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ABSTRACT: The Superoxide Dismutase activity is
present in every cell with aerobic metabolism, and is
Just absent in obligate anaerobes, due to the important
role that it plays in antioxidant protection of many
cellular components from oxygen reactive species
(ROS). Its deficit is related with different pathologies,
such as inflammation, diabetes, cancer,
neurodegenerative disorders, among others. In the
present review, some pathologies produced by the
enzymatic deficit will be tackled, and also the main
methods of protein engineering, applied to optimization
and modification of the enzyme as a therapeutic product.
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RESUMEN: La actividad Superéxido Dismutasa esta
presente en toda célula de metabolismo aerobio y so6lo
ausente en microorganismos anaerobios obligados, pues
cumple un importante rol en la proteccion antioxidante
de numerosos componentes celulares, frente a las
especies reactivas del oxigeno (ERO). Su afectacion se
relaciona con diversas patologias, entre las cuales se
encuentran, la inflamacion, la diabetes, el cancer, las
enfermedades neurodegenerativas y otras. En la presente
revision seran abordadas algunas de las patologias
producidas por déficit de la enzima, asi como las
principales técnicas de ingenieria de proteinas aplicadas
a la modificaciéon y optimizacién de la misma como
producto terapéutico.
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1. INTRODUCCION

La Super6xido Dismutasa humana (hSOD) es una
metaloenzima que presenta tres isoformas: hSODI,
hSOD2 y hSOD3. La hSOD1 pertenece a la familia de las
Super6oxido Dismutasas Cu/Zn (1), contiene 155
aminoacidos y actua en forma de homodimero (Figura 1)
que se mantiene estabilizado por entrecruzamientos del
triptéfano 33, residuo de dimerizacion (2). Posee dos
atomos de cobre en su centro activo, los cuales forman
enlaces de coordinacion con las histidinas 47, 49, 64 y 121
de cada subunidad, funcionando como aceptores de
electrones que le permiten a la enzima catalizar la
dismutacion de los aniones superdxido producidos como
resultado del metabolismo oxidativo celular (3) mediante
la siguiente reaccion: O,” + O,” + 2H" — H,0, + O,.
Contiene también iones zinc en su estructura, a nivel de las
histidinas 72 y 81, y del aspartico 84, los cuales aportan
estabilidad estructural y favorecen la dimerizacion (4).

Se encuentra principalmente localizada en citoplasma y
nucleo donde protege al material genético y a la mayoria
de los organulos subcelulares, del estrés oxidativo (5). En
estas  localizaciones puede sufrir modificaciones
postraduccionales que regulan su actividad y vida media,
tales como la poliubiquitinacién, que media su
degradacion proteosémica, asi como la dimerizacién por
entrecruzamiento de triptéfano que impide la dimerizacion
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por puente disulfuro, la cual regula negativamente a la
enzima. Esta también puede ser palmitoilada, lo cual
promueve la residencia en nucleo pero disminuye la
actividad, y succinilada en residuos adyacentes al centro
catalitico rico en cobre, lo que igualmente disminuye la
actividad. La succinilacion es reversible y puede ser
eliminada por la proteina SIRTS (6).

Entre las principales funciones en las que esta isoforma
participa se encuentran la activacion de la via de
sefializacion de las MAP Quinasas, el trasporte axonico, la
fragmentacion del DNA apoptdtico, la organizacion
celular estereociliada de los receptores auditivos, la
coagulacion sanguinea, el envejecimiento celular, el
metabolismo del hierro, la contraccion del musculo
cardiaco, el procesamiento del glutation, la homeostasis
neuronal y muscular, la respuesta celular a multiples
drogas, la diferenciacion de los linfocitos T en el timo, el
desarrollo folicular del ovario, el desarrollo embrionario y
de la placenta, entre otras (7, 8).
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Figura 1. Estructura dimérica de la Superdoxido Dismutasa 1
humana (hSOD1) obtenida mediante modelacion por
comparacion. Se representa en verde la estructura en hoja B, en
purpura los motivos en hélice a, en rojo los giros, en azul los
lazos y en amarillo la superficie total del dimero.

La hSOD2 pertenece a la familia de las Superoxido
Dismutasas Fe/Mn y cataliza la misma reaccion de
dismutacion que la hSOD1 (9). Posee 244 aminoacidos y
actia en forma de homotetramero (Figura 2), que presenta
un atomo de manganeso por subunidad, el cual es
responsable de la dismutacion y se encuentra coordinado
en las histidinas 50, 98 y 187 y el aspartico 183 (10). La
enzima se localiza fundamentalmente en la matriz
mitocondrial, asociada a la dismutacion inmediata de los
aniones superoxido que alli se producen, la proteccion del
propio organelo y el DNA mitocondrial contra Ia
peroxidacion, y la regulacion de la apoptosis via
mitocondria y citocromo C (11).
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lo que regula negativamente la actividad (13), la
acetilacion de las lisinas 68, 122 y 202, lo que disminuye
la actividad enzimatica. Dicha modificacion puede ser
revertida por la desacetilasa SIRT3 (11). Esta isoforma
mitocondrial de la hSOD, esta involucrada en la respuesta
a multiples drogas, la hematopoyesis, la diferenciacion
celular, la homeostasia del O,, las vias de sefializacion de
la apoptosis, el desarrollo del sistema renal, el mecanismo
de la locomocion, la regulacion de la presion sanguinea,
entre otras multiples funciones (14).

La tercera isoforma, hSOD3, pertenece a la familia de
las Dismutasas Cu/Zn, y posee 240 aminoacidos (15).
Actia como homotetramero (Figura 3), que contiene dos
puentes disulfuro, entre la cisteina 63 y la 208 y entre la
125 y la 207, un ion cobre por subunidad, coordinado en
las histidinas 114, 116, 131 y 181, y un ion zinc a nivel de
las histidinas 139 y 142, y del aspartico 145 (16). La
principal modificacion postraduccional de la enzima es la
glicosilacion de la asparagina 107 y las lisinas 229 y 230
7).

Las funciones en las que esta isoforma participa atin no
estan del todo claras, pero se sabe que es secretada al
liquido intersticial y se une con alta afinidad a heparina y
heparan sulfato, expuestos en los tejidos, por lo que debe
estar involucrada en la proteccion contra el estrés
oxidativo en estas localizaciones.

Figura 2. Estructura tetramérica de la Superdxido Dismutasa 2
humana (hSOD2) obtenida mediante modelacion por
comparacion. Se representa en verde la estructura en hoja B, en
purpura los motivos en hélice a, en cian las hélices m, en rojo los
giros, en azul los lazos y en amarillo la superficie total del
tetramero.

Figura 3. Estructura tetramérica de la Superdxido Dismutasa 3
humana (hSOD3) obtenida mediante modelacion por
comparacion. Se representa en verde la estructura en hoja B, en
purpura los motivos en hélice o, en naranja las hélices 3-m, en
rojo los giros, en azul los lazos y en amarillo la superficie total
del tetramero.

Su expresion es inducida por la proteina KRIT1 (12) y
entre las principales modificaciones postraduccionales que
experimenta, se encuentran, la nitracion de la tirosina 58,
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1.1. Actividad SOD en la diabetes mellitus tipo 1

Entre las causas no autoinmunes encontradas para la
Diabetes Mellitus tipo I se ha propuesto el desbalance
oxidativo y la peroxidacion causada por ERO, la cual
provoca la destruccion de las células  del pancreas y la
consecuente disminuciéon de los niveles de insulina,
asociados a este trastorno metabolico. Esta hipotesis
explica la patologia y algunas de sus principales
complicaciones mediante un déficit en los mecanismos
protectores contra el estrés oxidativo, tales como la
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actividad SOD (18).

La inactivacion por glucosa de la SOD1 extracelular, el
desbalance de la relacion NADH/NAD+ (pseudohipoxia
hiperglicémica) (19) y la desregulaciéon del metabolismo
de los cofactores requeridos por la hSODI, 2 y 3 (Cu*",
Zn*" y Mn*") parecen ser las principales causas (20, 21).

Experimentos en modelos murinos para la enfermedad
han demostrado una disminucion de la actividad SOD en
pancreas, higado, rifidn, cerebro, miisculo y bazo (19), asi
como un decremento de la actividad SOD1 en eritrocitos y
de la SOD2 en mitocondrias hepaticas de rata (20).

1.2. Papel de la SOD en el cancer

La célula tumoral en su proceso de transformacion
maligna, inhibe y evade numerosos mecanismos de
control, como la induccién de la apoptosis, el arresto de
algunas fases del ciclo celular o el acortamiento de los
telomeros, mientras sobreexpresa moléculas y activa
mecanismos que le permiten la autosuficiencia para
factores de crecimiento, la proliferacion descontrolada y la
supervivencia celular, tales como el receptor del EGF, el
factor de transcripcion NF-«kB o la propia enzima hSOD,
que protege a la célula cancerigena de la peroxidacion
causada por su propio metabolismo incrementado y no
regulado (22).

Estudios realizados in vitro, en lineas tumorales de
fibroblastos de pulmoén humano, revelan incrementos en la
actividad hSOD1 y 2 respecto a células normales (23). Por
otra parte, investigaciones en hepatomas y tumores
asciticos de Ehrlich demostraron elevada actividad SOD?2,
comparando con tejido hepatico sano (24), al igual que las
mediciones de la actividad SOD en la leucemia linfocitica,
monocitica y mielocitica, las cuales corroboran niveles
mayores de esta actividad enzimatica respecto a células
sanguineas maduras sanas, del mismo tipo (25).

De forma contradictoria, estudios realizados en
Adenocarcinoma Pancreatico encontraron una disminucion
de los niveles de expresion y la actividad hSOD2, y
asocian este hecho al papel mutagénico atribuido a las
ERO (26).

Algunos hallazgos mas recientes evidencian el
incremento de la actividad hSOD1 en células de cancer de
pulmén humano y la relacionan con la proteina
pleiotropica COMMDI, demostrando que células *
knockdown” para esta proteina exhiben mayores niveles
de la actividad antioxidante (27).

1.3. SOD y los desordenes neurodegenerativos

Las  llamadas  Enfermedades o  Trastornos
Neurodegenerativos se caracterizan por apoptosis no
regulada y muerte neuronal masiva en determinadas areas
del cerebro, por la influencia de multiples factores cuyo
papel no esta del todo claro, lo que conduce a una pérdida
de funciones neuromotoras y psiquicas comprendidas
dentro de un conjunto de patologias como la Enfermedad
de Alzheimer (EA), el Parkinson (P), la Esclerosis Lateral
Amiotréfica (ELA), la Enfermedad de Huntington (EH) y
otras. Dentro de estos factores causales se ha considerado
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la apoptosis por peroxidacion lipidica y proteica y la
apoptosis via citocromo C, como algunas de las mas
probables, lo que implicaria una afectacion en la actividad
hSOD1 y 2 (28).

Estudios in vitro, en neuronas en cultivo, han
demostrado que la induccion de la expresion de hSODI
derivada de eritrocitos, impide o retarda la apoptosis
causada por deplecion del factor de crecimiento del nervio
(NGF) (29), asi como también experimentos realizados
con muestras de pacientes y en algunos modelos murinos,
correlacionan bajos niveles de SOD2 con pérdida de
neuronas y muerte de células linfoblastoides, lo que
provoca Ataxia Espinocerebelar tipo 3. La patologia se
caracteriza por mutaciones en el gen ATXN3, que
conllevan a la pérdida de afinidad por el factor de
transcripcion  FOXO4, afectandose el mecanismo de
induccion de SOD2 ante estrés oxidativo (30).

Adicionalmente, se ha demostrado la relacion entre la
SOD1 y la ELA en modelos murinos (31). La patologia se
origina por apoptosis motoneuronal y se ha identificado
como uno de los factores causales se ha debida a la
activacion de la quinasa MST1 por ERO, lo que resulta en
un incremento en la actividad de p38 y una induccion de
autofagia mitogénica dependiente de quinasas en las
neuronas motoras (31).

2. ESTUDIOS DE ESTRUCTURA-FUNCION DE LA
SOD

Las variadas patologias en las que la enzima esta
involucrada la convierten en objeto de estudio de
numerosas investigaciones, con el objetivo de comprender
las causas y complicaciones de algunas enfermedades
multisistémicas asociadas al estrés oxidativo, asi como
mejorar racionalmente la estabilidad y actividad de la
enzima con vistas a emplearla como producto terapéutico
recombinante, de administraciéon exdgena. En el presente
trabajo se realiza una revision de las principales técnicas
de ingenieria de proteinas aplicadas al analisis estructura-
funcion y a la optimizacion funcional de la SOD.

2.1. Mutagénesis dirigida

Una de las lineas de investigacion relacionada con
experimentos de mutagénesis dirigida en la SOD, esta
basada en la obtencion de mutantes para determinados
residuos clave o la introduccion de secuencias completas
de otras variantes enzimaticas como la SOD extracelular
(SOD3), para dilucidar elementos del mecanismo de
accion de la enzima en condiciones fisioldgicas.

Dentro de esta linea se encuentra el trabajo de
Castellano 1. et al. en 2009 (32), que expresa en E.coli, la
SOD2 mitocondrial de rata, que posee un 93 % de
identidad con la hSOD, y evaliia el comportamiento de
cinco mutantes. En dos de ellos, Y34F-Q y Y34F-H, se
reemplazo la tirosina 34 por fenilalanina y so6lo diferian en
la posicion 143, ocupada por glutamina e histidina,
respectivamente. Otros dos mutantes, S82A-Q y S82A-H,
contenian alanina en la posicién 82 en lugar de serina, e
igualmente diferian en la posicion 143, con glutamina e
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histidina, respectivamente. El quinto mutante, H143, solo
presentaba una histidina en lugar de la glutamina 143.

La variante salvaje, que contiene glutamina en la
posicion 143, y los mutantes, no presentaron diferencias en
sus patrones electroforéticos, sus perfiles cromatograficos
en condiciones desnaturalizantes, ni en los analisis
realizados por espectrometria de masas.

Sin embargo, la actividad especifica fue mayor para la
enzima nativa, mientras el mutante H143 tuvo la menor
actividad, que represent6 el 16 % de la determinada para la
variante salvaje. Los mutantes simples Y34F-Q y S82A-Q
retuvieron un 67 y un 81 % de la actividad y los dobles
mutantes Y34F-H y S82A-H, presentaron un nivel de
actividad especifica similar a H143. Estos resultados
sugieren que este residuo de glutamina es importante para
la catalisis, al parecer para la fijacion o estabilizacion de
algin intermediario formado, pues no participa
directamente en el mecanismo sino que influye en el
microambiente del centro activo. Los residuos tirosina 34
y serina 82 no tienen un papel decisivo en este proceso.

También fue evaluada la resistencia a la temperatura de
todas las especies enzimaticas, obteniendo la curva de
inactivacion y calculando el factor entropico y entalpico de
cada variante. En todos los casos la inactivacion sigui6 una
cinética de primer orden, con una temperatura de
inactivacion media de 80 °C, que no varid
significativamente para los mutantes (79 °C, 81 °C), lo que
evidencia que dichas sustituciones no afectan la alta
resistencia a la temperatura de la enzima nativa, aunque
H143 presentd el menor valor de factor entalpico y la
menor temperatura de inactivacion media que fue de 77
°C. De este experimento puede concluirse que la glutamina
143 también influye en la alta resistencia de la enzima a la
inactivacion por calor, al parecer por la estabilizacion de la
conformacién. Una tirosina en esa posicidon aumenta
ligeramente la inactivacion y una serina la disminuye, pues
parece influir de forma positiva, en el establecimiento de
una nueva conformacion resistente a la temperatura (32).

Igualmente se verifico la influencia de estos residuos
en la fosforilacion de la enzima, principal mecanismo de
regulacion de la misma. Por reaccion con quinasas in vitro,
se identifico la serina 82 como blanco de esta
modificacion, pues no se detectan especies fosforiladas del
mutante S82A-Q, sb6lo de la enzima nativa. Esta
modificacion de la serina 82 podria constituir un blanco de
regulacion importante, debido al grado de conservacion
que posee en otras SOD (32).

Otro aporte importante y reciente en este campo es
realizado por Candas D. et al. en 2013 (33), quienes
obtienen un mutante de la SOD2 denominado S106A, en el
cual remplazan la serina 106 por alanina para evaluar el
papel de dicho residuo en el reconocimiento por el
complejo CyclinB1/Cdkl. Esta investigacion toma como
antecedentes algunos estudios de caracterizacion de la
Cdk1, donde se han identificado determinados residuos de
serina que constituyen sitios de fosforilacion dentro de una
secuencia consenso, en numerosas proteinas citosolicas
que Cdkl reconoce a nivel de dicha secuencia, mediante la
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cual ejerce su regulacion por fosforilacion, implicacada en
multiples procesos celulares (34, 35).

Analisis de estructura-funcion del mutante S106A,
muestran como principales resultados la reduccion de la
actividad SOD2 en células murinas de miisculo esquelético
y cardiaco, extraidas de animales irradiados y transfectadas
con S106A, respecto células control de los propios
animales sometidos al mismo tratamiento, pero que
expresan la SOD2 nativa, en las cuales la actividad
representd el doble. También logran correlacionar dicha
disminucién con la inhibicion de la fosforilacion, mediante
ensayos de deteccion de SOD2 fosforilada, por Western
Blott, los cuales revelaron una disminucion de la especie
fosforilada de la enzima en las células transfectadas. Estos
hallazgos en su conjunto, sugieren que la sustitucion de la
serina 106 por alanina en la SOD2 afecta el
reconocimiento y la fosforilacion por Cdkl, lo que
disminuye la actividad enzimatica, debido a que este
residuo es requerido para la activacion por modificacion
covalente de la SOD2 mediada por el complejo
CyclinB1/Cdk1 (33).

Igualmente se han realizado investigaciones basadas en
la obtencion de quimeras entre isoformas de la SOD (36),
que han permitido evaluar su funcién y dilucidar
elementos estructurales de la SOD3 o SOD extracelular,
entre los que se encuentran la demostracion de la forma
tetramérica activa para la SOD3 y su afinidad por heparina
y heparan sulfato.

Estos investigadores logran expresar y purificar con un
alto rendimiento, un mutante de la hSODI1 y la quimera
hSOD1/3  (PseudoEC-SOD). El  doble mutante
monomérico de hSODI1, FS5S0E/GS1E, presenta una
reduccion de la actividad especifica en un 90 % respecto a
la enzima nativa, lo que demuestra la importancia de la
fenilalanina 50 y la glicina 51 para la actividad de la
hSODI, las cuales a diferencia de las histidinas, no estan
directamente involucradas en el mecanismo catalitico sino
que se encuentran expuestas en la interfaz de contacto
entre monoémeros de hSODI.

Este experimento permite también determinar que el
dimero esta estabilizado por fuerzas hidrofébicas y de van
der Waals, pues la introduccion de acido glutamico, que es
polar y cargado, en la interfaz de dimerizacion (en el doble
mutante) reduce la actividad especifica.

Dicho resultado se repite para la quimera triple mutante
de PseudoEC-SOD, V24D/F50E/G51E, con la cual se
confirma el papel de los residuos de fenilalanina y glicina
en este caso para la heterodimerizacion, y ademas se
comprueba que la sustitucion de un aminoacido apolar
alifatico como la valina por uno polar con carga negativa
como el acido aspartico, reduce drasticamente la actividad
catalitica, pues afecta la heterodimerizacion requerida para
la dismutacion de aniones superdxido (36).

También se ha estudiado el plegamiento especifico del
monomero de la enzima, el grado de exposicion de ciertos
residuos y como influyen sobre los mismos diferentes
factores, empleando una técnica novedosa basada en la
introduccion de aminoacidos fluorescentes obtenidos por
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sintesis quimica, como la dansilalanina [4cido 2-amino-3
(5 (dimetilamino) naftaleno-1 sulfonamida) propanoico].

Dicha técnica se empled con éxito para marcar la
hSOD1 (37), para lo cual se transformaron por
mutagénesis dirigida, los codones para la glutamina 16 y el
triptoéfano 33 en codones de alanina, para luego incorporar
en esas posiciones la dansilalanina y poder estudiar la
conformacion del plegamiento y la orientacion de dichos
residuos en el mismo.

Sin embargo la incorporacion de un amino acido no
natural a una proteina es un procedimiento complejo, que
requirid6 en este caso, del empleo de un RNA de
transferencia 'y su  Aminoacil-tRNA  Sintetasa,
(tRNALeu5/LeuRS) provenientes de una cepa de E. coli,
supresora de tRNA/ leucil-tRNA, para expresarlos en
levadura, donde constituyen proteinas ortogonales que no
reaccionan con las Aminoacil-tRNA Sintetasas ni con los
tRNA enddégenos. Luego fue necesario generar una
biblioteca de mutantes para Leucil-tRNA Sintetasa, en
residuos del centro activo y del sitio editor, con el objetivo
de modificar la especificidad de esta enzima por la leucina
y lograr que incorporara la dansilalanina.

Una vez ingenierizado este sistema de incorporacion,
los investigadores introdujeron la secuencia de la hSOD1
con cada mutacion (Q16A y W33A) en la cadena SCY4 de
levadura, y pudieron obtener proteinas fluorescentes con
un alto rendimiento. El estudio de desplegamiento y
renaturalizacion las hSOD mutantes a diferentes
concentraciones de cloruro de guanidinio, permitid
determinar que los residuos 16 y 33 se encuentran ocluidos
en el interior de la enzima nativa, interactuando con el
ntcleo de hoja B y que el triptofano 33 es altamente
afectado por algunos factores desnaturalizantes, como la
presencia de un agente caotrdpico, por lo que constituye un
residuo implicado en la estabilidad del monémero (37).

Otros aspectos de interés, como la capacidad de
dimerizacion y el rol del triptéfano 33 en este proceso, no
pudieron ser evaluados por el empleo del agente
caotropico, sin embargo seria relevante estudiar la
conformacién del dimero empleando esta técnica de
fluorescencia, pero en condiciones no desnaturalizantes.

Una segunda linea de investigacion sobre mutagénesis
dirigida aplicada a la SOD, se ha encaminado a obtener
mutantes tipicos que se relacionan con determinadas
patologias, para evaluar en modelos animales de estas
enfermedades el papel de la SOD en la génesis y
agravamiento de las mismas.

En este sentido, son de gran importancia los resultados
obtenidos por Gurney M. et al. en 1994 (38) y Banci L. et
al. en 2008 (39), quienes demuestran la expresion de los
mutantes de hSODI1, G93A y G94A, en la ELA. Estos
resultados confirman la presencia de agregados fibrilares y
no funcionales de hSODI1, lo que evidencia la relacion
entre la introduccion de glicina en las posiciones 93 y 94, y
la tendencia a la agregacion, en la cual los puentes de
hidrégeno juegan un papel decisivo.

Sobre esta tematica, algunas investigaciones mas
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recientes correlacionan la expresion del mutante SOD1-
G93A en modelos murinos, con la activacion de la quinasa
MSTT1 por especies reactivas del 0xigeno, que se acumulan
debido la deficiencia de la actividad SOD1 provocada por
la agregacion fibrilar (31). Los resultados obtenidos
muestran una elevada actividad MST1 en motoneuronas en
cultivo y en modelos de raton y rata, en los que se ha
inducido la expresion de la SOD1 mutante.

También permiten caracterizar el mecanismo de
induccion de la apotosis por MST1, el cual se identifica
como una autofagia mitogénica que depende de la
activacion de la proteina p38, la via de las MAP Quinasas
y las Caspasas (31).

Por otra parte, lo planteado por Seijffers R. et al. en el
2013 (40), sugiere que el factor de transcripcion ATF3
tiene un efecto neuroprotector y antiapoptdtico en modelos
murinos para SOD1-G93A, lo que estd mediado por
regeneracion axonica y muscular, que contribuye a
minimizar los efectos de peroxidacion y pérdida de
estructuras celulares, causados por la afectacion en la
actividad SOD1. Estos estudios aportan conocimientos de
vital importancia en el establecimiento de una terapia para
la ELA.

2.2. Modificaciones quimicas

Aunque los estudios de mutagénesis dirigida han tenido
el protagonismo en los analisis de estructura-funcion de la
hSOD, la modificacion quimica de residuos ha contribuido
a la comprension del funcionamiento de la enzima en
determinadas condiciones fisiologicas, asi como la
evaluacion de la influencia de las modificaciones naturales
que ésta puede sufrir, sobre su funcionamiento.

Weisiger R. y Fridovich 1. en 1973 (41), realizaron
varias modificaciones que contribuyeron a la
caracterizacion de las dos principales isoformas de la SOD
aislada de higado de pollo, y muchos de sus hallazgos han
sido demostrados para las isoformas de la hSOD. Estas
modificaciones comprenden el tratamiento con cianuro, -
mercaptoetanol,  dimetilsulfoxido, p-cloromercurifenil
sulfonato, la hidrdlisis acida total con HCl a una
concentracion de 6 M y la oxidacion con acido perférmico.

El cianuro inhibe la trasferencia de electrones a nivel
de los atomos de cobre del centro activo en la SOD1, pero
no tiene efecto sobre la SOD2 debido que el sitio activo
presenta manganeso. Este tratamiento quimico permitid
diferenciar las dos isoformas, citosdlica y mitocondrial, de
la SOD y confirmar la composicion de cobre y manganeso
de cada enzima, que ya habia sido encontrada en otras
SOD de bacterias y de plantas. Por su parte, el B-
mercaptoetanol, un agente reductor fuerte, fue de gran
utilidad en el estudio de las subunidades de la enzima,
junto con el detergente anidonico Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS, por sus siglas en inglés), siendo este trabajo uno de
los primeros en plantear la estructura dimérica para SOD1
y la tetramérica para SOD2. También evidencié que la
dimerizacion de SOD1 y SOD2 no ocurria por puentes
disulfuro, s6lo en condiciones muy oxidantes del medio y
conllevaban a agregados multienzimaticos no activos,
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aunque en SOD2 si se formaban puentes disulfuro
intracatenarios (41).

La hidrolisis total con HCl fue empleada para el
analisis de la composicién aminoacidica de la SOD1 y la
SOD2, donde ademas se empledé para la SODI, el
tratamiento con dimetilsulfoxido y la oxidacion con acido
performico, para identificar las cisteinas presentes en dicha
isoforma. La identificacion de grupos sulfidrilos por
subunidad, fue realizada con p-cloromercurifenil sulfonato
y arrojé como resultado 1,2 grupos por subunidad, lo que
se reducia a 0,3 grupos en la enzima autoxidada y
mantenida en una solucion de fosfato de potasio a 0,05 M
y EDTA, pH=7,8 por 2 semanas. Este resultado indica que
la autoxidacion de la SOD1 disminuye su reactividad, en
términos de grupos sulfidrilos accesibles a un modificador
quimico (41).

Por otra parte, han sido evaluados algunos factores que
influyen sobre la catalisis de la SOD1 de eritrocitos
bovinos, tales como la oxidacion (42). La inhibicion de la
SOD1 por su producto, H,O,, fue examinada en términos
de la oxidacion de la histidina 118, ubicada en el centro
catalitico, lo que redujo significativamente la actividad. El
residuo oxidado en forma de 2-oxo-histidina, pudo ser
detectado por hidrolisis acida y analisis de la composicion
aminoacidica de la SOD1 por RP-HPLC, que después se
identifico en la posicion 118 por mapeo triptico y analisis
peptidico por RP-HPLC. El estudio de modificacion
selectiva de histidina con H,0,, demostrd la importancia
de este residuo en el mecanismo catalitico de la enzima y
su implicacion en la inactivacion por producto.

Una de las mayores aplicaciones de la modificacion
quimica en la SOD, constituye el mejoramiento de la
enzima para su uso terapéutico, que se propone extender el
tiempo de vida media en sangre, minimizar la inactivacion
y mejorar la estabilidad en condiciones fisiologicas.

Sobre este tema tratan los trabajos de Veronese F. et al.
en 1985 (43), que describen un método factible para la
obtencion de conjugados de monometoxi-polietilen glicol
con proteinas y péptidos, empleando derivados
fenilcarbonados de polietilen glicol (PEG). Estos
derivados altamente reactivos, pueden lograrse mediante
reaccion con 2.4,5-tricloro-fenilcloroformiato o p-
nitrofenilcloroformiato.

Empleando dicho procedimiento, obtienen un derivado
SOD1-PEG que posee mayor tiempo de retencion en
sangre en ratas a las cuales les fue administrado por via
endovenosa, respecto a la SOD1 nativa, la cual es aclarada
rapidamente por los rifiones y detectada en la orina de los
animales. La conjugacion con polimeros aumenta el radio
de la molécula, lo que disminuye su aclaramiento por
filtracion en el glomérulo renal y ademas preserva frente a
la accion de proteasas (43).

La enzima modificada es menos inmunogénica y es
reconocida con baja afinidad por anticuerpos especificos,
debido a que el PEG modifica multiples grupos amino en
la proteina, por lo que logra bloquear epitopos que afectan
el reconocimiento. Esto puede constituir una ventaja si se
desea administrar enzimas no humanizadas o en forma
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quimérica directamente en la sangre, con poco rechazo
inmunolégico. También se evalué la actividad del
derivado, la cual no varié significativamente del control no
modificado, evidenciando que la conjugacion no afecta los
residuos del centro activo ni la conformacion nativa (43).

La modificacion con PEG o pegilacion como
herramienta para mejorar las propiedades de las isoformas
de la SOD, ha sido también aplicada en la optimizacion de
una terapia experimental en modelos de rata para la
Isquemia Cerebral (44). La inyeccion intravenosa de
10,000 U/kg de PEG-SOD disminuye el volumen de
infarto a 139 +/- 9 mm3, respecto a un control tratado con
placebo, en el cual fue de 182 +/- 8 mm3, resultados que
fueron determinados para un total de 38 individuos.

Estos resultados confirman el efecto protector y de
estabilidad conferido al PEG, y constituyen mas hallazgos
que relacionan la SOD con enfermedades inflamatorias y
lesiones tisulares.

Un enfoque interesante sobre la misma aplicacion, es
planteado por Fujita T. et al. en 1992 (45), donde exponen
como es posible mejorar la estabilidad en plasma de la
SOD humana recombinante (hSODr) y dirigir su accion a
tejidos especificos, empleando la conjugaciéon con
polisacaridos y monosacaridos. Mediante la sintesis de
cuatro derivados diferentes, hSOD-carboximetil dextrano,
hSOD-dietilaminoetil dextrano, hSOD galactosilada y
hSOD manosilada, evaluaron el tiempo de vida en plasma
y la distribucion de los productos modificados por
farmacocinética en modelo de ratdn, asi como la actividad
de los conjugados.

Los derivados obtenidos retuvieron de un 50 a un 80 %
de la actividad enzimatica original y fueron estables en una
incubacién con suero de ratoén, manteniendo un 80 % de la
actividad por 3 horas, lo que indica que la modificacion no
afecta la actividad y los conjugados no son neutralizados
por anticuerpos murinos. La administracion por via
intravenosa de la hSODr nativa conllevd a una rapida
eliminacion por via renal, siendo detectada en alta
concentracion en la orina, mientras la hSOD-carboximetil
dextrano presentd un elevado tiempo de vida media en
plasma, debido a la no filtracion glomerular y a la
interaccion con los tejidos. Las formas galactosilada y
manosilada de la hSOD fueron incorporadas en poco
tiempo a las células parenquimatosas 'y no
parenquimatosas del higado, por endocitosis mediada por
receptor. La cinética de este aclaramiento hepatico
presenté un comportamiento no lineal, disminuyendo con
incrementos en la dosis, con un valor maximo a la dosis
minima de 0.1 mg/kg (45).

Por otra parte, la hSOD-dietilaminoetil dextrano se
acumul6 rapidamente en higado, pero esta retencion fue de
tipo electrostatico y constituye un mecanismo de captacion
menos especifico (45).

En conjunto, estos resultados validan la modificacion
con compuestos mono y polisacaridicos, no sélo en el
mejoramiento de la estabilidad y el tiempo de vida media
en plasma de la hSODr, sino en su biodistribucion. Esta
aplicacion aporta ventajas claras para las terapias basadas
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en la administracion exdgena de hSOD, la cual requiere la
accion selectiva de la enzima en las lesiones tisulares y
zonas localizadas de inflamacion.

En este campo también se ha probado la modificacion
de la SOD con otros polimeros, como el copolimero de
éter divinilo y anhidrido maleico (DIVEMA, por sus siglas
en inglés), lo que produce conjugados con buena retencion
de la actividad, que mostraron mayor tiempo de vida
media y una captacion incrementada en el higado, en
modelo de rata para edema pulmonar con reperfusion
bronquial. Dichos conjugados fueron capaces de reducir
los procesos inflamatorios intrahepaticos, proteger contra
el edema bronquial y evitar la infiltracion leucocitaria en
los vasos sanguineos, lo que fue evaluado por microscopia
electronica (46).

De igual forma la conjugacion de la SOD con la sal
sodica del acido hialurénico se ha logrado con éxito,
empleando la modificaciéon por enlaces amida entre los
grupos amino de la proteina y los grupos carboxilo del
acido hialurénico, con el uso de la 1-etil-3-(3-dimetil
aminopropil) carbodiimida. (47). Los derivados resultantes
retuvieron un 70 % de la actividad enzimatica original y
manifestaron un elevado efecto antiinflamatorio y no
inmunogénico, en modelo de rata para edema de la pata
inducido por la carragenina y para artritis adyuvante.

Otras estrategias, basadas en la conjugacion de la
hSOD1 a proteinas séricas por modificacion de residuos,
también han ofrecido buenos resultados, en términos del
aumento del radio de la enzima y por tanto la reduccion
del aclaramiento renal y la eliminacion en la orina (48). El
conjugado entre la hSOD1 y la albumina sérica se forma
espontaneamente en sangre al suminstrar la hSODI
modificada en sus residuos de lisina con AMS [poli-(acido
maléico-co-estireno) butil éster].

La modificaciéon quimica fue evaluada in vitro, por
cromatografia de afinidad con una matriz de albumina-
sefarosa, que demostrd retencion especifica de la AMS-
hSOD1, mientras la hSODI1 nativa fue eluida en la
fraccion no fijada. La evaluacion in vivo en modelos
animales, reveld un incremento en el tiempo de vida media
en plasma de la AMS-hSODI, que fue de 6 horas, respecto
a la enzima no modificada que fue eliminada por la orina
en menos de 4 minutos. Adicionalmente, la medicion de
radicales libres plasma evidencidé una disminucion,
respecto a los animales tratados con la hSODI1 nativa, lo
que valida este producto modificado para la reduccion de
radicales libres circulantes (48).

Algunas investigaciones mas recientes, demuestran la
eficacia de la modificacion de la SOD con polisacaridos
ionicos tales como la carboximetil quitina, el manano (49)
y la carboximetil celulosa (CMC) (50), siendo esta ultima
modificacion factible de realizar, por alquilacion reductiva
con el derivado polialdehidico de la CMC o con la
carbodiimida como agente acoplante. Estos derivados
polisacaridicos de SOD retuvieron una actividad mayor del
50 % y presentaron Optimos resultados farmacocinéticos
en modelos de raton y rata.
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2.3. Inmovilizacion covalente

Debido a que la SOD cataliza una reaccion muy
especifica, en la que el anion superoxido no puede ser
remplazado por un sustrato sintético con vistas a obtener
un producto para uso industrial o de interés biomédico, no
ha existido un desarrollo marcado en el area de la
biocatalisis y los bioprocesos, vinculado a esta enzima.
Mas bien la alta especificidad de la proteina y la
generacion de un producto (H,O,), detectable y
cuantificable =~ por  técnicas espectrofotométricas,
quimioluminiscentes y otras, ha propiciado que la principal
aplicacion de la inmovilizacion covalente de esta enzima,
haya sido la obtencion de biosensores para medir el estrés
oxidativo y los radicales libres en sistemas biologicos.

Debido a esto, las principales propuestas de
inmovilizacion de la SOD para aplicaciones concretas, han
estado basadas en la fijacion covalente, mediante reactivos
bifuncionales tales como el glutaraldehido, a
micropeliculas  formadas  por  acidos  organicos,
polisacaridos, polimeros industriales u organicos,
recubriendo superficies metalicas de electrodos de oro o
platino, asi como nanoparticulas con diversas propiedades
que constituyen la base de estos biosensores (Figura 4).

Figura 4. Principales configuraciones de inmovilizacion
covalente, que se han empleado en el trabajo con la SOD. A)
Sobre nanoparticulas de oro recubiertas de polisacaridos o acidos
organicos. B) Sobre nanoparticulas de oxidos metalicos
modificadas con polimeros organicos. C) Sobre micropeliculas
poliméricas que recubren electrodos metalicos.

En 2001, Ge B. et al. (51), desarrollan un biosensor,
inmovilizando la SOD1 de eritocitos bovinos en un
electrodo de oro modificado con acido  3-
mercaptopropionico (AMP) a partir de la 2-
mercaptoetilamina (MEA) fijada al electrodo con un
tratamiento extremo a base de acido sulfurico. El oro
modificado puede incorporar la enzima, por reaccién con
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1-Etil-3(3-dimetil aminopropil) carbodiimida (EDC). Se
obtuvo una repuesta electroquimica pronunciada y
sostenida por parte de la SOD1 inmovilizada, con un
potencial de 56 +/- 9 mV, en tampoén de baja fuerza idnica
y libre de proteinas, a pH 7,5. Este resultado indica una
transformacion redox cuasirreversible, por parte de la
enzima sobre la superficie de oro.

Aunque se constatd cierta pérdida de actividad por
parte de la proteina, se mantiene la sensibilidad necesaria
para la funcion del biosensor. El empleo de un modificador
de mayor longitud podria solucionar esta deficiencia, al
permitir una mayor interaccion proteina-electrodo (51).

Un acercamiento similar a esta aplicacion es descrito
por Endo K. et al. en 2002 (52), con la obtencién de un
biosensor a partir de SOD2 inmovilizada en un electrodo
de platino con el empleo de glutaraldehido y un mediador
para el transporte de electrones, compuesto por ferrocen-
carboxaldehido, cianamida y albumina bovina. El sistema
completo fue recubierto con poliuretano como proteccion
adicional.

Este biosensor se emple6 para cuantificar aniones
superdxido en solucion, generados por la Xantina Oxidasa
en presencia de xantina, mediante una corriente eléctrica,
acoplando el electrodo a un sistema de deteccion. En las
soluciones evaluadas la sefial del sensor crecid
linealmente, de forma proporcional a las cantidades de
xantina afiadida, lo que evidencia la precision de las
mediciones. También se determindé la capacidad de
deteccion del sensor a partir de tejido cardiaco de ratas
inyectadas con endotoxina, resultando en una medicion
estable con valores elevados, en concordancia con la
situacion de estrés oxidativo generada (52).

En otras investigaciones se ha combinado la
mutagénesis dirigida y la inmovilizacién, para lograr
métodos factibles y eficientes de fijacion covalente de la
SOD1 a superficies de oro, con aplicacion en la
construccion de biosensores (53). En este trabajo se
obtienen 6 mutantes monoméricos en los que se han
introducido una o dos cisteinas adicionales, lo que permite
inmovilizar la enzima mediante grupos sulfidrilos en una
superficie de oro, sin necesidad de recubrimiento organico
ni otros modificadores. Un biosensor obtenido por este
principio fue evaluado en la determinacion de radicales
superoxido, mostrando una mayor sensibilidad que los
electrodos de Citocromo C clasicos (53), sin interferencias,
pero sin alcanzar la sensibilidad del sensor de oro
modificado con AMP a partir del dimero de SODI
inmovilizado.

La otra aplicacion fundamental, de caracter mas
reciente en el campo de la inmovilizacion de la SOD, es la
fijacion a nanoparticulas metalicas (Figura 4, A y B).

En este sentido destaca el trabajo de Villalonga R. et al.
en 2005 (54), con la obtencién de nanoparticulas de oro
pertioladas y recubiertas de P-ciclodextrina, que permiten
la inmovilizaciéon supramolecular de la SOD1 con alta
retencion de la actividad. Este dispositivo tiene
potencialidades para ser empleado en futuras terapias
contra el estrés oxidativo.
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También se han obtenido biosensores para radicales a
partir de la SOD inmovilizada en nanoparticulas de 6xido
de niquel, que a su vez se retienen por electrodeposicion
con voltametria ciclica en un electrodo de fibra de carbono
modificado (55). El sensor obtenido por este método,
mantiene un proceso redox bien definido con un potencial
de —0,03 V en pH 7,4. La SOD inmovilizada present6 un
recubrimiento superficial (I) y wuna constante de
transferencia electrénica heterogénea (ks) de 1,75 x 107"
mol/ cm? y7,5+0,5 s ! respectivamente. En general, el
biosensor exhibid una respuesta amperométrica muy
rapida (3 s) en un rango de concentraciones de anion
superéxido de 10 pM a 0,25 mM, una alta sensibilidad
(12,40 nA uM ' ecm ) y un limite de detecciéon de 2,66
uM. Este dispositivo muestra elevada estabilidad,
reproducibilidad y tiempo de vida (54), lo que valida las
nanoparticulas de o6xidos metalicos como portadores
eficientes de SOD inmovilizada, para determinaciones
amperométricas de radicales sin interferencias.

Otra aplicacion importante de la SOD en el campo de
la nanotecnologia, fue aportada por Song C. et al. en 2012
(55), que inmovilizan por medio de glutaraldehido, la
SOD2 termoestable aislada del organismo Thermus
thermophilus, en nanoparticulas supermagnéticas de 6xido
de hierro y silicio modificadas con polimeros organicos.

Las particulas con la enzima incorporada fueron
caracterizadas por difraccion de rayos X, microscopia
electronica de transmision y analisis magnetométrico. Se
registrd un diametro de 40 + 5 nm y un valor de saturacion
de magnetizacion de 27,9 emu/g, sin remanencia o
coersitividad. En comparacion con la enzima libre, la
SOD2 inmovilizada presentd mayor resistencia a la
temperatura, pH, iones metalicos, inhibidores enzimaticos
y detergentes (55). Otros resultados mostraron que la
enzima puede ser reutilizada 10 veces sin pérdida
significativa en la actividad, lo que evidencia la
factibilidad de este método de inmovilizacion y la
estabilidad que brinda el anclaje quimico a nanoparticulas
(55). Estos nanodispositivos ofrecen ventajas en la
biomedicina y otras aplicaciones industriales basadas en la
SOD2.

2.4. Atrapamiento y microencapsulacion

La encapsulacion en estructuras poliméricas y
liposomas, asi como el atrapamiento en geles y polimeros
proteicos (Figura 5), también han encontrado su
aplicacion en el trabajo con la SOD, siendo empleados
tanto para la obtencion de biosensores como para el
mejoramiento terapéutico y la liberacion controlada de la
enzima.

En algunos experimentos se ha realizado el
atrapamiento de SOD y Xantina Oxidasa en matrices de
gelatina entrecruzada con glutaraldehido (56), creando
sistemas estables de porosidad controlada (Figura 5A) que
permiten la difusion de sustratos y constituyen modelos
para la generacion y evaluacion de radicales libres.

Campanella L. et al. en 1999 (57) obtuvieron un
biosensor a partir de la SOD atrapada en geles de «-
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carrageno sobre electrodos indicadores, probando con
electrodos de Clark y con electrodos amperométricos
clasicos para H,0,, resultando estos ultimos, mas
efectivos. El biosensor fue evaluado in vitro con el sistema
xantina/Xantina Oxidasa y permiti6 la caracterizacion de
otras proteinas antioxidantes en cuanto a su efecto sobre el
anion superoxido.

Figura 5. Representacion esquematica de cuatro formas de
inmovilizacion mediada por atrapamiento que se han empleado
en la caracterizacion y optimizacion de la SOD. A) Atrapamiento
en una red proteica entrecruzada con glutaraldehido. B)
Atrapamiento en gel. C) Microencapsulacion en cristal de silica
porosa. D) Encapsulacion en liposomas.

Un acercamiento mdas actual a esta aplicacion es
descrito por Emregul E. en 2005 (58), quien logra un
biosensor para aniones radicales, atrapando la SOD en
gelatina reforzada por entrecruzamiento con glutaraldehido
sobre la superficie de un electrodo de platino. El sensor fue
evaluado en varias condiciones de pH y fuerza idnica,
manteniendo una medicion estable, proporcional a la
concentracion de O, con un limite de deteccion de 0,01
mmol L™ y una relacién sefial/ruido de 3. El dispositivo
retuvo de un 80 a un 60 % de su sensibilidad tras el uso
por 4 semanas, demostrando que la gelatina brinda un
microambiente estable y biocompatible con la SOD, que
mantiene la actividad enzimatica de forma eficiente (58).
Algunas aplicaciones directas en las que este biosensor
pudo ser probado, fueron la evaluacién de la capacidad
antioxidante de drogas derivadas de acido acetilsalicilico y
la determinacion del estrés oxidativo en tejido cerebral
tumoral y sano (58).

La microencapsulacion ofrece también ventajas
atractivas para el estudio de la SOD en microambientes
controlados y para posibles aplicaciones terapéuticas. Un
ejemplo lo constituye el atrapamiento de la SODI en
microcapsulas de cristal de silica porosa (Figura 5C),
obtenido por el método sol-gel (59). Estas microcapsulas

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

se logran con condiciones poco drasticas, lo que permite el
mantenimiento de una elevada actividad enzimatica en su
interior. Ademas son porosas lo que permite el intercambio
de sustancias pero impide la pérdida de la enzima, y son
transparentes, lo que facilita el seguimiento de las
propiedades opticas de las proteinas encapsuladas.

Por otra parte la encapsulacion de la SOD en liposomas
(Figura 5D) ha logrado mejorar la biodistribucion y
preservar la estabilidad, siendo efectiva como estrategia
terapéutica. La SODI1 recombinante encapsulada en
liposomas fue utilizada en el tratamiento de heridas por
quemaduras (60), demostrando una reduccién de las
lesiones tisulares, el edema y la necrosis local, asi como un
incremento en la reepitelializacion y la cicatrizacion en
pacientes tratados, respecto a pacientes control que
recibieron placebo.

Igualmente se ha constatado la efectividad de
liposomas recubiertos de PEG como sistemas portadores
de SODI, que permiten su liberacion controlada en sitios
artriticos inflamados, en pacientes y modelos murinos de
artritis reumatoide, mediando una disminucion de la
inflamacion y del depdsito de inmunocomplejos (61).

Otra aplicacion referida a la encapsulacion de la SOD
en liposomas, es descrita por Pluta J. y Karolewicz B. en
2003 (62), que encapsulan la enzima en liposomas
obtenidos a partir de lecitina de soya, estearilamina,
fosfatidilglicerol y colesterol, recubiertos de quitosano, un
polisacarido biocompatible de uso industrial y biomédico.
Este recubrimiento funciona como mucoadhesivo por su
alta hidratacion, permitiendo al liposoma depositarse y
liberar su contenido en las mucosas (62). Estos preparados
han mostrado alta retencion de la actividad SOD y ofrecen
propiedades Tttiles, desde el punto de vista terapéutico para
el tratamiento de inflamacion y lesiones mucosales, asi
como para algunas hipersensibilidades que ocurren a nivel
de las mucosas (62).

Una aplicacion similar es lograda por Dominguez A. et
al. en el 2004 (63), quienes logran un sistema de liberacion
controlada de la SOD, atrapandola en hidrogeles de CMC.
Este constituye uno de los primeros intentos de
inmovilizacion por atrapamiento de la SOD en hidrogeles,
para uso biomédico. Dicho sistema se logrd por adicion
estequiométrica de 2-cloro-1-metilpiridin ioduro (CMP-I)
a la solucién de la enzima con CMC. El preparado retuvo
la actividad enzimatica de forma eficiente y mejoro las
propiedades farmacoldgicas respecto a la enzima nativa
(63). La cinética de liberacion fue determinada,
presentando una liberacion de un 50 % a las 72 horas. Este
sistema basado en hidrogeles de entrecruzamiento
intermedio (54 %), promueve ademas la proliferacion de
fibroblastos humanos en cultivo, pues su estructura porosa
y esponjosa provee un ambiente adecuado que actiia como
soporte para las células adherentes, que no es muy
reticulado o compacto, lo que permite el crecimiento (63).

Los resultados expuestos reafirman los sistemas de
liberacion controlada de SOD basados en hidrogeles, como
herramientas utiles en la farmacologia y la terapia, que
disminuyen el estrés oxidativo y promueven la
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proliferacion de fibroblastos y la reparacion tisular.
3. PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

Como se ha abordado en esta revision, las principales
técnicas de ingenieria de proteinas encaminadas al trabajo
con las isoformas de la SOD, han permitido su
caracterizacion, el andlisis estructura-funcion y el
desarrollo de algunas aplicaciones terapéuticas para
afecciones relacionadas al estrés oxidativo. Se han
evaluado las tres isoformas de esta proteina y se ha
establecido, tanto su funcién bioldgica, como su
implicacion en determinadas patologias, por lo que las
perspectivas de investigacion actuales relacionadas con la
SOD, estan dirigidas al mejoramiento de la enzima para
implementar terapias basadas en la administracion
exogena.

Las principales deficiencias de estas estrategias
terapéuticas, radican en la baja estabilidad de la enzima, la
imposibilidad de dirigirla a un blanco especifico, la
susceptibilidad a la inactivacion y la proteolisis, y la rapida
excrecion por via renal, que limita el tiempo de vida media
en sangre. Algunas de las técnicas de modificacion con
polisacaridos, PEG y otros polimeros organicos, asi como
la microencapsulacion y el atrapamiento, parecen resolver
algunos de estos inconvenientes y en general elevan la
permanencia en plasma y protegen contra la inactivacion,
la proteolisis y la neutralizacion por anticuerpos. Sin
embargo la terapia basada en administracion de SOD atn
afronta retos, como el mejoramiento de la biodistribucion
y un mayor tiempo de vida media, que permita minimizar
las dosis y emplear esta enzima como adyuvante para
multiples terapias combinadas, o como producto de uso
topico y sistémico, para variados trastornos isquémicos,
vasculares, neurodegenerativos, autoinmunes e incluso el
cancer.

La combinacion de sistemas de liberacion controlada y
modificacion con sustancias biocompatibles, junto con las
tecnologias de acoplamiento de anticuerpos o
nanoparticulas, ofrecen opciones atractivas y promisorias
en cuanto a la ingenierizacion de esta proteina y la
btusqueda de un producto antioxidante eficiente para uso
clinico.
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