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INTRODUCTIOGN

La acciton aque alaunas moléculas provenientes de la
atmosfera contaminada tienen ozono, nitratos. sulfatas,
Deéticidas. humo del cigarrillo, al ingresar a nuestro
organismo durante !a ventilacidtn pulmonar y la induccidn
endogena como respuesta a diversos estimulos entre los que
destacan 1las infecciones asi{ como procesos inflamatorios vy
degenerativos, provocan que en el humano se formen moléculas
hiperreactivas denominadas radicales libresL que pueden causar
dafloa tisular al reaccionar con diversas biomoléculas como son
los acidos grasos poliinsaturados presentes en las membrapas

celularesg nucléolos en el DNA Jy grupos SH de diversas

enzimas*,

Existen evidencias que relacionan a los radicales libres
con la tiopatologfa de varios oprocesos patologicos tanto
cronicos como agudos coma  son el enfisema oulﬁnnar.
padecimiéentos cardiavasculares e inflamatorios.vdaﬂo henaticd.
cataratas y :ancer' debido ésto a la exposicion o praducciﬁn:

endogena de los radicales.

Durante el embarazo humana, el  embritn - puede’ semr
susceptible al daflo con el consecuente efecto teratogenico e

incluso letal en algunos casos.



Recientementezrevisamns las caracteristicas generales de
los radicales libres, sus especies, fuentes de produccién,
mecanismos de dafio celular y subcelular paor lo quea hemos
decidido en esta ocasién analizar las moléculas relacionadas
can la proteccitn al dafio celular inducido por radicales libres
y fundamentalmente las denominadas especies moleculares de
oxigeno (anion superdxido 0! Hidroxilo -0H, singulete de

oxigeno 10;, peroxilo COO-, y alcoxile R—D).5

Los mecanismos de defensa contra el dafio es proporcionado
por la vitamina E, vitamina C y otras metalo-enzimas como las

superdxido dismutasas.



ANTECEDENTETS

Los mecanismos de defensa contra el daflo por radicales
libres es groporcionado por dos tipos de moléculas: uhas con
actividad po enzimdtica, (tocoferol o vitamipa E, Acido
ascarbico o vitamina C, beta carotena, glutation reducido (SH),
dcido Urico y bilirrubina) y otras metalo- enzimas como las
superdasxido dismutasas (cabre, Zinc, manganeso, hierro),

glutatién peroxidasa (selenio) y catalasas {(Hierra).

Considerando lo mencionado anteriormente, es posible
considerar que la extensidn de daffo tisular debido a radicales
libres o la gravedad de algunas entidades nasalégicas, es el
resul tado del balance entre la produccién de radicales libres y

la proteccién ﬁur los mecanismos antioxidantes de defensa.
NUTRIENTES ANTIOXIDANTES ESENCIALES

S6lo  tres nutrientes esenciales en e]1 humano pueden
"apagar'" o neutralizar directamente a los radicales libres, la

vitamina E, la. vitamina C vy el beta caroctena.

La wvitamina E constituida par la mezcla de cuatro

tocofercles siendo el mas importante el alfa—-tocoferol, gque es
-

el principal antiowsidante liposoluble, se encuentra tanto en el



nlasma asociado a los lipidos circulantes como  en todas las
membranas celularesi en el humano. 1a oraporcion plasma

membrana del eritrocito es de 3:i,

La concentracion de vitamina E en el plasma depende de l&a
cantidad ¥ proporcion de los lipides circulantes (perfil
lipfdicao) de cada individuo. Independientemente de las
caracteristicas del perfil lipidicoe de cada persona. la
relaciéon entre las concentraciones plasmaticas y membranales de
vitamina E mantiene el cociente de 3. Burton y col.® estudiaron
la relacion dosis oral de vitamina E  (100-2800 U.1.) con.la
capacidad antioxidante en el humano, demostrando que .la dosis
de 100 U-1. fue igualmente eficiente que concentraciones
mayores; es decir, con ella se log+a la saturacion circulante
{plasmatica) que esta en un equiltibrio dinamico con la
membrana. El1 plasma de individuos gue no recibieron vitamina E

fue estadisticamente menos eficiente cono antioxidante®.

En el humano. la vitamina E optroteae contra la

lipoperaxidacion -~ actuando directamente con varigos

radicales. i1ncluvendo el radical peroxilo. =1 triclorometilo
CCl- ({radical producido a opartir del tetraclorurc de‘ carbong)
el hidréoxilo OH asi como el anion superoxado D:_: a pesar de su
corta vida media. el singulete de oxiaeno tlf también Fea:cxona.

can el alfa—tocoferol.



La wvitamina C (acido ascorbizo) que es una molécﬁla
hidrosoluble imteracciona practicamente con los mismos oxi-
radicales que la vitamina E, teniendo como ventaja adicional el
poder regenerar la forma reducida (antioxidante) de la vitamina
E al interactuar con el radical tocoferoxilo v regenerar el

alfa-tocoferol en su estado activo.

Es importante tener en cansideracién que la vitamina C en
presencia de metales puede facilitar la formacion de_radicaies
libres, aungue no existen evidencias de que el efecto
autooxidante de la vitamina < permita la pramocicn de

lipuperaxida:iﬁn?

El beta—-caroteno es un pigmentao presente en todas las plantas y
es, entre las moléculas conocidas en la naturaleza, la que
reacciona mas eficientemente con el singulete de oxigeno,
presentado fambién funcidon como antiaxidantéi Cabe mencionar
que es el precursor mas importante de 1a vitamina A. Sin
embargo, ésta altima no interacciona con el singulete de
axigeno y oracticamente carece de capacidad de "apagamiento" de

radicales libres.
METALO-ENZIMAS

Constituyen, en su conjunto, un segundo mecanismo de. proteccitn |



ante 1la presencia de radicales libres. Estas enzimas son
inicialmente intracelulares 1 las radicales libres
independiente de su origen deben ser inactivados inicialmente
por los antioxidantes circulantes como es el caso de las
vitaminas mencionadas y de algunas groteinas circulantes que
cantienen en su estructura metales de transicidn, loa que
permite facilmente reaccionar con los radicales libres como la
ceruloplasmina que ceontiene cobre ¥y la transferina y farritina

tFa) 10,

Entre las defensas intracelulares se encuentran las
enzimas superéxido dismutasa (S0D), catalasa y peroxidasa.

a) Superdxido dismutasa (S0OD)

(E.C. 1.15.1.1.) es una glicoproteina qgue cataliza la

siguiente reaccion: 20, + ZH' 0, + HO,

En la que e} sustrato principal es e]l anién superéxido que
es posiblemente el oxi-radical mas comGn- El "apagamiento” del

radical impide su interaccién con biomoléculas.

En el humano se han descrito varias isgenzimas de la S0OD v
se diferencian entre si tanto por las caracteristicas de la
apoenzima (Glicoproteina) como por . la. diferencia del arupo

prostetico (metales de transicion).




fLas isoenzimas que contienen cobre y cinc (S50D-CuZn) son
por lo menos cuatro; tres de ellas estan relacionadas por su
estructura prateica vy masa relativa (Mr}. Son dimeros
constituidos por dos monémeros con un peso aproximade de 16 KD
cada uno; es decir, cada iscenzima tiene una M+ de 32,000
presentando tres posibles combinaciones (Péptidos 1:1, 2:2 y
2:1); son enzimas sensibles a cianuro. Su locus genético ha
sido asignado al croamosama 21“. por la que se cuantifictd en
pacientes con trisomia 21, presentando aumento de actividad en

linfocitons y granulocitos!?

Una cuarta isoenzima S0D-Culn ha sido descrita Eﬁ fluidos
extracelulares, presentando algunas caracteristicas diferentes
a las isoenzimas 1,2,3. La Mr. es de 130,000 y es una
glicoprateina tetramérica, ligeramente hidrofdbica, que
Vcc:r!tiene cuatra Atomos de cobre/malécula vy probablemente
también cuatro Atomos de Zn; su locus ::rr‘amosbmicc) quizas teﬁga
una localizaciéon distinta de las isaenzimas 1,2 y 3”. .ademas
de ser inmunoldagicamente diferente a las demas. mantiene su
sensibilidad a la inhibicibn poar cianuro“. Su maxima
actividad en ei humano fué detectada en los fluidos cerebro-
espinal. y linfa. Su baja concentracion plasmatica es debida
probablemente a su rapida eliminacidén renal, ya que en animales
experimentales con daffio renal se presenta una impertante

A .
acumulacien ', -asi como en pacientes con insuficiencia renal



severa, en los gue la actividad es de 2 'a 3 veces mayor que en
el plasma humano nuvmal“, A esta isoenzima se la ha denominado

S0D=-EC (Supertxrido dismutasa estra-celular).

Las SOD-CuZn se encuentran distribuidas en practicamente
todos los tejidos, calculandose que el humano tiene aproxima—

damente 3.9 g en total de estas isoenzimas 'y,

un segundo tipo de S0OD lo presenta aguella que contiene
manganeso, la S0D-Mn (mitocondrial) que se presenta con una
concentracidn 10 veces mayor que las SOD-CuZn; su distriﬁu:iﬁn
es similar en el higado, el rifitm v el corazdén, mientras que en
el timo, el intest;no, el bazo y la glandula tiroides es bajo.
Estas dos - isoenzimas tienen semejanza en su  compasicién de

aminoacidos.

La relacién entre el caﬁtenidn tisular (unidades de peso
himedo) y el plasmatico (unidades ml) de SOD-EC en el hombre es
de 15,000 cuando se compara con las SOD-CuZn de varios cientos
con la SOD-Mn. Es decir, en el humanu.hay mucha mayor actividad
de SOD en los tejidos cuanda se. compara con la énzima
circulante. La presencia de esta dltima es debida al resultado
de una libe-racidn pasiva a partir de la células (posiblemente
pulmonares) la cual es similar a la de otras enzimas

intracelulares. Su baja hidrofobicidad vy el .hecho de due: la



extraceitn se facilita utilizanda sales caotrdpicas, pudiera
indicar que al menos parte de la SOD-EC esta asociada a las

membranas celulares.

Como ya se mencion6, en el espacio extracelular existen
varias fuentes potenciales de Dﬁ. ya que todos los leucocitos a
excepcion de los linfocitos lo producen y existen evidencias de
la produccion del anidn superoxido en procesos autoinmunes v
otras enfermedades!, Durante la reperfusion tisular después de

un perf{odo de isquemia se presenta una produccion importante de

oxi-radicales.

En contraste con la importante produccidn de estas
moléculas, parece existir una pobre proteccién enzimatica en
contra de los radicales libres en el espacio extracelular, ya
que la actividad de catalasa es minima y ho existe actividad de
glutétian peroxidasa. La ceruloplasmina puede ser de
importancia en 1los mecanismos de aproteccién aunque se ha
reportado gue su actividad junto con transferrina y ferrina es
de 40,000 y 350,000 veces mias baja. Es posible que la pobre
actividad de SOD puede relacionarse con el compromiso de
proteger al organismo por un lado y el de no interferir con
mecanismo ~ microbicida de los 1eu:ac1tos? la activacion de las
celulas asesinas naturales ast como la actividad quimiatéct&cé

de O.y de algunos productos de la lipooxigenacion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que la contaminacion atmosférica en ciudades de alto
riesgo  ejerce su efecto socbre diversos factores relacionados
can la salud de sus habitantes, es pousible y ademds esperable.
el considerar que los seres vivos incrementen sus mecanismos de
defensa. )

Uno de los principales mecanismos pudiese ser el
incremento en la actividad plasmica de diversas enzimas y muy
en especial de la Superdxida Dismutasa: praoteina capaz de
neutralizar la produccidn esponténea de radicales libres de
agi{geno, muy especialmente el aniotn superdxido y el hidroxile,
que pueden pradu:ir'mutaciunes el interactuar sobre el DNA como
ya ha sido mencionado. El embriétin humano durante la gestacién
padria ser un organismo blanco altamente susceptible al dafia,
con la concomitante resultante de dafios tetralégicos, en muchas

casos letales.

"Consideramos la posibilidad de que la mujer incrementa
los niveles séricos de esta enzima durante el embarazo, como
una evidente adaptacion bioldgica para preservar la especia:
debiendo rel.:ar‘dar que los radicales libkres de oxigeno, también
se producen por causas ajenas a la contaminacion ambiental como
son los casos de tabaguismo, alcohalismo e .ingestion e

inhalacion de muy diversos agentes gquimicos."

10



0B JETIVO
Establecer 1lns niveles séricos de la Superérido Dismutasa

durante el embarazo y puerperic en comparaciéon con los. valores

obtenidos en mujeres no embarazadas.

11



MATERIAL Y METODOS

En el Hospital de Ginecologfa vy Obstetricia “Luis
Castelaza Ayala" en colaboraciégn con la Division de Bioquimica
del Hosbital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo
XX1, durante el periodo comprendido entre el 12 de agosto del
2 al &6 de noviembre de 1992, se realizd un estudio

prospectiva, transversal, comparativo.

El Grupo de estudio (n = 231) se formé con pacientes que

teunteron los siguientes criterios de inclusién:

1.— Mujeres eébarazadas en edad gestaciaonal comprendida
entre 6 y 41 semanas, y en el puerperio inmediata.

2.— Embarazo normal sin patologfa alguna.

3.~ Consentimiento de las pacientes de ingresar al

estudio.

E! grupo control estuvo formada por 78 pacientes sanas en
edad reproductiva, no embarazadas, sin patologfa alguna, y sin

terapia anticonceptiva hormonal.

Se tomd una muestra de sangre venosa, la cual se dejd
reposar por 45 minutos para permitir la faormacion del coagulo,

posteriormente se centrifugd a 3006 g., durante un periodo de

12



15 minutos, separando el suero del paguete celular. El suera se
utilizé para la cuantificacion de la enzima Superoxido
Dismutasa por el método de Lowry. La enzima mencionada es capal
de transferit electrones al nitro azul de tatrazolio (NBT) el
cual se redujo y se formd el compuesto llamado formazén, el

cual fue detectado colorimétricamente a 560 nm.

La transferencia de electrones se realizé en presencia de

oxigeno, la cuyal es inhibida por la Superoxido Dismutasa.

La reduccicon del NBT como funcitén de la transferencia de

electrones se midid utilizande la siguiente mezcla de reaccion:

- NBT 2.5 X 107 M.
- EDTA 1 X 107 M.
- Carbonato de sodia 0.05 M.

- Xantina 1 X 1o M.

Todos estos reactivos en presencia de Xantina oxidasa §2.2.
X 10 M) en un  volumen final de 540 mles QH: 10.2; se incubd
dutante 120 segundos y la produccion de formazan se midid a 540
nm. La encima (50D) se cuantificd por su cabac;dad de ellﬁinar
o apagar ias radicales libres nrndu:idos.durante el curso de lé
reaccién. De esta manera la cantidad de radicafes liﬁres

disponibles bpara ouxidar al NBT fue ' menor siendo  una - forma

I
7]



indirecta de medir la cantidad de enzima presente en 2! suero.
A mayor cantidad de enzima, menor cantidad de radicales libres,
y como consecuencia se forma menor formazan y viceversa. Se
compararon entre sf los diferentes grupos integrantes de cada
semanda de embarazo y se realizé un andlisis estadistico

utilizando la prueba de la T de students.

14



RESUL TADGS

Se estudiarcn un total de 21 mujeres embarazadas con una
edad promedio de 25 aflos con un rango de 17 a 44 affos con una

media de 2.4&4 gestas caon rango de 1 a %.

Fueron 1& mujeres en periodo de puerperio con una media de
23.12 aflos con rango de 17 a 34 afios con una media de 1.93

qestas.

El grupo control fueron 78. mujeres no embarazadas en
diferentes dias del ciclo menstrual con una media de 27.66 affos

con rango de 15 a 42 afios y media de gestas de 1.13.

Durante el embarazo 1la actividad de la SOD no presentd
cambios significativos, mostrando actividad entre L7 a 30 mu/mg

protefna (CUADRO I).

LLam6 13 atencion que entre las semanas 22-25 la actividad
se incrementé hasta 44.2 £ 24.4 pera -la cual no es

estadisticamente significativa.

En el cuadro I se muestra la comparacion estadistica de los
resultados donde se establecio que durante las primeras 24 hrs.
del puerperio, se incrementd® la actividad del SOD . de 21,8 en-

1S



los primeros meses de embarazo hasta 44.8 mu/mg/proteina.

Ver grafica I.

En los datos recogides del ciclo menstrual en ntes.
normales se muestra en el cuadro Il encontramos gue la
actividad de la superoxido dismutasa serica son
estadisticamente ditferentes cuando se evalud la fase periovular
(dias 13 a 13 del ciclo) comparadas con las fases estrogenica y

progestacional.

La evaluacion periovular fue 2 veces mas alto (50.36 %

23.3) gue el promedio chtenido entre los dias 4 a 12 del cicla
(28.7 £ 15.6) correspondientes a la fase proliferativa vy la

fase lutea con 24.1 % 11.1.

Estas fases fueron estadisticamente diferentes comparadas

con la periovulatoria (P < 0.04).

La Superoxido Dismutosa Servica mostrd una alta actividad
durante la menstruacion 44.5 * 18.2 pero no fue
estadisticamente significativa comparada con lac diferentes

fases del ciclo.

Cuando se compard los valores mostrados en el cuadro I
{embarazadas) y &l cuadro 11, {cicle menstrual) nosctros‘
observamos gque ent ambas fases proliferativa y lutea presenta

14



valores similares a los del embarazo, pero  fueron
significativamente diferentes cuando se comparé con la fase

periovulatoria la cual estaba aumentada casi dos veces.

17



COMENTARIOS

Na hay evidencia directa de la actividad de la Superokxide
Dismutasa Servica en avarios de _ratas{ puede tener
gignificancia funcional en la ovulacién. Sin embargo el reporte
inicial de la presencia cel anidn-superoxido y sop? con
actividad en tejido ovarico y sugiere tiene un ;nl en la
regulacion de la esteroidogenesis en la fase 1utea’ por upa
depandencia peroxidasaradical libre junto al Ac. Ascorbica para
la oxidacidn de pregnenclona a progesterona, lo cual es
considerada una posibilidad interesante.

En este trabajo nosotros mostramos el incremento en la
actividad serica del Superoxido Dismutasa {(tabla Il y figura
IV) durante la Tase oeriavulaturia en mujeres con ciclo
menstrual régular. estos resultados estén deracuerdn, con los

‘reportados en ratas durante 21 cicle estrogenico. en que se
incrementd la 80D, durante el aumenta progresive de los
estrogenos y estd al administrarse LH induce un pseudoembarazo

en ratas{

Sin embargo si la induccion de actividad S0OD fue debido
solo a. la elevacion plasmatica de LH, puede ser obtenida en
incrementa en la actividad enzimatica durante el embarazo.
debido é* la produccién placentaria de gonadotrofinas, en 1la

18



figura 1 mostramos nesotros que la actividad de 50D es casi
constante a lo largo del embarazo; el incremento obtenido al
final del segundo trimestre y primeras 24 horas del puerperio

estan acorde con los reportes en placenta humana".

Se abservé gque a tardia gestacion se incrementa el mayor
nunero de enzimas antioxidantes que puede establecer en el
pulmon de las especies estudiadas. La seffal para este

incremento en la actividad como ocurre en la 80D se desconoce.

En general, ahi parece esto el balance entre el substrato,
superoxido y 1la actividad de SDD“. se puede debatir que la
producci6én de superoxido se incrementa can el desarrollo, tal
vez debido a la mejor o mayor circulacién o vascularizacion vy
de oxigenacion en el pulméon, como ocurre al final de la
gestacicn“. también puede ocurrir. por administraciétn de

15

dexametoscna’” y por la presencia de productos formadas durante

el proceso de lipoperoxidacion e

Esta lipoperoxidacion se - pasa a radical libre mediante un
proceso pormal ocurre en bajos niveles en otras células vy
tejidusp. Forma la conversion oxidativa de los acidos  grasos

insaturados a productos no primarios y son lipidoperoxidos.

Numerosns reportes indican que los niveles sangufneos de
productos . lipido-peroxidacion estan elevadas en mujeres con

= prpt
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preclampsia, en niveles mayores a los de un embarazo normal, lo
cual puede jupar un rol en la etiologla de la enfermedad’s. En
muchos procesos celulares normales es necesario tener bajos
niveles de lipido-peroxidacidn, en esos bajos niveles actua
intra y extracelular como mensaJero‘i esto podria ser el caso
de algunos procesas repraductivos incluyendo reaccion
acrosomal, capacitacion, implantacion y ovulaciﬁn% estos
eventos reguieren una membrana BREAKDOWN o fusidn debajo de

finos mecanismaos de control bien llevados.

El incrementa de actividad de 1la SOD durante 1los dias
periovulatorios, ver CUADRD I1, podria estar relacionado con el
cantral de lipoperbxida:iﬂn folicular antes de la ovulacién y
después el proceso de actividad enzimatica y caida a la mitad

de suUu valores.

La defensa del daflo dé los radicales 1libres incluye
tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vit. C),
B~ Caroteno, glutacion, acido urico, bilirrubina 0%
metaloenzimas incluyendo peroxidasa gultation, (selenium),

Catalasa y Superoxido dismutasa (zinc, manganesiol.

Sin embarpo durante el embarazo pueden ser demostradas las
concentraciones de selenium las cuales estan disminuidas - en
sangre y - liquido amniotica en embatrazos normales, aunaue el
significado fisiologico de estos cambios no es claro, aparte de

20



disminuir puede ser atribuido al grado de demanda de nutrientes
por el feto durante @l embarazo, en cantraste con las
concentraciones de la vitamina E en suero. las cuales aumentan
pgrogresivamente hasta el final del embarazo y la S0D no tiene
cambio significativos en su actividad a lo largo del embarazo
normal, pere puede encontrarse disminuida en su actividad
debido a baja induccion enzimatica y con incremente de

productos de lipoperoxidacidon Yy preeclampsia, esta dltima

posibilidad es por el momenta especulacion.



3.~

CONCLUSIONES

l.a Superoxido Dismutasa Sarica durante el embarazo normal
>

se mantiene con valores estables.

La SOD durante el ciclo menstrual normal tiene variaciones

en sus valores durante la fase pericvulatoria.

Se debe realizar un trabajo midienda la SO0D en pacientes
embarazadas con alguna patolpgfa agregada para ' ver su
comportamiento ‘en este tipo de pacientes y poder

establecer la real utilidad de esta prueba.

22
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CONTROL EN MUJERES =

MEDICION ENZIMATICA SOD

SODfmg protein/min.




CONTROL EN MUJERES

MEDICION ENZIMATICA SOD

S0D/mg protein/min.
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s4.7¢
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