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RESUMEN

REVISION

La superéxido dismutasa (SOD) destruye el aniéon superéxido (O27) lo que contribuye al mantenimiento del equilibrio
fisiolégico antioxidante-prooxidante. Sin embargo, debido a su rapida eliminacién de la circulacién sanguinea y a
su inactivacion, como resultado de la interaccion con el propio producto (H,O;) de la reaccién que ella cataliza, su
uso terapéutico estd limitado. La aplicacion terapéutica de la SOD podria aumentarse por modificacién quimica o
mediante el uso de hidrogeles a base de polimeros para la liberaciéon controlada de SOD. En este articulo se
reportan varias estrategias que se han desarrollado para resolver estas dificultades, incluyendo la encapsulacién de
la proteina en liposomas, asi como la modificaciéon quimica de enzimas por otras macromoléculas, sobre todo la
modificacién quimica de la SOD por carboximetilcelulosa (CMC) y la absorcién en hidrogeles de CMC. Estas
transformaciones incrementaron el tiempo de vida media de la SOD en la circulacién sanguinea para esta enzima

y mejoraron sus propiedades farmacolégicas.

Palabras claves: superdxido dismutasa, enzima modificada, propiedades biofarmacéuticas

Biotecnologia Aplicada 2006;23:11-16

ABSTRACT

Modifying superoxide dismutase for improved biopharmaceutical properties. Superoxide dismutase (SOD)
destroys superoxide free radical (O;) contributing to the maintenance of physiological antioxidant-prooxidant balance.
However, due to it’s rapid elimination from the blood circulation and its inactivation as a result of its interaction with
its own reaction product (H,O>), the therapeutic use of superoxide dismutase is limited. The therapeutic applicability
of SOD could be increased by chemical modification or by means of the use of polymeric hydrogels for the
controlled releases of SOD. This paper deals various strategies have been developed for solving these difficulties,
including: liposomal encapsulation of the protein, as well as the chemical modification of the enzyme by other
macromolecules. Especially chemical modification of SOD whit carboxymethylcellulose (CMC) and absorption into
hydrogel of CMC. This transformation enhanced the circulatory half-life time for this enzyme and improved
pharmacological properties.
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Introduccién

L os estudios sobre agentes antioxidantes se encuentran
entre las principaesinvestigaciones en el campo delas
ciencias médicas, debido a su amplia aplicacién en la
reduccion delos dafos causados por losradicaleslibres
[1]. Losradicaleslibres se producen apartir del oxigeno
molecular, comenzando por €l radical superdxido (O,”)
y del peréxido de hidrogeno, y su conversidn en potentes
oxidantes, tales como €l radical hidroxilo, e &cido
hipoclorosoy el peroxinitrito[2]. Cuando lageneracion
deradicaeslibresdel oxigeno sobrepasalas numerosas
barreras de defensas antioxidantes del organismo, se
produce un elevado aumento del dafio delasestructuras
bioldgicas por lesién quimica. A este proceso se le
denomina estrés oxidativo [3]. Este se define como un
desbd ancelas defensasantioxidantescontralaproduccion
incrementada de los radicales libres anteriormente
mencionados[3], loscualesintervienen en en diferentes
situaciones patofisiolégicas, tales como hipertension,
trombosis, diabetes, isquemiaareperfusion, distrésagudo
respiratorio, edema pulmonar, pancreatitis aguda,
procesos inflamatorios, procesos de mutagénesis,
carcinogénesis, envejecimientoy desdrdenesneurol 6gicos
[4, 5]. Algunas de estas enfermedades crénicas no
transmisibles, como el cancer y ladiabetes, seencuentran

entre las principales causas de muerte en paises
desarrollados; asi también laartritis, las nefropatias, las
demenciasy € proceso bioldgico del envegjecimiento, las
cualesseacel eran seglin lamagnitud del estrésoxidativo
[6]. Por €llo, las defensas antioxidantes del organismo
humano son indispensables para preservar lasalud.

En algunas afecciones (isquemia, inflamacién), la
generacion de radicales libres puede estar €levada, de
formatal que sobrepase la capacidad neutralizante de
las superéxido dismutasas y la catalasa; el radical
superoxido puede seguir reduci éndose secuencialmente
y dar lugar a otros radicales libres més reactivos y
peligrosos como es el hidroxilo, de ahi laimportancia
de neutralizar €l superéxido [7]. Por consiguiente, la
intercepcion y degradacion (detoxificacion) del anién
O;"y del H2O: constituyen una estrategiaterapéutica,
por lo que la SOD (enzima que convierte el O," en
H,0,) y lacatalasa (enzimaque catalizala conversion
de H20; en agua) se han considerado posiblesfarmacos
antioxidantes. Los resultados de diversos estudios en
animales y seres humanos sugieren que laSOD y la
catalasa ofrecen una leve proteccion contra el estrés
oxidativo vascular [8], siendo la enzima superéxido
dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) lamés promisoria. Sin
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embargo, la efectiva aplicacion de esta proteina como
medicamento sedificultapor lasrazones siguientes: la
enzimaposee un tiempo devidamediamuy cortoenla
circulacién sanguinea (aproximadamente 5 minutos),
por lo que su efecto farmacol 6gico se puede obtener
solo mediantelaaplicacion devariasdosis[9]. Ademés,
esta oxidorreductasa tiende a ser inactivada por su
propio producto de reaccion, el H.O,, y produce
especiesradicdlicasmuy toxicasparael organismo [10].
Dos estrategias fundamentales se han empleado
para el mejoramiento de las propiedades funcionales
de la SOD. Una de €ellas comprende la modificacién
covalentedelaSOD con macromoléculas hidrosolubles
[11, 12]. Los biocatalizadores, asi modificados, se
pueden emplear como farmacos de efecto prolongado
tras la administracion parenteral en animalesy seres
humanos[13]. Por ello, un gran nimero de polimeros
naturales y sintéticos se han usado como agentes
modificadores paralas enzimas antioxidantes [ 14-16].
Alternativamente, la efectividad terapéuticadelas
enzimas se puede incrementar mediante el uso de
sistemas de liberacion controlada de féarmacos
sintetizados con hidrogeles, obtenidos a partir de
polimeros hidrofilicos, los cuales por lo general
poseen una alta biocompatibilidad [17- 19]. Estos
biomaterial es pueden promover, ademés, laadhesién
y proliferacion de células que participan en la
reparacion y regeneracion detejidos [20, 21].

Superéxido dismutasa. Interés
médico

Las superdéxido dismutasas (SOD, superoxido-
superdxido oxidorreductasas, 1.15.1.1) son un gru-
po de metaloenzimas presentes frecuentemente en
organismos aerébicos, aerotolerantes y en algunos
anaerodbicos obligados, esenciales para la defensa
contra la toxicidad, causada por los metabolitos
parcialmente reducidos que se generan durante la
reduccién biol 6gicanormal del oxigeno molecular.

Al destruir losradical es superdxidoslibres, |laSOD
contribuye al mantenimiento del balance fisiol6gico
entre prooxidantes y antioxidantes [1]. En su forma
farmacéutica, Orgotein, la SOD es un potente agente
antiinflamatorio; lamejor caracterizadaeslaextraida
del eritrocito bovino, constituida por dos subunidades
con un atomo de Cu*? y Zn*? en cada una (CuzZn-
SOD) [24, 25].

La SOD es unaenzima con relevanciamédica, por
su potencialidad como agente terapéutico en las en-
fermedades relacionadas con el estrés oxidativoy por
su funcién en la moderacion de los dafios causados
por estos procesos [26].

Se conocen tres formas de SOD segiin e metal
que utilizan como cofactor: CuzZn-SOD, Mn-SOD y
Fe-SOD. Entre ellos no existe homol ogiade secuencias
y estructuras de orden superior, lo queindicaque evo-
lucionaron independi entemente como respuestaauna
presion evolutivacomun: lapresenciadel oxigenoy la
amenaza de su toxicidad. La Fe-SOD se encuentra
generalmente en procariontes [27]. En las células
eucariotas existen trestiposde SOD, cuyalocalizacién
esdiferente: Mn-SOD mitocondrial, CuZn-SOD cito-
solicay CuZn-SOD extracelular [26]. En €l sistemade
defensa, estas enzimastienen lafuncién de eliminar el
radical superdxido (O27) antes de que reaccione con

mol écul as biol 6gi cas susceptibles o que originen otros
agentestoxicos[28].

Todas estas enzimas catalizan la reaccion de
transformacion del radical superéxido en peréxido de
hidrogeno:

SOD

20,/+2H H,O,+ O,

Como las concentracionesdel O,” son normalmente
bajas, lareaccion depende de su difusion; sin embargo,
laasociacién delaenzimacon su sustrato no sereduce
alasimpledifusiony colision.

Aunque el empleo delaenzimanativahamostrado
resultados al entadores como agente antiinflamatorio,
tanto en estudios preclinicos como clinicos [2, 13],
su corto tiempo de vida media 'y la baja resistencia
alainactivacion por su propio producto (H,0,), es
una desventaja que limita su uso como agente tera-
péutico [3], por lo queresultadeinteréslaobtencién
de nuevas formulaciones que permitan mejorar sus
propiedades farmacocinéticas.

Formulaciones de SOD.
Modificacién con polimeros

En los Ultimos afios ha habido un incremento del uso
de farmacos de naturaleza proteica, tales como
enzimas, hormonas, anti cuerpos monoclonales, factor
de crecimiento epidérmico [29], entre otros. Sin em-
bargo, su répidaeliminacion, su altainmunogenicidad
y antigenicidad, y baja estabilidad en condicionesfi-
siolégicas, representan limitaciones que frecuente-
mente afectan la administracion sistémica de estos
agentes terapéuticos [2].

Se han desarrollado métodos que atrapan fisi-
camente estas sustancias bioactivas en estructuras
artificiales o naturales, tales como liposomas, micro-
esferas, eritrocitos y otros que tratan de solucionar
las dificultades antes mencionadas [29-31]. La mo-
dificacion quimicadelasuperficie de proteinas por la
conjugacion covalente a polimeros solubles y no
toxicos, ha demostrado ser una técnica eficiente que
permite solucionar el problema[32-34]. Este método
ha permitido mejorar las propiedades farmacol 6gicas,
farmacocinéticas einmunol égicas de las enzimas con
aplicaciones terapéuticas, como son las peroxidasas
[11], lacatalasa[12] y la superdxido dismutasa [13,
35], entre otras muchas.

Actualmente, se ha reportado la utilidad de di-
ferentes polimeros en la modificacién quimica de
proteinas, como dextrana, polivinil pirrolidona, &cido
hialurénico, entre otros[39-41]; el polietilenglicol fue
el primero en utilizarse [36-38].

La catalasa y la SOD se modificaron quimica-
mente con poli (etilen) glicol (PEG) por Beckman y
col., 1988 [42]. Estos observaron que al adicionar las
enzimas modificadas a un cultivo de células endote-
liales, estas aumentaban su resistencia a los efectos
oxidantes delas especiesreactivas del oxigeno, yaque
sefortalecialaasociacion delaenzimacon lamembrana
celular y con ello la penetracién a la célula. Ello se
comprobo por un aumento de la actividad enzimatica
de estas enzimas antioxidantes en las células antes
mencionadas, después de la incubacién durante un
periodo con las enzimas conjugadas. También se ha
probado que a modificarse la SOD con PEG mejora
sus propiedades antiinflamtorias y el tiempo de vida
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mediaen lasangre[36, 43]. El aumento del tiempo de
permanencia en la circulacién sanguinea puede estar
relacionado con lafiltracion renal, lacual disminuye
como consecuencia de la disminucién de la carga
positivaen lamoléculade SOD, producto delamodi-
ficacion quimica, ya que en este proceso participan
los grupos amino de la enzima, que se convierten en
grupos amida con la consecuente disminucion de esta
carga[44]. Existeunacorrelacion entrelaelevacion del
peso molecular, debido alaconjugacion con el polimero,
y €l tiempo de vida en la sangre después de la
administracién endovenosa de estos conjugados [43,
45]. El mejoramiento de la actividad antiinflamato
ria puede explicarse por e aumento del tiempo de
circulacion delaenzimaen lasangre, al estar en forma
de conjugado.

Lamodulacion delafarmacocinéticay delafarma-
codinamica de proteinas conjugadas con PEG se ha
estudiado in vivo e in vitro incluyendo la SOD [46],
asi como la disminucion de lainmunogenicidad y la
antigenicidad, con el empleo de diferentes vias de
administracion. Se ha constatado que laaplicacion de
la SOD modificada en los vasos sanguineos provoca
unadisminucion delaperoxidacion lipidica. El PEG-
SOD en el corazon resulté ser por [o menostan eficaz
como |aSOD nativaen €l tratamiento de arritmias por
reperfusion e isguemia del miocardio. En el pulmon,
parecedisminuir latoxicidad del oxigenoy el dafio de
lesiones por infecciones provocadas por Escherichia
coli. Enlaisquemiarenal y hepética, atenud los dafios
ocasionados por reperfusion [10].

El conjugado polianiénico, producto de la
modificacion covalente dela SOD con el copolimero
de éter divinilo y anhidrido maleico (conocido como
DIVEMA), retuvo unabuenaactividad SOD [47], con
un aumento del tiempo de vida media, una mayor
captacion por los receptores hepaticos y un potente
efecto inhibidor alaproduccion de especiesreactivas
del oxigeno en el higado de ratas. Ello favorecio
la disminucion de los procesos inflamatorios
intrahepéticos, yaquelarapidaeliminacion del plasma
y lalimitadacaptacion delaSOD por €l higado dificultd
la efectividad antiinflamatoria de esta enzima en las
enfermedades hepaticas[48].

En el tratamiento del edema de pulmoén en ratas,
causado por reperfusi én del bronquio después de estar
tres dias ligado, este conjugado poliaménico mostro
una efectiva proteccion contra el edema al ser
comparado con la SOD nativay el DIVEMA. El
andlisisatravésdel microscopio electrénico corrobord
esta diferencia. La superficie celular de los vasos
sanguineos de los animales tratados con SOD-
DIVEMA no mostr6é una elevada adhesion de
leucocitos, lo que si ocurrié con la de los animales
tratados con SOD [49]. Esta observacion indico que
SOD-DIVEMA detiene el proceso inflamatorio desde
su primeraetapa, €l de adhesiény el de expansion de
losleucocitos.

También1aSOD hasido modificadacon lasa sodica
del &cido hialurénico (HA). Gruposamino delaenzima
se acoplaron con grupos carboxilo de la molécula de
hialuronato con el empleo de 1-etil-3-(3-dimetil
aminopropil) carbodiimida, y el conjugado SOD-HA
retuvo el 70% delaactividad dela SOD no modificada
En ratones, tuvo una respuesta no inmunogénica y

presenté una elevada actividad antiinflamatoria, al
compararlo con los resultados obtenidos por la SOD
y el HA en los modelos biolégicos que semejan
enfermedadesinflamatorias: el modelo del edemadela
pata inducido por la carrageninay el de la artritis
adyuvante en ratas [41].

También en los tejidos dafiados por quemaduras
se manifiestan los rasgos del proceso inflamatorio
mencionados antes, donde la superproduccion de
mediadores biogquimicos, laactivacion de leucocitosy
de células endotelial estienen consecuencias en zonas
localesy distantes [50].

Como consecuencia del dafio celular en tejido
isquémico por especies oxidantes reactivas (ERO), se
hareportado lautilidad de CuZn superéxido dismutasa
recombinante (Rc-CuZn-SOD). Esta también se ha
empleado en tejidos de animales dafiados por
guemaduras (como en la piel del lomo del conejo).
Hay evidencias de que el tratamiento local de heridas
por quemaduras con loseliminadoresderadicaleslibres
enziméaticos como e Rc-CuZn-SOD encapsulada en
liposomas, tiene un efecto beneficioso al disminuir la
magnitud del dafio tisular posquemaduras [51]. Al
aplicar este tratamiento en diferentes estadios pos-
quemadurase corrobord unareduccion del edema, las
lesiones se hicieron méas pequefias, y la necrosis del
tejido fue menor al compararlo con los grupos control
no tratados, 1o cual desarroll6 una reepitelializacion
significativamente mas rapida a las tres semanas, de
modo que se constataron | os ef ectos beneficiosos sobre
ladisminucién delos procesosinflamatorios[53]. Ello
puede estar relacionado con la accién de la SOD al
reducir los niveles de anion superdxido, y evitar que
ocurra la peroxidacion de fosfolipidos, componente
fundamental de las membranas celulares, que
aumentan considerablemente cuando lapiel seinflama
0 se quema, lo cual trae como consecuencia la
modificacion delapermeabilidad de estas [53].

La artritis reumatoidea, enfermedad autoimmune
gue afecta las articulaciones, se caracteriza por una
infiltracion de laarticulacion afectada por célulasde
la sangre [54] que generan las especies reactivas del
oxigenoy provocan unasituacion de estrés oxidativo.
Esta puede ser neutralizada con el uso de antioxidantes
como agentes terapéuticos. Por ejemplo, la SOD es
eliminadora de radicales libres, pero su réapida
eliminacion de la circul acién sanguinea es una gran
limitacion [55]. Algunos estudios han demostrado la
utilidad de liposomas de polietilenglicol (PEG-
liposomas) para la liberacién controlada de SOD a
los sitios artriticos, lo que evidencia que puede ser
eficazmente portada a los sitios inflamados por
pequefios liposomas de PEG [54]. Por otraparte, las
inyecciones de CuzZn-SOD bovina han actuado
promoviendo inmunorregulacion en ratas con
poliartritis inducida por adyuvante [55].

La SOD también se ha encapsulado en liposomas
preparados con el empleo de lecitina de soya, estea
rilamina, fosfatidilglicerol y colesterol, cubiertos de
quitosana que actdan como un mucoadhesivo. Ello no
hamostrado ningunapérdidasignificativadelaactividad
enziméaticade un mesa4 °C o en dos diasa 37 °C. Por
ello, estos liposomas cargados de SOD y cubiertos de
quitosana pudieran ser muy Utiles en €l transporte y
descarga de este farmaco y otros alas mucosas [31].
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Teniendo en cuenta el concepto basico de que al
eliminar el radical superdxido se modula el proceso
inflamatorio, se han disefiado superéxidos dismutasa
artificiales de bajo peso molecular, |as cual es pueden
emplearse como agentes terapéuticos en enfermedades
de diferentes origenes [56].

Otraformamediantelacual sehalogradoincrementar
la aplicacion terapéutica de péptidos y proteinas
farmacéuticamente activas, es con el empleo de
sistemas de liberacion controlada de féarmacos
sintetizados a base de hidrogel es[57]; pero no tenemos
conocimiento de que otros autores hallan usado esta
formulacion para portar ala SOD.

Hidrogeles y su aplicacién

Muchos son los materiales que se aplican en la
fabricacion de dispositivos médicos: metales,
ceramicas, polimeros y diferentes materiales
biol6gicos (entre ellos, 10s geles) que recientemente
han adquirido una funcién importante en la ciencia
delosbiomateriales[58].

Los geles son estados particulares de la materia,
intermedios entre solido y liquido, constituidos de
unamatriz sélida poliméricareticulada, permeable al
agua [59, 60]. Técnicamente, los geles son sistemas
semisodlidos, formados por pequefias porciones de
solidos, dispersos en cantidades rel ativamente grandes
deliquido.

Estos biomateriales se emplean como soporte
para la proliferacion celular, proveen una red
tridimensional paralaformacion de un tejido nuevo,
y ayudan al mantenimiento de la estructuray las
funciones [61, 62].

En realidad, los hidrogeles son unared formada
por entrecruzamientos de polimeros hidrofilicos,
gue poseen la propiedad de absorber gran cantidad
de agua (mas del 20% de su peso) o fluidos
biol 6gicos e hincharse, manteniendo su estructura
tridimensional [63].

Las primeras aplicaciones delos hidrogel es datan de
més de 30 afios, cuando Wichterle y Lim, 1960 [64]
sugirieron su utilizacion enlamedicina, por susemejanza,
desde el punto devistafisico, conlasmatricescelulares.
Ellos propusieron €l uso de lared hidrofilicade poli (2-
hidroxietil metacrilato) (PHEMA) enlaconstruccion de
lentes de contacto, vigentes hasta nuestros dias [17].
Desde entonces, € empleo de hidrogelessehaextendido
adiferentes aplicacioneshiomédicas[64] y farmacéuticas
[66]: se usan en la ingenieria tisular como matrices
extracelulares [67], en el revestimiento de la piel
(quemaduras) [68] y en los sistemas de liberacion
controlada de farmacos [69], entre otras.

La literatura cita diversos ejemplos de sintesis y
caracterizaciones de hidrogel es, sobre todo partiendo
de polisacaridos naturales reticulados, los cuales se
han usado para aplicacion médicay farmacéutica en
formade hidrogeles[62, 70].

Algunos hidrogel es obtenidos por entrecruzamiento
de polimeros hidrofilicos, representan un importante
grupo de biomateriales en biotecnologiay medicina.
Muchos de estos tienen una excelente biocompati-
bilidad [71] al causar dafios minimos por trombosis,
respuestainflamatoriay otraslesiones. Esto sedebea
gue pueden absorber grandes cantidades de agua por
su composicién hidrofilicay estructura enrejada, ya

quetienen unaelevada permeabilidad parael oxigeno,
nutrientes y otros metabolitos solubles [72].

El desarrollo de sistemasliberadores de farmaco ha
sufrido una revolucion en los Ultimos afios, con €l
advenimiento de nuevos sistemas a base de hidrogel,
lo que hamotivado que muchos de ellos hayan elevado
su beneficio terapéutico [66].

Algunos polimeros de fuentes natural es, sintéticas
0 semisintéticas pueden ser utilizados para la
preparacion de hidrogel es. General mente se emplean
polimeros que contienen grupos hidroxilo, amino,
amida, éter, carboxilato y sulfonato como grupos
funcional es en sus cadenas.

Muchos de estos hidrogeles hidrofilicos estan
integrados por polisacéridos naturales como hialu-
ronato, alginato y carboximetilcelulosa [73]. Una de
las caracteristicas méas sobresalientes de estos geles
poliénicosesladeabsorber aguapor unvalor decientos
de veces su propio peso, y conservar su integridad y
elasticidad.

Se han realizado estudios in vitro en los que el
acido hialurénico (Hyal) se hamodificado por insercion
de grupos sulfato a sus grupos hidroxilo. Algunos
ensayosinvitro con célulasendotelialesy condriocitos
mostraron que estas células manifestaban una buena
adhesiony un crecimiento celular en presenciade estos
geles sulfatados, lo que hace pensar que este
biomaterial pudiera utilizarse parareparar cartilagos
y paralaendotelizacion de los vasos [14], aunque su
alto costo seriaunalimitacion.

En un reporte reciente se compara la conducta de
varias matrices de aginato de sodio, y muestra que
estas fueron un eficaz soporte cuando se usaron en
cirugiareconstructivade injerto de hueso [74].

La carboximetilcelulosa (CMC) también se ha
utilizado paralapreparacion de geles con finesmédicos
[19]. Ellaes un éter anionico, derivado de la celulosa,
ampliamente comercializado. La CMC es un poli-
sacarido soluble, que se usaen e campo farmacéutico
como agente emulsificante, en la produccion de
cosméticos y en laindustria alimentaria. En el campo
biomédico, se emplea para prevenir adherencias
pos-operatoriasy cicatricesepidurales[75]. Sereporta
unaexperienciaquirirgicade 15 afios con implantesde
geles de CMC en cirugia de mamas, los cuales por su
atoxicidad y su viscoel asticidad se hacen cadavez méas
configblesparad revestimiento deinjertos[19]. Valeriani
y cols., 2002 [20] reportaron una experienciasimilar.

Sannino y cols., 2003 [75] proponen utilizar
hidrogel es sintetizados a base de carboximetil celulosa
e hidroxietilcelulosa como sistemas eliminadores de
aguaen €l tratamiento de edemas, |o cual pudiera ser
una aternativa en la terapia diurética en afecciones
quelleven al edema.

Nuestro grupo de trabajo desarroll6 métodos de
sintesis de conjugados enzimaticos por modificacion
quimica de la superficie proteica de la SOD con los
polisacéridosidnicos como carboximetil quitina[35],
manano [77] y con CMC[78]. Laglicosidacion conla
CMC se realiz6 mediante dos métodos: alquilacién
reductivacon el derivado polialdehidico delaCMCy
con carbodiimida como agente acoplante en la
formacion de uniones amida [79]. Se sintetizaron
hidrogel esabase de este polimero, con diferentesgrados
de entre-cruzamiento -54 y 91% -, por adicion
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estequiométrica de 2-cloro-1-metilpiridin ioduro
(CMP-J), seglin describen Magnani y cols., 2000 [59].
Laenzimase incorpor6 en el hidrogel por absorcion,
con el objetivo de sintetizar sistemas controlados de
liberacién de SOD, y se obtuvieron dosformulaciones:
conjugados SOD-CMC y sistemas SOD@CMC
hidrogel [78]. Serealiz6 la caracterizacion quimicay
biol 6gicadelos conjugados obtenidosy delos sistemas
SOD@CMC hidrogel sintetizados. Ello dio como
resultado unaenzimamodificadaque contenia1l.2-1.8
moles de polimero por mol de proteina, ademas, la
SOD retuvo val ores aceptabl es de actividad especifica
(método xantina oxidasa), tanto en los sistemas
SOD@CMC hidrogel como en las formas de conju-
gados SOD-CMC [78]. Estos nuevos preparados
enziméaticos mejoraron las propiedades bioldgicas y
farmacol dgicasdelaenzimaa compararlaconlaenzima
nativa, lo cual elevélaposibilidad de aplicacion médica.
Los conjugados enzimaticos presentan un mayor
tiempo de vida media que la enzima nativa, mayor
actividad antiinflamatoriay resistenciaalainactivacion
frente al peréxido de hidrégeno [79, 80]. Ademas, se
realizé la cinética de liberacion de la enzima de los
sistemas SOD @hidrogel, y se observé quelaméxima
cantidad de SOD liberada fue del 50% después de las
72 horas [81].

Los efectos de los conjugados de SOD-CMC y de
los sistemas de SOD@CMC hidrogel sobre el
crecimiento de fibroblastos humanos se evaluaron,
midiendo e indicedeinhibicion delaproliferacion celular
(I1PC) invitro, como un indicador de biocompatibilidad,
y la morfologia de la célula en términos de area 'y
perimetro. En general, la adicion de SOD a CMC
polimero e hidrogeles reduce su [IPC. El sistema de
CMC hidrogel con 54% de entrecruzamiento, mostro
un menor indice (IIPC = 4.4+ 2.4) [78].

Teniendo en cuentalafuncion delascdulasendotelides
y delosfibroblastos en lareparacion y regeneracion de
tejidos lesionados por diferentes causas, entre ellas, €l
estrés oxidativo [82], se estudio la cinética de
proliferacion de estas células en presencia de los
hidrogeles con 54 y 91% de entrecruzamiento y los
correspondientes sistemas SOD@CM Chigroget- Las
curvasde proliferacion celular, tanto delosfibroblastos
como delascéulasendotdlia es, muestran quelapresencia
de los sistemas SOD@CM Chigoger NO afecta la
proliferacion deestascéulas; al contrario, lascélulasque
crecieron en presenciadel sistema SOD-CMC con 54%
dereticulacion a canzaron resultados significativamente
mejores. Estos resultados se deben ala morfologia del
gel: e hidrogel actlia como una matriz o soporte que
favorecelaproliferacion delosfibroblastos, en particular
el sistemaSOD-CMC 54%, e cud presentaun estructura
maés esponjosaque los geles de SOD-CMC con 91% de
entrecruzamiento, verificado por andlisiscon microscopio
electronico (Figurala, b, cy d). Estaestructuraporosay
esponjosa, proporciona un ambiente que favorece el
crecimiento celular, d facilitar € intercambio denutrientes
desustanciasgaseosasy de metabolitos. Tal intercambio
sehacemasdificil enlosgelescon 91%dereticulacionde
estructuramés compacta (Figura 1by d).
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La sisa del poro del soporte esponjoso es
importante para el crecimiento y laextension de las
células, asi como paralavascul arizacion después del
trasplante [83].

También se ha demostrado que €l tratamiento con
Cu/Zn SOD recombinante encapsul ada en liposomas
atejidos de animal es dafiados por quemaduras, reduce
el edema mas répido, las lesiones se hacen mas
pequefas y la necrosis del tejido es menor al
compararlos con los grupos control, pues se percibe
una reepitelizacion significativamente mas rapida a
las tres semanas [50].

Todo lo anterior evidenciaquelasintesisde sistemas
SOD @hidrogel por absorcion de la enzima en
hidrogel es sintetizados abase de CM C esunaestrategia
correcta para portar la SOD a tejidos u érganos
lesionados, en los que, por diferentes causas, se esta
desarrollando un incremento de radical es superéxidos
azonas donde seanecesario estimular laproliferacion
celular, como viaparaayudar alaregeneracion tisular.

Lautilizacion de CM C como portador de SOD queda
demostradaen lasnuevasformulacionesobtenidasdela
SOD con carboximetilcelulosa, derivado de
un producto natural, de bajo costo, ampliamente usado
en la produccion de alimentos y en la industria
farmacéutica, lo cual avala su atoxicidad, se mejoran
importantes propiedades como €l tiempo devidamedia,
el efecto antiinflamtorio y cicatrizante, sin afectar la
biocompatibilidad y, sobretodo, mejoralaresistenciaa
lainactivacion frenteal perdxido de hidrégeno, lo cual
no sehalogrado cuando se modificacon otros polimeros.
Los resultados a hacer interactuar la enzima con este
polimero, sientan |as bases parafuturosensayosclinicos
y serviran como metodologia para estudios con SOD
obtenidas de otras fuentes, como la vegetal, o para
modificar otras proteinas de interés clinico.
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Figura 1. Imagenes examinadas al microscopio electrénico
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