cerebro, el ganglio basal es el que presenta mayor riesgo de sufrir lesion a

través de los radicales libres, por contener gran cantidad de hierro y catecolaminas.
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Una de las primeras enfermedades del cerebro que se pensé que podian estar
asociadas con la produccion de radicales libres es la enfermedad de Parkinson. Las
neuronas dopaminérgicas principalmente afectadas en la enfermedad de Parkinson son las
neuronas melanizadas de la parte compacta de la sustancia nigra. Aunque la causa de la
muerte de la células nigra es aun desconocida, se ha implicado a los radicales libres de
oxigeno como un mecanismo citotoxico potencial. Esto se debe a que en el metabolismo de
las catecolaminas reguladas por MAO se produce la autooxidacion de la dopamina y de
otras catecolaminas. También se ha observado que existen deficiencias en el sistema
protector frente a los radicales libres, al aumentar los niveles de metales de transicion y
producirse un descenso en la ferritina, y al observarse una mayor lipoperoxidacion y una
mayor aclividad de SOD en la sustancia nigra en la enfermedad de Parkinson (66). Otros
autores han observado este incremento de la actividad de SOD en la corteza frontal y el
putamen (67) y en el nucleo basal (68). Un incremento en la actividad de SOD daria lugar a
la produccion de una gran cantidad de peroxido de hidrogeno que, en presencia de Fe(ll)
generaria radical hidroxilo. Puesto que no se canoce ningun mecanismo de defensa frente
a estos radicales, se produciria dafio oxidativo en el cerebro de pacientes con la

enfermedad de Parkinson (69).

Se han observado también alteraciones en la actividad de SQD en otras patologias
del cerebro, como es la esquizofrenia, en la que algunos autores han cbservado una

actividad de SOD aumentada (70, 71).
B. Procesos Tumorales

En un proceso de carcinogénesis se pueden distinguir dos fases (72): La primera, o
de iniciacion, puede considerarse como la activacion o generacion de un "oncogen”. Este
paso puede darse por la integracidn de un retrovirus, por una mutacion, o bien por una
transposicién inducida por dafo en el DNA. Sin embargo, esta fase, aunque necesaria, no
es suficiente para que se produzca la transformacion de la célula, a no ser que la célula se

encuentre en estado de crecimiento. Este estado de crecimiento puede ser activado de
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varias maneras, y a los agentes que producen esta activacion se les conoce con el nombre
de promotores. Asi, para que tenga lugar un proceso cancerosos, se requieren dos
elementos: a) la activacion de un “oncogen”; y b) la activacion de un estado proliferativo.
Algunos tipos de danos en el DNA, tales como roturas de las cadenas pueden actuar de las

dos maneras (72).

La hipdtesis de que los radicales libres estdn implicados en los procesos de
carcinogénesis no es nueva, aunque es dificil encontrar una prueba definitiva debido a la
gran cantidad de resultados contradictorios obtenidos. Los radicales libres pueden estar
implicados en procesos de iniciacion y promocion de los procesos tumorales, ya que atacan
al DNA produciendo roturas de cadenas sencillas y dobles, uniones cruzadas entre
cadenas de DNA vy aberraciones cromosomicas, iniciando asi un procese de
carcinogenésis. Por otra parte, 1a evidencia indirecta de que los sistemas antioxidantes
protegen a las células de la promocion de los procesos tumorales indica que los radicales
libres estan implicados en esle proceso. Asi, se ha observado que células de fumor de
mama con una mayor actividad de SOD eran mas resistentes a fa toxicidad del oxigeno
que aquellas que tenian menos actividad (73). Otro dato importante es la mayor proteccion

frente a la radiacion que presentan células con mayor actividad de SOD (74).

La actividad de SOD parece estar alterada en un gran numero de tumores. Asi, se
ha encontrado que esta esta disminuida en cancer de estomago (75), cancer hepatico (76),
en tumores cerebrales (77) y en cancer de mama (78). Por otra parte, parece estar
aumentada en pacientes con leucemia mieloblastica y linfoblastica, en fa enfermedad de
Hodking, en el linfosarcoma (79} y en cancer de colon (80). La mayoria de estos datos
corresponden a observaciones aisladas. De ahi el inlerés de obtener datos de grupos con

mayor numero de pacientes.
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C. Diabetes

La diabetes mellitus es una enfermedad heterogénea caracterizada por una
deficiencia, absoluta o relativa, de insulina y resistencia a insulina. Las manifestaciones
clinicas son: hipergiucemia, glucosuria, metabolismos aiterados de proteinas, grasas y
glucidos, y patologias micro y macro vascuiares (81). Se distinguen dos tipos principales de
diabetes: Tipo | o diabetes mellitus insulin dependiente, menos frecuente y que afecta a
personas jovenes; y Tipo |l o diabetes mellitus no insulin dependiente, mucho mas
frecuente, menos expresiva en sintomas, relativamente bien tolerada y que afecta a
personas en la madurez, con incidencia creciente en las ultimas etapas de la vida. Se han
publicado diversos estudios que indican que SOD es susceptibie a la glicosilacion por
medio de 1a reaccion de Maillard y, por tanto, su expresion puede estar disminuida en los
eritrocitos de pacientes con diabetes. Asi, Sakurai y col. (82) han observado que al incubar
SQOD purificada con altas concentraciones de giucosa se produce tanto glicosilacion de los
restos de lisina como perdida de actividad enzimatica. Por otra parte, e! pancreas en un
organo relativamente bajo en enzimas antioxidantes por lo que es mas sensible al ataque
oxidativo. De hecho, se ha sugerido que parte de la lesion que tiene lugar en las células §
del pancreas es debida al ataque por diferentes radicales libres como lipoperdxidos y
peroxido de hidrogeno (83). La accion combinada de los radicales libres y la hiperglucemia
puede tener efectos importantes sobre el nivel de expresion de SOD en los eritrocitos de
pacientes con diabetes. Estudios llevados a cabo en individuos con diabetes han mostrado
que la actividad de SOD se encuentra disminuida en pacientes con diabetes insulin
dependiente (84, 85), debido probablemente a que SOD se encuentra glicosilada en una
gran proporcion. Igualmente se ha observado que estd aumentada en madres con diabetes
gestacional (86) y no se detectan alteraciones en poblaciones cuando los dos tipos de
diabetes (tipo ) y tipo !I) estan incluidas en la muestra analizada (81, 87, 88). Un mayor
conocimiento sobre los niveles de actividad de SOD en los pacientes con diabetes (tipos 1y

Il) podria tener valor prondstico.
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D. Cataratas

Las cataratas son la patologia mas frecuente del cristalino y es una de ias causas
mas importantes de ceguera reversible. Aproximadamente el 60% de las personas de 60
anos presentan indicios del comienzo de esta patologia. Por encima de los 65 afos
aparece en el 95% de la poblacion, de ahi que las cataratas se puedan considerar como un
proceso propio del envejecimiento, gue afecta a personas de edad avanzada. Se ha
propuesto que varias especies activadas de oxigeno, como el anidn superéxido, el peroxido
de hidrogenao y el radical hidroxilo pueden estar implicados en la cataractogénesis (89, 90).
Sin embargo, no se conoce con detalle como estas especies activadas de oxigeno y sus
reacciones pueden iniciar la formacion de cataratas. Se ha observado una mayor
concentracion de peroxido de hidrogeno en ojos con cataratas. Ademas, se ha observado
que los radicales libres de oxigeno se generan en cantidad excesiva en varias cataratas
experimentales y en cataratas seniles humanas como consecuencia de ia fotooxidacion del
cristalino, de una mayor peroxidacion lipidica y de un descenso en las defensas
antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas de los cristalinos con cataratas (91). El
cristalino esta bien equipado con sistemas protectores enzimaticos (como SOD, catalasa y
glutation peroxidasa) y con captadores de radicales libres endégenos (como el glutation y
el acido ascorbico), que se encuentran en canlidades superiores a las normales en el
organismo, ejerciendo en el cristalino una proteccion natural frente a la fotooxidacion. Se
produce la paradoja de que, a pesar de la alta concentracion de antioxidantes que existen
en el cristalino, se producen alteraciones oxidativas en el ojo. Esto es debido a que tanto el
glutation como el acido ascarbico pueden sufrir una activacién prooxidante debido al efecto
de metales de transicion, como el hierro y el cobre, o de fotosensibilizadores endogenos,
como la riboflavina (92). De ahi la gran importancia de los enzimas antioxidantes, como la
SOD, en el mantenimiento del equilibrio de oxido-reduccion en el cristalino ya que se ha
encontrado que SOD disminuye tanto en cristalinos que envejecen nomalmente como en

aquellos que muestran opacidades (93)
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E. Sindrome de Down

Otra patologia en la que la actividad de SOD se encuentra alterada es el sindrome
de Down. Como ya se ha indicado, el gen que codifica la SOD ha sido localizado en el
cromosoma 21, concretamente en la regién 21g22.1 (94). Se ha determinado en muchos
casos de trisomia 21 la actividad de SOD, observandose un efecto de dosis, es decir, los
pacientes afectados de trisomia 21 mostraban un 50% mas de actividad de SOD. Se ha
estudiado esta actividad en monosomias 21 parciales y en trisomias 21 parciales y
completas, encontrandose que la actividad de SOD esta incrementada en un 50% en los
casos en los que 1a trisomia afecta a la banda 21g22.1 (95). Se ha observado también un
efecto de dosis de SOD en casos de traslocaciones y mosaicismos del cromosoma 21 (96),
y una disminucion del 50% del valor normal de actividad enzimdtica en un caso de
monosomia 21g- (97, 98). Se ha detectado, también, en los linfocitos de pacientes
afectados por el sindrome de Down, una mayor proteccion frente a las radiaciones y una

mayor estabilidad de las cadenas de DNA. frente al ataque del radical superoxido (99).
F. Otras patologias

En todas estas patologias se ha descrito el papel primordial desempefnado por SOD,
sin embargo, no son las unicas ya que existen también otra serie de patologias en las que
la actividad de SOD puede estar alterada. Asi, por ejemplo, se ha detectado que la
actividad de esta enzima parece disminuir al aumentar patolégicamente la tension arterial
(100). También se ha encontrado un incremento en la actividad de SOD en la sangre de
nifos y adolescentes con fallo renal cronico (101). Por otra pare, también se ha
encontrado que la actividad de SOD se encontraba disminuida en pacientes con anemia
falciforme (102), artritis reumatoide (103), psoriasis (104), en pacientes con paraplejia
traumatica (105), con infecciones respiratarias (108) y en individuos con Lupus Eritomatoso
Sistémico (107). También se ha observado que la actividad de SOD era menor en

individuos con enfermedades hepaticas (108) , con anemia de Fanconi {109) y con bocio
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(110). EI problema es que en la mayoria de estas patologias se trata de observaciones

aisladas y seria necesario realizar estudios mas amplios para confirmas estas alteraciones.
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DOCTORAL
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Son varias las razones que me han inducido a realizar este trabajo. Por una
parte, la ausencia de datos sobre la actividad de SOD en todas las etapas de la
vida. Bien es verdad, que en mi Trabajo de Licenciatura, ya quedoé refiejado lo que
ocurria en ta poblacidn espafiola con edades comprendidas entre los 18 y los 65
anos; pero, faltaban dos etapas muy importantes: por un lado la etapa que va desde
el nacimiento hasta la adolescencia, que podriamos considerar como etapa infantil;
y la que abarca o comprende la ultima efapa de la vida, esto es, la ancianidad.
Ambas etapas son indudablemente muy importantes por los cambios fisiclégicos de
desarrollo, hormonales, de adaptacion, etc. que se producen. Estos datos nos
permitirian determinar la evolucion o variacion de la actividad de SOD en el
transcurso de la vida, diferenciando las variaciones producidas por el estado de

desarrollo del individuo de aquelias otras asociadas con patologias y enfermedades.

Por otra parte, se han relacionado muchas patologias con alteraciones en fos
niveles de SOD (tan perjudicial puede ser un descenso como un incremento en la
actividad de SOD, al alterarse el equilibrio que existe entre los diferentes sistemas
antioxidantes), pero hay que reconocer que en la mayoria de [os casos se trata de
observaciones aisladas y que no permiten establecer conclusiones definitivas sobre
el papel que desempefia la SOD en patologias tales como el cancer, la diabetes, las
demencias seniles, las cataratas, por citar algunas de ellas. Y, finalmente, debido a
la enorme controversia que existe con el "boom" de los radicales libres, a los que
ademas de asociarlos con multiples trastornos, se les considera responsables del
envejecimiento, esta Tesis Doctoral pretende aportar nuevos datos que permitan
esclarecer el complejo equilibrio que existe entre oxidantes y antioxidantes, asi
como la influencia que los radicales libres puedan ejercer tanto sobre diferentes

procesos patolégicos como en el envejecimiento humano.

Por todo ello, los objetivos que se plantean en esta Tesis Doctoral son los

siguientes:
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-

. Valorar [a actividad de SOD en [a poblacién espafiola sana, desde el nacimiento

hasta la etapa final de la vida, lo que permitiria diferenciar las variaciones
producidas por el estado del desarrollo del individuo de otras asociadas con

patologias y enfermedades.

Determinar en que medida ciertas caracteristicas del individuo tales como sexo,
edad, medio ambiente, lugar de procedencia, etc., influyen sobre los niveles de

actividad de SOD.

Observar si se producen modificaciones en la actividad de SOD en la ultima
etapa de la vida, y, de este modo, realizar nuevas aportaciones a la teoria de los

radicales libres y el envejecimiento humano.

Determinar la actividad de SOD en determinadas patologias consideradas como
propias del paso de los afios tales como las cataratas, la osteoporosis, los
accidentes cerebrovasculares, los adenomas de prostata, los miomas, las
patologias osteoarticulares, cardiovasculares, del sistema respiratorio, etc. Esto
permitird diferenciar fos cambios fisioldgicos normales propios del envejecimiento
de aquellos relacionados con los diferentes procesos patolégicos que afectan a

los individuos en la ultima etapa de su vida.

Analizar la actividad de SOD en pacientes afectados de diferentes procesos
tumorales para poder asi establecer si la actividad de SOD se encuentra alterada
y en que grado. Este conocimiento facilitaria una mayor comprension del modo
de actuacion de los radicales libres de oxigeno en los procesos de
carcinogénesis, asi como la busqueda de nuevas estrategias en la lucha contra

el cancer.

Estudiar la actividad de SOD en pacientes afectados de Diabetes Mellitus, tanto
insulin dependientes como no insulin dependientes, para poder cuantificar en

que medida una mayor o menor actividad de SOD afecta a esta patologia. De
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esta forma, se aportarian nuevos datos al conocimiento de los diferentes factores
desencadenantes de esta patologia, de gran importancia tanto clinica como

socialmente

7. Valorar la actividad de SOD en una poblacién de individuos afectados de
sindrome de Down. De este modo, podria confirmarse el efecto de dosis ya
observado aisladamente lo que permitiria un mejor estudio y diagnostico de
cualquier alteracion del cromosoma 21, asi como disponer de un nuevo método
de valor diagnostico en aquellos casos, tales como mosaicismos y traslocaciones

parciales, en los que la sintomatologia clinica es mas confusa y poco definida.



MATERIALES Y METODOS
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Para la realizacion de esta Tesis Doctoral se han analizado un total de 4.760
individuos de ambos sexos, de edades comprendidas desde el nacimiento hasta los 93
anos, sanos o con determinadas patologias que se detallaran posteriormente. Las
muestras de sangre, que proceden de diversos centros hospitalarios y asistenciales de la
Comunidad de Madrid, fueron recogidas con heparina o EDTA (Kg3), para evitar su
coagulacion. Los 4.760 individuos analizados se distribuyen segun los siguientes grupos

pobiacionales:

A) Descripcidén de ia muestra analizada

A.1. Pobiacién adulta:

Esta constituida por 2.397 individuos sanos, de ambos sexos, de edades
comprendidas entre los 18 y los 65 afios, siendo todos ellos donantes altruistas de sangre.
Las muestras de sangre se obtuvieron por medic del Instituto Nacional de Hematologia y
Hemoterapia en Madrid, que realiza extracciones de sangre en gran parte del territorio
nacional. Se eligié este colectivo debido a que permitia tener un buen numero de muestras
de sangre de personas sanas, de las cuales se sabia que no tenian ningun tipo de

alteracion que pudiera inducir a error en la elaboracién de un patrén de actividad de SOD.

A.2. Poblacion Infantil y adolescente

Integrada por un total de 1.051 nifos, de ambos sexos, de edades comprendidas

desde el nacimiento hasta los 18 afos.

Las muestras de sangre de nifios recién nacidos fueron cobtenidas de sangre de
corddn umbilical que fue extraida por el Servicio de Matemidad det Hospital Matemo-Infantil
12 de Octubre de Madrid. Todas las muestras procedian de nifios nacidos a terming, de

peso normal, sin presentar ninguna patologia y en un parto sin incidencias.

Las muestras de sangre de nifios entre 0 y 18 anos fueron obtenidas a través de los

Servicios de Hematologia de los Hospitales de la Cruz Roja e Infantil del Nifio Jesus, dei
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Servicio Regional de Salud de ia Comunidad Autdnoma de Madrid, y del Laboratorio de
Andlisis del Ambulatorio de la Seguridad Social de Orcasitas de Madrid. Todas las

muestras procedian de nifics sanos.
A.3. Poblacion mayor de 50 afos

Compuesta por un total de 126 individuos de edades comprendidas entre los 50 y los
86 afos, de ambos sexos y en buen estado de salud. Se analizaron también 374 individuos
que presentaban las siguientes patologias: 14 con accidente cerebrovascular agudo, 67
con enfermedades del sistema cardiovascular, 22 individuos afectados de cataratas, 6 con
demencias, 21 con enfermedad pulmonar obstructiva crdnica, 36 con miomas, 9 con
osteoporosis, 50 con patologia prostatica, 97 con patologias del sistema osteo-articular, y
52 con otras patologias. Los individuos analizados no presentaban otras patologias
ademas de las ya descritas y fueron diagnosticados por los carrespondientes servicios del
Hospital de la Cruz Roja de Madrid. Las muestras de sangre se obtuvieron a través del

Servicio de Hematologia del Hospital de la Cruz Roja de Madrid.
A.4. Poblacion con diferentes tipos de procesas cancerosos.

Se analizaron un total de 183 individuos de ambos sexos, de edades comprendidas
entre los 2 y los 80 afios, y con diferentes tipos de tumores: 8, cancer de cabeza y cuello;
20, cancer de aparato digestivo; 28, linfomas; 15, cancer de mama; 13, mielomas; 7,
cancer de ovario y Utero; 12, cancer de prostata; 34, cancer de pulmén; 30 presentaban
tumores de tejido glial del Sistera Nervicso Central; y 16, otros tipos de tumores. Todos
ellos fueron diagnosticados por el Servicio de Radiocirugia y Radiodiagndstico del
Sanatorio San Francisco de Asis de Madrid, por el Servicic de Oncohematologia Infantil del
Hospital Gregorio Maranon de Madrid, y por los Servicios de Hematologia de los Hospitales

12 de Octubre y Cruz Roja de Madrid, que nos facilitaron las muestras.
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A.5. Poblacion con diabetes.

Se estudid un total de 369 individuos de ambos sexos, de edades comprendidas
entre los 4 y los 85 afos. 183 presentaban una Diabetes Mellitus tipo | o insulin
dependiente y 186 presentaban una Diabetes Mellitus tipo If o no insulin dependiente. Las
muestras fueron proporcionadas por ei Servicio de Bioguimica dei Hospital de fa Cruz Roja

de Madrid.

A.B8. Poblacion con Sindrome de Down.

Se analizaron un total de 260 individuos de ambos sexos, de edades comprendidas
entre los 2 y los 45 anos. Todos ellos habian sido diagnosticados de Sindrome de Down, y
el 42% habia sido cariotipado, presentando un 53%, una trisomia 21 completa; y un 47%
presentaban trisomias 21 parciales, traslocaciones y mosaicismos gque afectaban al
cromosoma 21. Las muestras de sangre fueron obtenidas a través del Servicio Regional de

Salud de ia Comunidad de Madrid.

B) Determinacién de la actividad de superdxido dismutasa

La medida de la actividad de SOD presenta un gran problema, poco frecuente en
ensayos enzimaticos habituales, derivado de [a inestabifidad intrinseca en medios acuosos
de su sustrato, el radical superdxido. Se consiguié determinar directamente la actividad de
SOD observando la desaparicion catalizada por esta enzima, del radical superoxido fibre,
generado por un pulso de electrones sobre una escala de milisegundos, pero este ensayo
no resulta asequible para la mayoria de fos laboratorios ya que es necesana la presencia
de un acelerador lineal de electrones. Debido a ello, las determinaciones de la actividad de
SOD se han tenido gque apoyar en variaciones de concentraciones constantes de radical
superéxido, catalizadas por la enzima. Asi, todos los métodos disefiados mas comunmente
utilizados precisan de dos componentes: un generador de radical superoxido y un detector

del mismo (111).
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Ef generador produce el radical superoxido a una velocidad controlada constante. En
ausencia de SOD, el radical superoxido se acumula hasta llegar a una concentracién tal
que la velocidad de reaccion con el detector se iguale con la velocidad de produccion,
consiguiéndose este estado de equilibrio en mas o menos un segundo. Si la SOD esta
presente, compite con el detector por el radical superdxido, produciéndose una disminucion
del radical superdxido captado por el detector, manifestandose ésta en una inhibicion del

nive! de deleccidn.

En esta Tesis Doctoral se ha utilizado e] método descrito por Minami y Yoshikawa en
1979 (112) en el que la generacion de radical superdxido esta producida por la
autooxidacion quimica de un producto, el pirogalol, a pH=8,2; y el detector de este radical
es un colorante, el NBT, compuesto de color amarillo que, en presencia de radical

superoxido, se reduce, dando un compuesto de intenso color azul, el azul de formazan.

NBT - -----) Azul de formazan

Pirogalofl ---- - -} Oé superoxido dismutasa
(pH=8,2) — g
+H
HaCz + Op
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En este método se mide, por tanto, la inhibicién de 1a reduccién del NBT, inhibicion
medible espectrofotométricamente. Esta inhibicién se rnide frente a un control en el que no
existe SOD. Se considera como una unidad de actividad de SOD a la actividad de esta
enzima que produciria un 50% de la maxima inhibicion causada por esta enzima sobre la

reduccion del NBT, segun la definicion de McCord y Fridovich (2).

De entre los distintos métodos descritos en Ja bibliografia se eligio el de Minami y
Yoshikawa debido a que se adaptaba muy bien para realizar estudios poblacionales, ya
que es un método rapido y no excesivamente laborioso. Asi mismo, presentaba un alto
grado de reproductibilidad, observandase un coeficiente de variacion del 5,1%. Ademas,
presentaba la ventaja de requerir una escasa cantidad de sangre (0,1 ml) para la correcta
extraccion de la enzima, 1o que le convertia en el método de eleccion a la hora de estudiar

una poblacién infantil o enferma.
REACTIVOS

Se preparan las siguientes soluciones

1. Buffer Tris-cacodilico a pH=8.2: Se disueiven 5 g de cacodilato sodico y 0,8
mmoles (0,31 g) de acido dietilentriamino pentadcetico en 425 ml de agua destilada. Se
ajusta el pH a 8,2 con tris (hidroximetil} amino metano 1M (6,05 g/50 ml de agua destilada)
y se completa el volumen hasta 500 ml con agua destilada. Esta disolucion se conserva en
frio(4-10°C), siendo conveniente comprobar el pH cada semana y desechar la solucion en

el caso de que este hubiera descendido.

2. Solucion de Pirogalol; Se prepara una disolucion stock 1,8 mM, disolviendo 11,35
mg de pirogalol en 50 mi de HCI 1M, y se guarda en frio (4-10°C) hasta el momento de su
uso. Para la determinacion de la actividad de SOD se diluye esta solucion hasta 0,8 mM

con agua destilada.
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3. Solucion de Triton X-100 al 16%: Se mezclan 16 ml de Triton X-100 hasta 100 mi

con agua destilada. Esta disolucion se conserva en frio (4-10°C).

4. Solucién NBT 0,98 mM: Se disuelven 40,1 mg de NBT en 50 ml de agua destilada.

Esta disolucion se conserva protegida de la luz y en frio (4-10°C).

5. Solucion "stopper": Se prepara un buffer férmico 2 M, a pH=3,5, con Triton X-100
al 16%. Para ello, se disuelven 4,035 ml de acido férmico al 85% de pureza y 4,55 ml de
Triton X-100 al 16% con agua destilada hasta obtener 50 mi de disolucion. Se ajusta el pH

a 3,5. Esta disolucion se conserva en frio (4-10°C).

PROCEDIMIENTO A SEGUIR

A 0,1 ml de sangre venosa entera se le afiaden 0,9 ml de agua destilada fria (0-4°C)
para producir la hemdlisis. Se desnaturaliza la hemoglobina afadiendo 0,25 mi de
cloroformo y 0,5 ml de etano! y agitando fuertemente durante 2,5 minutos, siendo el grado
de agitacion muy importante para la correcta extraccion de la enzima. Esta mezcla se
centrifuga a 18.000 x g durante 1 hora, retirandose el sobrenadante para la determinacion
de la actividad de SOD. Se desechan los extractos que muestren turbidez o coloracion. Los
extractos se mantienen a -25 °C sin perder actividad de SOD durante 3 meses, a partir de

los cuales se va perdiendo actividad.
Para la determinacion de la actividad de SOD se preparan dos tubos:

- Tubo Control: 0,5 mi de buffer Tris-cacodilico a pH=8,2; 0,1 ml de Triton X-100 al 16%;
0,25 ml de agua destilada y 0,25 mi de NBT 0,98 mM.

-Tubo Problema: 0,5 mi de buffer Tris-cacodilico a pH=8,2; 0,1 ml de Triton X-100 al 16%,;
0,25 mi de extracto de SOD y 0,25 ml de NBT 0,98 mM.

Para comenzar la reaccion se afade a los dos tubos 10 pl de pirogalol 0,9 mM

realizando una primera lectura en el espectofotdometro a 540 nm. A continuacion se incuban
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estos tubos en bafo Maria a 37 °C durante 5 minutos y, pasados estos, se les afiade 0,1
ml de la solucion “stopper” para detener la reaccion. Tras esto, se procede a la lectura de!

incremento de absorbancia en cada tubo.
CALCULQO DE LA ACTIVIDAD DE SOD

Se determina el porcentaje de inhibicion de la reduccién del NBT por la SOD segun

ta siguiente férmula:

9 Inhibicion = A A tubo control/minuto - A A tubo problema/minuto y 10

A A tubo control/ minuto

Y las unidades de actividad de SOD se calculan segun la formula:

Unids SOD/ ml de sangre= % Inhibicion . X factor de dilucion X 10
50 X Vol. Sol.. Enzimatica
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A. POBLACION SANA

A. 1. Poblacion adulta

39

En la Tabla 2 figuran los resultados obtenidos para la poblacion adulta que, como

puede observarse fue de 4,16 + 0,89 unidades de actividad de SOD/ml de sangre. En la

misma tabla se puede observar también el valor de actividad de SOD en dicha poblacion

segun su sexo.

Tabla 2. Valores de actividad de SOD en la poblacion adulta espafiola distribuida por sexos.

Individuos 1otales Varonhes Mujeres
N de individuos analizados 2.397 1.5639 858
Actividad media de SOD
_ {Unids/ml de sangre) 4,16 4,2 4,09
Desviacion standard 0,89 0,97 1,01

Se realizé una prueba " de student, no encontrandose diferencias significativas entre los dos grupos.

En la grafica 1 se observa la distribucion de la actividad de SOD en la poblacion

adulta espafiola, agrupada segun su sexo.

Con objeto de determinar la influencia del medio ambiente sobre los niveles de

actividad de SOD se distribuyd a la poblacion adulta, segun su procedencia en rurales y

urbanos, obteniéndose los resultados descritos en las Tabla 3.

Tabla 3: Valores de actividad de SOD en la poblacién adulta espafiola distribuida segin su procedencia.

individuos totales Urbanos | Rurales
N° de individuos analizados 2.397 2.049 348
Actividad media de SOD
{unids/ml de sangre) 4,16 4,22™ 3,81*
Desviacion standard 0,89 0,97 0,9

**Se realizé una prueba "t" de student, encontrandose diferancias muy significativas (p<G,001)} entre los dos

grupos.
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La distribucion de la actividad de SOD en la poblacion espanola adulta clasificada

por su procedencia se ha consignado en la gréfica 2.

Otro factor que puede influir en la actividad de SOD es la edad. Por esto, se
distribuy6 a la poblacion adulta en intervalos, elegidos aleatoriamente, de 10 en 10 afos,

obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Valores de actividad de SOD en la poblacion adulta espaiiola clasificada segun su edad

Indiviguos 18-27 28-37 38-47 48-57 58-65
tolales | ahos ahos afios afios anos
| N¢ individuos analizados 2.397 836 - 537 541 } 399 94
Actividad media de SOD
| (unids/ml de sangre) 416 4,40" 4,01 4,03 4,06 4,04
L Desviacion standard | 0,89 0,91 1,02 084 | 09 0,83

**Se realizo una prueba "t* de student entre los diferentes grupos de edades, encontrandose que los niveles de
actividad de SOD eran significativamente distintos {p<0,001) en la poblaciéon comprendida entre los 18 y los 27

anos, del resto de la poblacion.

En la grafica 3 puede verse la distribucion de la actividad de SOD en la poblacion

adulta espafiola clasificada segun su edad

Puesto que los individuos de edades comprendidas entre los 18 y los 27 afios
presentaban una actividad de SOD significativamente mas elevada que el resto de la
poblacion, se procedid a un estudio mas detallado de este intervalo, encontrandose que la

actividad de SOD es mas alta hasta los 26 afios, como puede observarse en la Tabla 5.
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Tabla 5: Valores de actividad de SOD en la poblacién espanola comprendida antre los 18 y 27 anos.
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
anos | afos | afos | anos | afos | aios | aflos | afos | ahos | afos
N? individuos analizados 6 88 123 | 118 93 107 83 80 79 59
Aclividad media de SOD
(unids/m! de sangre) 42 |1 448 1 455 | 461 | 446 | 444 | 455 1 4,23 | 445 | 4,06
Desviacion standard 0,33 1093 100810983089 }083]|106;: 1,2 | 098 | 0,88

La distribucion de la actividad de SOD en la poblacién espafnola adulta clasificada

por su edad se muestra en ta grafica 3.

Debido a que tanto fa procedencia como la edad son factores que parecen influir

sobre ia actividad de SOD, se considerd conveniente realizar un analisis multifactorial de la

varianza, con objeto de observar el grado de influencia de cada uno de estos factores

sobre dicha actividad. Los resultados pueden observarse en la Tabia 6.

Tabla 6: Tabla de andlisis multifactorial de la varianza de la actividad de SOD en la poblacién hispana,

considerando los factores de sexo, edad y procedencia.

Factor Suma de Grados de Cuadrados F Significacion
Cuadrados Libertad Medios de F (p<....)

Interacciones de 1€7 orden

Sexo 0,874 1 0,874 1,515 n.a.
Edad 55,203 4 13,801 14,609 0,001**
Procedencia 31,539 1 31,539 6,867 0,01**
Interacciones de 299 orden ‘

Sexo x edad 2,307 4 0,557 0,610 n.s.
Sexo x Procedencia 1,052 1 1,062 1,114 n.s.
Edad x Procedencia 18,370 4 4,593 4 862 0,001**
FHesiduaI 2241673 2373 0,945

Total 2351,018 2388 0,984

Kk

= muy significativo; **= significativo; n.s.= no significativo
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A la vista de los resultados obtenidos en el analisis de la varianza se procedio a
separar a la poblacion espanola adulta segun su procedencia y analizar separadamente la
influencia de la edad en la actividad de SOD, encontrandose que dicha actividad se
encuentra aumentada en los individuos de 18 a 27 afios de procedencia urbana y no en los
individuos de esa edad de procedencia rural, como puede verse enlas Tablas 7,8y 9,y en

la gréfica 4.

Yabla 7: Valores de actividad de SOD en la poblacién espanola adulta rural, clasificada por edades.

Individuos |  18-27 28-37 38-47 48-57 58-65
totales | anos afios | _afos afios afos
N? de individuos analizados 348 g1 79 4 94 _l 67 25
Actividad media de SOD
{Unids/mi de sangre) 3,81 3,79 3,61 3,89 4,05 3,69
Desviacion standard 0,9 0,87 0,96 0,82 0,91 0,84

Se realizo un estudio de la "t* de student, no encontrandose diferencias significativas entre los diferentes

grupos de edades.

Tabla 8: Valores de actividad de SOD en la poblacién espaﬁo!a adulta urbana, clasilicada por edadgs.

Individuos | 18-27 28-37 38-47 48-57 58-65
tolales anos afios ahos anos anos
N® de individuos analizados 2.047 756 457 446 321 70
Aclividad media de SOD
_ (Unids/ml de sangre) 422 | 4,49 4,07 4,07 4,05 4,20
Desviacion standard 0,9 0,92 1,01 0,88 0,94 0,89

Se realizé un estudio de la " de student, encontrandose diferencias muy significativas (p<0,001) entre el

grupo de edades comprendidas entre Jos 18 y los 27 ahos y los otros grupos.




Resultados: Poblacion adulta

Tabla 8: Valores de actividad de SOD en la poblacién espanola adulta clasificada por edad

y procedencia.

N? de Individuos | Actividad media de SOD | Desviacion t p<.....
analizados {Unids/ml de sahgre) standard

18-27 rurales 81 3,79 0.87 6.159 | 0.001**
afos | urbanos 756 4,49 0,92
28-37 | rurales 79 3,61 0,96 3,883 | 0,001
ahos | urbanos 457 4,07 1,01
38-47 rurales 94 3,89 0,82 1.63 0.2(n.s.)
anos | urbanos 446 407 0,88
48-57 rurales 67 4,05 0,91 0,073 ns.
anos | urbanos 321 405 0,94
58-65 rurales 25 3,59 0,84 2 693 0,01*
afos urbanos 70 4,2 0,89

***= difarencias muy significativas; **= diferencias significativas; n.s.= diferencias no significativas.




Grafico 1: Distribucion de |a actividad de superéxido dismutasa en la poblacién espafiola
adulta agrupada por sexos

i ' hll':- .i"‘ i
15+ 5 i ‘ —_
: = ‘l m .
% individuos | _ g ] ”“' ‘ £ Individuos totales |
10- 7 5 = c[‘ T varones |
T: | EE v = l J M mujeres '
5~ : _5 ?T_—__ ‘]' ,\ !
: : ‘ = IL |J
P ||Illi.l!iuuu!:i||‘mjgrﬁ§f,#| = l #
o= |
0,5 ‘ ‘
ts |

== . mujeres
= P ,arones

Unids SOD/mI| de sangre
~——= Individuos totales

EHAPe UGIoBGod [SOPeyNsay

147



Graéfico 2: Distribucion de la actividad de superéxido dismutasa en
adulta clasificada segtin su procedencia
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Gréafica 3: Distribucion de la actividad de superdxido dismutasa en la poblacién espaiiola
adulta agrupada por edades
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Resultados: Poblacién infantil y adolescente

A. 2. Poblacién infantil y adolescente

Como puede verse en la Tabla 10, la actividad media de SOD en la poblacion infantil
y adolescente (desde el nacimiento hasta los 18 afos), fue de 4,64+1,09 unidades/m! de
sangre. En esta tabla puede observarse también que, a diferencia de los adultos, existen

diferencias significativas entre sexos.

Tabta 10: Valores de actividad de SCD en ta poblacion infantil y adolescente espaficla distribuida segun su

s5exo
Individuos lotales Varones Mujeres
N2 de individuos analizados 1051 587 464
Actividad media de SOD
(unids/m! de sangre) 4,65 4 657" 4.73"
| Desviacion standard _ 1,09 1,09 1,08

*Se realizé una prueba "t" de student, encontrandose diferencias significativas (p<0,05) entre los dos grupos.

Con objeto de observar la variacion de la actividad de SOD con la edad se procedid

a separar a los nifos por su edad, encontrandose los resultados que se muestran en la

Tabla 11.

Tabla 11: Valores de actividad de SOD en la poblacién infantil y adolescente espaiiola clasificada por su edad.

Individuos | Recién | 0-1 25 6-9 10-14 | 15-18
totales | nacidos| aho afios anos anos anos
N de Individuos analizados 1051 94 3 255 206 96 369
Aclividad media de
SOD(unids/ml de sangre 4,64 4,67 | 546" | 514" | 478 | 466 | 414"
Desviacion standard 1,09 1,18 | 144 |_108 | 1,01 1,13 0,79

**Se realizd una prusba "t" de student entre los diferentes grupos de edades, encontrandose que los niveles de
actividad de SQOD eran significativamente mas altos entre 0 y 5 afios (p<0,001) y significativamente mas bajos

entre 15 y 18 afos (p<0,001), siendo a esta edad semejantes a los de los adultos..
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La distribucion de [a actividad de SOD en la pobfacion infantil y adolescente

agrupada por edades puede verse en el grafico 5.

Con objeto de observar si la diferencia en la actividad de SOD entre sexos se

presentaba a cualquier edad se procedio a analizar conjuntamente los factores de edad y

sexo, obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla 12 y en el grafico 6.

Tabla 12: Valores de actividad de SOD en la poblacion infantil y adolescente clasificada por su edad y su sexo,

N de individuos

Actividad media de SOD Desviacicn | p<....
analizados (Unids/ ml de sangre) standard
Recién Varones 51 4,68 1,19 n.s.
nacidos Mujeres 43 4,85 1,18
0-1 Varones 21 5,50 1,60 ns.
ano Mujeres 10 5,40 1,1
2-5 Varones 136 5,09 1,01 ns.
anos Mujeres 119 5,20 0,14
6-9 Varones 110 4,71 1,06 ns.
ahos Mujeres 96 4,87 0,97 u
10-14 Varones 56 4,60 1,03 ns.
anos Mujeres 40 4,74 1,27
15-18 Varones 213 425 0,80 0,05¢
anos Mujeres 156 4,07 0,78

*= diferencias significativas; n.s.= diferencias no significativas.




Grafico 5: Distribucién de )a actividad de SOD en la poblacién infantil y adolescente agrupada
por edades
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Grafico 6: Valores de actividad de superoxido dismutasa en la poblacion infantil y
adolescente agrupada por sexo y eda
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Resullados: Poblacion mayor de 50 ahos
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A. 3. Poblacién mayor de 50 anos

La actividad de SOD observada en esta poblacion (entre 50 y 93 anos) fue de 4,37 +

0,99 unids/ml de sangre, como se muestra en fa Tabla 13. En dicha tabla también se

observa la actividad de SOD en esta poblacion segun su sexo.

Tabla 13: Valores ds actividad de SOD en la poblacién espafiola mayor de 50 afios distribuida segun su

SeX0
Individuos totales Varones Mujeres
N? de individuos analizados 126 61 65
Actividad media de SCD
{unids/ml de sangre) 4,37 4,16* 4,57"
Desviacion standard 0,99 0,89 1,05

*Se realizo una prueba "t" de student, encontrandose diferencias significativas (p<0,05) entre los dos grupos.

Con objeto de observar la influencia de la actividad de SOD en el envejecimiento se

procedié a estudiar dicha actividad segun la edad de! individuo, como puede verse en la

Tabla 14.

Tabla 14: Valores de aclividad de SOD en la poblacién espafiola mayor de 50 anos clasificada segln su edad

Individuos 50-57 58-67 68-77 78-87 88-93
tolales afos afos ahos ahos anos
N? individuos analizados L 126 23 48 33 16 6
Aclividad media de SCD w
{unids/ml de sangre) 4,37 4,42 4,32 429 | 440 4,91
Desviacion standard 0,99 0,87 0,93 1,03 1,17 1,40

Se realizo una prueba " de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.
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La distribucion de la actividad de SOD en la poblacion de edades superiores a 50

afios clasificada por su sexo puede observarse en el gréfico 7; y clasificada por su edad, en

el grafico 8.

En la Tabla 15 y en el grafico 9 se presentan los datos de actividad de SOD en la

poblacién mayor de 50 afios considerando los factores de edad y sexo.

Tabla 15: Valores de actividad de SOD en la poblacion mayor de 50 afios clasiticada por su edad y su sexo.

N° de individuos

Actividad media de SOD Desviacion | p<....
analizados (Unids/ ml de sangre) standard

50-57 Varones 1M 4,47 0,85 ns.
anos Mujeres 12 4,38 0,92
58-67 Varones 20 4,34 0,88 ns.
afios Mujeres 28 4,32 0,99
68-77 Varones 21 3,86 0,90 0,001*
afos Mujeres 12 5,03 0,81
78-87 Varones 7 3,84 074 0,001*
afnos Mujeres 9 4 84 1,30
88-93 Varones 2 5,04 0,87 ns.
ahos Mujeres 4 4,85 1,74 y

*= diferancias muy significativas; n.s.= diferencias no significativas.




Grafico 7: Distribucidon de la actividad de superéxido dismutasa en la poblacién espafiola
mayor de 50 aiios clasificada por sexos.
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|
Gréafico 8: Distribucion de la actividad de superéxido dismutasa en la poblacién mayor de 50
afos agrupada por edades
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Grafico 9: Valores de actividad de superéxido dismutasa en la poblacion mayor de 50 afos

agrupada por sexo y edad
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RESUMEN DEL COMPORTAMIENTO DE LA ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO
DISMUTASA EN LA POBLACION SANA

El patrén de actividad de SOD obtenido en la poblacion espafiola sana desde el

nacimiento hasta los 93 afios figura en los graficos 10y 11.

Grafico 10: Actividad de superoxido dismutasa en los varones
espaifioles sanos desde el nacimiento hasta los 93 afios
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Grafico 11: Actividad de superdxido dismutasa en las mujeres
espaiiolas sanas desde el nacimieto hasta los 93 aiios

0 u—g___+“+_+-_+m.4_4l_~l+4——4-......-.-................-—.-....‘.__.....4
recien (-1 25 69 1014 1518 1827 28-37 38-47 4857 58-67 68-77 78.87 8743
nacido afio afics afios afios affos aflos afios afios afios afivs afos afos  afos

N W A OO

Unids SOD/mi de sangre




esultados: Poblacidén con patologlas propias del envejecimiento 58

B. POBLACION CON PATOLOGIAS PROPIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Se han analizado un total de 374 individuos afectados de diversas patologias que se
consideran propias del envejecimiento. Los resultados obtenidos se describen a

continuacion detalladamente.
B. 1. Accidente Cerebral Vascular Agudo

Se estudiaron 14 pacientes con accidente cerebral vascular agudo (13 mujeres y 1
varon), de edades comprendidas entre 50 y 93 afios. Se obtuvo una actividad de SOD de
5,07 + 1,12 Unids/ml de sangre. Esta actividad es significativamente mas alta (p<0,01) que
fa obtenida en la poblacion sana mayor de 50 afios. No se encontraron diferencias
significativas de actividad de SOD entre sexos ni entre los diferentes grupos de edad. En la
Tabla 16 y en el grafico 12 se muestra la actividad de SOD en estos pacientes segun su

edad.

Tabla 16: Valores de actividad de SOD en pacientes con accidente cerebral vascular agudo clasiticados segun
su edad

Individuos 50-57 58-67 68-77 78-87 88-93
totales afnos afios anos anos ahos
N? individuos analizados 14 i 1 4 6 2
Actividad media de SOD
(unids/ml de sangre) 5,07 53 4,3 5,95 4,70 4,71
Desviacién standard 1,12 0 | o 1,58 0,86 | 050

Se realizo una prueba ™" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 12: Actividad de superéxido dismutasa
en pacientes con accidente cerebral vascular
agudo
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B. 2. Sistema cardiovascular

Se estudiaron 67 pacientes con diversas patologias del sistema cardiovascular
(infartos, insuficiencias coronarias, hipertension, etc.) (45 mujeres y 22 varones), de edades
comprendidas entre los 50 y los 93 afios. Se encontr$ una actividad de SOD de 4,96 = 1,00
Unids/ml de sangre. Este valor es significativamente mas elevade (p<0,01) que el
observado en la poblacion sana mayor de 50 afios. No se observaron diferencias entre
sexos ni entre los diferentes grupos de edad. En la Tabla 17 y en el grafico 13 se observa

la actividad de SOD en estos pacientes segun su edad.

Tabla 17: Valores de actividad de SOD en pacientes con patologias del sistema cardiovascular clasificados

segun su edad

T Individuos 50-57 58-67 68-77 78-87 88-93
totales aios anos afios afios anos
N? individuos analizados 67 5 22 10 20 10
Actividad media de SOD
(unids/mide sangre) | 4,96 4,71 4,78 5,31 4,81 5,45
Desviacion standard 1,00 0,94 0,72 1,27 1,06 | 1,11

Se realizé una prueba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 13: Actividad de superéxido dismutasa en
pacientes con patologias del sistema cardiovascular
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B. 3. Cataratas

Se estudiaron 35 individuos con cataratas (19 mujeres y 16 varones) de edades
comprendidas entre los 50 y los 93 afios, encontrandose una actividad de SOD de 4,86 +
0,87 Unids/ml de sangre. Este valor es significativamente diferente (p<0,01) del observado
en la poblacion sana mayor de 50 afos. No se encontraron diferencias entre sexos ni entre
los diferentes grupos de edad. £n fa Tabla 18 y el grafico 14 se indican ios valores de

actividad de SOD encontrada en estos individuos agrupados segun su edad.

Tabla 18: Valores de actividad de SOD en pacientes con cataratas clasifigados segun su edad

Individuos 50-67 58-67 68-77 78-87 88-93
| totales afios afios | afios afios afios
Ne individuos analizados | 35 4 |14 | 11 5 1
Actividad media de SOD
unids/m| de sangre 4,86 54 4 .81 4,65 513 518
Desviacion standard 0,87 0,28 1,28 0,60 0,59 0

Se realizo una prueba "t” de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 14: Actividad de superoxido dismutasa en
pacientes con cataratas
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B. 4. Demencia

Se estudiaron 6 pacientes con demencia senil (3 mujeres y 3 varones), con edades
comprendidas entre fos 68 y [os 93 anos, encontrandose una actividad de SOD de 4,13 =
0,93 Unids/ml de sangre. Esta actividad no era significativamente diferenie a la observada
en la poblacion sana mayor de 68 afios. No se observaron diferencias de actividad de SOD
entre sexos ni por edades En la tabla 13 y en la grafica 15 se muestran los valores de

actividad de SOD de eslos pacientes.

Tabla 19: Valores de actividad de SOD en pacientes con demencia clasificados segun su edad

Individuos 1otales | 68-77 anos 78-87 afos 88-93 ahos
N2 individuos analizados 6 1 3 2
Actividad media de SOD
{unids/ml de sangre) 4,13 3,11 4,32 4,35
Desviacién standard 0,93 0 1,18 0,57

Se realizé una prueba "t" de student, no encontrandese diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 15: Actividad de superaxido dismutasa
en pacientes con demencia
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Se analizaron 21 individuos con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (9 mujeres

y 12 varones), de edades comprendidas entre los 50 y los 93 afos. Se obtuvo una

actividad de SOD de 5,13 + 1,16 Unids/ml de sangre, actividad significativamente mayor

(p<0,01) a la observada en [a poblacion mayor de 50 afos sana. No se observaron

diferencias significativas entre sexos ni por edades. En la Tabla 20 y en el gréfico 16 se

consigna la actividad de SOD en pacientes con entermedad pulmonar obstructiva crénica.

Tabla 20: Valores de actividad de SOD en pacientes con enfermedad pulmonar cbstructiva crénica clasificados

segun su edad

Individuos totales | 50-57 afios | 68-77 afios | 78-87 afos | 88-93 aiios
N individuos analizados 21 3 4 12 2
Actividad media de SOD
(unids/ml de sangre} 513 4,73 4,96 526 5,34
Desviacion standard 1,16 0,45 0,86 1,41 1,33

Se realizé una prueba "" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 16: Actividad de superdxido dismutasa en
pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva

cronica
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B. 6. Miomas

Se analizaron 36 mujeres de edades comprendidas entre los 50 y los 77 afos que
presentaban miomas, observandose una actividad de SOD de 4,84 + 0,97 Unids/mi de
sangre. Esta actividad es significativamente mayor (p<0,01) a la observada en las mujeres
sanas de 50 a 77 afios. No se observaron diferencias significativas entre los distintos
grupos de edad. En la tabla 21 y en el grafico 17 se muestran estos valores de actividad de

SOD.

Tabla 21: Valores de actividad de SOD en pacientes con miomas clasificados segun su edad

Individuos totales | 50-57 afios 58-67 anos 68-77 ahos
N individuos analizados 36 16 13 7 |
Actividad media de SOD
(unids/ml de sangre) 4,84 4,84 4,98 4,84
Desviacidon standard 0,97 1,00 0,81 1,26

Se realizo una prueba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 17: Actividad de superéxido dismutasa
en pacientes con miomas
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B. 7. Osteoporosis

Se estudiaron 9 pacientes con osteoporosis (8 mujeres y 1 varén), de edades

comprendidas entre los 50 y los 93 afos, obteniéndose una actividad de SOD de 4,30 =

1,29 Unids/ml de sangre, siendo esta actividad no significativamente diferente a la

observada en la poblacion sana mayor de 50 afos. No se encontraron diferencias

significativas entre sexos ni por edades. En la tabla 22 y el gréfico 18 se muesira la

actividad de SOD en estos pacientes.

Tabla 22: Valores de aclividad de SOD en pacientes con osteoporosis clasificados segun su edad

Individuos totales | 50-57 aﬁosTF58—67 ahos | 68-77 ahios | 88-93 afios
N? individuos analizados 9 1 3 4 1
Actividad media de SOD
{unids/ml de sangre) 4,30 4,50 4,49 4,05 4,17
Desviacién standard 1,29 0 1,93 1,28 0

Se realizé una prueba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 18: Actividad de super6xido dismutasa en
pacientes con osteoporosis
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B. 8. Patologia prostatica

Se analizaron 50 varones de edades comprendidas entre fos 50 y los 87 afios que

presentaban patologia prostafica, encontrandose una actividad de SOD de 4,68 = 1,27

Unids/ml de sangre, actividad no significatlivamente diferente a la observada en la

pobfacion sana mayor de 50 afios. No se observaron diferencias significativas entre los

diferentes grupos de edades. En la tabla 23 y en el grafico 19 puede observarse la

actividad de SOD de esta poblacion agrupada por edades.

Tabla 23. Valores de actividad de SOD en pacientss con patologia prostdtica clasificados segun su edad

Individuos totales | 50-57 afios | 58-67 ailos | 68-77 aiios | 78-87 afios
N? individuos analizados 50 2 | 19 21 8
Actividad media de SOD
{unids/ml de sangre) 4,68 5,55 4,81 4,28 524
Desviacién standard 1,27 0,5 1,05 1,45 1,17

Se realizd una prueba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 19: Actividad de superéxido dismutasa en
pacientes con patologia prostatica
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B. 9. Sistema Osteoarticular

Se estudiaron 97 individuos que presentaban patologias del sistema osteoarticular
(arritis, poliartralgias, etc.) (72 mujeres y 25 varones), de edades comprendidas entre los
50 y los 93 afos. Se obtuvo una actividad de SOD de 4,67 + 1,05 unids/ml de sangre,
actividad no significativamente diferente de la actividad de SOD encontrada en la poblacion
sana mayor de 50 anos. No se encontraron diferencias significativas entre sexos, aunque si
por edades, disminuyendo la actividad de SOD con ia edad. En fa tabla 24 y en el gréfico

20 puede observarse la actividad de SOD en esta poblacion agrupada por edades y sexo.

Tabla 24: Valores de actividad de SOD en pacientes con patologia del sistema osteoarticular clasiticados

segun su edad

Individuos 50-57 58-67 1 68-77 78-87 88-93
totales | anos anos afnos ahos afos
N? individuos analizados 97 22 45 22 | 6 2
Actividad media de SOD
{unids/ml de sangre) ﬂ 4,67 4,81* 4,86* 4,41 * 3,85* 377
Desviacion standard | 1,05 Q.87 097 | 129 | 093 | 048

*Se realizd una prueba "t" de student, encontrandose diferencias significativas (p<0,01) entre los grupos.

Grafico 20: Actividad de superdxido dismutasa en pacientes
con patologia osteoarticular
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“La diferencia que se observa en la actividad de SOD entre varones y mujeres de edades comprendidas entre

68 y 87 anos no es significativa.



Resullados; Poblacion con patologias propias del envejecimiento

67

B. 10. Otras patologias

Se analizd la aclividad de SOD en 52 pacientes (33 mujeres y 19 varones), con

edades comprendidas entre los 58 y los 93 afios, con diversas patologias (hepatopatias,

astenias, nefropatias, etc.), obteniéndose una actividad de 4, 77 = 1,13 Unids de SOD/ml

de sangre. Esta aclividad no era significativamente diferente de la observada en la

poblacion sana mayor de 58 afios. No se observaron diferencias significativas de actividad

de SOD entre sexos ni por edades. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 25 y

el grafico 21.

Tabla 25: Valores de actividad de SOD en pacientes con diversas patologias clasificados segun su edad

individuos totales | 58-67 afos | 68-77 afios | 78-87 aios | 88-93 ailos
N? individuos analizados 52 7 21 18 6
Actividad media de SOD
(unids/ml de sangre) 4,77 4,78 4,58 5,01 4,93
| Desviacion standard 1,13 0,5 0,89 0,99 1,40

Se realizo una prueba "t" de student, no enconirandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 21: Actividad de superdxido dismutasa en
pacientes con diversas patologias
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RESUMEN DE LA ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA EN LA POBLACION CON
PATOLOGIAS ASOCIADAS AL ENVEJECIMIENTO

En el grafico 22 se muestran los valores de actividad de superdxido dismutasa de
todas las patologias asociadas al envejecimiento que se han considerado en esta Tesis
Doctoral.

Grafico 22: Valores de actividad de superoxido dismutasa en las
patologias asociadas al envejecimiento
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En el grafico 23 pueden observarse los valores de actividad de SOD de aquellas
patologicas asociadas al envejecimiento en las gue se observan diferencias significativas

con respecto a la actividad de SOD de la poblacion espanola sana mayor de 50 anos.

Graflco 23: Valores de actividad de superdxido dismutasa en
patologlas asociadas al envejecimiento frente a valores

normales
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C. POBLACION CON PROCESOS CANCEROSOS

Se han analizado 183 pacientes con diferentes tipos de procesos tumorales, que se

detallan a continuacion.
C. 1. Cancer de cabeza y cuello

Se estudié la actividad de SOD en 8 individuos que padecian cancer de cabeza y
cuello (6 mujeres y 2 varones), de edades comprendidas entre los 48 y los 80 afios
obteniéndose una actividad de 4,5 + 1,24 Unids SOD/mI de sangre, siendo esta actividad
no significativamente diferente de la encontrada en la paoblacion sana de edades
comprendidas entre los 48 y los 93 anos. No se encontraron diferencias significativas entre
sexos ni por edades. En ¢l grupo de edades comprendidas entre los 68 y los 80 anos la
actividad de SOD es muy baja, perc debido al escaso nimero de pacientes de este grupo
no se pueden establecer conclusiones estadisticas. En la tabla 26 y en el grafico 24 puede

observarse ios valores de actividad de SOD encontrados en estos pacientes.

Tabla 26: Valores de actividad de SOD en pacientes con cancer de cabeza y cuello clasificados segun sy edad

Individuos totales | 48-57 aiios 58-67 ahos £8-80 afios
N® individuos analizados 8 3 4 1
Actividad media de SCD
(unids/mi de sangre) 4.5 4.31 5,27 1,87
Desviacién standard 1,24 0,71 0,53 0

Se realizd una prueba *t* de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 24: Actividad de superoxido dismutasa en
pacientes con cancer de cabeza y cuello
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C. 2. Cancer digestivo

Se determind la actividad de SOD en 20 pacientes que presentaban cancer del
aparato digestivo {4 mujeres y 16 varones), de edades comprendidas entre 18 y 80 afios,
encontrandose una actividad de 4,04 + 1,20 Unids SOD/mi de sangre. Esta actividad no
era significativamente diferente de la observada en la poblacion sana, y no se encontraron
diferencias de actividad entre sexos ni por edades. En el grupo de edades comprendidas
entre los 58 y los 80 afnos la aclividad de SOD es muy baja, pero debido al escaso numero
de pacientes, no se abservan diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados

pueden observarse en ia tabla 27 y el grafico 25.

Tabla 27: Valores de aclividad de SOD en pacientes con cancer digestivo clasificados segtin su edad
individuos | 18-27 28-37 | 38-47 | 4857 | 5867 [ 68-80
tolales afios afos | afios afios anos afos
N? Individuos anafizados 20 1 1 2 7 3 6
Actividad media de SOD
{Unids SOD/ml de sangre) 404 5,41 4 96 4,09 427 472 | 406
Desviacién standard 1,2 ] 0 0,47 0,61 0,30 1,81

Se realizé una prueba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 25: Actividad de superéxido dismutasa en
pacienies con cancer digesivo
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C. 3. Linfomas

Se estudid la actividad de SOD en 28 pacientes con linfomas (13 mujeres y 15

varones), de edades comprendidas entre los 12 y los 80 anos. Se encontro una actividad

de SOD de 421 + 095 Unids SOD/ml de sangre, no siendo esta actividad

significativamente diferente de la observada en la poblacion sana. No se observaron

diferencias significativas entre sexos ni por edades. En la tabla 28 y en el gréfico 26 puede

observarse la actividad de SOD en estos pacientes agrupados por edades.

Tabla 28: Valores de actividad de SOD en

pacientes con linfomas clasificados segt’m su edad

Individuos | 12-18 28-37 38-47 48-57 58-67 68-80
totales afios aios ahos ahos aios afos
N Individuos analizados 28 3 1 6 6 7 4
Actividad media de SOD
(Unids SOD/ml de sangre) 421 396 4,93 4,24 4,25 410 4,84
Desviacion standard 0,95 0,47 0 1,00 1,01 0,52 1,44
Se realizé una prueba ™" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.
Grafico 26: Actividad de superdxido dismutasa en pacientes con
linfomas
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C. 4. Cancer de mama

Se estudiaron 15 mujeres de edades comprendidas entre los 38 y 80 afios que
padecian cancer de mama, observandose una actividad de SOD de 3,65 + 1,18 Unids/ml
de sangre. Esta actividad es significativamente menor (p<0,01) de la observada en la
poblacion sana. No se encontraron diferencias signilicativas de actividad entre los
diferentes grupos de edades. En la tabla 29 y el grafico 27 pueden observarse los valores

de aclividad de SOD en las pacientes con cancer de mama.

Tabla 29: Valores de actividad de SOD en pacientes con céncer de mama clasificados segun su edad

Individuos 38-47 48-57 58-67 68-80
totales anos afios afios afios
N2 Individuos analizados 15 6 6 2 1
Actividad media de SOD
(Unids SOD/ml de sangre) 3,65 3,52 4,07 3,13 3,00
Desviacion standard 1,24 1,19 1,22 1,62 0

Se realizd una prueba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas sntre los grupos.
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Grafico 27: Actividad de superdéxido dismutasa en

pacientes con cancer de mama

L

o]

[ TV I VR N

Unids SOD/mi de sangre

Qo
o =
I

38-47 afios

48-57 ahos

58-67 ahos




Resultados; Poblacién con Procesos cancerosos 73

C. 5. Mielomas

Se estudiaron 13 individuos que presentaban mielomas (5 mujeres y 8 varones) de
edades comprendidas entre los 28 y 80 anos, observandose una actividad de SOD de 5,09
+ 1,15 Unids/ml de sangre. Esta actividad esta significativamente aumentada (p<0,01)
frente a la observada en la peblacion sana. No se encontraron diferencias significativas de
actividad por sexo ni entre los diferentes grupos de edades. En la tabla 30 y el grafico 28

pueden observarse los valores de actividad de SOD en las pacientes con mieloma.

Tabla 30: Valores de actividad de SOD en pacientes con mislomas clasificados segun su edad

Individuos 28-37 48-5¢ 58-67 68-80
totales anos afios afios anos
N? individuos analizados 13 1 2 7 3
Actividad media de SOD
(Unids SOD/mi de sangre) 5,09 5,94 5,25 517 4,46
Desviacién standard 1,15 0 1,78 1,22 0,98

Se realizé una prueba "t de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.
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Grafico 28: Actividad de superéxido dismutasa en
pacientes con mieloma
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C. 6. Cancer de ovario y utero

Se determind la actividad de SOD en 7 mujeres con cancer de ovaric y Uutero, de
edades entre fos 58 y fos 80 afios, encontrandose una actividad de 4,35 + 1,43 Unids
SOD/mi de sangre, Esta actividad no es significativamente diferente de la encontrada en fa
poblacion sana. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los diferentes

grupos de edades. En la tabla 31 y en el grafico 29 se consignan los resuitados obtenidos.

Tabla 31: Valores de actividad de SOD en pacientes con céncer de ovario y Utero clasificados segun su edad

individuos totales 58-67 ahos 68-80 afios
N? Individugs analizados 7 4 3
Actividad media de SOD
{Unids SOD/ml de sangre) 4,35 4,48 417
Desviacion standard 1,43 1,45 1,70

Se realizd una prueba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 29: Actividad de superéxido dismutasa en
pacientes con cancer de ovario y atero
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C. 7. Cancer de pulmén

Se estudié la actividad de SOD en 34 pacientes con cancer de pulmdn (9 mujeres y
25 varones), de edades comprendidas entre los 28 y los 80 afos. Se encontrd una
actividad de SOD de 3,67 £ 1,19 Unids SOD/ml de sangre, siendo esta actividad
significativamente diferente (p<0,05) entre mujeres y varones (4,39 + 1,32 Unids SOD/mi
de sangre vs. 3,41 £ 1,05 Unids SOD/ml de sangre), como puede verse en el grafico 30.
No se encontraron diferencias significativas por grupos de edades. En la tabla 32 puede

observarse la actividad de SOD en estos pacientes agrupados por edades.

Tabla 32: Valores de actividad de SOD en pacientes con cancer de pulmadn clasificados segun su edad
Individuos 28-37 38-47 48-57 58-67 68-80
totales ahos afnos anos anos anos
N? Individuos analizados 34 2 7 15 8 2
Actividad media de SOD
(Unids SOD/ml de sangre) 3,67 2,32 3,43 4,03 3,6 3,43
Desviacion standard 1,19 0,60 1,16 0,88 1,74 0,02

Se realizd una prueba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 30: Actividad de superodxido dismutasa en

pacientes con cancer de pulmén
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C. 8. Cancer de sistema nervioso central

Se determind la aclividad de SOD en 30 pacientes que presentaban tumores de
tejido glial det sisterna nervioso central (19 mujeres y 11 varones), de edades entre 2 y 80
anos} encontrandose una actividad de 4,21 = 1,25 Unids SOD/mi de sangre. Esta actividad
no era significativamente mayor de la observada en la poblacion sana, y no se encontraron
diferencias entre sexos ni por edades. Estos resultados pueden observarse en la tabla 33 y

el grafico 31.

Tabla 33: Valores de aclividad de SOD en pacientes con cancer de sistema nervioso central clasificados

segt}n su edad

Individuos | 2-27 28-37 | 3847 | 4857 | 5867 | 68-80
fotales . | afios anos afios afios afos afnos
N? Individuos analizados 30 5 13 1 6 3 2
Actividad media de SOD
(Unids SOD/ml de sangre) 4,21 4,06 4.21 4,94 410 4,61 4,00
Desviacion standard | 125 | 0,57 1,48 8] 1,19 22 | 026

Se realizd una prueba "t" de student, no encontrandose diterencias significativas entre ios grupos.

Grafico 31: Actividad de superdxido dismutasa en pacientes
con cancer de sistema nervioso central
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C. 9. Cancer uroldgico

77

Se analizo la actividad de SOD en 12 varones que presentaban cancer del sistema

urolégico, de edades comprendidas entre los 2 y los 80 afos, encontrandose una actividad

de 4,55 + 0,98 Unids S50D/ml de sangre, actividad semejante a la observada en los

varones sanos. No se encontraron tampoco diferencias de actividad entre los diferentes

grupos de edades. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 34 y el grafico 32.

Tabla 34: Valores de actividad de SOD en pacientes con cancer uroldgico clasificados seglin su edad
Individuos 2-27 38-47 48-57 58-67 68-80
lotales afos ahos afhos ] anos anos
N¥ Individues analizados 12 2 2 1 3 4
Actividad media de SOD
{Unids SOD/ml de sangre) 4,55 4,57 443 4,19 41 a 5,02
L Desviacion standard 0,98 1,31 0,86 0 075 1,34
Se realizd una prusba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.
Grafico 32: Actividad de superdxido dismutasa en
pacientes con cancer urolégico
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C. 10. Otros tumores

Se determing la actividad de SOD en 16 pacienies que presentaban otros tipos de
tumores, (melanomas. hepatomas, leucemias, etc.) (10 mujeres y 6 varones), de edades
comprendidas entre 2 y 80 afos, encontrandose una actividad de 4,04 + 1,04 Unids
SOD/mi de sangre, Esta actividad no era significativamente diferente de 1a observada en la
poblacion sana, y no se encontraron diferencias entre sexos, ni por edades. Estos

resullados pueden cbservarse en la tabla 35 y el gréfico 33

Tabla 35: Valores de actividad de SOD en pacientes con otros tumores clasificados segun su edad
Individuos 2-27 38-47 48-57 58-67 68-80
tolales ahos anos anos anos anos
N2 Individuos analizados 16 5 3 3 4 1
Actividad media de SOD
L(Unids SOD/ml de sangre) 4,04 4,05 3,37 3,25 4,69 5,74
| Desviacion standard 1,04 0,81 004 | 108 | 11 | o

5e realizd una prusba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Grafico 33: Actividad de superdxido dismutasa en pacientes
con otros tumores
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RESUMEN DE LA ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA EN LA POBLACION CON

PROCESOS CANCEROQSOS

En el grafico 34 se presentan los valores de actividad de SOD obtenidos en la

pobiacion con diferentes procesos tumorales.

Grafico 34: Valores de actividad de superéxido dismutasa en la
pobiacién con procesos tumorales
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En el grafico 35 se muestran los valores de actividad de SOD en los procesos

cancerosos en fos que se observan diferencias significativas con respecto a la actividad de

SOD de la poblacion sana.

Grafico 35: Valores de actividad de superéoxido
dismutasa en pacientes con diferentes procesos
cancerosos frente a valores normales
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D. POBLACION CON DIABETES

Se estudid un total de 369 individuos de ambos sexos (193 mujeres y176 varones),
de edades comprendidas entre los 4 y los 85 afios, que presentaban Diabetes Mellitus
tanto tipo | o insulin dependiente (DMID), como tipo |l o no insulin-dependiente (DMNID).

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 36.

Tabla 36: Valores de actividad de SOD en la poblacion con diabetss, clasificada segtn el tipo de [a diabetes.

Individuos totales DMID DMNID
n? de individuos analizados 369 183 186
Actividad media de SOD
(Unids/ml de sangre) 4,89 4,53 5,23
Desviacion standard 1,2 J 1,13 117

**Se realizé una prueba "t" de student, encontrandose diferencias muy significativas {p<0,001} entre los dos

grupos,

En el grafico 36 puede verse la distribucion de ia actividad de SOD en la poblacion

con diabetes clasificada segtin el tipo de diabetes.

Se procedid a considerar a esta poblacion como dos tipos de poblaciones
independientes: la poblacion de individuos con Diabeles Mellitus insulin-dependiente; y la

poblacion de individuos con Diabetes Mellitus no insulin-dependiente.
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D. 1. Poblacion con Diabetes Mellitus insulin-dependiente

Se analizaron un total de 183 individuos, 93 mujeres y 90 varones, de edades
comprendidas entre los 4 y los 69 afnos, que presentaban Diabetes Mellitus insulin-
dependiente, encontrandose una actividad de SOD de 4,53 = 1,13 Unids/ml de sangre, que
no es significativamente diferente de la observada en la poblacion espafiola sana con la
misma edad. No se observaron diferencias significativas entre sexos, ni entre los diferentes
grupos de edades. En la tabla 37 pueden observarse estos niveles de actividad en esta

poblacion clasificada por grupos de edad.

Tabla 37 Valores de actividad de SOD en la poblacion con Diabetes Mellitus insulin-dependiente.

Individuos | 4-9 10-19 | 20-29 | 30-39 | 40-49 | 50-59 | 60-69

totales anos afnos anos anos anos ahos anos

N? de individuos
analizados 183 13 43 38 28 13 38 12

Actividad Media de SOD
{unids SOD/ml de sangre) 4,53 4,67 4,49 4,29 5,02 4,47 4,46 4,48

Desviacién standard 1,13 1,561 1,19 1,02 1,19 1,11 0,99 1,01

Se realizé una prueba "t" de student, no encontrandose diferencias significativas entre los grupes.

Aunque la actividad media de SOD en esta poblacion no es significativamente
diferente a la de la poblacién sana, si se observan diferencias significativas entre estas dos
poblaciones (sana y con Diabetes Mellitus insulin-dependiente] segun los grupos de

edades, como puede verse en la tabla 38 y en el grafico 37.
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Tabla 38: Tabla comparativa entre los valores de actividad de SOD en la poblacion sana y la poblacion con

Diabeles Mellitus insulin-dependiente

N¢ de Actividad media de SOD Desviacion pe...
Individuos {Unids SOD/ml de sangre) standard
analizados
6-9 anos 5anos 206 4,78 1,01 ns.
4-9 afos DMID 13 4,67 1,54
10-18 anos sanos 465 4,25 1,25 ns.
10-19 aiios DMID 43 4,49 1,19
18-27 aios sanos 836 4.4 0,91 ns.
20-29 afios | DMID 38 4,28 1.02
28-37 anhos sanos 537 4,01 1,02 0,01*
30-39 anos DMID 28 5,02 1,19
38-47 afnos sanos 541 4,03 0,94 0,01*
40-49 anos DMID 13 4,47 1,11
48-57 anos 5anos 399 4,06 0,91 0.01*
50-59 ailos DMID 38 4,46 0,99
58-65 anos sanos 94 4,04 0,83 0,01*
|_60-69 anos DMID 12 | 4,48 1,01

*= diterencias significativas; n.s.= diferencias no significativas
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Grafico 37: valores de actividad de superéxido dismutasa en poblaciénes sanas y con DMID
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D. 2. Poblaciéon con Diabetes Mellitus no insulin-dependiente

Se determing la actividad de SOD en un total de 186 individuos que presentaban
Diabetes Mellitus no insulin-dependiente (100 mujeres y 86 varones), de edades
comprendidas entre los 50 y los 85 anos, observandose una actividad de 5,26 + 1,17 Unids
SOD/ml de sangre. Esta actividad es significativamente mas elevada (p<0,001) que la
observada en la poblacion sana de la misma edad. No se encontraron dilerencias
significativas enire sexos, aunque si diferencias significativas entre edades, como se

muestra en la tabla 39.

Tabia 39 Valores de actividad de SOD en la pablacion con Diabetes Mellitus no insulin-dependiente agrupada

por edades. . .
Individuos 50-59 B 60-69 70-79 80-85
tolales afnos anos anos anos
N de individuos
analizados 186 26 76 60 24
Actividad media de SOD

(Unids/ml de sangre) 5,26 461" 5,38 5,27 J_ 5,5

Desviacion standard 117 | 0,87 1,27 1,08 1,18

**= diferencia muy significativa (p<0,001)

La distribucion de la actividad de SOD en la poblacion con Diabetes Mellitus no

insulin dependiente clasificada por edades puede verse en el grafico 38.
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E. POBLACION CON SINDROME DE DOWN

Se analizaron un total de 260 individuos de ambos sexos (123 mujeres y 137
varones), de edades comprendidas entre los 2 y los 45 afos y gue habian sido
diagnosticados de Sindrome de Down. Un 42% (108 individuos) habia sido cariotipado,
presentandc un 53% (57 individuos), una trisomia 21 completa; y un 47 % (51 individuos)
presentaban: trisomias 21 parciales, traslocaciones y mosaicismos que afectaban al
cromosoma 21, El 58 % restante (152 individuos) de la poblacion analizada con sindrome
de Down no habia sido cariotipada, estando solo diagnosticada de sindrome de Down. En
la poblacion con trisomia 21 completa se obtuvo una actividad de SOD de 6,38 + 0,76
Unids/mi de sangre. En la poblacion que incluia trisomias parciales, traslocaciones y
mosaicismos se observd una actividad de SOD de 5,01 = 1,20 Unids/ml de sangre. En la
poblacion sin cariotipar se obtuvo una actividad de SOD de 5,75 = 1,04 Unids/mi de
sangre. No se encontraron diferencias significativas entre sexos ni entre edades en

ninguno de los grupos. Los resultados obtenidos pueden observarse en las tablas 40, 41 y

42.

Tabla 40: Valores de actividad de SOD en la poblacién con Trisomia 21 completa, clasificados por edades.

Individuos Totales 2-4 ahos 5-9 afios 10-14 afos
N¢ Individuos analizados 57 6 13 r 38
Actividad media de SOD
{Unids/m! de sangre) 6,38 6,68 6,29 6,37
Desviacion standard 0,76 1,18 0,92 0,63

Se realizo una prueba "t" de student no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.
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Tabla 41; Vajores de actividad de 50D en la poblacidn con Trisomia 21 parcial, traslocaciones y mosaicismos,
clasificados por edades.

Individuos Tolales 2-4 ahos 5-9 afhos { 10-14 aiios
N? Individuos analizados 51 7 i6 28
Actividad media de SOD
__(Unids/ml de sangre) 5,08 5,63 4,87 51
Desviacion standard 1,20 2,13 0,64 1,16

Se realizd una prueba "" de student no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 42: Valores de actividad de SOD en la poblacion con sindrome de Down, sin cariotipar, clasificados por

edades.
Individuos Totales 15-19 ahos 20-29 aiios 30-45 afos
N® Individuos analizados 152 76 53 23
Actividad media de SOD
(Unids/m! de sangre) 575 5,84 5,63 5,76
Desviacion standard 1,04 1,12 0,88 1,10

Se realizd una prueba "t" de student no encontrandose diferencias significativas entre los grupos.

En el grafico 39 se muestra la distribucion de los valores de actividad de superdxido

dismutasa en la poblacion con sindrome de Down,

En el grafico 40 se presentan los valores comparativos de actividad de SOD entre las

poblaciones sana y con sindrome de Down.



Grafico 39: Distribucién de |a actividad de superdxido dismutasa en la poblacion con
sindrome de Down
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Grafico 40: Valores de actividad de superoxido dismutasa en la poblacion con sindrome de
Down frente a valores normales de actividad
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DISCUSION
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A. POBLACION SANA

Se ha determinado la actividad de superdxido dismutasa en 3.575 individuos sanos
de ambos sexcs, con edades comprendidas desde el nacimiento hasta los 93 afios,
obteniéndose una actividad media de 4,32 + 1,02 Unids SOD/mi de sangre. Esta actividad
varia con la edad, siendo de 4,65 £ 1,09 Unids SOD/ml de sangre en el momento del
nacimiento, subiendo hasta ser de 5,46 Unids SOD/m! de sangre al afio de vida, para
descender posteriormente hasta alcanzar los valores de la poblacion adulta, que es de 4,16
+ 0,89 Unids SOD/mi de sangre. Esta actividad de SOD se mantiene constante en los
varones, pero aumenta en las mujeres de mas de 68 anos, alcanzando valores de 5,03 »

0,81 Unids SOD/mi de sangre.

Los valores de actividad de SOD en la poblacion sana entre 18 y 65 afos
concuerdan con fos obtenidos por Minami y Yoshikawa (109) que encontraron una
actividad media de 4,40 + 1,41 unids SOD/mi de sangre al estudiar una muestra de 45
varones japoneses sanos (en ambos trabajos estudios se ha empleado el mismo método).
Esta semejanza entre dos poblaciones tan dispares antropolégicamente como la japonesa
y la espanola puede ser indicativa del alto grado de estabilidad que presentan los valores
de actividad de SOD. También Guemouri y col. {47) encontraron que la actividad de SOD
era un valor constante entre los 20 y los 65 afnos. Esta estabilidad puede deberse al hecho
de que tanto un exceso como un defecto de actividad de SOD es perjudicial para la célula

y, por lo tanto, para el ser vivo.

Por otra parte, considerando que la poblacion estudiada por Minami y Yoshikawa
(109) estaba compuesta por trabajadores de 5 plantas quimicas y que la muestra analizada
en esle esludio esta compuesta en un 85% por personas de procedencia urbana, se puede
plantear la hipotesis de que, mas que los factores étnicos o raciales, son los factores
ambientales, tales como la contaminacion ¢ el medio industrial, los responsables de los
niveles de SOD en una pobiacion. Esta hipdlesis fue planteada por primera vez por

Michelson y col. (33) cuando, al realizar un estudio comparativo de diferentes grupos
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poblacionales, observaron que una muestra compuesta por 7 tuaregs del Sahara
presentaba una actividad de SOD semejante a la encontrada en un grupo de 39 individuos
rurales franceses. Junto a esto, encontraron que una muestra integrada por 40 individuos
de raza negra procedentes de Africa y residentes en Paris presentaba una actividad de
SOD similar a la observada en un grupo de 20 individuos de raza blanca también
residentes en Paris. Tanto los individuos tuaregs como los rurales franceses presentaban
una actividad de SOD menor en un 30% a la observada en los individuos residentes en
Paris, tanto blancos como negros. Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, en la
que se analizaron un mayor nimero de individuos, apoyan esta hipotesis. Gomo puede
verse en la tabla 3, la poblacion rural espafiola presenta una actividad de SOD de 3,81 &
0,9 Unids/ml de sangre, un 10% inferior a lo encontrado en la poblacion urbana esparnola,
que era de 4,22 = (0,97 Unids/ml de sangre. Esta diferencia no es tan elevada como la
observada por Micheison y col. (33), lo que podria deberse al hecho de que en este estudio
se han analizado grupos muestrales de mayor tamafio, en los cuales, estadisticamente se

acortan diferencias, obteniéndose poblaciones mas homogéneas.

Todos estos datos sugieren la existencia de delerminados factores en el medio
urbano e industrial que hacen que los niveles de actividad de SOD se eleven. Teniendo en
cuenta que es en el medio urbano donde se produce una mayor cantidad de radiaciones y
donde existe un elevado indice de contaminacion por hidrocarburos, presencia de metales
pesados, oxido nitroso, etc. en la atmosfera, y que todos estos factores hacen aumentar los
niveles de radical superéxido, es l6gico pensar que este incremento de actividad de SOD
es el resultado de la necesidad de una mayor proteccion frente a elevadas concentraciones

de radical superdxido que de otro modo serian toxicas.

En relacion con el sexo, como puede verse en la tabla 2, no se han encontrado
diferencias significativas entre la actividad de SOD de los varones espafoles de 18 a 65
afios y las mujeres espafolas de la misma edad. Estos datos coinciden con los hallados

por Guemouri y col. {(47) y Michelson y col. {33).
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Respecto a la influencia de ia edad sobre la actividad de SOD, los resuitados que se
obtuvieron al agrupar a la poblacion espanola adulta por grupos de edades mostraron que
el grupo comprendido entre los 18 y los 26 anos presentaba un incremento significativo de
actividad de SOD. Dicho incremento era del 9% sobre el resto de la poblacién adulta
analizada (tablas 4 y 5). Estos datos no apoyan los obtenidos por Guemouri y col. (47) y
por Michelson y col (33), que no encontraron diferencias significativas en dicha actividad
entre grupos de edades diferentes. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la poblacion
analizada por Michelson y col. (33) era muy reducida y, ademas, exclusivamente rural,
poblacion que parece ser mas conservadora para 10s niveles de actividad de SOD,

mientras que la poblacion considerada en este trabajo incluye tanto a individuos rurales

comgo urbanos.

Tras considerar aisladamente los factores de procedencia, sexo y edad, se procedid
a realizar un analisis de la varianza, con objeto de determinar el grado de influencia que
cada uno de estos factores ejercia sobre los niveles de actividad de SOD. Como puede
verse en la tabla 6, tanto la procedencia como la edad influyen significativamente en dichos
niveles. Estos resultados llevaron a separar a fa poblacion adulta en rurales y urbanos y a
observar en cada uno de ellos los niveles de actividad de SOD en su distribucion por
edades. De este modo se encontrd que el incremento del 9% observado en la actividad de
SOD en la poblacién espanola de edades comprendidas entre los 18 y los 26 afos se
producia exclusivamente en la poblacion urbana. Se desconoce la causa de este
incremento, aunque podrian citarse como desencadenantes de este hecho factores
sociosanitarios, como un mayor consumo de alcohol y tabaco, factores que influyen en los

niveles de actividad de superdxido dismutasa (45,46),

Con respecto a la poblacion rural espanola en su distribucion por edades, se observo
que existia una gran analogia con los resultados obtenidos por Micheison y col. (33) en [a
poblacion rural francesa. Estos autores observaron que, si bien no existian diferencias

significativas con respecto a la edad, el grupo de individuos de edades comprendidas entre
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los B0 y los 69 anos presentaban una actividad de SOD menor que el resto de la poblacion.
Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan los datos de Michelson y col. (33) ya que
tampoco se han encontrado diferencias significativas de actividad de SOD en ia poblacion
rural entre los distintos grupos de edades. Ademas, de modo similar a lo observado por
Michelson y col. (33), se encontrd que la poblacion rural de edades comprendidas entre los
58 y los 65 afnos mostraba una actividad de SOD de 3,59 Unids/ml de sangre, frente a las

3,83 Unids/ml de sangre que presenta el resto de la poblacion analizada.

Considerando a la poblacion infantil y adolescente, la actividad de SOD en el
momento del nacimiento es ligeramente mas elevada que la observada en la poblacion
adufta, como puede verse en la tabla 11. Esta actividad sube en el primer ano de vida del
individuo para, posteriocrmente, ir disminuyendo muy gradualmente hasta alcanzar los
niveles del adulto entre los 15 y los 18 afios. Estos datos no apoyan los observados por
Aliakbar y col. (50) y Huston y col. (51), que encontraron que la actividad de SOD era
menor en los neonatos frente al resto de la poblacion. Sin embargo, Aliakbar y col. (50)
analizaron un grupo muestral compuesto por 10 neonatos, y el grupo analizado por Huston
y col. (b1) estaba compuestc por 6 neonatos, por lo que se trata mas de gbservaciones
aisladas que de estudios poblacionales. Al igual que en la poblacion adulla, no se
observaron diferencias significativas en la actividad de SOD entre sexos, excepto en el
periodo que va desde los 15 a los 18 aios, en los que la actividad de SOD de las mujeres
disminuye significalivamente (tabla 12). Este descenso fue observado también por
Guemouri y col. (47} en mujeres de enfre 10 y 16 afos, tras la menarquia. Hasfa la fecha
ne se ha publicado ningtin trabajo poblacional sobre la actividad de SOD, de ahi la gran

importancia de estos resultados.

También en la poblacion anciana de edades comprendidas entre 68 y 93 afos se
observan diferencias entre sexos en la actividad de SOD. Como se observa en la tabla 15,
la actividad de SOD en los varones se mantiene constante o desciende ligeramente con la

edad, de modo no significativo, mientras que, en las mujeres aumenta espectacularmmente,
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como se observa en el grafico 9, a partir de los 68 ainos. Este incremento se observa solo
en las mujeres "sanas" mayores de 68 afios, y no en las que presentan patologias. Esto
era de esperar, puesto que la mujer tiene una esperanza de vida superior a ia del varon, y
ya Tolmasoff y col. (54) encontraron correlacion entre la actividad de SOD y la vida maxima
potencial. Es posible, que junto a otros factores, sea la mayor actividad de SOD, una de las
causas de la mayor longevidad de las mujeres. Estos resultados apoyan la teoria del
envejecimiento de Harman (53) que afirma que los procesos de envejecimiento estan
causados por un incremento del efecto toxico de los radicales libres del oxigeno y una
disminucion de Jos agentes antioxidantes. Sin embargo, la importancia de los resultados
aqui presentados estriba en el hecho de que, por primera vez, se ha demostrado la
relacion entre incremento en la aclividad de SOD y poblacion longeva, ya que aunque
existen evidencias claras de la importancia de los radicales libres en los procesos de
envejecimiento, las observaciones referentes a la actividad de SOD eran contradictorias, o
que llevé a pensar que deberian ser otros enzimas antioxidantes, tales como la catalasa y

la glutation peroxidasa los que ejercian este efecto protector frente al envejecimiento.
B. POBLACION CON PATOLOGIAS PROPIAS DEL ENVEJECIMIENTO

En ninguna de las patologias analizadas en esta Tesis Doctoral se han observado
diferencias en la actividad de SOD entre varones y mujeres. En algunas de ellas esta

actividad estaba aumentada y en otras no se observaba ninguna alteracion.

En los pacientes que habian sufrido un accidente cerebral vascular agudo, la
actividad de SOD se encontraba aumentada. En un estudio realizado en ratas por Michowiz
y cal. (64) se observd que la actividad de SOD no variaba en las dreas isquémicas ni
cercanas al infarto durante las primeras 24 horas tras la lesion. Posteriormente, se produce
una sobreoxigenacion, que hace aumentar el nivel de radicales libres de oxigeno. Esto
podria explicar porque también la actividad de SOD se encuentra aumentada. Sin
embargo, este incremento también puede deberse a una mayor liberacion de SCD a la

sangre tras producirse roturas celulares tras la isquemia cerebral (63). El tiempo
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transcurrido tras la isquemia es un factor muy importante a la hora de observar variaciones
de actividad de SOD en los accidentes cerebrales vasculares agudos y estas variaciones

pueden tener un gran valor pronostico.

La actividad de SOD también se encuentra aumentada en los pacientes con
patologia cardiovascular analizados en esta Tesis Doctoral. En la mayoria de estas
patologicas vasculares se producen fases isquémicas en las que los niveles de radicales
libres disminuyen, para, tras la reperfusion, incrementarse. Una mayor aclividad de SOD
gjerceria un efecto protector en esta fase permitiendo una mejor recuperacion del paciente.
Se ha observado que la administracion exogena de SOD hace disminuir el dano isquémico,
atenuando la mayoria de sus secuelas, como la arritimia, el arrea de infarto, y la zona de

necrosis (6).

Se ha observado un incremento de la actividad de SOD en los pacientes con
cataratas analizados en esta Tesis Doctoral. Estos datos no confirman los obtenidos por
Jacques y col. (113) que no encontraron cambios significativos en la actividad de SOD en
sangre de personas con y sin cataratas seniles. Ohrloff y col. (90) han observado una
disminucion de la actividad de SOD en cristalinos con cataratas, sin encontrar variacion en
cristalinos de individuos sanos de diferentes edades. Aunque si se ha descrito un descenso
de la actividad de SOD en los cristalinos con cataratas (91), esta no se ha traducido en un
descenso similar en sangre, pese a que el desarnollo de las cataratas pueda eslar ligado a

una defensa antioxidante alterada en la sangre (114).

Existe gran controversia respecto al comportamiento de la actividad de SOD en
pacientes con demencia, debido a que no esta claro el papel de los radicales libres e esta
patologia. Los pacientes con demencia analizados en esta Tesis Doctoral no muestran
variaciones respecto al patron normal de actividad de SOD, lo que estd en concordancia
con los datos obtenidos por Sulkawa y col. {56) y Jaendel y col. (58), aunque Perrin y col.
(55) y De Lustig y col. (61) han observado un incremento en la actividad de SOD. Es

posible que exista un incremento de la actividad de SOD en la demencia, que serd mas
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pronunciada en aquellas regiones cerebrales tipicamente asociadas a ella, pero es

necesaria una mayor profundizacion en este estudio.

La aclividad de SOD se encuentra también aumentada en pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva cronica. Estos datos no apoyan los datos obtenidos por Umeki y col.
(106), que observaron que la actividad de SOD estaba disminuida en pacientes con
infecciones respiratorias. Sin embargo, en los pulmones, la produccién de radicales libres
de oxigeno es elevada y constante, ya que los pulmones de un adulto humano ventilan 3
Tm de aire en un afio, lo que da idea de las elevadas posibilidades de formacion de
radicales libres en este tejido y su implicacion en la etiopatogenia de diferentes
enfermedades respiratorias. Por esto no es de extrafar este incremento detectado en la

actividad de SOD de estle tipo de pacientes.

En las pacientes con miomas también se ha observado un incremento de la actividad
de SOD. Es, hasta el momento, el primer estudio realizado sobre la actividad de SOD en
esla patologia. Se ignoran las posibles causas de este fenémeno, aunque podria deberse
a que se ha observado: una elevada conceniracién de radicales superdxido en el ovario;
que el radical superdxido favorece la ovulacion; y que un incremento de SOD la inhibe
(115). Todo ello sugiere la necesidad de realizar estudios mas profundos sobre este

patologia y la actividad de SOD.

No se encontraron alteraciones de actividad de SOD en los pacientes analizados en
esta Tesis Doctoral que sufrian de patologia prostatica, ni en los que presentaban
osteoporosis. Esto era de esperar, puesto que no parece que existan en estas patologias

factores que puedan alierar los niveles de actividad de SOD.

Como cabria esperar, la actividad de SOD esta elevada en los pacientes analizados
en esta Tesis Doctoral que presentan patologias del sistema osteoarticular debido en gran
parte a que en la mayoria de estas patologias se producen procesos inftamatorios, y en

estos procesos, los leucocitos generan una gran cantidad de radicales libres, lo que
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induciria una mayor actividad de SOD, que puede llegar a actuar como agente
antiinflamatorio endégeno. De ahi los grandes esfuerzos en la busqueda de un forma
farmacéutica capaz de vehicular a la SOD lo que permitiria la accion antiinflamatoria de
esta enzima administrada exdgenamente, ya que se trataria de un tratamiento inocuo y
carente de toxicidad. Un dato interesante es el hecho de que la actividad de SOD en estos
pacientes disminuye significativamente con la edad, 1o que traeria como consecuencia que

el efecto protector que esta enzima ejerce sobre los procesos inflamatorios descienda.

C. POBLACION CON PROCESOS TUMORALES

A pesar de que es un hecho aceptado que los radicales libres intervienen tanto en la
iniciacion como en la promocion de [a carcinogénesis, la actividad de SOD de fa poblacion
con procesos tumorales estudiada en esta Tesis Doctoral no es significativamente diferente
de la observada en la poblacion sana, excepto en los casos de tumares pulmonares y en
canceres de mama, en los que la actividad de SOD se encuentra disminuida. Esta
disminucion esta en la misma linea de los datos publicados por Tang y col. (116) que
observaron que la actividad de SOD estaba disminuida en 11 pacientes con cancer de
puimdn; y los datos presentados por Kumar y col. (78) que observaron una disminucién de
la actividad de SOD en mujeres postmenopausicas con cancer de mama. En esta Tesis
Doctloral se ha observado también un incremento de la actividad de SOD en los pacientes
con mieloma analizados, lo que apoya los datos obtenidos por Yamanaka y col. (117) que
observaron un incremento de la actividad de SOD en células mielociticas. Por lo que
respecta a otros tipos de tumores, se han publicado observaciones aisladas con resultados
contradictorios. Asi, Shinji y col. (118) encontraron que la actividad de SOD estaba
significativamente elevada en sueros de pacientes con varios canceres digestivos (cancer
gastrico, colorectal, del tracto biliar y de esofago). En este estudio no se ha observado
ninguna diferencia significativa de la actividad de SOD en esta patologia. Bewick y col.
(119} observaron gue la actividad de SOD estaba disminuida en pacientes con linfoma.

Estos resultados contrastan con los elevados niveles de SOD encontrados por Gonzalez
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(79) en un grupo similar de pacientes y con los niveles normales de actividad de SOD que
se observaron en los pacientes con linfoma descritos en este estudio. A la vista de todo
ello, cabria pensar que, o bien la SOD implicada en los procesos tumorales es la de
manganeso, o0 bien son otros enzimas, tales como las glutation peroxidasa y reductasa o la

catalasa, los implicados en los procesos de iniciacion y promocién de la carcinogénesis.
D. POBLACION CON DIABETES

Como puede verse en la tabla 36 la actividad de SOD es diferente entre pacientes
con Diabetes mellitus insulin-dependiente y con Diabetes Mellitus no insulin-dependiente,
siendo mas elevada en los pacientes con Diabetes Mellitus no insulin dependiente. En los
pacientes con Diabetes Mellitus insulin dependiente se han obtenido unos valores de
actividad de SOD significativamente elevados a partir de los 30 anos si se comparan con
los de la poblacion sana de esa edad. Kawamura y col. (83) han encontrado a la actividad
de SOD disminuida en nifios con Diabetes Mellitus insulin-dependiente. También Strange y
col. {84) han encontrado la actividad de SOD disminuida en pacientes con este tipo de

diabetes, mientras que Faure y col. {(86) y Jos y Col. (87) no la han encontrado alterada.

Por otra parte, en la Diabetes Mellitus no insulin-dependiente se ha observado que (a
actividad de SOD se encuentra aumentada frente la observada en la poblacion sana de
edad correspondiente. Estos resultados concuerdan con los de Li. y col. (120) en una
poblacion semejante. También en estos pacientes se observa que la actividad de SOD
aumenta con la edad. Esto podria deberse tanto a una respuesta del organismo frente al
seres oxidativo como a un intento de compensar la mayor concentracion de SOD

glicosilada.
E. POBLACION CON SINDROME DE DOWN

Como cabria esperar, en la poblacién de pacientes estudiados con sindrome de
Down que presentan trisomias 21 completas se observa que la actividad de SOD es de

6,38 + 0,76 Unids/ml de sangre, que es un 33 % mayor que la encontrada en la poblacion



Discusion: Poblacion con Sindrome de Down 101

sana de edades correspondientes. Este valor no supone el 50% de incremento que era de
esperar que se produciria si se observara el efecto de dosis génica descrita por algunos
autores (95, 96) en casos aislados de pacientes con trisomia 21, aunque es un incremento
muy elevado frente a la actividad de la poblacion sana que era de 4,84 + 1,01 Unids
SOD/ml de sangre. Se podria pensar que existe un mecanismo de regulacion de esta
actividad de SOD que intenta compensar el exceso de actividad producido. En la poblacion
de pacientes con Sindrome de Down sin cariotipar, la actividad de SOD obtenida fue de
575 = 1,04, que es un 25% superior a la enconlrada en la poblacion sana de edad
semejante. Respeclo a los resultados obtenidos en la poblacién con trisomias parciales,
traslocaciones y mosaicismos, cornviene destacar que algunos individuos con Sindrome de
Down, a pesar de tener la mayoria de los rasgos fenotipicos del Sindrome de Down,
aparentemente tienen una estructura cromosomica normal, debido a que solo un area
especifica del brazo largo del cromosoma 21 produce ef Sindrome de Down. En efecto, 18
de los 23 rasgos caracteristicos del Sindrome de Down resultan de la trisomia de un
pequefno segmento del cromosoma 21, que desde una perspectiva citogenética
comprenderia las tres sub-bandas del segmento 21922, si bien, mas recientemente, se
piensa que la pequena zona terminal 21g22.3 podria constituir la region critica del
Sindrome de Down. Puesto que el gen gque codifica para SOD no se localiza en esta region
critica, es posible detectar en trisomias parciales de! Sindrome de Down valores normales
de actividad de SOD. Y aunque se hable de region critica, sin embargo, ello no significa
que el resto del cromosoma sea irrelevante. Esto explicaria los resultados obtenidos en los
pacientes con Sindrome de Down sin cariotipar y con trisomias parciales, traslocaciones y
mosaicismos, en los que la actividad de SOD no estaba incrementada frente a los valores

normales.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en esta Tesis doctoral, se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

1. La media de actividad de superoxido dismutasa en la poblacion adulta sana espanola

es de 4,16 + 0,89 Unids SOD/m! de sangre.

2. No se han encontrado diferencias significativas entre la actividad de superdxido
dismutasa que presentan las mujeres adultas sanas espanolas (4,09 + 1,01 Unids
SOD/mi de sangre) y la que presentan los varones adultos sanos espafioles (4,2 + 0,97

Unids SOD/ml de sangre).

3. En la poblacion adulta rural espafiola se ha encontrado una actividad de superdxido
dismutasa de 3,81 = 0,9 Unids SOD/mi de sangre, 1o que representa una actividad un
10% inferior a la obtenida en la poblacion aduita urbana espafiola ( 4,22 + 0,97 Unids

SOD/mi de sangre).

4. [a pobilacion espafiola comprendida entre los 18 y los 26 afios muestra una actividad
de 4,40 + 0,91 Unids SOD/mI de sangre, lo que significa un aumento del 9% frente al
resto de la poblacion adulta sana esparola (4,03 = 0,92 Unids SOD/ml de sangrej,
observandase este incremento dnicamente en la poblacion urbana espaiiola

comprendida en dicho grupo de edades.

5. La poblacidon adulta rurat espaficla en su distribucion por edades muestra unos niveles

homogéneos de actividad de superdxido dismutasa.

6. En la poblacidn infantil y adolescente sana espafola la actividad de superoxido
dismutasa es en el momento del nacimiento de 4,67 + 1,18 Unids SOD/ml de sangre.
En el 1€' afio de vida asciende hasta 5,46 + 1,44 Unids SOD/ml de sangre,
disminuyendo después progresivamente hasta alcanzar los niveles de actividad de

superoxido dismutasa del aduito entre los 15 y los 18 afos.
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7.

10.

11.

12.

Las nifias sanas espanolas entre 15 y 18 afos presentan una actividad de superoxido
dismutasa menor (4,07 + 0,78 Unids SOD/ml de sangre) que la de los nifios de la

misma edad (4, 25 + 0,80 Unids SOD/ml de sangre), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.

En la poblacién espanola sana mayor de 50 anos, la actividad de superdxido dismutasa
es de 4,37 x 0,99 Unids SOD/ml de sangre, observandose diferencias significativas de
actividad de superoxido dismutasa entre los dos sexos, siendo en las mujeres de 4,57 *
1,05 Unids SOD/ml de sangre y en los varones de 4,16 = 0,89 Unids SOD/ml de
sangre. L.a actividad de superéxido dismutasa en las mujeres sanas mayores de 68
anos asciende hasta 5,03 = 0,81 Unids SOD/ml de sangre, mientras que en los varones

sanos mayores de 68 anos esta actividad se mantiene constante.

La actividad de superdxido dismutasa se encuentra aumentada en algunas patologias
asociadas al envejecimiento, tales como accidente cerebral vascular agudo, patologias
del sistema cardiovascular, cataratas, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
miomas y patologias del sistema osteoarticular, no observandose variaciones de la
actividad de SOD en otras patologias propias del envejecimiento tales como la

demencia, la osteoporosis y la patologia prostatica.

En las patologias del sistema osteoarlicular la actividad de superoxido dismutasa

disminuye significativamente con la edad del paciente.

La actividad de superdxido dismutasa no esta alterada en los procesos cancerosos
salvo en los canceres de mama y de pulmdn, donde esta actividad esta disminuida, y
en mielomas, donde se encuentra aumentada. En los tumores pulmonares, la actividad

de superodxido dismutasa es mas elevada en las mujeres que en los varones.

La actividad de superdxido dismutasa es significativamente diferente en los pacientes
con Diabetes Mellitus insulin-dependiente y no insulin-dependiente, siendo superior en

estos ultimos (5,23 + 1,17 Unids SOD/mI de sangre) frente a la actividad que presentan
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13.

14.

15.

los individuos con Diabetes Meliitus insulin-dependiente (4,53 + 1,13 Unids SOD/mI de
sangre), no observandose diferencias significativas con respecto al sexo en ninguna de

las dos poblaciones.

En los individuos con Diabetes Mellitus insulin-dependiente, la actividad de superdxido
dismutasa mantiene los niveles infantiles a todas las edades, sin descender a los

niveles de los aduitos.

En los individuos con Diabetes Mellitus no insulin-dependiente, la actividad de
superdxido dismutasa aumenta con la edad, alcanzando valores de 5,5 + 1,18 Unids

SOD/mi de sangre entre los 80 y 85 anos.

En la poblacion con sindrome de Down que presentaba trisomias 21 completas, Ia
actividad de superoxido dismutasa era de 6,38 + 0,75 Unids/ml de sangre, un 33%
superior a la actividad de superdxido dismutasa observada en la poblacion sana. En la
poblacion con sindrome de Down que presentaba trisomias 21 parciales, traslocaciones
y mosaicismos no se encontraron diferencias significativas de actividad frente a la
poblacion sana. En la poblacion con sindrome de Down sin cariotipar analizada, la
actividad de superoxido dismutasa fue de 5,76 = 1,1 Unids SOD/ml de sangre, un
25,21% mas de actividad que en la poblacion sana. No se observaron diferencias
significativas de aclividad de superdxido dismutasa entre sexos ni entre diferentes

grupos de edad.
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