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Since the discovery of the enzymatic
activity superoxide dismutase, the inte-
Llectual and creative explosion which has
followed with nespect to the metabolism
and molecularn biokogy of oxygen can only
be compared with that ocarning as a hesult
0f a well known publication in 1953 by
Watson and Crick on the doubfe helical
structurne of DNA. 1t can be congidently
stated that studies of superoxide radical
anions and superoxide dismutase indeed
comstitute a frontien in biology, bioche
mistry, and blophysics.

A.M. Michelson

Aunque el oxTgeno molecular fué introducido en la atmdsfera de
la tierra por organismos fotosintéticos primitivos mucho antes de la
aparicion del hombre, éste no descubrid cientfficamente que esta sus-
tancia era tan vital para su propia existencia hasta hace unos dos---
cientos afios. El descubrimiento fue debido a Joseph Priestley en 1774,
cuando enfocando los rayos del sol sobre 6xido merciirico, recogid el
oxTgeno puro o "aire deflogisticado'' que se desprendia. Con una gran
capacidad previsora, Priestley especuld no solamente con las posibles
aplicaciones médicas del oxTgeno puro, sino también con su probable -

toxicidad bioldgica (Priestley, 1775).




En realidad, todos los organismos que poseen respiracion se
ven afectados por la situacién paradéjica de que el oxigeno, fuen
te de su existencia, también es una sustancia tdxica en cuya pre-
sencia solamente pueden sobrevivir en virtud de un elaborado sis-
tema de defensas. Su margen de seguridad es limitado, de tal mane
ra, que los organismos respiratorios mueren por exposicidn a una
presidn parcial de oxigeno de cinco a diez veces la normal (Crapo
y Tierney, 1974; McCord, 1979). Por el contrario, los anaerobios
obligados, no poseen las defensas que posibilitan Ja vida aerobia

y mueren simplemente por exposicibn al aire.

La atmbsfera prebidtica de nuestro planeta, no es probable
que haya contenido cantidades significativas de oxigeno molecular
y, por lo tanto, el origen, proliferacion y desarrollo inicial de
la vida debe haber ocurrido en condiciones esencialmente anaero--
bias. Esta situacién cambié drasticamente con la aparici6n de las
algas verde-azuladas. Estos organismos fotosintéticos son capaces
de utilizar agua como fuente de poder reductor y liberar oxigeno
libre al medio ambiente. Este caso primitivo de ''polucidn'' atmosfé-

rica alterd la senda y direccidén subsiguiente de la evolucidn.

E1 oxfgeno fotosintético que entonces se acumuld en el aire
y en las aguas de la tierra, presentaba a la vez una oportunidad y
un desafio a todas las formas de vida existentes. La oportunidad -
era explotar las reactividades de este gas para producir energia y
para reacciones biosintéticas; el desaffo residfa en el desarrollo
de defensas frente a su toxicidad. El éxito con que se corond esta
situacién es evidenciado por la enorme diversidad de criaturas ae-
robias facultativas presentes ahora en la biosfera, y por la varie

dad de reacciones metabdlicas en que el oxTgeno es utilizado.



LA MOLECULA DE OXIGENO: CONFIGURACION ELECTRONICA Y FORMAS EXCITADAS

La explicacidén de la paraddjica toxicidad del oxigeno para los
organismos aerobios reside en las propiedades singulares de esta mo-
lécula que la hace tan adecuada como aceptor electronico terminal en
los esquemas matabSlicos de casi todas las formas de vida existentes
en este planeta. En primer lugar, el oxTgeno molecular es termodina-
micamente un agente oxidante extremadamente bueno. Acepta electrones
de compuestos orgdnicos reducidos, con liberacidén de una gran canti-
dad de energfa. Sin embargo, una segunda caracteristica compensativa
de la primera es la reluctancia cinética del oxigeno a aceptar elec--
trones. Esta barrera cinética se puede comprender si se considera la

configuracién de orbitales moleculares de la molécula de oxigeno.

En esta molécula solamente estd compartido un par de electro-
nes, existiendo dos electrones desapareados (®0-0°) con lo que la --
propia molécula es un biradical (Halliwell, 1974). Los dos electro--
nes desapareados como se indica en la Figura 1 ocupan diferentes or-
bitales moleculares T* (antienlazantes), pero tienen el mismo ndmero
cuantico de spin. Esta forma de 02 se dice que estd en estado triple
te y es el estado de minima energia 6 estado fundamental. Para que
la molécula incorpore electrones adicionales con spines apareados de,
por ejemplo, una molécula de azicar, uno de los electrones solita--
rios debe experimentar una inversidén de spin antes de aparearse. A
temperaturas ordinarias ésto ocurre mucho mds lentamente que la fre-
cuencia colisional de las moléculas, y de aqui que, en ausencia de -
catilisis, deba suministrarse una alta energfa de activacidén para que

las oxidaciones puedan proceder espontaneamente.
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Figura 1. Esquema de orbitales moleculares del oxigeno (Halliwell, 1974).

Se conocen otros dos estados de la molécula de 02, de alta ener
gTa 6 estados excitados, en los cuales los dos electrones tienen spi-
nes opuestos. En el primer estado excitado, los dos electrones ocupan

un mismo orbital en el que el momento angular es el mismo; se le deno



mina estado 1Ag o] ‘02 y como estos dos electrones tienen spines --
opuestos, se dice que la molécula estd en un estado singlefe. El se
gundo estado excitado, 1E;, tiene una vida media de solo 1 x 10-" seg
y decae rapidamente al estado ]Ag, no existiendo evidencias de que -

este segundo estado se forme en los sistemas bioldgicos (Krinsky,1977).

E1 oxigeno singlete (102) es una especie altamente reactiva y
manifiestamente tdxica para los organismos vivos (Trozzolo, ISZO) y
también es quizds la especie de oxigeno mds difficil de estudiar en -
sistemas bioldgicos. Aunque por el momento no existen pruebas Figutg
sas de su existencia en dichos sistemas (McCord, 1979) diversos auto
res han postulado la participacion del 102 en distintas reacciones -
bioldgicas entre las que destacan la quimioluminiscencia observada en
los neutréfilos que intervienen en el mecanismo de la fagocitosis (53
bior, 1977) y, la formacién de peroxidos liptdicos por reaccion con

scidos grasos poliinsaturados (Halliwell, 1978a).

El oxigeno singlete se forma en el curso de oxidaciones fotosen
sibilizadas (Foote, 1976) pero también se han empleado métodos quimi
cos para generar esta especie de oxigeno,.y, como ocurre a menudo, es
tos métodos quimicos pueden servir de modelos para reacciones bioqui
micas. De esta forma Krinsky (1977) ha propuesto una serie de siste-

- . - - - - . - - 1
mas fotoquimicos, quimicos y biolégicos para la produccion de 02, -

que se indican en la Figura 2.
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REDUCCION DEL OXIGENO

La reduccién completa de una molécula de oxigeno a agua, requie
re cuatro electrones y, cuando esta reaccion tiene lugar por pasos --

univalentes, las distintas etapas del proceso son las siguientes:

- + - +
0. —& o o _E__i_gﬁ+ H.0 e +H, oy 2 *H \
2 2 272 >
HZO HZO

Los intermediarios que se producen son el radical superoxido

(0 "), el peréxido de hidrbgeno (H202) y el radical hidroxilo (OH").
De éstos, el mds estable y el Gnico que se podria acumular apreciable
mente en medios acuosos neutros es el HZOZ’ mientras que el 02 tiene
una vida del orden de milisegundos, y &sta es todavia mucho mas corta
en el caso del radical OH' (Czapski, 1971). No es por lo tanto sorpre
dente que aunque el perdxido de hidrdgeno haya sido reconocido desde

hace muchos afios como uno de los productos de la reduccidn blologlca

del oxfgeno, y como una posible explicacién de su toxicidad (McLeod y
Gordon, 1923), en cambio los radicales intermedios sdlo hayan recibi-

do una consideraci6n seria hasta hace poco tiempo.

En afios recientes se han publicado varias revisiones acerca de
las propiedades quimicas y fisicas del superdxido (Fee y Valentine,
1977; Fee, 1979). Este radical libre aniénico formado por la reduc--
cién univalente del 02 estd fuertemente solvatado por moléculas de -
agua, una interaccidn que domina toda su reactividad quimica. Su for
ma protonada, el radical perhidroxilo (HOi), es un acido débil con -
un pK_ de 4,8 (Behar y col., 1970). EIl superdxido puede actuar como

reductor, cediendo su electrdn extra, o como oxidante, reduciéndose



a H202, siendo los valores de los potenciales redox de ambos proce--
sos de E; =- 0,16 Vy E; = + 0,87 V, respectivamente (Fee, 1979). -
Estas caracterfsticas estan incluidas en la reaccidén de dismutacidn

de estos radicales:

.- + B
202 + 2H —— HZOZ + 0

que es la reaccidn dominante del superdxido en medio acuoso.

2

Las vias univalentes de reduccidn del oxTgeno son realmente fa-
vorecidas frente a otros mecanismos que implican transferencias de pa
res de electrones (Taube, 1965). La base de &sto radica, como se indi
cé anteriormente, en que el oxigeno en estado fundamental es paramag-
nético, por ser un bi}adical, y tiene dos electrones desapareados con
spines paralelos. Un par de electrones que entrase, veria obstaculiza
da su entrada en los orbitales disponibles por una restriccidn de spin.
En consecuencia, un electrdn tendria que experimentar una inversion -
de spin antes que el par entrante pudiera ser aceptado por la molécu-
la de oxigeno, por lo que siempre y cuando sea energéticaméhfe facti-
ble, las vfias univalentes de reduccidn del oxigeno no deben ser favo-

recidas puesto que evitan esta restriccidn de spin (Taube, 1965).

En afios recientes se ha puesto de manifiesto que la reduccion -
univalente del oxfgeno es un hecho comin tanto en oxidaciones enzima-
ticas como espontdneas (McCord y col., 1971), y los radicales de oxi-
geno que anteriormente sdlo eran objeto de estudio por los quimicos -
de radiaciones, han pasado a acaparar también la atencidén de los bio~

quimicos.
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Sin embargo, de lo dicho anteriormente no debe sacarse la con
clusidn de que el Oé- es el producto principal de la reduccidn biold
gica del oxigeno. En realidad, algunas enzimas oxidativas han evolu-
cionado de tal modo que son capaces de evitar la restriccion de spin
y llevar a cabo la reduccidn divalente e incluso tetravalente del 02,
sin liberacidn significativa de intermediarios. Asi, la mayor parte
del oxfgeno consumido por las células aerdbias es utilizado por la -
citocromo oxidasa, que reduce el oxfgeno a agua sin liberacion de Oé_
) HZO2 (Antonini y col., 1970). Segidn Fridovich (1978b) durante el -
metabolismo aerdbico ordinario la produccidn de Oi debe constituir
una via minoritaria, no superando el 5% de la fraccion de oxigeno to

tal reducido.

FUENTES QUIMICAS Y BIOLOGICAS DE SUPEROXIDO

El anion radical libre Oé- puede ser producido bien por reduc
cidn univalente del oxfgeno & por oxidacidn univalente del perdxido
de hidrégeno. Hay una gran variedad de métodos descritos para la ge-
neracidn de estos radicales 4n vitho, como se indicard mis adelante,
aunque los mas conocidos son quiz3s aquellos basados en la accion de
radiaciones ionizantes de alta energia (como rayos Yy, rayos X, y elec-
trones acelerados) sobre soluciones acuosas conteniendo oxTgeno (Frl
dovich, 1976a).

También se conocen algunas reacciones que dan lugar a la pro-
duccién de cantidades sustanciales de Oé-. En el curso de las autoo-
xidaciones de hidroquinonas (Misra y Fridovich, 1972a), leucoflavinas
(Misra y Fridovich, 1972a; Ballou y col., 1969), catecolaminas (Mis-
ra y Fridovich, 1972b; Cohen y Heikkila, 1974), tioles (Misra, 1974)
y tetrahidropterinas (Fisher y Kaufman, 1973), se ha demostrado la -
generacion de radicales Oé-. Las ferredoxinas reducidas se oxidan --

espontineamente, dando lugar a la produccidon de superdxido (Misra y
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Fridovich, 1971). La hemoglobina y la mioglobina, en sus formas oxi-

genadas, liberan lentamente 02 cuando son convertidas en methemoglio
bina y metmioglobina (Misra y Fridovich, 1972c; Gotoh y Shikama, =---
1976). La produccidn de metmioglobiné es lo suficientemente importan
te para que los eritrocitos contengan una methemoglobina reductasa que
lleva a cabo una reversidn neta de este proceso (Fridovich, 19783 . lgualmente,
se ha verificado la produccidn de superbéxido en la reduccidn univa--
lente del oxigeno molecular por los iones met&licos Fe2+, Co2+ é Ni2+,
cuando estos ijones estdn coordinados con ligandos especificos, tales

como oligopéptidos sencillos (Michelson, 1977).

Por otra parte, aunque hoy dia se sabe que el radical superoxi_
do se produce durante la reduccién bioldgica del oxigeno, todavia no
existen evidencias suficientes para poder especificar la reaccién res
ponsable predominante en ninguna célula, ni de cuantificar la magnitud
de su produccidn. En el curso de la accién de varias enzimas oxidati-
vas se ha demostrado la produccién de superdxido; entre éstas se en-
cuentran la xantina oxidasa (McCord y Fridovich, 1968b; Fridovich,
1970), la aldehido oxidasa (Rajagopalan y col., 1962; Rajagopalan y
col., 1964), y la dihidroorético deshidrogenasa (Aleman y Handler,
1967). En el caso de la xantina oxidasa de la leche, se han estudia-
do los aspectos cuantitativos de la reduccién univalente del oxfgeno
en funcidn del pH, p02 y de la concentracidon de xantina, encontrando
se que esta enzima lleva a cabo reducciones univalentes y divalentes
del oxigeno. El porcentaje del flujo total de electrones a través de
esta enzima, que resulta en la reduccidn univalente del oxfgeno, se
incrementa por elevacién del pH y de la concentracidn de oxigeno, y

por disminucién de la concentracion de xantina (Fridovich, 1970).

Massey y col. (1969) estudiaron la habilidad para generar 02

de varias flavoprotein  hidroxilasas, oxidasas y deshidrogenasas,

encontrando que sdlo las flavoprotein deshidrogenasas producian 02 .
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E1 radical superdxido también se ha demostrado que es un inter
mediario en el mecanismo de accién de varias enzimas oxidativas como
la galactosa oxidasa (Hamilton y Libby, 1973), la indolamina dioxige
nasa (Hirata y col., 1977; Ohnishi y col., 1977) y la 2-nitropropano
dioxigenasa (Kido y col., 1976).

Se ha descrito la produccién de radicales Oé- de organulos -- )
celulares, tales como mitocondrias (Loschen y col., 1974; Boveris 1977)
y cloroplastos (Asada y Kiso, 1973; Epel y Neuman, 1973; Halliwell,
1975). En los leucocitos polimorfonucleares o granulocitos se ha ob-
servado la liberacién de grandes cantidades de este radical durante
la explosidn respiratoria que acompafia a la fagocitosis activa (Che-
son y col., 1977).

CITOTOXICIDAD DEL SUPEROXIDO Y DE RADICALES SECUNDARIOS

Como indicamos anteriormente, el radical superdxido puede ac--
tuar indistintamente como agente oxidante o reductor, y por lo tanto
puede producir modificaciones en una variedad de moléculas de impor-
tancia bioldgica. A pesar de due la quimica de las interacciones del
Oi- con protefnas, lipidos, polisacdridos, &cidos nucléicos y otros
compuestos celulares necesita ser objeto de una investigacidn mas --
exhaustiva, en los iiltimos afios se han ido acumulando evidencias cre
cientes para suponer que el radical Oé- es un agente importante de -
la toxicidad del oxigeno, y quizd el factor clave de ésta. Flujos de
Oé-, generados enzimdticamente, por radiolisis o electroquimicamente,
se ha postulado que pueden producir distintos procesos degradativos

in vitrno, como se indica.en la Tabla I.

Sin embargo, el estudio detallado de las propiedades fisicas y

quimicas del radical Oé- llevado a cabo por distintos investigadores,



TABLA |. PROCESOS DEGRADATIVOS £n vitrno EN LOS QUE SE HA POSTULADO LA PARTICIPACION DEL SUPEROX1DO

Proceso

Referencias

Degradacién/despolimerizacidon del ADN

Peroxidacidn lipidica

Despolimerizacién de polisacaridos

Hidroxilacidén de sustancias aromaticas

Muerte de células (bacterias y mioblastos)

Formacién de etileno a partir de metional

(van Hemmen y Meuling, 1975; Cone y col., 1976;
Lorentzen y Tso, 1977)

(Fee y Teitelbaum, 1972; Lynch y Fridovich, 1978;
Kellogg y Fridovich, 1975; Tyler, 1975; Pederson
y Aust, 1972; Bus y col., 197k4; Tyler, 1975a; No
guchi y Nakano, 1974)

(McCord, 1974; Isbell y Frusch, 1977)

(Goscin y Fridovich, 1972a; Halliwell, 1975; Halli
well y Ahluwalia, 1976; Halliwell, 1977; McCord y
Day, 1978)

(Lavelle y col., 1973; Michelson y Buckingham, 1974k,
Gregory y col., 1973; Dechatelet y col., 1975; Van
Hemmen y Meuling, 1977)

(Beauchamp y Fridovich, 1970; Weiss y col., 1978)
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entre los que destacan el grupo de James A.Fee de la Biophysics Re-
search Division de la Universidad de Michigan, han puesto de mani--
fiesto que el radical superdxido per se tiene una reactividad bio--
quimica bastante mds limitada de lo que anteriormente se pensaba vy,
en consecuencia, no puede llevar a cabo una gran variedad de reac--

ciones con distintas moléculas bioldgicas.

Se ha demostrado, que en la mayoria de los casos descritos en
la Tabla |, los efectos letales del Oé- dependen también de la pre-
sencia simultanea de HZOZ’ y de hecho, la adicion de catalasa con--
fiere proteccién a los sistemas bioldgicos ensayados. Por otra par-
te, la presencia del H202 resulta casi obligada, pues como se indi-
c6 anteriormente, el propio Oé genera este reactivo por dismutacion
espontanea. En realidad, hoy dfa goza de general aceptacidn la hipd
tesis de que la verdadera especie téxica se forma por reaccidn del
Oé- con el H202, como propusieron Beauchamp y Fridovich en 1970, vy
que el producto formado es mds letal bioldgicamente que cualquiera
de los dos reactivos. Estos dltimos autores propusieron al radical
hidréxilo (OH') como la especie responsable, la cual se formaria me
diante la lisis reductora del H202 por el Oé—, segin la reaccion:

%

+ H202 —r 02 + OH + OH

Esta reaccidn fue propuesta por Haber y Weiss en 1934 pero in-
vestigaciones posteriores fueron incapaces de confirmar la viabili-

dad de la reaccidn en sistemas quimicamente definidos.

En realidad la denominada reaccidn de Haber-Weiss, después de
su resurreccién por Beauchamp y Fridovich en 1970, encontrd muchos
fervientes partidarios porque ofrecfa una explicacidén simple a un -

auténtico cimulo de observaciones experimentales, pero también fue
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fuertemente contestada por muchos investigadores que consideraban
que desde puntos de vista termodindmicos y cinéticos, la reaccidn
no podfa tener lugar. Aunque hoy dfa la polémica todavia continua

parece ser que la verdad estd en tierra de nadie.

Mediante estudios en condiciones cuidadosamente controladas
Halliwell (1976) ha demostrado que la reaccién directa, no catali-
zada, entre el Oé_ y el H202, aunque es factible termodinamicamen-
te, en términos cindticos es un proceso muy lento. En cambio, Koppe
nol y Butler (1977) han postulado mediante consideraciones de orbi
tales moleculares, que la reaccidn es posible si es catalizada, por
Féy} posteriormente McCord y Day (1978) han obtenido la consiguien

te verificacidon experimental.

Asi, 1a reaccidn puede ahora contemplarse como constituida por

dos semi-reacciones, en las que interviene el hierro:

05 Fedt — 0, + R
Felt 4 H,0, ———> Fest + OH™ + OH°
Total 057 + H0, ——— 0, + OH + OH

La sequnda semi-reaccién es andloga a la famosa reaccidn de
Fenton (1894), en la que mediante mezclas de sales ferrosas y H202
(reactivo del mismo nombre) se generan especies de gran poder oxi-

dante que tienen amplio uso como reactivos hidroxilantes.

Experimentalmente, el hierro complejado por el EDTA, segiin -
McCord y Day (1978), es un catalizador efectivo, mientras que el -
Cu-EDTA no promueve la reaccidn. En realidad, los numerosos casos
descritos en la literatura y atribuidos a la produccidn de OH™ es
posible que sean catalizados por trazas de hierro e incluso otros

elementos de transicidn presentes en la mezcla de reaccion. Ni que
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decir tiene el interds y la importancia que reviste la identifica-
cion de la forma biolégica especifica en que estd presente el me--

tal.

Una reaccibén andloga al proceso de Haber-Weiss es la reaccidn
del superdxido con hidroperdxidos orgdnicos, ROOH, en lugar del pe
roxido de hidrdgeno. En este caso, segin Peters y Foote (1976), 1a

reaccién procede rapidamente sin necesidad de catllisis:

ROOH + Oi_ —————> 0, + RO + OH

Este mecanismo permite al superdxido iniciar las reacciones
en cadena de peroxidacidén de 17pidos, siempre y cuando existan mo-
léculas "iniciadoras'' de peroxilipidos. Aunque las reacciones de -
este tipo sdlo se han detectado recientemente, todo parece indicar

que tienen un significado bioldgico potencial considerable.

El radical hidroxilo (OH') es uno de los oxidantes mas poten
tes conocidos y su quimica ha sido exhaustivamente estudiada por -
Czapski (1971). Una muestra de la gran reactividad de este radical
la constituyen sus constantes de velocidad para las reacciones con
etanol, dcido acético y acido benzéico a 252C que son de 1,85 X 109
M seg™! (Neta y Dorfman, 1968), 1,9 x 107 M™!
1972) y 6,0 X 107 n! seg-1 (Neta y Dorfman, 1968), respectivamen-

te. Los radicales hidroxilo pueden atacar y dafiar a practicamente

seg“l (Borggaard,

todas las moléculas presentes en las células (Anbar y Neta, 1967).
Por ejemplo, pueden hidroxilar las bases piricas y pirimidinicas -

presentes en el ADN, dando lugar a mutaciones (Halliwell, 1978a).

. " 1
‘La forma excitada de oxTgeno denominada oxigeno singlete ( AgOZ) es

otra especie altamente reactiva, como mencionamos en otra parte de
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esta introduccin y, algunos autores (Arneson, 1970; Khan, 1970)
han descrito la formacidn de 1AgOZ en la dismutacidén espontinea de
2 moles de Oé , aunque también se han vertido algunas dudas a este
respecto (Poupko y Rosenthal, 1973). Segiln Kellogg y Fridovich ---
(1975, 1977), la molécula de oxfgeno que aparece como producto de
la reaccién neta de Haber-Weiss, no es el oxigeno triplete en esta
do fundamental (3202), sino la forma electrdnicamente excitada --
oxigeno singlete:

00" + HO0L —— > OH™ + OH" + |

2 272 Ag0

2

Koppenol (1976) ha calculado que esta reaccidn es termodina-
micamente favorable si el oxigeno singlete estd en el estado ]Ag,
pero la energfa de reaccidén no es suficiente para producir el IZ;,
y considerando que el oxigeno singlete ]Agoz es un oxidante de ex-
tremada reactividad, su predsecidn.en sistemas biolGgicos debe ser

causa de grave preocupacion.

En conclusidn, parece que est3d fuera de duda que en los sis-
temas bioquimicos tiene lugaf la produccion de radicales Oé_, y --
que esta especie, por reaccidn con el H202 o con perdxidos organi-
cos, puede dar lugar a la generacidn de oxidantes mucho mis poten-
tes que ellos mismos y, manifiestamente citotdxicos, como el OH’ Y
el 1Agoz. Considerando que el propio Oé_ es capaz de producir HZOZ’
se puede afirmar que la produccidn de este radical inicia una se-
cuencia de acontecimientos que pueden conducir a dafios celulares
tan importantes como el ataque al ADN, membranas lipidicas y otros
componentes celulares esenciales. Por tanto, aunque el radical Oi-
per Ae, puede que no sea una especie muy peligrosa, esto carece de
importancia si se considera que puede engendrar otros reactivos --

que si son ciertamente letales,
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LAS SUPEROXIDO DISMUTASAS

El descubrimienfo de la actividad enzimdtica superdxido dis-
mutasa (EC 1.15.1.1) tuvo lugar en 1969 y fue debido a Joe M. McCord
e Irwin Fridovich, investigadores del Departamento de Bioquimica -
del Duke University Medical Center de Durham (Estados Unidos). La
historia de la superéxido dismutasa es en palabras de sus descubri
dores ''el resultado de acontecimientos afortunados, de una investi
gacién persistente y, de una financiacidn liberal y clarividente -

por parte de la administracidn'' (McCord y Fridovich, 1977a).

Esta familia de metaloenzimas cataliza el desproporcionamien
to & disminucidn de los radicales libres superdxido, segiin la reac
. -,
cidn:

0; +0'_+2H+———-———+H02+0

2 2 2

La xantina oxidasa de la leche habfa captado durante muchos
afos la atencidn de estos investigadores debido a que originaba va
rios procesos petu]iares dependientes de oxTgeno, tales como la re
duccidn del citocromo c, la fniciacién de la oxidacién del sulfito
y la quimioluminiscencia del luminol y de la lucigenina (McCord vy
Fridovich, 1977a). En 1968 se 1legd al convencimiento de que la --
xantina oxidasa liberaba el anidn superdxido durante su accidn ca-
talftica aerbbica, y que este radical era la causa de las acciones

antes descritas (McCord y Fridovich, 1968a).

Entonces ya tenfan conocimiento los investigadores menciona-
dos de que ciertas preparaciones proteicas eran capaces de inhibir
la reduccién del citocromo c, la oxidacidn del sulfito y la quimio
luminiscencia del Tuminol y de la lucigenina, causadas por la xanti
na oxidasa, sin que tuviera lugar inhibicién alguna del ''turnover"

catalftico de ésta enzima. Parecid entonces inmediatamente obvio -
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que, si el Oé- libre era la causa de todos estos procesos, entonces
estas proteinas inhibfdoras deberfan actuar secuestrando Oi-. Como
estas proteinas eran efectivas en cantidades cataliticas, resultaba
evidente que deberfan actuar catalizando la dismutacidén del Oé-, se
giin la reaccién antes indicada. Esto fue demostrado experimentalmen
te llevidndose a cabo después el aislamiento de la enzima responsa-
ble a partir de eritrocitos bovinos, que fue designada con el nom-

bre de superéxido dismutasa (McCord y Fridovich, 1968b, 1969a) .

En realidad, esta enzima una vez caracterizada resultd idénti
ca a las llamadas cupreinas, metaloproteinas que habfan sido aisla
das y caracterizadas de distintos origenes durante los treinta afios
que precedieron al descubrimiento de su actividad superéxido dismu-
tasa por McCord y Fridovich, pero en las que no se habTa detectado
actividad enzimitica alguna. Estas proteinas con la excepcidn de la
orgoteina (Huber y col., 1968) fueron siendo designadas segin el te
jido de origen y su contenido en cobre: hemocupreina y hepatocuprei
na de eritrocitos e higado de mamiferos, respectivamente (Mann y -
Keilin, 1938); hepatocuprefna de higado de caballo (Mohamed y Green
berg, 1953); cerebrocupreina de cerebro bovino (Porter y Folch, --
1957), y eritrocupreina de glébulos rojos humanos (Markowitz y col.,

1959) .

Posteriormente, Lippitt y Fridovich (1973) demostraron que una
enzima hasta entonces conocida por el nombre de tetrazolio oxida
sa era idéntica a la superdxido dismutasa aislada de eritrocitos bo

vinos por McCord y Fridovich (1969a).

Como resultado del descubrimiento de esta actividad enzimati-
ca, que tiene la propiedad singular de utilizar como sustrato un ra
dical libre, numerosos investigadores volcaron su interés hacia el

estudio de la biologfa del radical superéxido, como lo prueba el --
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crecimiento exponencial de la literatura relacionada con este tema
desde 1969, y, el que en los Gltimos cinco afios las publicaciones
aparecidas sobre superdxido dismutasa hayan superado en nimero a -
las de cualquier otra enzima (Pauling, 1979). Existen numerosas re
visiones sobre esta materia debidas a Fridovich (1974, 1975, 1976a,
1976b, 1978a, 1978b, 1978¢), Bors y col. (1974), Halliwell (1974),
Asada (1976a), Michelson (1976, 1978), y McCord (1979), entre otros

investigadores, y se han celebrado dos Simposios Internacionales so

bre "Superdxido y Superéxido dismutasa' en 1976 y en 1979.

Hasta la fecha, se han caracterizado tres clases de superdxi
do dismutasas que difieren entre s segin el grupo prostético metd
lico ligado a la enzima. El primer grupo contiene cobre y cinc vy,
a é1 pertenece la primera superdxido dismutasa aislada por McCord
y Fridovich (1969a) de eritrocitos bovinos y, los otros dos grupos

contienen manganeso € hierro, respectivamente.

Estas metaloproteinas se encuentran ampliamente distribuidas
en la naturaleza, estando presentes en todas las células aerobias,
tanto procaridtas como eucaridtas, e incluso en algunas bacterias

anaerobias.

MECANISMO DE LA ACCION ENZIMATICA

El radical superéxido no se puede acumular en medios acuosos
ya que ficilmente experimenta una reaccidon de desproporcionamiento
o dismutacidn. Teniendo en cuenta que el superdxido es la base con
jugada de un acido debil, el radical hidroperdxilo (HOé), cuya pKa
es 4,8, es comprensible la dependencia de la dismutacidn esponta--

nea respecto al pH. Behar y col. (1970) y Marklund (1976) han de--
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mostrado la existencia de tres reacciones .bimoleculares de dismu-
tacion del radical supéréxido que tienen lugar a distintos rangos
de pH entre las formas idnicas y néutras. Estas reacciones, junto
con sus constantes de velocidad (KZ) son las siguientes:

-1

. . - 5 41
HO, + HO), ———— H20 + 0, Ky 8 X 10° M ' seg

2 2

HO: + 07 + HF —— H,0, + 0 K= 8 x 107 mo! seg"
2 2 272 2 2
. .= + -1 -1

02 + 02 + 2H —- HZOZ + 02 K2< 0,2 M seg

De acuerdo con estos autores, la dismutacidén espontdnea es mi
xima a pH 4,8, y la velocidad disminuye en un factor de 10 por cada
incremento de una unidad en el pH por encima de 4,8, La reaccidn de
dismutacidn espontdnea, a pH 7,8 y en medio acuoso, tiene una cons-
4 M-I
1978a). El mecanismo de la dismutacién espontdnea ha sido estudiado
también por Bielski y Allen (1977) y, Fee y McClune (1978). Segin -

estos autores la forma idnica Oi no reacciona consigo misma para -

tante de velocidad de aproximadamente 8 X 10 seg-‘ (Fridovich,

dismutarse sino con su acido conjugado (HOé) que existe en equili-

brio.

El mecanismo mds aceptado para la catdlisis de la reaccion -
de dismutacidn es el que postula la reduccidn y reoxidacion alter-
nativa del catalizador durante encuentros sucesivos con Oi-. El ca
talizador realizarfa, por lo tanto, la transferencia de un electron
desde un Oé- a otro sin necesidad de una aproximacidn estrecha de
los aniones. Este mecanismo, en lineas generales, se ha demostrado
en todas las superdxido dismutasas hasta ahora examinadas, tanto -
cuprocinc como ferro &

col., 1974; McAdam y col., 1977a; 1977b; Lavelle y col., 1977). El

mecanismo puede esquematizarse mediante las reacciones:

manganoenzimas (Klug y col., 1973; Pick y -
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E-Men+0';———~——-+E-Men-]+0é
1 + n
+ 2H— E - Me' + H,0,

+02

E - Men-

donde E representa a la enzima y Me al metal. En el caso de las cu
procinc superbéxido dismutasas es el cobre el que participa en el -
ciclo catalitico, oscilando del estado clprico a cuproso, mientras
que el cinc parece desempefiar un papel estructural, En las mangano
y ferro superbéxido dismutasas, los estados trivalentes y divalen--

tes de los metales estdn implicados en el ciclo catalitico.

Las superdxido dismutasas son unos catalizadores extraordina
riamente eficientes y succonstante de velocidad de reaccidén con el
Oé- oscila entre 0,5 X 109 y 2 X 109 M-] seg-1, segin la fuente de
origen de la enzima (Rotilio y col., 1972; Lavelle y col., 1977).
Si se considera que a pH 7,8 la constante de velocidad de la dismu
tacién espontanea del Oé- es, como antes mencionamos, aproximada--

L -1
mente 8 X 10" M

ran enzimas para catalizar una reaccién que es tan rapida, incluso

-1 .
seg , puede parecer sorprendente que se requie-

en ausencia de catalizador. Sin embargo, hay que considerar que, a
pesar de la alta constante de velocidad, la reaccidn es de segundo
orden en Oé—, y la primera vida media es, por lo tanto, funcidn del
nivel de Oé_ en estado estacionario. Asf, a una concentracién de -

-10

superdxido de 1 X 10 M la reaccidn seria lenta. Por el contra--

rio, la reaccidn entre el Oé- y la superdxido dismutasa es de pri-
mer orden en superdxido y en enzima, y ademds la enzima estd pre-
sente en la mayor parte de los tejidos a una concentracidon de apro
ximadamente 1 X 10-5 M (Fridovich, 1978a). A niveles de 0. de 1 X
10-10 M, la dismutacién catalizada por la enzima serfa 10° veces -
m3s rapida que la reaccidn espontdnea. ~ De hecho, al pH fisiold--

gico la constante de velocidad en la reaccidn enzimdtica es --
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aproximadamente 10 b veces mayor que en la reaccidn espontanea.
El incremento neto de la tasa de dismutacion de Oé_, causadd por
niveles intracelulares de superdxido dismutasa a una concentra---
cion estacionaria de superdxido de 0,1 nM, es asi de 109 veces, Y
la ventaja proporcionada por la enzima serfa todavia mayor a los

niveles inferiores estacionarios de 0. que son de esperar en una

2
célula,

METODOS DE ENSAYO DE LA ACTIVIDAD SOD

La medida de la actividad superdxido dismutasa presenta un -
gran problema, poco habitual en ensayos enzimiticos convencionales,
derivado de la inestabilidad intrinseca en medios acuosos de su --
sustrato, el radical libre 0. . Los distintos métodos de que se dis

2
pone se pueden clasificar en dos grupos: directos e indirectos.

Ensayos directos

Estas determinaciones son tedricamente preferibles, toda vez
que se mide la tasa de consumo de Oé_ por la enzima, o bien la ta-
sa de formacion de los productos de dismutacidn de los radicales -
Oé .

El método de la radiolisis de pulsos es, de todos los conoci
dos, el que reune las condiciones del método ideal para la determi
nacion de la actividad superdxido dismutasa y la investigacion del
mecanismo de la reaccidn, ya que hace posible la determinacion di-
recta de la constante de velocidad, tiene una gran sensibilidad y
suministra una dependencia lineal de la concentracién de enzima, a
la vez que proporciona un alto rendimiento en Oé-. En este método,

los pulsos de electrones energéticos obtenidos en un acelerador 1i



24

neal de Van de Graaff, son dirigidos contra soluciones acuosas oxi
genadas, dando lugar a la generacién de electrones hidratados (%xu
H® y OH°. En presencia de oxigeno se producen Oé— Yy HOé (Fridovich

1976a) mediante las reacciones:

Cacu ¥ 02 ) )

2

¢ B ——— e
H* + 02 HO

El formato dobla el rendimiento radiolitico de Oi_ y elimina

el OH' mediante la siguiente reaccién (Fricke y Thomas, 1964):

HCOO + OH® ——— 00" + H,0

coo® + 02 —— CO2 + 02

De esta manera, mediante radiolisis de pulsos es posible in-
troducir rapidamente 0.  en soluciones acuosas a concentraciones -
tan altas como 2 X 10-§ M, lo que permite el control espectrofoto-
métrico directo de la desaparicidn del Oé— por medida de su absor-
cion al ultravioleta. Esta técnica se ha utilizado para medir di--
rectamente la accidn catalitica de la cuprocinc superdxido dismuta
sa bovina (Rotilio y col., 1972), de la ferro-superéxido dismutasa
de Photobacterium Leiognathi (Lavelle y col., 1977), y de la manga
no superdxido dismutasa de Bacillus stearothermophilus (McAdam y -
col., 1977a, 1977b), entre otras enzimas. En los tres casos cita--
dos las constantes de velocidad determinadas para la dismutacién -
9 ﬁl -1 -1 y 0,6

enzimitica fueron de 2 X 10 seg”!, 0,55 X 107 ! seg

X 109 M-lseg—], respectivamente.

La resonancia paramagnética electrénica (RPE) de congelacidn
répida también se ha utilizado para la estimacidn de la actividad
superdoxido dismutasa (Ballou y col., 1969; Orme-Johnson y Beinert,

1969). En este método una mezcla de reaccidn es extinguida por con

)
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gelacidn rapida, y la mezcla congelada se coloca después en una ca
vidad de microondas, éxaminéndose su contenido en spines electréni
cos desapareados (Bray, 1961). Se utiliza riboflavina tetracetila-
da reducida en condiciones anaerobias por un proceso fotoquimico.
La flavina reducida se mezcla entonces rapidamente con oxigeno y -
se detecta por RPE la produccidn de Oé_ por su habilidad para redu
cir el citocromo ¢, La superdxido dismutasa disminuye la sefial de
RPE del 0. e inhibe la reduccién del citocromo c. De esta forma,

2
se pudo calcular la constante de velocidad para la reduccién del -

citocromo ¢ por el 0, (Ballou y col., 1969). Una metodologia simi_
lar se utilizd para la deteccidn del Oé generado por la reoxida--
cidn de ferredoxina reducida de CLostaldium, y en este caso el efec
to catalitico de la superdxido dismutasa fue también observado di-

rectamente (Orme-Johnson y Beinert, 1969).

Otro método directo es el descrito por Rigo y col.(19741975a)
que est3 basado en la reduccidn polarogradfica del oxigeno molecular
en un electrodo de gota de mercurio. Se utiliza un cdtodo cubierto
con 6xido de trifenilfosfina lo que hace que tenga lugar, casi ex-
clusivamente, la reduccidén univalente del oxTgeno, con formacion -
de Oé-. En estas condiciones, la superdxido dismutasa incrementa -
la altura de la onda polarogrifica de reduccidn del oxTgeno, dismu
tando el superdxido en las proximidades de la superficie del elec~
trodo. Este ensayo, segiin sus autores, estd libre de interferencias
y puede utilizarse para el ensayo de fluidos bioldgicos y homogena
dos, aunque tiene la desventaja de su limitada precisidon, ya que -
el incremento maximo en la altura de onda producida por la superd-
xido dismutasa es pequefio, y ademds s6lo es aplicable a valores de
pH superiores a nueve. Rigo y col. (1975b) aplicaron este método al

estudio cinético de la dismutacién del Oé- por la Cu, Zn-SOD bovi-
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na y, posteriormente, Rigo y Rotilio (1977), describieron una modi
ficacidon de esta técnica polarografica para la determinacion simul

tanea de superdxido dismutasa y catalasa en materiales biolégicos.

Marklund (1976) ha disefiado un método directo espectrofotomé
trico consistente en la utilizacidn de superdxido potdsico (KOZ) -
como sustrato, en una solucidn alcalina (pH 8,9-12,7), y en el se-
guimiento de la reaccidén durante tiempos de 15-20 segundos por es-
pectrofotometria a 250 nm, longitud de onda de maxima absorcidon --
del radical Oé-. Este procedimiento también se utilizdé para deter-
minar las constantes de velocidad de la mangano superdxido dismuta
sa bovina, y de las cupro, cinc-superdxido dismutasas de origen bo
vino y humano, encontrandose valores del mismo orden a los determi

nados por radiolisis de pulsos.

Otro método descrito estd basado en la utilizacidén de un ---
electrodo de oxigeno tipo Clark (Marshall y Worsfold, 1978). En es
te procedimiento, el 02- se genera fotoquimicamente a niveles satu
rantes en la célula del electrodo, por iluminacién de mezclas de -
riboflavina y tetrametiletilendiamina (TEMED); y por medio del electro
do de oxTgeno se mide su dismutacién a oxigeno y perdxido de hidrd
geno. E1 perdxido en exceso es secuestrado por una sal de tetrazo-
lio que a su vez lo oxida a oxTgeno. Se trata por lo tanto de un -
método contfnuo para la determinacidén de actividad superdxido dis-
mutasa, que proporciona un registro lineal de la reaccidn, cuya --

pendiente es funcién directa de la cantidad de enzima afadida.

Ensayos indirectos

Estos métodos son los mds utilizados por los investigadores

debido a que no presentan complicaciones metodoldgicas, y pueden -



27

llevarse a cabo con el aparataje del que normalmente se dispone en
un laboratorio convencional de bioquimica. Estos métodos se basan
en las alteraciones, catalizadas por la enzima de la concentracion

estacionaria de los radicales superdxido.

Los métodos directos miden la concentracidn instantanea de -
Oé_ y, por esto, son inherentemente mis insensibles que los méto--
dos indirectos que integran la cantidad total de Oé- producida en
el curso de la reaccién. Asi, los métodos directos de determina---

cién de superdéxido dismutasa deben llevarse a cabo en presencia de
concentraciones directamente observables de Oé , esto es, aproxima

5

damente 10 °M. Por el contrario, los métodos indirectos pueden rea

lizarse con niveles estacionarios de O2 en el rango de 10 = a ---

0”13 (McCord y Fridovich, 1969a). Si se considera que la dismuta

2
que la dismutacién enzimatica es de primer orden con respecto a es

cién espontdnea del 0, es una reaccidn de segundo orden, mientras
te radical, cuanto mids baja sea la concentracion en estado estacio
nario de 0, mas eficientemente competird la enzima con la dismuta
cidn espontdnea. Entonces, en igualdad de condiciones, cuando la -
concentracidn en estado estacionario de Oé disminuya, una determi_

nada concentracidn de enzima interceptard mayores niveles de Oé .

Todos los métodos indirectos mds comunmente utilizados cons-
tan de dos componentes: un generador y un detector de superdxido -
(Fig. 3 ). El1 generador sirve para producir el radical a una velo-
cidad controlada constante. En ausencia de SOD el radical se acumu
la a una concentracidn tal que su velocidad de reaccién (oxidacidn
o reduccidn) con el detector iguala a su velocidad de generacion,
alcanzandose este estado estacionario en aproximadamente un segun-
do. Si la superdxido dismutasa est3 presente, compite con el detec

tor por el superbéxido, con el resultado de una disminucidn de la -



GENERADORES DE Oé— DETECTORES DE Oé-

Citocromo ¢

Azul de nitrotetrazolio
Cloruro de hidroxilamina
j::::::::::::::::: Dianisidina + riboflavina

FOTOQUIMICOS > (:)2 —= Dianisidina + peroxidasa + HZOZ

\'Oxidacién de SU]fitO

Productos de autooxidacidn ¢ pirogalol

ENZ IMATICOS

epinefrina

QUIMICOS hidroxidopamina

Fig. 3. Métodos indirectos de ensayo de la actividad superdxido dismutasa
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concentracidn estacionaria del radical, que se manifiesta en una -
inhibicidn de la reaccién del superdxido con el detector. Mientras
que en los ensayos directos se puede medir la constante de veloci-
dad entre la enzima y el sustrato, un defecto de los métodos indi-
rectos es, que nunca se alcanza la saturacidn de la enzima por el

sustrato, y las concentraciones de superdxido en estado estaciona-

8 134

rio son muy pequefias, del orden de 10°° a 10 , teniendo por lo

tanto que basarse en una competicién entre la superdxido dismutasa
y el detector. De aquf que la relacién de las constantes de veloci
dad y la concentracién del detector determinen la sensibilidad del

ensayo para la superbxido dismutasa.

Los distintos métodos indirectos existentes, utilizan gene-
ralmente tres tipos de generadores de superdxido: enzimaticos, fo

toquimicos y quimicos.

.

Generadores enzimaticos de 02

El sistema xantina/xantina oxidasa es una fuente de 02 muy
bien estudiada y caracterizada (Fridovich, 1970). Este sistema cons
tituyd la base del primer ensayo de la enzima (McCord y Fridovich,
1969a), que con pequefias modificaciones, continua siendo el mas --

utilizado actualmente por su versatibilidad y fiabilidad.

Mientras que la xantina es el sustrato m3s empleado para la
xantina oxidasa, la hipoxantina y la purina también pueden usarse
cuando se requiere una generacién de radical mds duradera. La hipo
xantina, ademds de ser mds soluble, suministra dos veces mas supe-
réxido por mol que la xantina, y la purina hasta tres veces mas --
(McCord y col., 1977b).

El citocromo ¢ y el colorante azul de nitrotetrazolio (NBT)
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se han utilizado como‘detectores de radicales Oé- generados enzimi
ticamente, midiéndose por espectrofotometria la tasa de inhibicidn
producida por la superéxido dismutasa en la reduccién del citocro-
mo ¢ y del NBT por dichos radicales (McCord y Fridovich, 1969a; Sa
lin y McCord, 1974; Beauchamp y Fridovich, 1971). Tyler (1975¢c) ha
descrito un método basado en el empleo de la reaccidn de oxidacidn
del sulfito como sistema detector y Elstner y Heupel (1975) han --
utilizado la oxidacidn del cloruro de hidroxilamina, midiéndose en
ambos casos espectrofotométricamente la capacidad de la superdxido

dismutasa para inhibir la oxidacion de estos dos compuestos.

Por otra parte, Misra y Fridovich (1977a) han disefiado un mé
todo ''positivo' basado en el efecto inhibitorio de los radicales -
Oé_ sobre la actividad peroxidasa. En un sistema detector constitui
do por peroxidasa, dianisidina vy H202, la superdxido dismutasa eli
mina esta inhibicién, provocando un incremento en la tasa de pero-

xidacion de la dianisidina que se mide espectrofotométricamente.

Generadores fotoquimicos de superdxido

Massey y col. (1969) fueron los primeros en llevar a cabo la
produccién de superdxido por. reoxidadon. espontdnea de la flavina fo
torreducida y en acoplar este sistema a la reduccion del citocromo
c. Beauchamp y Fridovich (1971) acoplaron esta generacidn fotoqui-
mica de superdxido a la reduccidn del azul de nitrotetrazolio (NBT)
mediante un ensayo espectrofotométrico, pero la principal contribu
cién de esta combinacién ha sido su aplicacién a la electroforésis
en geles de poliacrilamida y agarosa como medio de localizar las -

bandas de actividad superdxido dismutasa.
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Por otra parte, Misra y Fridovich (1977b) han descrito un mé
todo basado en la fotooxidacién de la dianisidina sensibilizada --
por la riboflavina. En el curso de esta reaccidn interviene el ra-
dical superdxido inhibiendo la formacién del derivado oxidado de -
la dianisidina, que tiene un maximo de absorcidn a 460 nm. En pre-
sencia de superdxido dismutasa tiene lugar un incremento en la ta-
sa de fotooxidacién de la dianisidina, debido a su efecto dismutan
te de los radicales Oé_, el cual se mide espectrofotométricamente.
Se trata, por tanto, de un método ''positivo' donde se mide la acti
vidad superéxido dismutasa sobre la base de ta habilidad de la en-
zima para incrementar la formacidén de el producto oxidado de la --
dianisidina, en contraste con los métodos anteriores fundamentados
en la capacidad inhibitoria de la dismutasa sobre ciertos procesos
de reduccidn vinculados al radical Oé—. Este método se ha utiliza-
do para la localizacidén de la actividad superdxido dismutasa en --
electroferogramas de geles de poliacrilamida (Misra y Fridovich,

1977¢) .

Finalmente, existe otro método espectrofotométrico debido a
Misra y Fridovich (1977a) dependiente de la inhibicion de la acti-
vidad peroxidasa por Oé- y de la supresién de esta inhibicién por
la superéxido dismutasa. Este procedimiento '‘positivo' ya se ha in
dicado en el apartado precedente de Generacidn Enzimitica de Oé_,
y la Gnica diferencia estriba en que el flujo de super6xido es ge-
nerado fotoquimicamente por iluminacién de soluciones conteniendo

riboflavina, y metionina, como donador de electrones.

Generadores quimicos de Oé-

Se han propuesto varios ensayos basados en reacciones quimi-

cas productoras de superdéxido. Misra y Fridovich (1972b) informa--
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ron que la autooxidacién de la epinefrina a adrenocromo procede por
lo menos a través de dos vias distintas dependientes del pH. A va-
lores altos de pH la autooxidacidn implica una reaccién en cadena
de radicales libres en donde interviene el superdxido. La reacciodn
se inicia afiadiendo epinefrina a un buffer a pH 10,2 y controlando
la aparicion de adrenocromo a 480 nm. La superdxido dismutasa inhi
be esta reaccion, y, dentro de un determinado rango, el grado de -
inhibicidn es funcidén de la concentracidén de superdxido dismutasa.
La principal ventaja de este método sobre otros, reside en que el
superdxido implicado en el proceso parece funcionar como un oxidan
te y, por lo tanto, este ensayo es menos susceptible de interferen
cias especificas, por reductores enddgenos, que otros que emplean
un detector que es reducido por el superdxido. Este método ha sido
modificado posteriormente por Sun y Zigman (1978) efectuando las -
lecturas espectrofotométricas a 320 nm en lugar de a 480 nm, con -
un aumento de sensibilidad de 6 a 10 veces con relacién al ante---

rior.

También se han utilizado otros compuestos que son suscepti--
bles de autooxidacidon por mecanismos dependientes de la formacidn
de superdxido. Cualquiera de &stos podria emplearse potencialmente
como base de un ensayo de actividad superdxido dismutasa. Un ejem-
plo lo constituye el pirogalol (Marklund y Marklund, 1974; Puget y
Hichelson, 197ka). Su autooxidacidn también tiene lugar por mis de

un mecanismo, pero a pH 8,2 &sta es totalmente inhibible por la su

perdxido dismutasa, y de aqui que se pueda usar como un ensayo efec

tivo por la enzima. Y lo mismo se puede decir de otro método descri_

to que utiliza la autooxidacidén de la 6-hidroxidopamina como base
para la determinacién de actividad superéxido dismutasa (Heikkila
y Cabbat, 1976), con la {inica diferencia de que este ensayo puede

realizarse a pH 7,4,
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En la autooxidacidon de la hidroxilamina tiene lugar la genera
cion de radicales Oé-; y esta propiedad se ha aprovechado para un
método de determinacidn de actividad superdxido dismutasa que em-
plea el NBT como detector de radicales superdxido (Kono, 1978). Es
te ensayo tiene la ventaja de la simplicidad, y es dtil para el con
trol de actividad superéxido dismutasa en los eluidos de cromatogra

fia en columna.

Otro método de determinacién es el descrito por Fried (1975), ba
sado en la produccidn de Oé- por oxidacidn del NADH catalizada por
el metasulfato de fenazina, y que utiliza NBT como detector. En au
sencia de superdxido dismutasa, todo el superdéxido producido es de
tectado por el NBT, presente en exceso, y tras la adicion de la en
zima, una fraccidon del superdxido producido es dismutado cataliti-

camente, resultando en una menor cantidad de NBT reducido.

Henry y col. (1976) han utilizado la reduccién del NBT por supe
réxido potdsico (KOZ) disuelto en dimetilsulféxido para desarrollar
un nuevo ensayo de superdxido dismutasa. El método se basa en la ca
pacidad de la enzima para inhibir la reduccidén del NBT por el KO2
afiadido directamente a la mezcla de reaccidn. De esta forma se evi
ta el problema de incluir sistemas complejos generadores de Oé- en
las mezclas de reaccidn, y se ahorra tiempo, ya que el desarrollo
de color tiene lugar a los pocos segundos de la adicién del KOZ' -
Sin embargo, una desventaja de este método es su menor sensibili--

dad en comparacidon con los otros ensayos descritos.
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CUPROCINC SUPEROXIDO DISMUTASAS

De todas las superdxido dismutasas, son las pertenecientes a es
ta familia las que han sido mds estudiadas, y sobre las que se dis
pone de mads informacién acerca de sus propiedades moleculares, es-
tructura, caracteristicas cinéticas y mecanismo de accién catalfiti

CO.

Como hemos indicado anteriormente, las cuprocinc superdxido
dismutasas ya habfan sido aisladas y caracterizadas, con el nombre
de cupreinas, mucho antes del descubrimiento de su actividad enzi-
matica. Estas enzimas se encuentran generalmente en el citoplasma
de los organismos eucaridticos, con la Gnica excepcién de la '‘bac-
teriocupreina' aislada de la bacteria luminiscente Photobacterium
Leiognathi (Puget y Michelson, 1974b).

Una caracteristica de este tipo de dismutasas es su sensibi-
lidad frente al CN . La actividad de la mayorfa de las cuprocinc
superdxido dismutasas resulta inhibida en aproximadamente un 90%
por cianuro a concentraciones de 1 mM, seglin la especie de origen,
propiedad que se utiliza para diferenciarlas de las familias de --
las manganeso y ferro superdéxido dismutasas, que no son afectadas

por esta concentracién de cianuro (Crapo y col., 1978).

Las cuprocinc superdxido dismutasas son, en general, unas en
zimas bastante estables, como se deduce de los procedimientos dras
ticos que se han utilizado para el aislamiento de distintas cuprei
nas. Asi, en la purificacién de la hepatocupreina se utilizé la pre
cipitacion con acetona y con acetato de plomo, as? como el calenta
miento a 70%C (Mohamed y Greenmberg, 1953). McCord y Fridovich(1969a)
en la purificacién de la enzima de eritrocitos bovinos, eliminaron

la hemoglobina del lisado de gldbulos rojos por tratamiento con --
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mezclas de cloroformo-etanol (reactivo de Tsuchihashi), obteniendo

la enzima en la fase organica sin pérdidas sensibles de actividad.

Se han aislado superéxido dismutasas conteniendo cobre y --
cinc de un amplio espectro de eucariotas, incluyendo animales, plan
tas superiores y hongos. En las Tablas Il ylll, se presentan algu-
nas propiedades quimico fisicas y el ''lucus' celular de las cupro-
cinc superdxido dismutasas que han sido caracterizadas de microor-
ganismos no fotosintéticos y animales, y de organismos fotosintéti
cos, respectivamente. Como se deduce de los datos presentados, las
cuprocinc dismutasas eucaridticas son moléculas diméricas. Cada --
una de las subunidades idénticas contiene un atomo de cobre y un -
stomo de cinc, que estdn fuertemente unidos a una cadena polipeti-
dica con un peso molecular de aproximadamente 16000. Cada una de -
estas cadenas tiene un puente disulfuro intracatenario, un grupo -
sulfidrilo y un resto amino terminal acetilado (Fridovich, 1976a).
Se ha determinado la secuencia completa de aminodcidos de la enzi-
ma bovina (Steinman y col., 197k4) y también su estructura tridimen
sional {(Richardson, 1977). |

La caracteristica estructural dominante de cada subunidad es
un cilindro con estructura B, también denominada de barril B. Las
dos subunidades estan unidas por interacciones no covalentes, pre-
dominantemente hidréfobas, entre los barriles B, encontrandose los
centros activos en lados opuestos de la molécula. El centro activo
est3 constituido por un ién Cu(ll) rodeado por cuatro restos de --
histidina con una configuracidén plano-cuadrada distorsionada. Uno
de los restos de histidina es un ligandopuente, con uno de sus ni-
trégenos unido al cobre, y el otro al cinc{11) contiguo. El cinc
estd también unido a dos restos adicionales de histidina y a un --

resto de dcido aspirtico (Richardson, 1977). Los sitios de enlace



TABLA Il. CUPROCINC SUPEROXIDO DISMUTASAS CARACTERIZADAS DE MICROORGANISMOS Y ANIMALES

Origen

Peso Nimero de
molecular subunidades

Atomos de
Cu-Zn/molécula

Ubicacién Referencias
celular

‘PROCARIOTAS

Photobacterium Lelognathi

"EUCARIOTAS
Neurospora crassa
Saccharomyces cerevisiae

Fusarium oxysporum

33.000 2
31.000 2
32.700 2

!

2

2

Cu

Cu

Cu

2 In

2 ZIn

2 In

—— Puget y Michelson (1974b)

-—- Misra y Fridovich (1972d)
- Goscin y Fridovich (1972b)

Rapp y col. (1973)

S



TA3LA il. (Continuacién)

Origen

Peso

molecular

Nimero de
subunidades

Atomos de
Cu-Zn/molécula

Ubicacidn
celular

Referencias

Eritrocitos bovinos

Eritrocitos de cerdo

Higado de pollo

Higado bovino

Higado de cerdo
Higado de pez espada
Higado de rata

Corazdn bovino

33.

32.

31

32.
32.
32.
33.
32.

000

000

.000

500
n0n
509
000

500

2Cu

2Cu

2Cu

2Cu
2Cu
2Cu
2Cu

2Cu

2Zn

2Zn

2Zn

2Zn

2Zn

2Zn

2Zn

2Zn

Citoplasma y
Mitocondrias

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

McCord y Fridovich (1969a)
Carrico y Deutsch (1979)

Bartkowiak y col. (1979).

Weisiger y Fridovich (1973a,
1973b).

Weser y col. (1972)
Bartkowiak y col. (1979)
Bannister y col. (1977).
Reiss y Gershon (1976)

Keel y col. (1971).




TABLA 11, CUPROCINC SUPEROXIDO DISMUTASAS CARACTERIZADAS DE ORGANISMOS FOTOSINTETICOS

Origen Peso Niimero de Atomos de Ubicacidn Referencias
molecular Subunidades Cu y Zn/molécula celular
Semilla de guisante 31.500 --- 2 Cu 21ZIn --- Sawada y col. (1972)
Germen de trigo 31.000 2 2Cu 2 2In - Beauchamp y Fridovich (1973)
Hojas de espinaca 32.000 2 2 Cu 2 1In cloroplastos Asada y col. (1973)

Hojas de judia 32.000 2 - -—— Kono y col. (1979)
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del cobre y del cinc en la superdxido dismutasa bovina se muestran
en el esquema de la ffgura siguiente, propuesto por Bailey y col.

(1980):

CN

—— OH
() W
/C-O-NZn(ll)- \\/ f \/

RS

Las relaciones estructura-funcién y los mecanismos cataliti-

" cos de 138s cuprocinc superdxido dismutasas han sido revisados en

afios recientes por Fee (1977). En esta familia de dismutasas, sola
mente los iones cobre son ¢ataliticamente activos, mientras que el
cinc parece desempefar fundamentalmente un papel estructural. Du--
rante la catdlisis los iones de cobre experimentan oxidaciones y -

reducciones ciclicas seglin las reacciones:

Enz - Cu' ¥ + 057 ~ Enz - cut o+ 0,

Enz - Cu' + 07 + 2" > Enz - cut o+ H,0,



Lo

Ratilio y col. (1973) han utilizado la propiedad del ferro--
cianuro de decolorar ﬁarcialmente la enzima bovina y, del ferricia
nuro para oxidarla, para hacer un cdlculo aproximado del potencial
redox (EJ) del cobre en el centro activo de esta superoxido dismu-

tasa encontando un valor para el Cu2+ de 0,40 V.

Se ha sugerido que el imidazolato puente entre el cobre y el
cinc tiene una funcidn en la conduccidn de protones. De esta forma,
la reduccidn del Cu(t!) a Cu(l), durante un paso del ciclo catalfi-
tico, podria estar acompafiada por una ruptura del enlace entre el
cobre y el imidazolato puente. Este imidazolato podria entonces to
mar un protdén del disolvente, y durante la reoxidacidn subsiguien-
te del Cu(l) por el Oé-, la interaccién puente se restableceria --
siendo donado el protdn para formar el producto HOE (Fridovich, --
1978a). Sin embargo, conviene indicar que aunque este mecanismo es
interesante, por el momento permanece enteramente en el campo de -

lo especulativo.

Tanto el Cu2+ como el Zn2+ pueden ser eliminados reversible-
mente de estas superdxido dismutasas. Sin embargo, la apoenzima es
mucho m3s labil que la holoenzima, y esta inestabilidad puede con-
ducir a una inactivacidn irreversible en ciertas condiciones. Esto
ha dado lugar a resultados conflictivos por lo que se refiere a la
resolucidon reversible de la Cu,Zn-superdxido dismutasa. Forman y -
Fridovich (1973a) han explorado los efectos de los metales sobre -
la actividad y estabilidad de la superdxido dismutasa bovina, y, -
posteriormente, Beem y col. (1974) llevaron a cabo una investiga--
cion mas detallada de la resolucidn reversible de esta enzima, uti
lizando la actividad enzimitica, la movilidad electroforética y --
los espectros Sptico y de RPE para estudiar el estado de la enzima.

- - 2+
Estos Gltimos autores han demostrado claramente que tanto el Cu
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como el Zn2+ pueden ser eliminados reversiblemente, y que el C02+,
el ng+ 6 el Cd2+ puedeh reemplazar al za?? en su funcion de refor
zamiento de la estabilidad enzimatica, mientras que, ninglin metal
puede reemplazar al cu2+ en su funcidén catalitica. También se ha -
encontrado que el Cu2+, por sT sblo, puede restaurar hasta un 80%
de la actividad catalftica, de la protefna nativa, y que el sitio
del Zn2+ es necesario que esté ocupado para que tenga lugar la re-

cuperacién total de las propiedades nativas de la enzima.

MANGANESO SUPEROXIDO DISMUTASAS

La primera manganeso superdxido dismutasa aislada fue la pro
cedente de Escherndichia coli, y aunque su actividad catalitica resul
to idéntica a la de la Cu,Zn-dismutasa del citoplasma de organismos
eucaridticos, la Mn-dismutasa tenTa unas propiedades bastante dife-
renciadas de esta Gltima enzima (Keele y col., 1970). Ademds de su
color rosa, en lugar de verde azulado tTpico de las Cu,Zn-dismutasas,
tenfa un peso molecular mis elevado (40000) y también una composi--
cién en aminoadcidos diferente. Otra propiedad de la Mn-superdxido -
dismutasa era su menor estabilidad en comparacién con las Cu,Zn-dis
mutasas, como lo demostrd su inactivacion al ser tratada con mez~--
clas de cloroformo y etanol, lo que motivd el que tuviera que ser -
disefiada una nueva metédica de purificacidn para su aislamiento (Kee

le y col., 1970).

Desde entonces, han sido caracterizadas distintas manganeso
superéxido dismutasas de organismos procaridticos y eucarioticos,
incluyendo bacterias, algas, hongos, levaduras y animales. En las
Tablas IV y V, se muestran algunas propiedades quimico-fisicas, --
asi como la localizacidn celular de las Mn-superdxido dismutasas -

hasta la fecha estudiadas de microorganismos no fotosintéticos y -



TABLA 1V, MANGANESO SUPEROXIDO DISMUTASAS CARACTERIZADAS DE MICROORGANISMOS NO FOTOSINTETICOS Y ANIMALES

Nrigen Peso

molecular

Nimero de
subunidades

Atomos de
Mn/molécula celular

Ubicacidn

Referencias

PROCARIOTAS

Escherichia coll B 39.
Streptococcus mutans Lo.
Bacillus sitearothermophilus Lo,
Thermus thermophdilus 83.
Thermus. aquaticus 80.
Mycobacterium phlel 80.
Mycobacterium Lepraemuwriun L5,

Mycobacterium Sp.,Strain Takeo 61

500

259

009
000
000
000

000

.500

matriz
celular

Keele y col.(1970); Weisiger
y Fridovich (1973a); Britton
y Fridovich (1977).
Vance y col.(1972); Weisiger
y Fridovich (1973a).

Bridgen y col. (1975).
Sato y Nakazawa (1978)
Sato y Harris (1977)

Chikata y col. (1975)
Ichihara y col. (1977)

Kusunose y col. (1976a)

VIR



TABLA |V, (Continuacién)
Origen Peso Nimero de Atomos de Ubicacidn Referencias
molecular subunidades Mn/molécula celular

EUCARIOTAS

Saccharomyces cerevisial 96.000 4 4 matriz mito Ravindranath y Fridovich (1975)
condrial,

PLewrnotus olLearius 76.000 * 2 --- Lavelle y col. (1974)

78.000 2 --- Lavelle y Michelson (1975)

Higado de pollo 80.000 4 2 matriz mito Weisiger y Fridovich (1973a,
condrial. 1973b).

Higado de rata 89.000 4 b matriz mito Salin y col. (1978); Panchen
condriatl, ko y col. (1975).

Higado humano 83.300 4 b Citoplasma y Mccord y col. (1977c)
matriz mito
condrial.

Corazén bovino 86.000 4 2 mitocondrias Marklund (1978)

* Esta enzima estd constituida
pero de cargas diferentes.

por dos tipos de subunidades, de idéntico peso molecular (20.000)



TABLA V. MANGANESO SUPEROXIDO DISMUTASAS CARACTERIZADAS DE ORGANISMOS FOTOSINTETICOS

Origen Peso Nimero de Atomos de Ubicacidn Referencias
molecutar subunidades Mn/molécula celular '
PROCARIOTAS
Frodopseudomonas spherodides 37.500 2 1 --- Lumsden y col. (1976)
EUROCARIOTAS
Porphyridium cruentum 49,009 2 1 -~ Misra y Fridovich (1977d)
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animales, y de organismos fotosintéticos, respectivamente.

Las manganeso superdxido dismutasas, junto con las Fe-superd
xido dismutasas, son caracteristicas de los procariotas y estan es
trechamente relacionadas entre si, como lo demuestra el alto grado
de homologia existente en su secuencia de aminoadcidos, en contrapo
sicidn con las Cu,Zn-superdxido dismutasas que no tienen secuencias
homélogas a aquellas enzimas, lo que parece indicar que la familia
de las Cu,Zn-dismutasas y, la de las Fe 'y Mn-dismutasas, tienen ori

genes evolutivos fndependientes (Harris y Steinman, 1977).

Por lo que se refiere a la distribucién celular de esta fami
lia de dismutasas, en un principio se pensd que la mangano enzima
de organismos superiores estaba exclusivamente confinada en las mi
tocondrias. Sin embargo, hoy dia se sabe que en higado humano y de
otros mamiferos la manganeso superbéxido dismutasa también se en---
cuentra en el citosol junto con la Cu,Zn-superdxido dismutasa (Mc-
Cord y col., 1977¢).

En comparacién con las Cu,Zn-superdxido dismutasas, los estu
dios estructurales de las Mn-superdxido dismutasas son bastante es
casos y aln no ée ha determinado la estructura tridimensional de -
ninguna dismutasa perteneciente a esta familia, si bien se han rea
lizado estudios preliminares de difraccidon de rayos X en cristales
de las enzimas procedentes de Eschenichia coli y mitocondrias de -
levadura (Beem y col., 1976), y de Bacillus stearothermophilus ---
(Smit y col., 1977).

Se ha estudiado la secuencia completa de aminodcidos de la -
Mn-superdxido dismutasa de Escherichia cofi B (Steinman , 1978), -
de B. stearnothermophilus (Brock y Walker, 1980), y las secuencias

de las regiones amino-terminales de varias manganeso dismutasas de
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bacterias, levadura y mitocondrias de animales superiores, habién-
dose postulado sobre esta base para estas enzimas estructuras se--
cundarias principalmente a-helicoidales, sin participacion aparen-
te de la estructura barril g (Harris y Steinman, 1977; Harris y --

col., 1980).

Recientemente, Brock y Walker (1980) han estudiado la natura
leza de los ligandos unidos al Mn del centro activo de la Mn-supe-
roxido dismutasa de B. Atearothermophilus. Mediante estudios de re
sonancia magnética nuclear de la enzima nativa y de la apoenzima,
estos autores han postulado que en el centro catalitico de la enzi
ma dimérica de B. stearothermophilus cuatro restos de histidina se

encuentran unidos al 3tomo de Mn.

El mecanismo catalitico de esta familia de dismutasas es pro
bablemente similar al de las cuprocinc superdxido dismutasas, en -
donde el metal activo es reducido y reoxidado alternativamente du-
rante las sucesivas interacciones con el Oé-. Los resultados de es
tudios preliminares basados en radiolisis de pulsos parecen confir
mar este mecanismo (Pick y col., 1974). Sin embargo, McAdam y col.
(1977a) utilizando también técnicas de radiolisis de pulsos, han -
postulado un modelo cinético para la accidn enzimdtica de la manga
neso superdxido dismutasa de Bacillus stearotheumophilus, que es -
diferente del de las superéxido dismutasas que contienen Fe y Cu-Zn.
Segiin este mecanismo, tiene lugar un ciclo rdpido de oxidacidn-re-
duccién con un electrén y, paralelamente, una reaccién mas lenta -
que origina una forma de la enzima que es esencialmente no reacti-
va frente al Oé- (Ec) y que experimenta una transformacidon de pri-
mer orden para dar lugar a la enzima nativa activa. El ciclo rapi-
do implica la enzima nativa en forma oxidada (EA) y en forma redu-
cida (EB), y el proceso puede considerarse constituido por los si-

guientes equilibrios:
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K

.- 1
F_A + 02 —-_:Z_-_u+ EB + 02

- 2
EB + 02 ST EA + HZOZ
E.+ 0 —8 ¢
B 2 K c

L IEN

Ec Ea

Mediante radiolisis de pulsos se han determinado las constan
tes de velocidad de segundo orden para la dismutacidn del Oé- por
las Mn-superdxido dismutasas de Escherichia coll y de Bacillus stea
nothermophilus. Los valores obtenidos a pH 7,8 son de 1,5 x 109 M_]
seg-1 (Pick y col., 1974) y de 0,6 x 109 M seg_] (McAdam y col.,
1977b), respectivamente. La actividad de las Mn-superdxido dismuta
sas, al igual que las Fe-superoxido dismutasas, muestra una depen-
dencia del pH, como lo evidencia la disminucidn progresiva de sus
constantes de velocidad conforme aumenta el pH desde 7 hasta 10,2,
mientras que, en las mismas condiciones, la actividad de la Cu,Zn-

superbxido dismutasa bovina no resulta afectada por el pH (Forman
y Fridovich, 1973b; McAdam y col., 1977b).

En las manganeso superdxido dismutasas los atomos metdlicos,
estdn unidos muy firmemente a la protefna, y solamente son libera-
dos en condiciones que provoquen las disociacién de la estructura
oligomérica, tales como la presencia de agentes caotrépicos como la
urea o el cloruro de guanidina, a un pH acido. De esta forma se ha
1levado a cabo la eliminacidn reversible del manganeso de las supe
réxido dismutasas de Escherichia coli (0se y Fridovich, 1976), Ba-
cillus stearothermophilus (Harris, 1977) y Thermus aquaticus (Sato
y Harris, 1977). En todos estos casos, la reconstitucion de la man

. . . . e 2+
gano-enzima activa tiene lugar por adicién de Mn~ a preparados --
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apoenzimaticos sometidos a las mismas condiciones drasticas emplea
das para la eliminacion del metal. Ose y Fridovich(1979) han demos
trado que en la reconstitucidn de la apoenzima de la mangano supe-
réxido dismutasa de Escherichia coli, los cationes metadlicos Co(ll),
Ni (11), Zn (11), Fe (11) y Cu (11) compiten con el Mn (I1) por el
sitio activo de la enzima. Ademds, el Co (1), Ni (11), y el Zn (11)
son capaces de sustituir al manganeso de la enzima, ligdndose a la
protefna en cantidades estequiométricas, si bien ninguno de los de
rivados en que el Mn (11) ha sido reemplazado por otro metal es ca

taliticamente activo.

FERRO SUPEROXIDO DISMUTASAS

Yost y Fridovich aislaron vy caracterizéron en 1973 la primera
Fe-superdxido dismutasa a partir de células de Escherichia coli B.
La enzima tenia color amarillo y un peso molecular de aproximadamen

3+

te 40.000; contenfa un &tomo de Fe’ por molécula, estando consti-
tuida por dos subunidades de fgual tamafo. Los espectros visible y
de resonancia de spin electrdnico de esta enzima eran parecidos a

los de la aconitasa, transferrina y conalblmina (Yost y Fridovich,
1973). La ferro enzima no contenfa sulfuro 13bil y en su composi--
cién en aminoacidos era similar a la mangano superdxido dismutasa

de la misma bacteria, siendo ambas enzimas sensibles al tratamien-
to con mezclas de cloroformo-etanol, pero resistentes a la inhibi-
cidn por cianuro. Posteriormente, el estudio de las secuencias de

aminodcidos de estas dos enzimas de E. cofl demostré que las ferro

y mangano enzimas estaban estrechamente relacionadas (Steinman y -

Hill, 1973).
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Desde 1973 han sido caracterizadas numerosas Fe-superdxido dis
mutasas de origen procaridtico incluyendo bacterias (aerobias y anae
robias) y algas. Hasta hace muy poco tiempo existia el convencimien-
to de que las superdxido dismutasas que contenfan hierro como grupo
prostético eran originarias exclusivamente de organismos procaribti-
cos. Sin embargo, en 1979 Kanematsu y Asada, y Lengfelder y Elstner,
en trabajos paralelos, purificaron y caracterizaron dos ferro superd
xido dismutasas de la alga eucaridtica Euglena gracilis, y, por otra
parte, Salin y Bridges en 1980 caracterizaron una ferro superdxido
dismutasa de hojas de la planta superior Brassica campestris. En las
Tablas VI y Vilse muestran algunas propfedades moleculares y la locali
zacidn celular de las ferro superdxido dismutasas caracterizadas de
bacterias no fotosintéticas y de organismos fotosintéticos, respecti

vamente.

Todavia no se ha determinado la estructura tridimensional de -
ninguna ferro superdxido dismutasa y los estudios estructurales de -
estas dismutasas son bastante escasos. Yamakura y col. (1976) han --
efectuado un estudio prelimihar de difraccidn de rayos X de la enzi-
ma de Pseudomonas ovalis. Harris y Steinman (1977) han determinado -
las secuencias de aminodcidos de las regiones N-terminales de varias
ferro superdéxido dismutasas de algas y bacterias, y, mas recientemen
te, Harris y col. (1980) ampliaron estos estudios a las enzimas de -
distintas clases de bacterias aerobias y anaerobias. Sobre la base -
de las secuencias de aminodcidos determinadas, se han hecho prediccio
nes de estructuras secundarias para estas enzimas, segin las cuales

predomina la estructura a-helicoidal y est3d ausente la estructura ba

rri1-B (Harrisy col., 1980 al igual que se ha postuladopara las mangane

so superdxido dismutasas.

E1 mecanismo de la dismutacién catalTtica del Oé- por la ferro



TABLA VI, FERRO SUPEROXIDO DISMUTASAS CARACTERIZADAS DE BACTERIAS NO FOTOSINTETICAS
Origen Peso Ndmero de Atomos de Ubicacidn Referencias
molecular subunidades Fe/molécula celular
Eschernichia coll B. 38.700 1 matriz celular Yost y Fridovich (1973)
Britton y Fridovich (1977)
37.000 1 --- Dougherty y col. (1978)
38.700 2 --- Slykhouse y Fee (1976)
Bacillus megaterium 40.000 1 --- Anastasi y col. (1976)
Pseudomonas ovalis 40.900 1 -—- Yamakura (1976)
Mycobacterium tuberculosdis 88.000 4 --- Kusunose y col. (1976b)
Photobacterium Lelognathi  h4o.660 1,61 ——- Puget y Michelson (1974a)
Photobacterium sepia Ln.660 1,43 --- Puget y Michelson (197ka)
Thiobacillus denitrigflcans 43,000 1,35 -—- Baldensperger (1978)

lesulpovibrio desulfuricans 43.

000

Hatchikian y Henry (1977)




TABLA VII, FERRO SUPEROXIDO DISMUTASAS CARACTERIZADAS DE ORGANISMOS FOTOSINTETICOS

Origen Peso Atomos de Ubicacidn Referencias
molecular subunidades Fe/mlécula celular '
PROCARIOQTAS
Chromatium vAnosum 41,000 2 --- Kanematsu y Asada (1978a)
Chlorobium thiosulfatophilum 43,000 2 - Kanematsu y Asada (1978b)
Spirnulina platensis 37.500 1 --- Lumsden y col. (1976)
Plectonema boryanum 41,700 2 citosol Asada y col. (1975); Okaday col. (1979)
' 36.500 1 -—- Misra y Keele (1975)
Anacystis nidulans 37.500 1 -—- Cséke y col. (1979)
EUCARIOQOTAS
Euglena gracilis 45,000 2 estromas cloroplastos Kanematsu y Asada (1979)
45,000 2 " " Kanematsu y Asada (1979)
57.500 1 - Lengfelder y Elstner (1979)
Brassica campestnis 41,000 1,6 estromacloroplastas Salin y Bridges (1980)
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superdxido dismutasa ha sido estudiado en la enzima de E. cofdl B,
por Fee y McClune (1978), y en la de Photobacterium Leiognathi por
Lavelle y col. (1977), utilizandose en ambos casos técnicas de ra-
diolisis de pulsos. Para la enzima de Photobacterium Lelognathi es
tos Gltimos autores han determinado una constante de velocidad de

9

segundo orden para la reaccidn con el ién superbéxido de 0,55 x 10
M-] seg_] a pH 8,0. Esta ferri superdxido dismutasa bacteriana con
tiene aproximadamente 2 3tomos g de hierro por mol de enzima, los
cuales, segin Lavelle y col. (1977) pertenecen a dos tipos diferen
tes de hierro como lo demuestran los estudios llevados a cabo sobre
los efectos de distintos agentes reductores sobre los espectros Vi
sible y de resonancia paramagnética electrdnica. De acuerdo con es
tos investigadores sélo uno de los dtomos de hierro interviene en
la catalisis enzimdtica, siendo este centro de hierro funcional el
dnico que es oxidado y reducido alternativamente por el sustrato,
segln el mecanismo general de las superdxido dismutasas. La inter-
vencidn de un Gnico dtomo de hierro en la catdlisis enzimdtica tam
bién ha sido propuesta por Slykhouse y Fee (1976) para la enzima -
de E. coll B.

Por analogTa con el mecanismo de la oxidacidn del hierro ca-
talizada por la apoferritina, Vanopdenbosch y col. (1977) han postu
lado que en la ferro superdxido dismutasa de P, Leiognathi los dos
dtomos de hierro estin suficientemente préximos para fijar el supe
roxido, pudiendo formar los dos atomos un complejo superoxo con es

te radical, del tipo siguiente:

0«\\\ Fe3+
e3+ o

Con lo que solamente uno de los dos atomos de hierro experimen

F

ta la reduccidn y oxidacién alternativa, en conformidad con las hi-

potesis que acabamos de mencionar, mientras que el otro sirve para
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anclar el anidn superdxido en posicidén y activar el enlace oxigeno-
oxfgeno. Este modelo tiene la ventaja de atribuir una funcidn al se
gundo itomo metalico "inerte'', que de esta manera se convierte en -
un ligando esencial para el sustrato. Vanopdenbosch y col. (1977),

han propuesto un mecanismo idéntico para el Zn inactivo de las cu--

procinc superdxido dismutasas.

En las ferro superdxido dismutasas, al igual que en las otras
dos familias de dismutasas conteniendo Cu-Zn y Mn, también puede --
eliminarse reversiblemente el hierro de las protefnas, recuperando-
se posteriormente la actividad de las apoproteinas solamente en pre
sencia del metal original. En las ferro superdxido dismutasas de --
las bacterias Pseudomonas ovalis (Yamakura, 1978) y Photobacterium
Leiognathi (Puget y col., 1977), siguiendo met6dicas diferentes, y
utilizando condiciones mas suaves que para las Mn-superdxido dismuta
sas se han obtenido las correspondientes formas apoenzimiticas, lle
vandose a cabo posteriormente la reconstitucidn de la actividad en-
zimatica con Fe (I1). En la enzima de Photobacterium Lelognathi se
efectuaron ensayos de sustitucién de los dtomos de hierro por otros
metales, encontrandose que los ligandos del lugar de enlace metali-
co son especificos para iones metilicos divalentes, incluyendo el -

+
Cu2 , Mn2+, Zn2+, Ni2+, Co2+ Y Cr2+, mientras que el Cr3+ y Fe3

se pueden fijar a la apoenzima. En el caso del Mn2+, Zn2+, Ni2+

2+ 2+ P . I
Co” y Cr°", se comprobd que las metaloenzimas reconstituidas con-

+
no

’

tenfan solamente un dtomo g de cada metal por mol de enzima, mien-
+ + - . -

tras que en el caso del Cu2 y Fe2 se podTan unir dos &tomos de -

metal. Sin embargo, las distintas metaloproteinas reconstituidas -

sélo mostraban actividad enzimdtica cuando contenfan Fe (11).

La naturaleza de los ligandos del hierro en las ferro superé

xido dismutasas estd todavia por esclarecer. Yamakura (1978) ha su
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gerido que grupos sulfidrilos y restos de triptéfano podrian estar
estrechamente relacionédos con el sitio de unién del hierro en la

enzima.

IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LAS SUPEROXIDO DISMUTASAS

McCord y col. (1971) estudiaron la actividad superdxido dismu
tasa de diversos microorganismos, encontrando que esta enzima esta-
ba presente en todos los organismos aer6bios y en los anaerdbios fa
cultativos, mientras que en los anaerdbios obligados no se detectd
actividad dismutasa. Esta distribucidn de la superbxido dismutasa -
en todos los organismos que metabolizan el oxfgeno llevd a McCord y
col. (1971) a proponer que la principal funcidn fisiolbégica de esta
enzima consistfa en la proteccidn de las células aerébias frente a
un importante agente de toxicidad del oxigeno, el radical superdxi-
do, llevando a cabo su dismutacién en oxigeno y perdxido de hidrdge
no. Estos autores postularon una nueva teorfa de anaerobiosis-obli-
gada basada en el efecto del superdxido y, segin la cual, el nivel
de superdxido dismutasa de un organismo, y no el de catalasa, es la
base sobre la que puede ser clasificado como aerdbio, anaerdbio es-

. ’ .
tricto o anaerobio aerotolerante.

Cuando organismos facultativos como Streptococcus faccalis,
Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae eran expuestos al oxige
no se observd un incremento en la acumulacidn intracelular de supe-
réxido dismutasa y ademds, los niveles elevados de la enzima esta-
ban correlacionados con un aumento en la resistencia de estos mi--
croorganismos a los efectos letales del oxTgeno hiperbarico (Gregg
ry y Fridovich, 1973a, 1973b; Gregory y col., 1974).

En el caso de E. coli, que tiene Fe-superdxido dismutasa y -
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Mn-superdxido dismutasa, las dos enzimas responden muy diferentemen
te a la oxigenacion. La Fe-superdxido dismutasa es producida esté o
no presente el oxTgeno, mientras que la Mn-superéxido dismutasa sé-
lo es producida en presencia de oxigeno (Hassan y Fridovich, 1977c).
La transferencia de las células de condiciones anaerobias a aero---
bias resulta en la rapida induccién de la sintesis de Mn-superéxido
dismutasa, mientras que interferencias en la sintesis de esta manga
no enzima hacen a las células crecidas anaerdbicamente susceptibles

a la toxicidad del oxTgeno (Hassan y Fridovich, 1977a).

En otros organismos se han observado correlaciones similares.
Un mutante del alga verde Chlorelfa con actividades superdxido dis-
mutasa incrementadas, era mucho mis resistente a tensiones elevadas
de oxigeno que la cepa nativa (Pulich, 1974). En ratas, cuando és--
tas eran expuestas durante varios dfas a tensiones de oxigeno por -
encima de la normal, se observd que adquirTan la habilidad de sobre
vivir en atmbsfera de oxigeno al 100%, y este hecho estaba estrecha
mente correlacionado con un incremento en el contenido de superéxi-

do dismutasa pulmonar (Crapo y McCord, 1976).

Por lo tanto, la induccidn de la sintesis de Mn-superdxido dis
mutasa en E. coll y el aumento de la resistencia a la toxicidad del
oxigeno, como consecuencia de la exposicidn al mismo, parecen estar
relacionadas, si bien hay que tener en cuenta que la oxigenacidn de
E. coli 6 de otras células puede también inducir otros cambios ade-
mis de la sintesis de Mn-superdxido dismutasa, y una de estas alte-
raciones podria haber sido la causa de la intensificacidon de la re-

sistencia frente a.la toxicidad del oxfgeno.

Una evidencia importante en favor de la teoria de la toxici--

dad del oxTgeno por el superdxido se obtuvo mediante el uso del pa-
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raquat o metil violdgeno (Hassan y Fridovich, 1977b, 1977c). Este
compuesto ampliamente utilizado como herbicida, es facilmente redu
cido a un radical relativamente estable, que entonces reacciona --
con el oxigeno, generando superdxido. Cuando se administra para---
quat a E. coli, este compuesto subvierte el flujo de electrones de
la via normal de transporte electrdnico, con el resultado de un in
cremento en la respiracidn resistente al cianuro y en la tasa de -
produccidn de Oé-. En condiciones de aireacidn constante, el para-
quat produce un notable incremento en la biosintesis de Mn-superdé-
xido dismutasa, mientras que en ausencia de oxigeno no tiene efec-
to alguno. Parece, por lo tanto, que el Oé— bien directa o indirec
tamente, aumenta la tasa de sintesis de Mn-superdxido dismutasa en
E. coli. Hassan y Fridovich (1977c) también observaron que cuando
aumentaban los niveles de Mn-superdxido dismutasa como consecuencia
de la exposicidn aerdbica al paraquat, las células se hacfan resis

tentes a los efectos letales del oxigeno hiperbarico.

Estos mismos autores han demostrado recientemente que ademas
del paraquat, otros compuestos redox como la piocianina, metosulfa
to de fenazina, estreptonigrina, juglona, menadiona, azul de meti-
leno y el azul C, incrementan la produccidn intracelular de Oé_ y
H202 en E. coli. Ademds, el incremento en la actividad superdxido
dismutasa de esta bacteria, causada por el paraquat y, posiblemen-
te por los otros compuestos aludidos, parece ser debida a una sinte
sis enzimitica de novo activada o dereprimida a nivel de transcrip

cion (Hassan y Fridovich, 1979).

El estudio de mutantes con modificaciones en su actividad su
peroxido dismutasa ha suministrado indicaciones adicionales de que
el Oi— es un agente de la toxicidad del oxigeno y de que la superd
xido dismutasa es una defensa esencial. Un mutante de E. coll que

tenfa un defecto, sensible a la temperatura, en su capacidad para
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mantener niveles intracelulares normales de superdxido dismutasa,
mostrd un defecto paralélo en la tolerancia al oxfgeno, y otro mu-
tante seleccionado por su tolerancia al oxigeno hiperbarico se en-
contrdé que contenfa un nivel elevado de Fe-superdxido dismutasa --
(Fridovich, 1978a).

Sin embargo, con posterioridad a la descripcién de la teorfa
de anaerobiosis-obligada por McCord y col. en 1971, Gregory y col.
(1978) detectaron actividad superéxido dismutasa en una amplia ga-
ma de anaerobios obligados, y otros investigadores lograron carac-
terizar varias Fe-superdxido dismutasas de los microorganismos ana
erobios Desulfovibrio desulfuricans (Hatchikian y Henry, 1977), --
Chromatium vinosum (Kanematsu y Asada, 1978a) y Chlorobium thiosul
gatophilum (Kanematsu-y Asada, 1978b). Por lo tanto, la posesién -
de esta enzima no estd restringida exclusivamente a aquellos orga-
nismos capaces de crecimiento aerobio, lo que parece entrar en con
flicto con la teorfa aludida de McCord y col. (1971) sobre la fun-
cidn protectora de esta enzima para los organismos que metabolizan

el oxigeno.

En estas bacterias anaerobias existen distintos transportado
res electrdénicos que aseguran el acoplamiento entre la oxidacién -
de los sustratos energéticos y la reduccién de los aceptores termi
nales de electrones. Estos portadores electrénicos incluyen cito--
cromos tipo b y tipo ¢, ferredoxina, flavodoxina, rubredoxina y me
naquinona, la mayorfa de los cuales son susceptibles de generar el
anidn superdxido en presencia de oxfgeno (Hatchikian y Henry, 1977).
Para explicar la presencia en anaerobios estrictos de superéxido -
dismutasas similares a las ferro dismutasas de organismos aerobios,

se han propuesto dos hipdtesis. Una es la sugerida por Lumsden y -
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Hall (1975) segin la cual, como consecuencia de la fotolisis del
agua por la luz ultravioleta (efecto Urey), que pudo haber tenido
lugar antes del establecimiento de la capa protectora de ozono en
la atmésfera terrestre, se podrfa haber formado algo de oxigeno -
molecular en los ocdanos primitivos, contra el cual los anaerdbios
estrictos tenfan que estar protegidos. La segunda explicacidn es -
que la actividad superéxido dismutasa en los anaerdbios estrictos
es una adquisicién mds reciente que permite la supervivencia de es
tos organismos cuando accidentalmente tienen que entrar en contac-

to con el oxigeno atmosférico (Hatchikian y Henry, 1977).

En la proteccién de las células aerdbicas contra la toxici--
dad producida por el oxigeno, también coadyuban con la superdxido
dismutasa, en segunda lTnea de defensa, las enzimas heminicas cata
lasa y peroxidasa. Estas enzimas catalizan la reduccion divalente

del H202 a 2H20, utilizando H 02 como donador de electrones en el

2
caso de las catalasas, 6 empleando diversos reductores en el caso
de las peroxidasas. Como se indicé en la primera parte de esta In-
troduccidn, el H202 puede reaécionar en determinadas condiciones -
con los radicales superdxido, dando lugar a la generacidon de una es
pecie con gran poder oxidante, el radical OH", por lo que la pre--
sencia de las enzimas catalasa y peroxidasa en las células consti-
tuye una ayuda importante frente a la toxicidad potencial de los -
radicales superdxido. Esta colaboracidn cobra mayor relevancia cuan
do se considera que niveles elevados de HZOZ’ adem3s de dafiar a los

orgdnulos celulares, pueden también inactivar a las superdxido dis

mutasas que contienen Fe y Cu-Zn como metales prostéticos.

E1l hecho de que el H202 a elevadas concentraciones produzca
la muerte de la mayorfa de las células ha hecho pensar que las con

centraciones elevadas de oxfTgeno son tdxicas porque incrementan la
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produccidn intracelular de HZOZ’ Sin embargo, hoy dia se sabe que
en la mayorfa de los organismos aerdbios el perdxido de hidrégeno
no es el mecanismo primario de la toxicidad del oxigeno (Halliwell,
1978a). EIl HZOZ est3 presente en concentraciones estacionarias ba-
jas en tejidos animales, y jos niveles no se incrementan por expo-
sicién a oxigeno hiperbarico (0Oshino y col., 1975). Muchas bacte--
rias y micoplasmas excretan H,0, en su medio ambiente en concentra
ciones elevadas (Costilow y Keele, 1972), y algunas algas verde-azu
ladas también expelen H,0, al medio al ser iluminadas, como produc

to de reacciones fotosintéticas (Halliwell, 1978b).

Todo esto ha hecho pensar que el perdxido de hidrégeno, a -~
concentraciones bajas, puede ser tolerado por la mayorfa de las cé
lulas aerobias, y, de hecho, constituye un metabolito normal en -
plantas y animales, si bien la concentracidn de este compuesto no
debe alcanzar niveles altos, lo que es impedido principalmente por
la catalasa, y subsidiariamente por las peroxidasas, entre las que
destaca la glutation peroxidasa, presente en las células animales
(Halliwell, 1974).

Aspectos médicos de la superdxido dismutasa

Desde la identificacién de la actividad superdxido dismutasa
de la eritrocupreina por McCord y Fridovich en 1969, los diversos
aspectos y funciones de los radicales superdxido y de las distin--
tas superdxido dismutasas han sido objeto de intensa investigacion
Hoy dia este tema es extremadamente vasto, habiéndose penetrado en
muchas &reas que abarcan desde la fisiologia de la hiperdxia y
de la hipdxia, la proteccidn contra las radieciones de alta energia,
hasta el mecanismo de la muerte fagocTtica de las bacterias por los

nuetrdfilos polimorfonucleares (Michelson. 1978).



60

Estan ahora bastante avanzados los aspectos clinicos con res
pecto al significado patoldgico de niveles aberrantes de superoxi-
do dismutasa y, el uso de esta enzima paradisminuir la inflamaciodn
Ademas de los estudios directos sobre el 07 las investigaciones sobre esta
frontera particular en la biologia quimicofisica hanestimulado el interés

por el significado biolgico de otros radicales libres que contienen 0,.

Desde hace tiempo se sabe que los efectos tdxicos de las ra-
diaciones ionizantes sobre bacterias y células animales son poten-
ciados por el oxigeno, y se ha demostrado que dichas acciones son
en parte debidas a la formacidn de varios radicales libres y espe-
cies activadas de oxigeno, tales como Oé-, HO o ]02 (Misra y Frido

vich, 1976).

El efecto de la irradiacidn de alta energia sobre mioblastos
y células de rifién, asi como la lisis fotosensibilizada de eritro-
citos, han sido revisados recientemente por Michelson (1978) encon
trando que en los dos primeros casos la adicidn a los cultivos ce-
lulares de superdxido dismutasa exdgena conferia un efecto radio--
protector a aquellas células, lo que sugiere la participacion de ra
dicales Oé- en la toxicidad debida a estas radiaciones, mientras -
que en la lisis fotosensibilizada de eritrocitos no se observé pro
teccidn por la superbéxido dismutasa, postulandose la implicacion -
de oxTgeno singlete (]02) producido por fotosensibilizacién con ri

boflavina.

En seres humanos se ha demostrado que la accidn bactericida
de los leucocitos fagociticos es debida, en parte, a los radicales
superéxido generados en el fagosoma (Michelson, 1976). Cuando los
leucocitos polimorfonucleares engloban las bacterias, éstos libe--

ran grandes cantidades de Oé- Yy HZOZ al medio, aparentemente debi-
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do a la accidén de una NAD (P)H oxidasa asociada con la membrana --
plasmatica. Como las bacterias absorbidas estdn envueltas por una

vesicula de la membrana plasmitica del citoplasma leucocitario, es
t3n expuestas a un flujo acelerado de Oé— y posiblemente también -

de oxigeno singlete y OH".

Se ha propuesto una teoria para explicar los mecanismos que
regulan el envejecimiento & ''ageing', seglin la cual este proceso se
debe a una acumulacidn progresiva en las células de moléculas pro-
teicas defectuosas. Reiss y Gershon (1976) llevaron a cabo la puri
ficacién de la Cu,Zn-superdxido dismutasa de higados de ratas vie-
jas y jévenes, resuitando que la enzima homogénea de las ratas vie
jas era menos termostable y tenfa una actividad especifica mas ba-
ja que la enzima de las ratas jOvenes. Apoyandose en las observa--
ciones de Barber y Bernheim (1967) respecto a la acumulacion de pe
réxidos l#pidicos en las células durante el envejecimiento de &s--
tas, Halliwell (1978a) ha aventurado la hipdtesis de que el enveje
cimiento podrfa ser debido a una sobreexposicidn de las células a
los radicales libres, cuando comienzan a fallar los mecanismos pro
tectores hormonales. De esta forma, la superdxido dismutasa apare-
cerfa como la "primera ITnea de defensa' contra los radicales li--

bres de oxigeno.

Michelson y su equipo del Institut de Biologie Physico-Chimi
que de Parfis, han llevado a cabo un muestreo de los niveles de su-
perdxido dismutasa en eritrocitos de personas normales y de pacien
tes afectados de distintos sTndromes patoldgicos. El resultado fue
que, en casos de policitemia rubra vera, trisomfa-18 y trisomia-21,
se detectaron niveles de superdxido dismutasa superiores a los nor
males, De los casos psiquidtricos estudiados se sacd la conclusidn

de que algunas enfermedades mentales estdn relacionadas con un in-
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cremento en los niveles de superdxido-dismutasa, como consecuencia
de estos hallazgos, Michelson (1978) ha especulado con algunas ---
aproximaciones terapéuticas que podrian consistir en el uso de inhi
bidores de la superdxido dismutasa, o de preparaciones de anticuer
pos especificos anti-Mn-SOD & anti-Cu,Zn-SOD para la trisomfa-21 o
casos psiquiatricos, o en la administracién de superdxido dismuta-
sa en inyecciones cuando los niveles de esta enzima fueran demasia

do bajos.

Menander-Huber y Huber (1977) han empleado la eritocupreina
bovina (Cu,Zn-SOD) como droga antiinflamatoria en seres humanos y
otros animales superiores, estando actualmente en.tr3mite su uti-
Tizacion médica en los Estados Unidos, donde est3 registrada con -
el nombre de ontoseina. Esta superdxido dismutasa parece ser una -
droga antiinflamatoria efectiva y duradera que puede ser empleada
en sustitucién o en combinacidén con los farmacos antiinflamatorios
habituales, y es Gnica por 10 que se refiere a carencia de toxici-
dad y de otras reacciones adversas. El hecho de que la superdxido
dismutasa extracelular pueda ser Gtil (Menander-Huber y Huber,1977)
en el tratamiento de la artritis reumatoide, la esteoartritis y la
inflamacion como secuela de la terapia de radiacidn en tumores pél
vicos, puede explicarse segiin Michelson (1978), en funcién de la
actividad fagocitica. La liberacidn de Oi- extracelular por granu-
locitos activados podrfa provocar dafios considerables en las célu-
las adyacentes y tejido conectivo, asi como la muerte del neutré-
filo, ya que el plasma y los Ifquidos intracelulares carecen de su

perdxido dismutasa.

Produccion de superbéxido en mitocondrias

En las células de los organismos superiores el organulo pri-
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mordialmente implicado en la utilizacién del oxigeno es la mi tocon
dria. Aunque es sobradamente conocido que este organulo cataliza -
la reduccion del oxfgeno molecular a agua, con la conservacidn con
comitante de energia quimica en forma de ATP, sin embargo, la cues
tién de si esta reduccidn tetravalente es la Gnica forma de utili-
zacién del oxigeno por la mitocondria no ha gozado de mucha aten--
cidn hasta afios recientes. Esta situacién cambid cuando se 1legd a
demostrar la presencia en la matriz mitocondrial de dos enzimas --
que reaccionan con especies de oxigeno parcialmente reducidas: la

manganeso superdxido dismutasa; y la seleno-protefna glutation pe-
roxidasa, presente en células animales, que reacciona con el H,0

272
y otros hidroperdxidos (Flohé y col., 1973).

Como hemos seifialado anteriormente, se ha demostrado la loca-
lizacidon mitocondrial de la Mn-superdxido dismutasa en diversos or
ganismos eucaridticos, incluyendo levadura y distintos animales su
periores. En plantas superiores, aunque todavfa no ha sido caracte
rizada ninguna Mn-dismutasa, existen evidencias para pensar en su
ubicacidén en mitocondrias de plantas de maiz (Giannopolitis y Ries,
1977a; Baum y Scandalios, 1979), espinaca (Jackson y col., 1978) y

tubérculos de alcachofa (Arron y col., 1976).

Se sabe que la citocromo oxidasa mitocondrial cataliza la re
duccidn por cuatro électrones del oxfgeno a agua, sin que en este
proceso se hayan podido detectar productos intermedios de reduccién
del oxigeno (Boveris, 1977). Flohé y col. (1977) han conseguido -
detectar la formacidn de radicales superéxido y de H202 en mitocon
drias y en particulas submitocondriales de mamiferos. La tasa de -
produccidn de Oé_ en estos sistemas es mayor que la de produccidn
de H202. Considerando la dismutacidn espontdnea del superdxido, pa

rece 16gico suponer que la formacién de H202 en particulas submito
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condriales procede predominantemente, sino exclusivamente, del 02
En mitocondrias aisladas de mamiferos y funcionalmente intactas, la
tasa de generacién de H,0, es del orden, nada despreciable, de 0,5-

272

1,0 nmoles de H20 por mg protefna/min (Flohé y col., 1977), y como

las condiciones eipleadas en estos ensayos se aproximan al status -
fisioldgico, se puede considerar que la reduccidn incompleta del --
oxigeno por la cadena respiratoria es un hecho comin que tiene lu--
gar An vivo. De hecho, Rich y Bonner (1978) han demostrado que el -
consumo de oxTgeno para producir agua, via citocromo oxidasa, repre
senta un 95% del consumo total del oxiTgeno en mitocondrias normales
de plantas superiores sensibles al cianuro. En mitocondrias anima--
les Flohé y col. (1977) han propuesto que los radicales superdxido

se originan mediante la reduccidn monovalente del oxigeno molecular

por el citocromo b566’ un componente de la cadena de transporte --

electronico mitocondrial.

Los sitios de produccién del anidn superdxido en mitocondrias
y particulas submitocondriales de plantas superiores han sido estu
diados por Rich y Bonner (1978). En mitocondrias de plantas supe--
riores esta descrita la existencia de una ''oxidasa alternativa", -
insensible al cianuro y a la antimicina A, capaz de reducir el oxi
geno a agua via H202, pero parece ser que en este proceso no inter
vienen los radicales superdxido (Palmer, 1976; Rich y Bonner, 1978).
Las vias de consumo de oxigeno en mitocondrias vegetales o en par-
ticulas submitocondriales, segiin Rich y Bonner (1978), son las in-

dicadas en la figura:
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Oz\J Oé 02\_/02
NADH —> F > SFe

Ubiquinona

— 1€ —> 343

/////)' Citocromo b P ,
0

Succinato —»F _-————35Fe 7 - 2
P T Citocromo
02 H20 oxidasa
oxidasa
alternativa

donde Fp='f\av0proteTna, y SFe= centros sulfoférricos

La reduccidn directa del oxfgeno a superéxido tiene lugar en dos

zonas de la cadena de transporte electrénico mitocondrial. La pri
mera corresponde a la regidn flavoproteinica del segmento de la -
NADH deshidrogenasa, siendo probablemente responsable la flavo---
proteina o quiz3s un centro sulfoferrico; y la segunda zona, de -
acuerdo con los autores mencionados, est3 localizada en la region
de la ubiquinona-citocromos b. Si bien es obvio que las vias mas

importantes de consumo de oxigeno son las de la citocromo oxidasa
y de la''oxidasa alternativa', sin embargo, las dos rutas de genera
cidn de superdxido mitocondrial parecen actuar produciendo corto-
circuitos o drenaje de electrones en la cadena de transporte elec

trénico, cuya posible utilidad se desconoce.

H,0
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Por otra parte, Ninneman y col. (1977) han demostrado que la
irradiacion de complejos multienzimdticos de mitocondrias animales
suplementados con flavinas solubles y un donador electrénico para
la flavina, resulta en una incorporacidn constante de oxigeno a --
una tasa que depende de la intensidad de la luz y de la concentra-
cién de flavina. En estas reacciones se detectd la formacidn de su
perdxido, el cual sirve de donador electronico selectivo para los
citocromos del tipo b de la cadena de transporte electrdnico. Da-
do que las flavoproteinas son compuestos frecuentes en distintas -

vias metabdlicas, y la conocida existencia de distintas fetoreac--

ciones con intervenc?én de flavinas, Ninnemann y col. (1977) han -

sugerido que la luz podria modificar el metabolismo celular a tra-
vés de fotoreacciones dependientes de flavinas, y en este sentido,
la fotoproduccidn de Oé- podria resultar en cambios dependientes -

de la luz de distintos componentes celulares y vias metabdlicas.

De las consideraciones expuestas, se deduce la posibilidad -
de que el perdxido de hidrégeno y los radicales superdxido pueden
existir simultdneamente en mitocondrias. Esta situacidn favorece -
la formacién de radicales todavfia mas letales d de especies de,bxl
geno de alta energia, y, ciertamente, requiere un sistema enzimati
co efectivo para la proteccidn de las estructuras mitocondriales -
frente a ataques oxidativos inesfecificos. Como no parece existir
catalasa en las mitocondrias, el sistema protector podrfa consis--
tir en la Mn-superdxido dismutasa mitocondrial, y en la glutation
peroxidasa -en las células animales- en conexidn con la glutation
reductasa e isocitrato deshidrogenasa suministrando NADPH (Halli--
well, 1978a). |
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Algunos modelos experimentales revelan las consecuencias para
un sistema bioldgico de una proteccidn insuficiente frente a espe--

cies de oxTgeno altamente reactivas.Asi, por ejemplo, preparados pu

ros de membranas internas mitocondriales en presencia de glutation,
como agente autooxidable, son descompuestos lentamente con forma--
cidén de malondialdehido, un producto tipico de la peroxidacidn de
los 1ipidos. Esta peroxidaci6én de membranas puede ser retardada du
rante diez horas e inhibida en casi un 50%, por adicidn al medio -
de incubacidén de superdxido dismutasa 7 X 10_8M (Zimmerman y col.,
1973). Este hecho est3 de acuerdo con otras observaciones que carac
terizan a la superdxido dismutasa como un eficiente protector de va
rias estructuras bioldgicas, incluyendo &cidos nucléicos, proteinas
y membranas lipfdicas, y al radical super6xido como un metabolito -
reactivo del oxfTgeno con una poderosa capacidad letal indirecta (La
velle y col., 1973; Halliwell, 1978a). Ademds, como la membrana in-
terna mitocondrial es rica en hemoprotefnas, que pueden catalizar -
la peroxidacidn lipfdica, y tiene un alto contenido en acidos gra--
sos insaturados (Tyler, 1975c), es probable que una funcidn impor--
tante de las manganeso y Cu,Zn-superdxido dismutasas, localizadas -
en cada lado de la membrana (Weisiger y Fridovich, 1973b), sea impe

dir la peroxidacidon y desintegracidon de su estructura.

Tyler (1975b) ha demostrado en células animales que los radi
cales superdxido formados durante la actividad de la cadena respi-
ratoria, inhiben a la NADH-deshidrogenasa mitocondrial ligada a di
cha cadena, habiendo postulado que esta inactivacion es debida a -
la oxidacidén de grupos tidlicos de la NADH-deshidrogenasa por el -
Oé_. La presencia de la superdxido dismutasa en el espacio matriz

de la mitocondria (Weisiger y Fridovich, 1973b; Tyler, 1975¢c) en -
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estrecha proximidad a la NADH-deshidrogenasa situada en la cara ma
triz de la membrana interna mitocondrial (Tyler, 1975b) parece in-
dicar que la superdxido dismutasa mitocondrial estd muy eficiente-
mente situada para proteger a la deshidrogenasa frente a los efec-
tos lesivos directos o indirectos del Oé-, con lo que la dismutasa
aseguraria el mantenimiento, en presencia de oxigeno, del papel cla
ve de la deshidrogenasa en la actividad del ciclo del acido citri-

co y en las reacciones de conservacidn energética.

Superdxido y superéxido dismutasas en organismos fotosintéticos

En las Tablas llLVy Vi1 , se han indicado las distintas fami--
lias de superdxido dismutasas que han sido caracterizadas hasta el

momento de organismos fotosintéticos,

En los cloroplastos de las plantas superiores Spinacia ofera
cea y Beta vulgarnis se han localizado actividades superdxido dismu

tasa en el estroma y también ligadas a las lamelas cloroplastidicas

‘(Asada y col., 1973; Elstner y Heupel, 1975, 1976). Segiin Asada y

col. (1973, 1974) tanto la dismutasa soluble como la ligada son del
mismo tipo, sensibles al cianuro, y conteniendo por lo tanto cobre
y cinc. Elstner y Heupel (1975) han demostrado que aproximadamente
un tercio de la actividad superdxido dismutasa cloroplastidica (unas
30 unidades enzimdticas por mg de clorofila) estd unida a las lame-

las.

Las plantas superiores, algas eucariotas y las algas verde-
azuladas son capaces de utilizar el agua como donador electrdnico
dando lugar al conocido desprendimiento de oxigeno molecular, pero
la incorporacidén inversa de oxigeno también tiene lugar en tejidos

fotosintéticos iluminados. La fotoreduccidn del oxigeno molecular
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a H202 por cloroplastos_i]uminados fue demostrada por Mehler en --
1951, y mas recientemente, se ha descubierto que el radical superd
xido es el producto inicial de la reduccidn fotosintética del oxi-
geno. Epel y Neuman (1973) utilizando el metilvioldgeno como porta
dor electrdnico entre el cloroplasto y el oxigeno, han demostrado

que la reduccidon del 02 a H202,reacci6n de Mehler, puede ser consi_
derada como una reaccidn total que comprende la reduccidn univalen

te del 02 y la dismutacidn del Oé-:

H,0 + 2MV Nz o MUK+ 172 o,

2 MVH + 20, ——— MV + 207 + 2nt

.- +
202 + 2 ————— 02 + HZOZ

Total: H20 + 1/2 02 —_— HZOZ

La reduccidn fotosintétfca del oxTgeno, también denominada
“"transporte electrdnico pseudociclico', y la produccion de perdxi-
do dependiente de la luz ha sido observadas en algas intactas (Pa-
tterson y Myers, 1973; Glidewell y Raven, 1976; Radmer y Kok, 1976),
en cloroplastos intactos aislados de plantas superiores (Egneus vy
col., 1975), y en lamelas aisladas de cloroplastos (Arnon y col.,
1967; Bothe, 1969; Telfer y col., 1970; Elstner y Heupel, 1973).

Por lo que se refiere al fotosistema |, se sabe que la ferre
doxina y, eventualmente otros compuestos localizados en el lado re
ductor de este fotosistema, como flavinas, quinonas, adrenalinas,

dopamina y adrenocromo, estdn implicados en la donacidn de electro
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nes al oxigeno molecular (Allen, 1977). En lamelas aisladas de clo
roplastos, la reducciéﬁ del oxigeno es activada tan pronto como es
reducido aproximadamente un 80% del reservoria de NADP (Elstner y

Heupel, 1973). Por otra parte, se sabe que la formacion de Oé- tam
biefi es posible en lamelas aisladas de cloroplastos en la oscuri--
dad, a expensas del NADPH, via la NADP-ferredoxin reductasa y la -
ferredoxina (Elstner y Konze, 1974). Las dos reacciones anteriores

han sido resumidas por Elstner (1979) en la Figura siguiente:

H20 — FS“-——-——> FS]————> fd

L\ t\\’) NADP(H)

h.o h.

® = cofactor de la reduccidn del oxigeno

E= interruptor de la reduccion del NADP a la reduccidn del 02
'

A partir de experiencias con cloroplastos de plantas superio
res tratadas con herbicidas Elstner y Youngman (1978) han descrito
modelos para algunas reacciones observadas in vivo donde estdn im-
plicadas especies activadas de oxTgeno, los cuales se indican en -

la Figura bh.
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Fig. 4. Sitios y productos de la reduccion fotosintética del 02.
DCMU = Diclorofenil-dimetilurea; DBMIB = Dibromometil-
isopropil-benzoquinoa; DIMED = 2,3-dimetil-5,6-metilen

dioxi p-benzoquinona.
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Segiin estos investigadores, en cloroplastos por mediacidon de
la luz se producen las especies activadas de oxigeno siguientes: -

ién superdxido (0.), perdxido de hidrdge-

2)’ 2)
no (HZOZ)’ peréxidos orgdnicos y sus radicales (ROOH, ROO"), y, --

oxigeno singlete (10

complejos metalo-O2
+ —

(Fe-HZOZ, Fe2 - Oé ). Sin embargo, no se encontraron evidencias de

la fotoproduccidn del radical OH®. El fotosistema || parece estar

como reactivos tipo Fenton o ion perferrilo --

implicado en la formacidn de 102, HZOZ y ROOH; mientras que en el

fotosistema | puede tener lugar la generacidn de Oé_, HZOZ’ comple

jos metalo-Oz, y ROOH.

Por lo que respecta a las posibles funciones en los cloro--
plastos de las especies activadas de oxigeno, Takahama y Nishimura
(1975) han demostrado que, en cloroplastos iluminados, el oxigeno

singlete producido lleva a cabo la peroxidacidn de los 1Tpidos de
2 0 M0 Y
OH® pueden producir la desaturacién de los acidos grasos, y tam---

la membrana. Seglin Elstner y Konze (1974) las especies 0

bién la hidroxilacidn de algunos compuestos aromadticos de cloro--~

plastos, como el acido cindmico y el p-cumarico (Halliwell, 1975).

Se ha sugerido que el HZOZ y los radicales de oxigeno actuan
como ''iniciadores' de la fotorrespiracidon. De acuerdo con Plant y
Gibbs (1970), el HZOZ puede producir el desdoblamiento directo de
un complejo de la transcetolasa con formacién de glicolato, mien-
tras que para los radicales de oxTgeno se ha postulado una funcidn
“"activadora' de la ribulosa-difosfato carboxilasa, enzima que actua
como una oxigenasa y desdobla la ribulosa difosfato, dando lugar a
la formacidn de fosfoglicerato y fosfoglicolato (Wildner, 1976). En
este contexto, Bhagwat y Sane (1978) han estudiado el mecanismo de
la reaccidn oxigenasica catalizada por la ribulosa-1,5-difosfato -
carboxilasa, utilizando superdxido dismutasa de eritrocitos bovinos.

La inclusion de la superdxido dismutasa en la mezcla de reaccidn --



73

producia una inhibicidn fuerte de la reaccién oxigenadsica, y ademas

se encontrd que la ribulosa-1,5-difosfato competia por los aniones
superbxido con la dismutasa y el azul de nitrotetrazolio (NBT), el
cual también inhibTa la reaccidon oxigendsica. Estas observaciones

sugieren la implicacién de los radicales superdxido en la reaccién

oxigenasica.

Por otra parte, Halliwell (1978b) ha postulado una funcidn pa
ra la fotorrespiracidon consistente en la proteccion del cloroplasto
contra la destruccidon fotooxidativa. A elevadas intensidades lumino
sas y en ausencia de COZ’ no habrTa NADP+ disponible para aceptar -
electrones y, entonces, la tasa de generacion de radicales Oé por -
el fotosistema | podria incrementarse hasta el punto de desbordar -
los mecanismos protectores del cloroplasto. En cambio, la fotorres-

piracion, mediante el reciclaje continuo de CO aseguraria siempre

2
el suministro de este gas a los cloroplastos, incluso cuando las --
plantas estuvieran en aire exento de C02.
Otra funcidn propuesta para las especies de oxigeno activado
en el cloroplasto es su participacidon en la formacidn de etileno. -
Konze y Elstner (1976) han demostrado que en cloroplastos aislados
tiene lugar el desprendimiento de etileno a partir de metionina, en
presencia de piridoxalfosfato y ferredoxina. Aunque la formacion de
etileno es inhibida por la luz en hojas de remolacha dafadas, la pro
duccidn de este compuesto, en general, es estimulada por la luz, y
Elstner y col. (1976) han propuesto que en esta reaccidn esta impli
cada la cadena de transporte electrdnico fotosintético y un ciclo -
quinona-semiquinona inducido por fenolasa, como sistema activador -
del oxTgeno. Pero aparte de esta evidencia indirecta, no existen --

pruebas de que los cloroplastos representen una fuente importante -

de etileno en plantas, ni de que los radicales OH® estén implicados
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en su formacion, ya que la presencia de estos radicales libres en

cloroplastos es bastante cuestionable (Elstner, 1979).

Para explicar la generacién y cooperacidn de los cuatro equi_
valentes redox necesarios para la oxidacidén del agua a oxigeno que
tiene lugar en la unidad operativa Y del fotosistema Il, Renger --
(1977) ha propuesto un modelo molecular, seqin el cual en la oxida
cién secuencial del agua intervienen los radicales libres OH®, Oé_
y el perdxido de hidrdgeno. Estos intermediarios estarfan estabili
zados en grupos funcionales que contienen Mn como ién central, com
plejos a los que Renger denomina ''criptohidroxilo' (OH)*, "cripto-
perhidroxilo" (H20 )*%, y "criptosuperdxido' (02)**, respectivamen
te. Sobre esta base ha propuesto la serie de reacciones siguientes

para explicar la oxidacidn fotosintética del aqua:

&5} +

(H,0)% ——L— & (OH)* + H'

3y ¥ oot +
(OH)* + (H,0)> D, (Hy0,) %% + H

+

M+ (Hzoz):'::': _ea_.). (0,) %% + 2H+ + M

2)"

(0,) %% + 2H,0 — 0, + 2(H,0)%

2%

donde & indica un equivalente redox oxidante producido por la chl-aII
y transferido al sistema enzimdtico rompedor del agua (Y); uno o dos
asteriscos simbolizan complejacidén mono o binuclear con los grupos -
funcionales de Mn, y M es un donador de un electrdn, cuya forma oxi-
dada es estable en la oscuridad. Sin embargo, esta hipdtesis de Ren-

ger, aunque proporciona una explicacion al intrincado problema del -
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mecanismo molecular del desprendimiento de oxigeno fotosintético,
hoy por hoy resulta algo especulativo, pues como hemos indicado -
anteriormente, en el fotosistema Il no se ha demostrado la produc

cion de radicales Oé— y OH",

Segln Asada y col. (1977b) la concentracidn de superdéxido -
dismutasa en cloroplastos de espinaca y en células de algas verde-
-5

azuladas es de aproximadamente 1 x 10 M, un valor del mismo or-

den que el encontrado para la Mn-superdxido dismutasa de higado hu
mano (McCord y col., 1977c). Utilizando métodos de competicidn ci-
nética y la constante de dismutacién espontdnea del Oé_, se ha cal
culado que, en ausencia de compuestos que reaccionen con estos ra-
dicales, la concentracidn estacionaria de Oé— en cloroplastos es -
de aproximadamente 1,3 x 10_5 M (Asada y col., 1977b). Como indica
mos anteriormente, la actividad Cu,Zn superdxido dismutasa presen-
te en cloroplastos estd repartida entre el estroma y las lamelas,

por 1o que la mayor parte del 0.

2
dos puede ser secuestrado por la Cu,Zn superdxido dismutasa.

formado en cloroplastos ilumina-

Sobre la base de la constante de velocidad aparente para la

reaccion entre el Oé_ y la Cu,Zn superdxido dismutasa (2 x 109 M”l
-1

seg ), Asada y col. (1977b) han estimado que en cloroplastos ilu-

minados conteniendo Cu,Zn superdxido dismutasa 10—5 M, la cencen--

tracion estacionaria de Oé- es de 6 x 10—9M, aunque este valor es

probablemente mayor que la concentracién real debido a la existen-

cia de otros mecanismos de reaccidn del Oé- independientes de la -

superdxido dismutasa. Segiin apreciaciones de estos mismos autores
basadas en la induccidon de lesiones en plantas con herbicidas, los
cloroplastos de las plantas verdes son resistentes a concentracio-

nes de superdxido de 10_9M, pero resultan dafados a concentracio-=

7 8

nes de 10 /=107 °M.

Aparte del desproporcionamiento del 02 por la superdxido dis
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mutasa, estos radicales también pueden ser eliminados por interac-
cidn con varios componentes de los cloroplastos como el citocromo
f, plastocianina, ferredoxina, Mn2+, ascorbato y glutation reduci-
do. Sin embargo, si se tienen en cuenta las constantes de veloci--
6 M—I

dad de reaccién de estos compuestos con el 0 (105-10 seg—1)

2
y sus concentraciones en los cloroplastos (10 3-10 5M), es de espe
rar que la contribucién de estas reacciones a la eliminacion del -
Oé— sea bastante inferior que la debida a la superdxido dismutasa

(Asada y col., 1977b).

Otra funcidén postulada para la superdxido dismutasa es la re
lacionada con la labilidad frente al oxigeno del complejo enzimati
co de la nitrogenasa, presente en bacterias fotosintéticas, algas
verde-azuladas, y en los ndédulos de la raiz de plantas leguminosas

en simbiosis con Rhizobium.

En las algas verde-azuladas la nitrogenasa esta confinada en
los heterocistos, de paredes gruesas, donde no tiene lugar la foto

generacion de 0,, ya que el aparato fotosintético, ordinarios, es-

29
ta presente en las células vegetativas. Sin embargo, por su carac-
ter aerébico, las algas pueden estar expuestas al peligro de la di
fusidn del oxfgeno en los heterocistos. Henry y col. (1978) han de
mostrado la presencia en Anabaena cyfindiica de las enzimas superd
xido dismutasa y catalasa, tanto en células vegetativas como en he
terocistos, sugiriendo estos investigadores que ambas enzimas in--
tervienen en la proteccidén de los sistemas donadores de protones

que participan en la fijacién del nitrdgeno y, en el metabolismo -

de H2 de los heterocistos,

En las leguminosas fijadoras de nitrdgeno, la leghemoglobina
actia de barrera de oxTgeno en los nddulos de la raiz, mantemiendo
estabilizadas bajas concentraciones de 02, en un rango Optimo para

la funcidn de la nitrogenasa. Adem3s de este mecanismo, Yates (1977)
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ha descrito la presencia en los nddulos de superdxido dismutasa jun
to con catalasa y peroxidasa, que podrfan actuar como un mecanismo
protector adicional frente a posibles dafios indirectos producidos -

por los radicales superéxido.



OBJETO Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO
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El estudio del mecanismo de accidn de los micronutrientes en
la planta a nivel enzimdtico constituye una de las lineas de inves
tigacion de la Unidad de Bioquimica Vegetal de la Estacidn Experi-

mental del Zaidin.

En experiencias llevadas a cabo en nuestro laboratorio, uti-
lizando plantas de guisante cultivadas en invernadero, se detectd
la presencia en extractos crudos de hojas de tres superdxido dismu
tasas electroforéticamente distintas. Dos de estas actividades per
tenecian a la familia de las cuprocinc-superdxido dismutasas, a --
juzgar por su sensibilidad al cianuro, enzimas que ya habTan sido
caracterizadas en Pisum sativum y en otras plantas superiores. En
cambio, la tercera actividad detectada era resistente al cianuro -
propiedad esta caracteristica de las manganeso y ferro superdxido

dismutasas,

Estudiando el efecto de distintos niveles nutricionales de -
manganeso sobre el espectro de las isosuper6xido dismutasas de ho-
ja de guisante, se observd que concentraciones limitantes de manga
neso producian una inhibicidn estadisticamente significativa de la

actividad resistente al cianuro, lo que indujo a pensar que se tra
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taba de una Mn-superéxido dismutasa (Del Rjo y col., 1977). La co-
rrelacidon existente enfre las actividades de las tres isoenzimas -
de superdxido dismutasa y los niveles nutritivos de Mn llevd a pos
tular la utilizacidn de este sistema enzimdtico como indicador del

manganeso bioldgicamente activo implicado en el metabolismo celu--

lar y, a proponer su empleo para el estudio de la funcidn e interac

ciones entre los micronutrientes Mn, Cuy Zn en la célula vegetal
(Del Rio y col., 1978).

Como se ha sefialado en la Introduccidn, en organismos foto--
sintéticos solamente han sido caracterizadas hasta la fecha dos --
manganeso superdxido dismutasas, aquellas procedentes de la bacte-
ria fotosintética Rhodopseudomonas spheroides (Lumsden y col.,1976)
y de alga eucaridtica Poaphynidium cruentum (Misra vy Fridovich, =-
1977). Por lo tanto, al no existir antecedentes bibliograficos so-
bre las propiedades y caracteristicas de esta metaloenzima de plan
tas superiores, se considerd de interés llevar a cabo el aislamien
to, purificacidn y caracterizacién de la Mn-superéxido dismutasa -
de hojas de la planta Pisum sativum, especie habitualmente utiliza
da en nuestro laboratorio y en la que se demostrd indirectamente -

la presencia de esta dismutasa.

Indudablemente, la funcién mas importante del manganeso en -
la planta es aquella relacionada con su implicacion en el proceso
primario de la fotosintesis. El principal "locus'" de la deficien--
cia de Mn en plantas est3d claramente identificado como el fotosis-
tema 11, donde desempefia por 1o menos dos funciones en sitios dife
rentes (Von Kameke y Wegmann, 1977). Una de ellas est3 directamen-
te relacionada con el desprendimiento de oxfgeno, como lo prueba -
el que la reaccién de Hill se deprima en situaciones de deficien--
cia en Mn, paralelamente al contenido de este metal en cloroplas--

tos (Anderson y Pyliotis, 1969; Cheniae y Martin, 1970).
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Precisamente, una razdn de la carencia de informacidn acerca
del mecanismo de accidn del manganeso en el cloroplasto, radica en
las escasas evidencias existentes sobre las identidades de los com
plejos de este metal presentes en el orgdnulo. La caracterizacion
de estos compuestos es condicidn indispensable para elucidar la --

funcion fisioldgica especifica del metal en la fotosintesis. Por -

2
cadena de tramsporte electronico fotosintética y mitocondrial, ha-

otra parte, si se considera la implicacion del radical 0, en la -
bra que suponer una funcidn para la Mn-superéxido dismutasa en el
metabolismo del cloroplasto y de la mitocondria, por lo que su in-
vestigacion podria constituir una contribucién al esclarecimiento
del papel del manganeso en la planta y, particularmente, a su posi
ble participacidn en el sistema fotolitico del agua del fotosiste-

ma |i.

Independientemente de la funcidn fisioldgica especifica de -
esta enzima en las reacciones fotosintéticas del cloroplasto o en
otro lugar celular, la obtencidén de preparados enzimiticos homogé-
neos de una mangano superdxido dismutasa de una planta superior, -
unido al conocimiento de sus propiedades y caracteristicas quimico
fisicas, representa un primer paso obligado para abordar el estudio
cinético de la accidon de la enzima, asT como la investigacién de -
sus relaciones estructura-funcidén. Adicionalmente, la caracteriza-
cion de esta nueva mangano enzima puede ser de utilidad para la --
realizacion de estudios filogenéticos comparativos entre la Mn-su-
perdxido dismutasa de una planta superior, y las cuprocinc y ferro
superdxido dismutasas de otros organismos fotosintéticos, asi como
con las superdxido dismutasas procedentes de otros origenes, lo --
que p,drfa contribuir al esclarecimiento de la compleja historia -

evolutiva de estas metaloenzimas.



MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL VEGETAL

Se han utilizado plantas de guisante (P{sum sativum L.) variedad

Lincoln.

CONDICIONES DE CULTIVO
12 Germinacién y crecimiento de la pléntula.

Las semillas utilizadas, con un indice de germinacién del 95%,
se ditribuyeron en bateas de polietileno que contenfan una capa de
arena de cuarzo (tamafio particula) humedecida, cubierta por otra -
capa de arena seca a la que se le afiadia agua en cantidad suficien
te para mantener el conjunto en condiciones Gptimas de humedad y -

aireacion.

Las bateas se mantuvieron en estufa a 252C durante 72 horas al
término de las cuales comenzaron a emerger las plantulas, trasla--
dindose entonces al invernadero. Periédicamente se iban reponiendo

las pérdidas de agua debidas a la transpiracion.

Cuando las plantulas alcanzaron una etapa fisiolégica equivalen
te a la tercera o cuarta ramificacion del tallo, lo que ocurria a
los 20 & 30 dias después de la siembra, se trasplantaban a los me-

dios hidroponicos.

22 Cultivo en invernadero con solucién hidropdnica completa.

La solucién nutritiva utilizada tenfa un pH de 5,5 + 0,2 y la
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composicién siguiente en meq/T: NO3, 12,095 PO,Hy, 4,03; 5057, 3,02;
+ + +

K, 5,21; Ca2 , 10,42; M92 , 3,91; y en ppm: Fe, 5,0; Mn,0,5; B, 0,5;
Cu, 0,05; Zn, 0,05.

Esta solucidn se preparaba en el momento de ser utilizada, a par
tir de soluciones monosalinas de mayor concentracidn, empleando pro-
ductos calidad Probus (reactivo) para los macronutrientes y Merck --
(p.a.) para los micronutrientes, que se disolvian en agua desminera-

lizada con un contenido en sales no superior a 2 mq/1.

Para el cultivo, se utilizaron recipientes tronco cénicos de po-
liteno con una capacidad de 2,5 litros. En las tapaderas de los mis-
mos se practicaron seis orificios circulares de 2 cm de didmetro, en
los que se colocaron las pléntulas sostenidas por pequefios cilindros
de esponja de plastico que presentaban una incisién radial para alo-

jar el tallo.

Las plantulas se cultivaron mediante un sistema de solucidn flu-
yente en circuito cerrado (Leal y col., 1975) y las soluciones nutri
tivas se renovaban cuando el pH variaba mis de 0,5 unidades. Este --
sistema no sélo permite una aireacién constante y suficiente de la -
solucién nutritiva, sino también el transporte de la misma a las di-

ferentes unidades de cultivo.

En algunas ocasiones, cuando se precisd una gran cantidad de ma-
terial vegetal, las plantas también se cultivaron en cdmara de culti
vo Conviron mod. PGW-36, con control de temperatura, humedad y foto-
periodo. Las condiciones de crecimiento eran anidlogas a las menciona
das para invernadero salvo que se utilizé un sistema de cultivo con
solucién no fluyente, con su correspondiente dispositivo de airea-
cion, '

Las plantas se recolectaron al final de la etapa de floracién.

Se separaron las hojas y se lavaron sucesivamente con abundante agua
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corriente y agua destilada, secandolas finalmente sobre papel de fil

tro.

PREPARACION DE EXTRACTOS CRUDOS DE HOJAS

Todas las operaciones se llevaron a cabo a temperaturas entre 0-
42C. Las muestras de hojas (1,2-7,5 Kg), en lotes de 250 g se homege
neizaron en 500 ml de buffer Tris-ClH 50 mM, pH 7,5 conteniendo ---
EDTA 0,1 mM y Tritén X-100 al 0,2%. Se empled un homogeneizador Sor-
vall Omnimixer, realizandose la trituracion a velocidad tope durante

3 min.

E1 homogenado se filtrd por cinco capas de malla de nyldn y se -
centrifugé a 1500 g durante 15 minutos en una centrifuga refrigerada
Sorvall superspeed RC2-B. En estas condiciones, el extracto crudo ob
tenido de la centrifugacién contenia la mayor parte de la actividad

superdxido dismutasa presente en el homogenado.

REACTIVOS
Buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,5, 0,1 mM EDTA, Tritén X-100 al 0,2%.

Tris 0,1 M (12,11 g de Tris, calidad Merck p.a. , por litro de
agua destilada) .....iiiiiiiiiinecctritaaaanaaii e 500 ml

CIH 0,1 M (8,3 ml de CIH concentrado d=1,19, calidad Merck p.a ,
por litro de agua destilada) ......ccoviveianeenneenns ~ 400 ml

Se ajusta al pH indicado con la solucién clorhidrica y se enra-
sa a un litro con agua destilada. A continuacién se llevé al 0,2%

(v/v) con Tritén X-100, calidad Sigma.

EDTA 0,1 mM (0,0372 g/1 de buffer)
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA

Métodos basados en_la generacidn enzimidtica de radicales supe-

roxido

Como sistema productor de Og'se empleé el de la xantina-xanti~
na oxidasa. Esta enzima es una ferrosulfoflavoproteina que cataliza
la oxidacidn por oxigeno molecular de la xantina e hipoxantina, y con
tiene dos grupos de FAD, dos itomos de Mo y ocho de Fe por molécula.
Cuando la xantina oxidasa utiliza como sustrato la base pirica xanti
na, en el curso de la reaccidn con el oxigeno molecular (McCord y Fri
dovich, 1968a), tiene lugar la formacidn del radical superdxido, se-

gin la reaccién:

OH ?H
[}
c N
N SN
'C lCI /CH + Hio*oz——é |C|\ C- OH"‘OZ
O ~
HO N~ o SN ::
H .
xantina a. urico

1. Deteccién de d; con azul de nitrotetrazolio (NBT).

Este método se empled en la determinacién de ta actividad SOD
en cada una de las fracciones obtenidas en las diferentes etapas de

purificacion de la enzima.

El ensayo utilizado fué el descrito por Beauchamp y Fridovich
(1971). E1 radical d; producido por el sistema xantina-xantina oxi-
dasa reduce al colorante NBT dando lugar a la formacidn de azul de
formazano, pero en presencia de la superdxido dismutasa se deprime
la formacion de este compuesto, tal como se indica en la figura ad-
junta. De esta manera se puede calcular el porcentaje de inhibicién

de esta reaccién 0 actividad SOD segin se indica mis adelante.
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X0D
Xantina ;>>Oé_

La mezcla de reaccién en un volumen final de 3,225 ml contenia:
NBT 2,5 X 10_5 M y xantina 1,0 X 10'“
co 50 mM pH 10,2, EDTA 0,1 mM. La tasa de reduccidn del NBT se si--

M, en buffer carbonato sédi-

guid por registro continuo a 560 nm en un registrador Perkin Elmer
mod. 165 acoplado a un espectrofotémetro de doble haz Perkin Elmer
mod. 124,

Metddica: La reaccidn se llevé a cabo en cubetas espectrofotomé
tricas de vidrio, con 1 cm de paso 6ptico, termostatizadas a 252C
mediante un portacubetas de dos plazas provisto de camisa de agua
circulante mantenida a dicha temperatura. En la reaccidn que servia
de control (reduccién del NBT en ausencia de la enzima) ambas cube-
tas contenian los siguientes reactivos previamente estabilizados a
252C y convenientemente aireados, en las cantidades y concentracio-
nes que se indican: 0,2 ml de buffer carbonato sédico 50 mM pH 10.2,
0,1 mM EDTA; 3 ml de una solucidon de NBT y xantina a unas concentra
Ciones de 2,69 X 1072 My 1,08 X 107" M

das en el buffer anterior. En la reaccién problema (reduccion del

, respectivamente, prepara--

NBT en presencia de la enzima), a las dos cubetas se les adiciondé
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0,1 ml de solucién enzimiatica previamente diluida, igualandose segui

damente los volimenes finales con buffer.

Las reacciones control y problema se iniciaban afadiendo a la cu
beta de la muestra 25 pl de una dilucién adecuada de xantina oxidasa
(X0D) capaz de producir en ausencia de la enzima una tasa de redu---
cion del NBT de aproximadamente 0,020 unidades de absorbancia por mi
nuto a 560 nm. Esta dilucién variaba segin la edad del lote de enzi-
ma utilizado y se preparaba a partir de una solucién de SOL'(NHA)2 --
2,3 M conteniendo salicilato sédico al 0,02% (p/v). En la figura si-
guiente se representa un registro espectrofoiométrico obtenido utili

zando este método de determinacidn de actividad SOD:

0,41 NBT
£
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o
P 031
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o
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€ 0,2
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"
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Con el fin de poder realizar la determinacidn de la actividad su
peréxido dismutasa de un gran nimero de muestras, se puso a punto --
una modificacién rutinizada de este mismo método. En este ensayo, el
volumen final de la mezcla de reaccién fue de 4,225 ml y las concen-
traciones de los reactivos eran idénticas a las descritas anterior--
mente. La reaccién se llevs a cabo en tubos de ensayo de unos 10 ml
de capacidad en un bafio termostatizado a 252C. Los tubos de la reac-
cién control contenfan 0,2 ml de buffer carbonato sédico 50 mM, pH
10,2, 0,1 mM EDTA a los que se les afiadia 4 ml de solucién 2,58 X
107

dicado. Como problema y blanco se utilizaron tubos de ensayo con el

M en NBT y 1,03 X 10'“ M en xantina, preparada en el buffer in-

mismo volumen final de mezcla de reaccidén pero en los que 0,1 ml de
buffer carbonato sédico se sustituyeron por 0,1 ml de solucidn enzi-

matica.

Para los controles y problemas la reaccién se iniciaba afiadiendo
25 ul de una solucidn de xantina oxidasa preparada en condiciones -=
andlogas a las indicadas anteriormente, midiéndose igualmente la ta-

sa de reduccién del NBT por espectrofotometrfa a 560 nm.

Tanto en el ensayo normal como en la modificacidn rutinizada, el
método utilizado para determinar la contribucidn en la actividad to-
tal de los tres tipos de isoenzimas de SOD (Cu,Zn-SOD, Fe-SOD y Mn-
SOD) estd basado en la distinta sensibilidad frente al cianuro de es
tas formas moleculares. La actividad de las superdxido dismutasas --
que contienen Cu y Zn es inhibida aproximadamente en un 90% por con-
centraciones de cianuro entre 1-2 mM mientras que en estas mismas --
condiciones, permanecen inalteradas las actividades de las manganeso
o ferro-enzimas. Por lo tanto, en presencia de CNNa la actividad su-
peréxido dismutasa determinada se debe casi totalmente a la actuacidn
de las superdxido dismutasas resistentes al cianuro conteniendo man

ganeso & hierro, pudiendo calcularse la actividad correspondiente a
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a las Cu,Zn-S0Ds por diferencia entre la actividad total y la debida
a las enzimas que contienen Fe & Mn. Para ello a cada una de las mez
clas de reaccién correspondientes a los ensayos antedichos se les --
afadfa 0,1 ml de una solucidn de cianuro sédico 32,3 mM y 41,25 mM

respectivamente, en el buffer habitual, manteniéndose fijos los vold

menes finales.

REACTIVOS

—Buffer C03Na2-C03

Carbonato disédico 50 mM (5,2995 g de C03Na2, calidad Merck p.a.,

HNa 50 mM, pH 10,2,EDTA 0,1 mM

por litro de agua destilada)--=-~=----=-->====== = 800 ml

Carbonato monosdédico 50 mM (h,ZOOS g de CO3HNa, calidad Merck p.
a., por litro de agua destilada)----==-=--=-=-=--= 250 ml

Se hace el ajuste al pH-metro sobre el volumen indicado de C03HNa

50 mM, afiadiendo solucién de carbonato disédico 50 mM, hasta al-
canzar el pH indicado. A continuacidn se lleva a 0,1 mM en EDTA, adi_
cionando 0,0372 g de EDTA sal disddicacalidad Merck, por litro de by
ffer.

_  Solucién 2,69 X 107> M en NBT y 1,08 X 10™% M en xantina.

0,0220 g de NBT, calidad Fluka, por litro de buffer carbonato sé
dico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

0,0164 g de xantina, calidad Sigma, por litro de buffer carbona-
to sédico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

— Solucién de SOL*(NHA)2 2,3 M, conteniendo salicilato sédico al --

0,02%.

30,392 g de Soh(NHh) alidad Merck p.a., en 100 ml de agua des-

tilada.

2 €
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0,02 g de salicilato sddico, calidad Merck p.a., en 100 ml de agua

destilada.

— Solucidn 2,58 X 10-5 M en NBT y 1,03 X IO-hM en xantina.

0,0211 g de NBT, calidad Fluka, por litro de buffer carbonato sé
dico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

0,0157 g de xantina, calidad Sigma, por litro de buffer carbona-

to sédico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

— Solucidn de CNNa 32,3 mM y 41,25 mM.

0,1583 g de CNNa, calidad Merck p.a., en 100 mi de buffer carbo-
nato sédico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

0,2020 g de CNNa, calidad Merck p.a., en 100 ml de buffer carbo-
nato sédico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

— 2. Deteccidn de d; con citocromo c.

Este método se utilizé en los preparados enzimaticos purificados
para la determinacién de la temperatura y pH &ptimos, tiempo de incu
bacidn, influencia de la concentracion de la enzima y el efecto de -

inhibidores enzimaticos.

Se empled una modificacién del ensayo descrito por McCord y Fri-
dovich (1969a), basado en la habilidad de la enzima para inhibir la
reduccién del citocromo ¢ producida por el radical 6; generado por -

el sistema xantina-xantina oxidasa:
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Citocromo ¢ Citocromo ¢
{oxid.) (red.)
X0oD _
Xantina ——*> 0,
6‘00

H,0,+ O,

La mezcla de reaccidon en un volumen final de 3,225 ml contenia:

5 b

citocromo ¢ 1 X 10~ M, xantina 1 X 10~ M, en buffer fosfato pota-
sico pH 7,8, EDTA 0,1 mM, La reduccidn del citocromo ¢ se efectud -
en cubetas termostatizadas a 25°C siguiéndose su curso por registro
continuo a 550 nm en un espectrofotémetro de doble haz Perkin-Elmer

mod. 124 acoplado a un registrador.

Metddica: Para la reaccién control (reduccién del citocromo c
en ausencia de la enzima) en dos cubetas de vidrio de 1 cm de paso
optico, termostatizadas a 252C, segln se indicd anteriormente, se -
colocaron 0,2 ml de buffer fosfato potasico 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1
mM, a los que se afiadié 3 ml de solucidn 1,075 X 10_5 M en citocro-

mo cy 1,075 X 10’“ M en xantina, preparada en el buffer anterior.

En la reaccién problema (reduccién del citocromo ¢ en presencia

de la enzima), a sendas cubetas con 3 ml de la solucién de citocro-

mo c y xantina, en las concentraciones indicadas, se les incorpord -

0,1 ml de solucidn enzimidtica convenientemente diluida.
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Las dos reacciones {(control y problema), se iniciaban afadiendo
a la cubeta muestra 25 ul de una dilucidon de xantina oxidasa capaz
de producir en ausencia de la enzima una tasa de reduccidn del cito
cromo ¢ de aproximadamente 0,020 unidades de absorbancia por min, a
550 nm. Esta dilucién se preparé como se ha descrito anteriormente.
Un registro espectrofotométrico obtenido empleando este método de de

terminacién de actividad se representa en la figura siguiente:

0,4- - CITOCROMO C

CONTROL

Absorbancia a 550 nm
o
~

PROBLEMA

A d

2 4 6
Tiempo (min.)

-4
-4

[.. 2

La determinacidon de actividad SOD en presencia de CNNa 1 mM se

realizd, en las reacciones control y problema, afiadiendo a ambas cu-
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betas 0,1 ml de una solucidn 32,3 mM en CNNa, manteniéndose fijos los

voldmenes finales de reaccién por adicién del buffer utilizado en el

ensayo.

REACTIVOS

— Buffer PO HK,-PO,H,K 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM.

Fosfato dipotdsico 50 mM (8,7090 g de PohHKZ’ calidad Merck p.a.,

por litro de agua destilada)

Fosfato monopotdsico 50 mM (6,8040 g de POhHZK calidad Merck p.a.,
por litro de agua destilada )-----=-===-=-=====--="< ~ 100 ml

Se hace el ajuste al pH-metro sobre el volumen indicado de POAHK2

50 mM, afadiendo soluci6én de fosfato monopotdsico 50 mM, hasta al-
canza adi-
cionando 0,0372 g de EDTA sal disédica, calidad Merck p.a., por li-

r el pH indicado. A continuacién se lleva a 0,1 mM en EDTA

tro de buffer.

— Solucién 1,075 X 10-5 M en citocromo ¢ y 1,075 X IO-AM en xanti-
na.
0,1331 g de citocromo ¢ tipo 111, calidad Sigma, por litro de bu

ffer fosfato K 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM.

0,016L4 g de xantina, calidad Sigma, por litro de buffer fosfato

K 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM.

Solucién de CNNa 32,3 mM.
0,1563 g de CNNa, calidad Merck, en 100 mi de buffer fosfato K 50
mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM. '
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Método basado en la generacién fotoquimica de radicales supe-

roxido
Este método se utilizd en el proceso de purificacién de la en-

zima para la determinacidén de la actividad SOD en las fracciones pro-

cedentes de los desarrollos cromatogrificos en columna.

Se utilizd el ensayo de Beauchamp y Fridovich (1971), modifica
do por Giannopolitis y Ries (1977a). La produccién de radicales Oé- -
tiene lugar por iluminacién de mezclas de reaccién conteniendo ribo--
flavina, metionina y azul de nitrotetrazolio. En estas condiciones, -
tiene lugar la fotorreduccién de la riboflavina por la metionina, y -
posteriormente la flavina reducida cede electrones al oxigeno para --
producir radicales Oé—, que dan lugar a la reduccidn del NBT. De esta
forma, bajo la influencia de la luz la mezcla se colorea debido a la
formacidn del azul de formazano y la superdxido dismutasa inhibe di--

cha coloracidn mediante el secuestro de los radicales 05—.

La mezcla de reaccién en un volumen final de 4,225 ml contenfa:
riboflavina 1,3 X 10’6M, metionina 13 X 10'3M, NBT 63 X 10"6M, en bu-
ffer carbonato sddico 50 mM, pH 10,2, 0,1 mM en EDTA. Tanto el buffer
carbonato sdédico como la solucidn generadora de radicales superdxido
se estabilizaron previamente a 25%C, y se airearon abundantemente. La

tasa de reduccion del colorante NBT se midid espectrométricamente a -
560 nm.

Metddica: Se utilizaron tubos de ensayo de grosor y color uni-
forme que se colocaron en una gradilla de plastico circular sumergida
en un bafio de vidrio termostatizado a 252%C. Una lampara fluorescente
circular Osram de luz difa de 40W y 2.300 Im rodeada toda la pared del
bafio, cubriéndose el conjunto por medio de una tapadera recubierta in

teriormente con papel de aluminio, con el fin de que todos los tubos

reciban una intensidad luminosa semejante.

Los tubos considerados como control y problema contenian respec

tivamente 0,2 y 0,1 ml de buffer carbonato sédico 50 mM, pH 10,2,
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0,1 mM en EDTA, a los que se adicionaban posteriormente 4 ml de una

solucién 1,33 X 1078 M en riboflavina, 13,32 X 1073

64,57 X 10-6 M en NBT, preparada en el buffer citado. A los tubos --

M en metionina y

problema se les afadia 0,1 ml de una dilucidn adecuada de solucidn -
enzimatica, utilizando como blancos, tubos de ensayo que contenian -
una mezcla de reaccién idéntica a la problema, pero que no eran some
tidos a iluminacién, permaneciendo protegidos de la luz hasta el mo-

mento de la lectura espectrofotométrica.

La reaccidn se iniciaba por iluminacién que era mantenida duran-
te 2 minutos, y en dicho periodo de tiempo, en ausencia de la enzima,
la tasa de reduccién del NBT a 560 nm era de unas 0,200 unidades de

absorbancia.

La cuantificacidon de las actividades Mn-SOD y Cu,Zn-S0D, se rea-
1iz6 anadiendo a las mezclas de reaccién 0,1 ml de cianuro sédico --
41,25 mM, 1o que proporciona una concentracién final 1 mM en cianuro,

igualandose después los volimenes finales con buffer.

REACTIVOS

— Buffer CO3Na2-C03HNa 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM,
Carbonato disddico 50 mM (5,2995 g de CO3Na2 calidad Merck p.a.,
por litro de agua destilada) -------------c-----o-- =~ 800 ml

Carbonato monosédico 50 mM (4,2005 g de C03HNa calidad Merck p.
a., por litro de agua destilada) ----------=------= 250 ml

Se hace el ajuste al pH-metro sobre el volumen indicado de C03HNa
50 mM,afiadiendo solucién de carbonato disédico 50 mM, hasta alcanzar
el pH indicado. A continuaci6n se lleva a 0,1 mM en EDTA, adicionan-
do 0,0372 g de EDTA sal disédica, calidad Merck, por litro de buffer.
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— Solucioén 1,33 X 10-6 M en riboflavina, 13,32 X 10-3 M en metioni
na, y 64,57 X 1076 M en NBT.

0,0005 g dg riboflavina, calidad Sigma, por litro de buffer car-
bonato sédico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

1,9873 g de metionina, calidad Sigma, por litro de buffer carbo-
nato sédico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

0,0528 g de NBT calidad Fluka, por litro de buffer carbonato s6-
dico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

— Solucién de CNNa 41,25 mM.

0,2020 g de CNNa, calidad Merck, en 100 ml de buffer carbonato
sédico 50 mM, pH 10,2, EDTA 0,1 mM.

‘Expresion de laactividad enzimatica

La actividad superdxido dismutasa se ha cuantificado en base a la
capacidad de la enzima para ihhibir el efecto producido por la inte-
raccion de los radicales libres U; con el sistema detector utiliza-
do. McCord y Fridovich (1969) definieron una unidad de actividad SOD
como la cantidad de enzima requerida para producir una inhibicién de
un 50% en la velocidad inicial de reduccién del detector utilizado -

(NBT & citocromo c) a 252C y en unas condiciones determinadas.

El cidlculo de la actividad se realiza por determinacién del por-
centaje de inhibicién producido por la enzima. Para ello se calculan
las pendientes (AEBSO/min 6 AE560/min) relativas a la reaccién con--
trol y problema, y a partir de ellas se obtiene el % de inhibicion -
mediante la expresidn:

p (control) - p (problema) X 100

% inhibicidon =
p (control)
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Una vez conocido el porcentaje de inhibicion y teniendo en cuen-
ta el volumen de solucidn enzimdtica utilizado (0,1 mi), el cdlculo
de las unidades enzimaticas por mililitro, se hace segin la férmula:
% inhibicidn

50 X 0,1

= % inhibicidon X 0,2 X factor de dilucion

unidades SOD/ml = X factor dilucién =

En la figura siguiente se representa, a modo de ejemplo, el efec
to de la concentracidén de la enzima de extractos crudos de hoja de
guisante sobre la tasa de reduccidn del NBT, utilizando el sistema

xantina-xantina oxidasa.
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Como se deduce de la grafica, para el empleo de estas unidades,
es preciso que los porcentajes determinados estén comprendidos has-
ta un 60% por existir en esta zona una relacién lineal entre la con
centracién de superbéxido dismutasa y el porcentaje de inhibicion --

producido.

SEPARACION Y DETERMINACION DE ACTIVIDADES ISOENZIMATICAS EN LOS EX-
TRACTOS CRUDOS

En los extractos de hoja de guisante, las isoenzimas de superd
xido dismutasa se separaron por electroforesis a 42C en geles de po
liacrilamida, utilizando el sistema de buffer discontinuo y la metd
dica de Ornstein (1964) y Davis (1964).

Se utilizé gel tipo 'Cyanogun 41" (relacién acrilamida: bis de
19/1) con un 10% de acrilamida y 0,53% de bis-acrilamida. Para su -
preparacién se disuelven en buffer Tris-CIH 377 mM, pH 8,9, 2,5127
g de acrilamida y 0,1322 g de N-N'-metilen-bis-acrilamida hasta un -
volumen final de 25 ml. A esta solucién se le afaden 100 pl de 3-di
metilaminopropionitrilo, y en el momento de gelificar 1,35 ml de una
solucidn recien preparada de riboflavina al 0,013% en el buffer ante
rior 6 de persulfato aménico al 7%, segln el tipo de polimerizacion
empleada. Antes de efectuar la gelificacién es conveniente filtrar y
desgasar la solucién de acrilamida-bis. La gelificacion fotoquimica
se llevd a cabo con dos lamparas fluorescentes Sylvania mod.'F. 6TS/D
a una distancia de aproximadamente 15 cm. Los geles se prepararon en
tubos de vidrio de 7,5 X 0,5 cm que una vez colocados sobre un sopor
te adecuado, se llenaron de solucién hasta una distancia de 8 mm del
borde. Para evitar la formacién de un menisco céncavo en la superfi-

cie del gel, se dejaron resbalar por las paredes de los tubos unas -
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gotas del buffer utilizado en su preparacidn. De esta forma, los ge-

les quedan con una longitud Gtil de aproximadamente 6,5 cm.

Una vez gelificados, los tubos se montaron en la cubeta de --
electroforesis cuyos compartimentos anddico y catdédico se inundaron
con el buffer de electrodos (glicocola-Tris-C1H 38 mM, pH 8,2). En -
estas condiciones de pH, la casi totalidad de las fracciones protei--
cas se cargan negativamente y emigran hacia el 3nodo situado en el --

tanque inferior.

Las muestras se llevaron al 10% en sacarosa para aumentar su -
densidad, y se les aiadié una minima cantidad del colorante azul de
bromofenol (Merck) para fijar el frente electroforético. Los volime--
nes de muestra utilizados variaban de 10 a 100 pl segln la concentra-
cidn protéica.

Los desarrollos se hicieron a 42C con un prerrecorrido de 1mA
por gel durante 15 minutos, que posteriormente se aumentd a 5mA por
gel, durante aproximadamente 1 hora 15 minutos, tiempo que tarda el
frente electroforético en situarse a 1 cm del extremo anddico. Fina-
lizado el desarrollo los geles se sacan de los tubos inyectando agua

con una microjeringa entre las paredes de vidrio y los geles.

_ Las actividades superdxido dismutasa se localizaron en los ge
les por el método fotoquimico de Weisiger y Fridovich (1973a). En es
te ensayo, el radical libre Oé- producido por la acci6n de la luz so
bre una solucién de riboflavina y tetrametiletilendiamina (TEMED) -~
provoca la reduccidn del colorante NBT, tiféndose los geles uniforme
mente de azul, excepto en aquellas zonas donde hay actividad superd-

xido dismutas, que aparecen incoloras.



Metddica: Una vez terminado el desarrollo electroforético
los geles se incubaron a 252C durante 20 minutos en una solucién
de NBT 2,45 X 1073M en buffer fosfato 50 mM, pH 7,8. A continua-
cidn, se elimind esta solucidn y se realizd una nueva incubacidn
a la misma temperatura y durante 15 minutos, en una solucién de
TEMED 0,280 M y riboflavina 2,8 X IO-SM en el buffer anterior. -
Tras el periodo de incubacién, los geles se suspendieron en bu--
ffer fosfato 50 mM, pH 7,8, y seguidamente se iluminaron con dos
l8mparas fluorescentes, andlogas a las empleadas para la polime-
rizacién fotoquimica. Por accidn de la luz los geles se tifien uni
formemente por el azul de formazano producido, excepto en aque--
1las zonas que contenfan actividad superdxido dismutasa. La ilu-
minacidn se interrumpia una vez alcanzado el mdximo contraste en
tre las zonas activas acromdticas y la coloracién de fondo (apro

ximadamente 7-10 minutos).

Las superdxido dismutasas sensibles al cianuro, que contie
nen Cu y Zn, eran diferenciadas de la Mn-SOD, resistente a este -
inhibidor, llevando a cabo los revelados enzim3ticos en presencia

y en ausencia de CNNa 1 mM.
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Los geles con las bandas activas eran densitometrados a 560

nm en un fotdmetro integrador-registrador Vernon modelo PHI-6, En

los registros obtenidos se calculd el porcentaje de actividad co-

rrespondiente a cada isoenzima a partir de las 3reas de los distin

tos picos determinadas por pesada del papel. Conocidos los porcen-

tajes isoenzimaticos, la actividad SOD correspondiente a cada uno

de ellos, se obtuvo multiplicando la actividad superéxido dismuta-

sa total de la muestra por los respectivos porcentajes.
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REACT IVOS
_ Buffer Tris-CIH 377 mM, pH 8,9.

11,4137 g de Tris, calidad Merck, en 250 ml de agua destilada,

ajustando el pH a 8,9 con CIH concentrado calidad Merck.

— Solucién de gelificacidn.

Acrilamida, calidad Sigma -----~--=----=-c--w=- 2,5127 g
N-N'-metilen-bis-acrilamida, calidad Sigma --- 0,1322 g
3-dimetilaminopropionitrilo, calidad BDH ----- 100 ul
Buffer Tris-CIH 377 mM, pH 8,9 -------- c.s.p. 25 ml

Se filtra y desgasa a vacio antes de usar,

Solucidn de riboflavina.

Riboflavina, calidad Sigma, al 0,013% en buffer Tris-ClH 377 mM,
pH 8,9.

Es de preparacidén extemporanea.

Solucién de persulfato aménico.

Persulfato aménico, calidad Sigma, al 7% en buffer Tris-ClH 377
mM, pH 8,9.

Es de preparacién extemporinea.

_ Buffer de electrodos, Glicocola-Tris-CIH pH 8,2.
1,425 g de Glicocola, calidad Merck, en 500 ml de agua destilada.

Esta solucion 38 mM en Glicocola, antes de enrasar a 500 ml, se

ajusta a pH 8,2 con buffer Tris-CI1H 377 mM, pH 8,9.
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Fosfato dipotasico 50 mM (8,7090 g de POAHKZ' calidad Merck, p.
a., por litro de agua destilada) -=--~-----=--=-- ~ 900 ml

Fosfato monopotdsico 50 mM (6,8040 g de PohHZK' calidad Merck,
p.a., por litro de agua destilada) ----~--=----- > 100 ml

Hacer el ajuste al pH-metro sobre el volumen indicado de POL‘HK2
50 mM, afadiendo solucion de fosfato monopotdsico 50 mM, hasta alcan

zar el pH indicado,

— Solucién de NBT 2,45 X 1073 u,
0,2003 g de NBT, calidad Fluka, en 100 ml de buffer fosfato 50
mM, pH 7,8.

5

—  Solucién 0,028 M en TEMED y 2,8 X 10 ° M en riboflavina.

4,17 ml de TEMED, calidad Sigma, por litro de buffer fosfato 50
mM, pH 7,8.

0,0105 g de riboflavina, calidad Sigma, por litro de buffer fos-
fato 50 mM, pH 7,8.

—  Solucidn de CNNa 1 X 1073 M.

0,0490 g de CNNa, calidad Merck, por litro de cada una de las dos

soluciones anteriores de revelado,

DETERMINACION DE PROTEINAS

Durante todo el proceso de purificacion se determind el conteni-

do en proteinas de las distintas fracciones utilizando dos métodos:
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el de Lowry y col. (1951), y el de Potty (1969). El primero de ellos
se empled en los Gltimos estadios de la purificacién, mientras que -
el de Potty (1969) fué utilizado en los extractos crudos iniciales -
donde es presumible la presencia de compuestos que interfieren en la
determinacién de proteinas por el método de Lowry, tales como feno--
les y pectinas. En ambos casos, se usd como patrén albimina sérica -

bovina cristalizada,

Método de Lowry

Es un método espectrofotométrico basado en la reaccién de biuret,
caracteristica de los enlaces peptidicos, y en la de Folin, propia -

de los grupos fendlicos de los restos de tirosina.

Curva patrén de albdmina

Se ha usado una curva patrén de albimina sérica bovina a concen-
traciones entre 25-400 ug/ml. Se preparé una solucién madre de albi-
mina en agua destilada, con una concentracidn de 500 ug/m! (25 mg/50
ml) y a partir de esta, por diiucién, se prepararon soluciones conte
niendo 25, 50, 100, 200, 300 y 400 ug/ml.

Metddica

Se tomd 1 ml de cada una de las concentraciones de la curva pa--
trén, que se dispuso en los correspondientes tubos de ensayo, utili-
zando como blanco 1 ml de agua destilada. En una serie de tubos de -
ensayo se colocd 1 ml de las soluciones problema, convenientemente -
diluidas, para que la concentracién protéica quedase dentro del ran-

go de concentraciones de la curva patrén.

A tiempo cero se agrega a cada uno de los tubos anteriores 5

ml de solucidén alcalina de cobre con agitacion y, al cabo de 15 mi-
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nutos, se afaden 0,5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteau, agitando
bien la mezcla. Pasados 20 minutos se afectda la lectura espectrofo
tométrica a 630 nm, En algunas ocasiones, cuando se ensayaba el con
tenido protéico de preparados enzimiticos puros, al objeto de no --
desperdiciar muestra, se empled un micrométodo con voldmenes de reac
cion cuatro veces inferiores a los normales, esto es, 0,25 ml de mues
tra, 1,25 ml de solucidn alcalina de cobre y 0,125 ml de reactivo de
fenoles, manteniéndose constantes todas las dem3s condiciones de la

reaccion.

Con los resultados obtenidos se construye una grafica represen
tando en el eje de ordenadas los valores de absorcidn y en abcisas
las concentraciones protéicas correspondientes (ug/ml). Sobre ella
se llevan los valores de D.0. de los problemas, deduciéndose por in
terpolacién, y una vez tenidas en cuenta las diluciones previas, la

concentracion proteica final,

REACTIVOS

— Solucién madre de albdmina sérica bovina (500 ug/ml), calidad

Calbiochem.

— Solucién alcalina de cobre.

Es de preparacion extemporinea. Se prepara mezclando 50 ml de
solucién de CO;Na, al 23 (Merck) en NaOH 0,1 N (Merck), con 1
ml de solucidn conteniendo SOhCu.SHZO (Merck) y tartrato sodi

co (Merck) al 0,5% y 1%, respectivamente.

— Reactivo diluido de Folin-Ciocalteau.

Se utilizd reactivo de fenoles, calidad Analema, que en el mo-
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mento de su uso se diluydé dos veces con agua destilada.

Método de Potty

Es un método espectrofotométrico en el que cada muestra es so
metida por separado al ensayo de Lowry y col., (1951), que se acaba
de describir, y a una reaccién blanco de determinacién de fenoles -
libres y pectinas, compuestos que dan reaccién positiva de protei--
nas por el método de Lowry. De esta forma, a las proteinas totales
determinadas por dicho método se les substrae la contribucidn debi-
da a aquellos compuestos interferentes aproteicos de naturaleza fe-

nélica.

Curva standard de albdmina.

La curva patrén de albimina sérica bovina, comprendida entre
concentraciones de 25 y 400 ug/ml, se preparé de la misma manera que

se describidé en el método de Lowry y col., (1951).

Metddica

En dos tubos de ensayo que se toman como blancos se coloca 1
ml de agua destilada. A continuacién, de cada una de las concentra-
ciones patrén de albimina bovina se pipetean dos alfcuotas de 1 ml
en sendos tubos de ensayo, En una serie de tubos se colocan dos ali
cuotas de 1 ml de cada solucién problema a medir, convenientemente
diluida, para que la concentracién proteica caiga dentro del rango

comprendido por la curva patrén,

Al tiempo cero se agrega a cada pareja de tubos 5 ml de solu-
cidn alcalina de cobre y 5 ml de solucién de carbonato sddico al 2%
en NaOH 0,1 N, respectivamente, con agitacién. Al cabo de 15 min se

afiaden a todos los tubos 0,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau, y
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se mezcla. Transcurridos 20 min se efectda la lectura espectrofoto-

métrica a 630 nm de todas las fracciones ensayadas.

Con los valores de D.0. suministrados por los distintso pares
de concentraciones de la solucién de referencia, se construye una -
curva patrdén de albimina, representando en ordenadas las diferencias
entre los valores de absorbancia de cada par de tubos, correspondien
tes a la reaccién normal de Lowry y a la resultante de la sustitu--
cién de los 5 ml de solucién alcalina de cobre por un mismo volumen
de solucion de COBNaZ' Sobre esta grafica, y a partir de las diferen
cias de D.0. de cada pareja de tubos problema, se obtiene, por in--
terpolacién, la concentracidén de proteinas, que después de multipli
cada por la dilucién empleada, proporcionard la concentracién pro--

teica final de la muestra.

REACTIVOS
— Solucién de carbonato sddico,

C03Na2 al 2%, calidad Merck, en NaOH 0,IN (Merck).
La solucidn alcalina de cobre y el reactivo diluido de Folin-

Ciocalteau se prepararon como se describib para el método de Lowry.

PURIFICACION DE LA ENZIMA

El método seguido para la obtencidn de preparados puros de Mn-
superdxido dismutasa se puso a punto realizando experiencias previas
de aislamiento con pequefios lotes de hojas de guisante (P{sum satd

vum L.) cultivadas en invernadero,
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Todas las operaciones se efectuaron en frio a temperaturas en
tre 0 y 42C, bien en camara refrigerada o en bafo de hielo, lgual--
mente, todas las centrifugaciones se llevaron a cabo a 42C, en una
centrifuga Sorvall Superspeed, mod. RC2-B, en las condiciones que -

en cada caso se indican.

Los fraccionados cromatogrificos se efectuaron utilizando co-
lumnas de Pharmacia Fine Chemicals, y columnas Quickfit, equipadas
en sus terminales con émbolos provistos de placas porosas de teflon
que permiten reqular la altura Gtil de la columna. En todos los ca-
sos se empled flujo descendente con impulsidén mediante bomba peris-
tiltica (Pharmacia P-3 & LKB ReCyChrom). El desarrollo de los proce
sos cromatogrificos se controld mediante medida continua de la trans
mitancia a 280 nm de los eluidos de las columnas, en un aparato Uvi
cord de LKB equipado con célula de cuarzo de flujo continuo de 2 mm
de paso Optico, haciendo el ajuste previo del 100% de transmitancia

con el buffer base usado en el proceso,

Finalmente, los eluidos de los desarrollos cromatograficos en
columna se recogieron en fracciones de volumen variable, segin los
casos, utilizando un colector de fracciones automidtico (LKB Ultro-

rac).

A lo largo de todo el proceso de purificacion, la actividad -
superoxido dismutasa sensible y resistente al CN-, se determind por
el método de Beauchamp y Fridovich (1971) segin se indica en el ---
apartado de Determinacidn de Actividad. El comportamiento de las --
distintas isoenzimas en cada una de las etapas de aislamiento se --
controlé por electroforesis en geles de poliacrilamida, efectuando
la localizacidn de la actividad enzimdtica segin la metdédica de Wei
siger y Fridovich, (1973a),
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1. Fraccionamiento térmico.

En experiencias previas se estudid el efecto producido, sobre
la actividad SOD de extractos de hojas, por el calentamiento a 60°C

durante distintos tiempos (5, 10, 20, 40 y 60 minutos).

Para ello, voldmenes de extracto crudo de 5 ml se calentaron
en tubos de ensayo, en un bafio termostatizado a 602C, durante los -
tiempos anteriormente mencionados. Se controld la temperatura de --
los extractos y, cuando ésta alcanzé los 602C se comenzaron a con--
tar los tiempos. Sequidamente, las distintas muestras fueron enfria
das inmediatamente en un bafio de hielo, eliminandose las proteinas
desnaturaljzadas por centrifugacidén a 10500 g durante 15 minutos. -
En los sobrenadantes se determind la actividad SOD residual en pre-
sencia y ausencia de CN_ 1 mM. Paralelamente, las muestras se desa-
rrollaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida, ensayan-
dose la actividad de cada isoenzima. La determinaci6n de proteinas

se efectud segiin la metSédica de Potty (1969).

Estas experiencias pusieron de manifiesto que el calentamien-
to de los extractos crudos a 602C durante 5 minutos no afectaba ---
esencialmente a la actividad Mn-S0D, por lo que se eligieron estas

condiciones como primer criterio de purificacion.

De acuerdo con estos resultados, en el primer paso de purifi-
cacidn los extractos crudos obtenidos de hoja de guisante (3000-
18000 ml1), se distribuyeron en alicuotas de 25 ml que se calentaron
a 609C. comenzandose a contar el tiempo cuando el extracto alcanzé
aquella temperatura. Pasados 5 minutos, los tubos se enfriaron en -
bafio de hielo y, cuando la temperatura de éstos era de 42C se proce
dié a la eliminacidon de las proteinas floculadas’por centrifugacion

a 10500 g durante 15 minutos.
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2. Precipitacidn fraccionada con sulfato aménico.

En ensayos preliminares, los sobrenadantes procedentes del ca
lentamiento de los extractos crudos de hojas a 602C durante 5 min,
fueron precipitados fraccionadamente con sulfato ambénico en bafo de
hielo. Se utilizaron los siguientes porcentajes de saturacidén a 0°C:
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%.

Cantidades crecientes de sulfato aménico (Merck), finamente -
pulverizado en mortero, se fueron afadiendo lentamente a alfquotas
de 30 ml de los sobrenadantes del calentamiento a 602C, hasta alcan
zar cada una de las concentraciones de saturacidn mencionadas. La -
precipitacion se realizd en bafio de hielo, con agitacidn constante
y durante una hora, ajustdndose el pH a 7 por adicidén de solucion -
amoniacal concentrada. Los precipitados se recuperaron por centrifu
cién a 10500 g durante 20 min y, posteriormente, se suspendieron en

3 ml de buffer fosfato potdasico 50 mM, pH 7,8,

En cada una de las fracciones se determiné: la actividad SOD
en presencia y ausencia de CN 1 mM, segin el método de Beauchamp y
Fridovich (1971); 1la actividad de cada isoenzima por electroforesis
en gel de poliacrilamida y tincién enzimdtica (Weisiger y Fridovich

1973a); y el contenido proteico (Potty, 1969).

Los resultados obtenidos, indicaron que la mayor parte de la
actividad especifica de la isoenzima Mn-superdxido dismutasa apare-

cia en el intervalo de saturacién con sulfato amdnico del 40-70%.

En consecuencia, en el segundo estadio de purificacion enzimd
tica los sobrenadantes procedentes del calentamiento de los extrac-
to crudos a 602C durante 5 min (2500-16000 ml) fueron sometidos a -
una precipitaciéon fraccionada con sulfato amdénico entre el 40-70% -

de saturacidon, Para ello, dicha sal finamente pulverizada en morte-
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ro (22,6 g/1 para llevar la solucién al 40% de saturacién) se fué
adicionando lentamente y con agitacidén constante en bafio de hielo.
Una vez disuelto el sulfato aménico, se mantuvo la agitacién duran-
te una hora y se centrifugdé a 10500 g durante 20 min. Se midid el
volumen del nuevo sobrenadante, y se agregé mis sulfato aménico ---
(187 g/1 para una saturacién del 70%), procediéndose como antes. En
las dos precipitaciones, el pH de la solucién se mantuvo en la neu-
tralidad por adicidn de solucidén amdnica concentrada. El sedimento
final obtenido por centrifugacién, se suspendid en un volumen de bu
ffer fosfato 50 mM, pH 7,8, aproximddamente diez veces menor que el
de partida, manteniéndose en maceracién con agitacién constante has
ta la desaparicion de grumos, Finalmente, la suspensién se aclard -
por centrifugacién a 10500 g durante 15 min, y el sobrenadante obte
nido se someti6é a didlisis contfnua durante doce horas frente al bu
ffer de suspensidn indicado, utilizando una célula de ultrafiltra--
cién Amicon equipada con una membrana PM-10. El precipitado que apa
recia durante la didlisis se elimind por centrifugacidon a 5800 g du
rante diez min. La solucién final obtenida tenfa coloracidén amarillo

verdosa,

3. Adsorcion sobre DEAE-celulosa.

Se utilizé DEAE-celulosa Whatman, tipo DE-23 (fibroso). La can
tidad de cambiador a utilizar, deducida sobre la base de que por ca
da ml de lecho se necesitan unos 0,15 g de cambiador seco, se acti-
v6 por lavados sucesivos con CIH 0,5 N, agua destilada, NaOH 0,5 N
y agua destilada, segin las instrucciones del fabricante. El equili
brado se inici6 suspendiendo la DEAE-celulosa activada en un exceso
de buffer fosfato 50 mM, pH 7,8, 2 mM en DTT, manteniendo el conjun

to bien mezclado por agitacién durante 15 min. Se decantd el sobre-
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nadante y el tratamiento se repitid hasta que el pH del sobrenadan-
te era idéntico al del de equilibracién. Finalmente la suspensién -
del cambiador se desgasd a vacio con agitacidn, quedando lista para

proceder al llenado de la columna,

La solucidn enzimitica procedente de la etapa anterior de pu-
rificacién (=100 ml) se pasé entonces por una columna (11 X 4,5 cm)
de celulosa DE-23 equilibrada como se indicé anteriormente, utili--
zdndose un flujo de 0,5 ml/min. La actividad Mn-SOD de la muestra -
era adsorbida cuantitativamente por el cambiador, arrastrandose el
material no fijado haciendo pasar buffer de equilibracién (=600 ml)
a un flujo de 0,5 ml/min hasta que se registré en el eluido una ab-
sorbancia constante a 280 nm, del orden de 0,1. Después de este la-
vado, se procedié a la elucidn de la actividad SOD fijada haciendo
pasar, a un flujo igual al anterior, unos 600 ml de una solucidn de
buffer fosfato 50 mM, pH 7,8, 2 mM en DTT, conteniendo CINa 0,5M.
El eluato se fue recogiendo en un vaso de precipitado hasta que --
por ensayos periddicos de la actividad SOD de las fracciones de co-
la, se comprob6 que toda la actividad habia sido desplazada del le-

cho del cambiador.

La fraccidn activa asi obtenida se dializd frente a buffer fos
fato 50 mM, pH 7,8, 2 mM en DTT, en una célula de ultrafiltracién -
Amicon con una membrana PM-10, Finalmente, el dializado se concen--
tré en la misma célula hasta un volumen de 60 ml, elimindndose el -
precipitado aparecido durante la didlisis por centrifugacion a 5800

g durante 10 min,

b, Cromatografia en columna de DEAE-celulosa,

Se utilizé DEAE-celulosa Whatman, tipo DE-52. Esta celulosa se
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suministra en forma de polvo himedo que, por no haber sufrido ningin
proceso de secado durante su elaboracidn, esta exenta de ''finos y -
ademds no necesita tratamiento previo de reciclado, El proceso de -
equilibrado se lleva a cabo de forma andloga a la descrita anterior
mente para el tipo DE-23. Finalmente, la suspensién del cambiador -
se desgasd a vacio, con agitacién, quedando lista para realizar el
llenado y estabilizacién de la columna, que se efectué en camara --

fria.

La fraccién activa procedente del estadio de purificacién an-
terior sobre DEAE-celulosa (DE-23) se hizo pasar, a un flujo de 0,5
ml/min, a través de una columna de celulosa DE-52 de 2,5 X 24 cm, -
equilibrada en buffer fosfato 50 mM, pH 7,8, DTT 2 mM, La actividad
isoenzimdtica Mn-super6xido dismutasa queda, junto con otros compues
tos, fijada cuantitativamente por el cambiador, formando una franja
ancha de color marrén-rojizo oscuro. Se procedid entonces al lavado
de la columna, haciendo pasar buffer de equilibracién a un flujo de
0,5 ml/min, hasta que se registré en el eluido una absorcidn a 280
nm de aproximadamente 0,1. La elucién de la actividad Mn-superéxido
dismutasa se realizé mediante un gradiente continuo y lineal de clo
ruro, en forma de CINa, desde 0 a 0,5 M en el buffer de equilibra--
cidn. Se utilizaron para establecer el gradiente 325 ml de buffer -
sin CINa, en la célula de mezcla, y 325 ml del mismo conteniendo --

CINa 0,5 M, en el reservorio anexo.

Se recogieron fracciones de 10 ml, con un flujo idéntico al -
descrito anteriormente, y se determind la pendiente del gradiente -
salino por medida de la conductividad a 42C de las muestras eluidas,
con un conductimetro Crison mod. 522, utilizando como patrones dis
tintas concentraciones de CINa en el buffer base (0,05, 0,10, 0,20,

0,40, 0,80 y 1,0 M). Una vez localizada la posicidn del pico de ac-
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tividad Mn-SOD en el eluido, se reunieron las fracciones activas, vy
se sometieron a un proceso de didlisis continua en una célula de ul
trafiltracion Amicon sobre una membrana PM-10, frente a buffer fos-
fato 50 mM, pH 7,8, 2 mM en DTT, E} dializado fue finalmente concen
trado por ultrafiltracién hasta un volumen aproximado de 5 ml. EI -
precipitado aparecido durante la didlisis se elimin6 por centrifuga

cién a 5800 g durante 10 min,

5. Cromatografia en columna de Sephadex G-100,

Se ha utilizado Sephadex G-100 fino, calidad Pharmacia Fine -
Chemicals ( Upsala), con un didmetro de particula de 40-120 u. El -
Sephadex se suministra en forma de polvo seco, por lo que antes de
utilizarlo se hincha con un exceso de 10-12 veces (p/v) de buffer -
fosfato 50 mM, pH 7,8, 2 mM en DTT, durante tres dias a temperatura
ambiente, teniendo en cuenta que 1 g de Sephadex G-100 suministra -
un volumen de lecho de 15-20 ml. Pasado este tiempo, se desgasa el
gel a vacio, con agitacidon, y se procede al llenado y estabiliza---
cidén de la columna (*'Quickfit'" de 2,5 X 74 cm), a una temperatura -
de 42C.

La solucién enzimidtica (5 ml) obtenida por cromatografia so--
bre DE-52 celulosa, previamente dializada frente a buffer fosfato -
50 mM, pH 7,8, 2 mM en DTT, se pasé por la columna de Sephadex a un
flujo de 0,4 ml/min, recogiéndose 80 fracciones de 5 ml. Como en los
pasos anteriores, el control de la elucion se efectué por registro
de la absorcién a 280 nm. Se reunieron las fracciones que mostraron
actividad superéxido dismutasa (unos 55 ml), y se dializaron frente
a buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,5, en una célula de ultrafiltracidon -

Amicon, como se indicd en la etapa precedente. Finalmente, el diali
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zado fue concentrado hasta un volumen de aproximadamente 1 ml,

El aparato empleado fué el PREP-DISC de Canalco que se mues--
tra en la Figura 5, En é1, la columna del gel tiene una seccidn de
corona circular, con refrigeracién por agua a Lec, tanto por la par
te interna como externa., La muestra, suspendida en sacarosa, se de-
posita sobre el gel, disponiéndose los electrodos de tal forma que
el sentido de emigracion de las fracciones separadas sea hacia la -
parte inferior. Cuando una fraccidn alcanza el extremo del gel, es
arrastrada por una corriente centripeta de buffer de elucidn que se
establece en la estrecha ventana, existente entre la base del gel y
una placa de vidrio poroso. Tanto la parte inferior de la placa co-
mo el espacio que queda por encima del gel, se encuentran bafados -

por el buffer de electrodos.

Se usd gel al 10% en acrilamida, con una relacidn acrilamida/
bisacrilamida de 50: 1, en una columna de 320 mm2 de seccidn y 20
cm de altura. El gel separador de poliacrilamida, de 2-3 cm de altu
ra, se prepard en buffer Tris-ClH 0,375 M, pH 8,9, siendo el tampon
de electrodos Tris 0,025 M-glicina 0,2 M, pH 8,3. La elucidn se rea
1iz6 con buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,5.

La columna se 1lené con la solucién de gelificacidon hasta una
altura de 2-3 cm, con una jeringa conectada a un tubo largo de te--
f16n que llegaba hasta el fondo de la columna, depositéndose des---
pués cuidadosamente sobre la solucién de gelificacién una capa de -
agua de unos milimetros de altura, mediante una.bomba peristaltica

a flujo lento, para evitar de este modo la formacién de menisco. Ter
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minada la gelificacién con persulfato (5-10 min), se eliminé la capa
de agua y se monté la columna sobre el aparato, llendndose la por---
cion por encima del gel con buffer de electrodos y, permaneciendo la
parte inferior del gel sumergida en el buffer de elucién. El sistema
de refrigeracidn estd constituido por un bafio enfriado por el serpen-
tin de un grupo compresor, y termostatizado, al mismo tiempo, a 42C
por un grupo calefactor provisto de termostato. Finalmente una bomba
impulsora establece el circuito de refrigeracion a través de las cami
sas externa e interna de la columna. Para evitar difusiones debe que-
dar una ventana muy reducida entre el extremo inferior del gel y la -
placa de vidrio poroso, especialmente en el momento de salida de la -
fraccion a aislar, lo que se consigue mediante un tornillo de ajuste.
La corriente de buffer de elucidén, que en direccidén centripeta, tiene
lugar a través de dicha ventana, se consigue con una bomba peristalti

ca a un flujo de 2 ml/3 minutos.

La preparacidn enzimatica obtenida por cromatograffa en Sepha-
dex G-100, en un volumen de 1 ml, y conteniendo 1,5-10 mg de proteinas
se llevd al 10% en sacarosa y se le afadid un cristalito de azul de -
bromofenol, como marcador del frente electroforético. La muestra se -
aplicd con bomba perfstéltica a flujo lento, cuidadosamente, sobre la

parte superior del gel.

El anodo se sitda en la parte inferior. Primero se efectda un
prerrecorrido a 6 mA (=230 V) durante 30 minutos, realizdndose des--
pués el recorrido a 480 V (12-16 mA). En estas condiciones, el frente
electroforético tarda en salir unos 30 minutos, y toda la actividad -

enzimitica se eluye al cabo de unas 3 horas.

Se recogieron 100 fracciones de 2 ml al flujo antes sefalado,
controlandose la elucién por medida de la absorbancia a 280 nm. Una

vez determinada la actividad SOD de las distintas fracciones, éstas
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se reunieron (=40 ml1) y dializaron frente a buffer Tris-ClH 50 mM,
pH 7,5 siendo finalmente concentradas hasta un volumen de 3-5 ml,
que se conservé bien a 42C & congelado en distintas alicuotas a -
-202C.

REACTIVOS
— Buffer PO, HK,-PO H K 50 mM, pH 7,8.
Fosfato dipotasico 50 mM (8,7090 g de POQHKZ, calidad Merck

p.a., por litro de agua destilada) =----------- = 900 ml

Fosfato monopotdsico 50 mM (6,8040 g de PO H,K, calidad Merck
p.a., por litro de agua destilada) ----------- = 100 ml

Hacer el ajuste al pH-metro sobre el volumen indicado de POAHK2
50 mM, aiadiendo solucién de fosfato monopotdsico 50 mM, hasta

alcanzar pH indicado.

— Buffer PohHKZ-PohHZK 50 mM, pH 7,8, 2 mM DTT.

Se prepara como se indica anteriormente y se lleva a 2 mM en

DTT afadiendo 0,3090 g de DTT, calidad Sigma, por litro de buffer.

— Buffer Tris-CIH 0,375 M, pH 8,9.

Tris--—=-memmmmmem e meecememmmceooooomemoe o 36,3 g
CIH 1 N (8,1 ml de CIH/100 m]) =-------=-==-=-=--=-= 48 ml
Agua c.S.p. ===m===-=-=—mecm-eccsoo-cso-mocmmooo-oo 100 ml

Se hace el ajuste al pH indicado con CIH 1 N

— Buffer Tris-glicina, pH 8,3
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— Buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,5

Tris 0,1 M (12,11 g de Tris. calidad Merck p.a., por litro
de agua destilada ===---=eommmmommee L 500 mi

— CIH 0,1 N (8,3 ml de CIH concentrado, d= 1, 19, calidad Merck
p.a., por litro de agua destilada ~=~---—=-cmccua- =400 mi

Se ajusta el pH indicado con la solucién clorh{drica y se en-

rasa a un litro con agua destilada.

CONTROL DE PUREZA

Durante todo el proceso de purificacién se efectuaron ensayos
de homogeneidad tanto a nivel isoenzimitico como protéico, mediante
electroforesis 'en disco' en geles de poliacrilamida, utilizando el

sistema de buffer discontinuo y la metédica de Ornstein (1964) y Da
vis (1964).

El gel utilizado fue del tipo'tyanogum 41 con un 10% de acri
lamida y un 0,53% de bis-acrilamida. La preparacion de los geles y
muestras, asi como el tipo de cubeta utilizada ya han sido descri--
tos en Material y Métodos (pag 99). La gelificacidn se realizd bien
con persulfato aménico (al 7 %), J fotoquimicamente con riboflavina
(al 0,013%). En este Gltimo caso, una vez afladidos 1,35 ml de ribo-
flavina a la solucién de gelificacién, ésta se llevaba a cabo me---
diante iluminacién con dos lamparas fluorescentes Sylvania, mod.

F.6T5/D, situadas a una distancia de los geles de aproximadamente
15 cm.
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Los desarrollos se realizaron a 42C, con un prerrecorrido de
1 mA por gel durante 15 min. Posteriormente se aumentd la intensi-
dad de corriente a 4 mA por gel durante 1 hora 15 min, tiempo apro
ximado que tarda el frente en situarse a 1 cm del extremo anddico
del gel. Finalizado el recorrido, se extrajeron los geles de los -
tubos, por inyeccién de agua con una microgeringa, y cada gel mues-
tra fue sometido paralelamente a un andlisis de proteinas y a un re

velado enzimatico ''in situ'.

Para la tincién de protefnas, se sumergieron los geles duran-
te una hora en una solucién de negro de amido al 0,2% en acido acético
al 7%decolorandose el fondo de los geles por lavado con agitacidn y
flujo continuo de acético al 7%. Cuando las muestras tenian una con
centracién baja de proteinas, se utilizé un colorante mas sensible,
el azul Coomassie. En este caso, los geles se tifieron durante cinco
horas en una solucién al 0,25%, llevandose a cabo la decoloracidn -

con una solucidn de acido acético y metanol.

El revelado enzimdtico se efectué por medio de la técnica fo-
toquimica de Weisiger y Fridovich (1973a) descrita en la pagina 100

de Material y Métodos.

Tanto en el caso de la tincién protéica como enzimadtica, las
bandas detectadas en los geles fueron registradas grdficamente y cuan
tificadas mediante un densitdmetro integrador-registrador Vernon,
mod. PHI-6.

REACTIVOS
— Solucién de Negro de Amido.

Negro de Amido 10B, calidad Analema, a saturacidén: aproximada
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mente 0,2% en acético glacial al 7%. Se filtra antes de usar.

Solucidn de Azul Coomassie.

Azul Coomassie, calidad Sigma -~--=-=-===-c~-wewc-- 0,25 ¢
Metanol, calidad Probus ==-=-==c-=cccmmccacmana- k5,4 mi
Acido acético glacial, calidad Probus --------- 9,2 ml
Agua destilada -------c=-cmmecm oo c.s.p.100  ml

Se filtra antes de utilizar.

Solucion de decoloracidén de Negro de Amido.

Acido acético glacial, calidad Probus, al 7% (v/v).

Solucion de decoloracién de Azul Coomassie.
Acido acético glacial, calidad Probus =-=«-===== 75 ml
Metanol, calidad Probus --=---===-=--cccccu—u—o 50 ml

Agua destilada -----=-=----ccmmmmc e c.s.p.1000 ml
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CARACTERISTICAS QUIMICO-FISICAS

Espectros de absorcién visible-UV.

El registro del espectro visible se 1levdé a cabo a temperatu-
ra ambiente en un espectrofotémetro Zeiss mod. PMQ-I1, equipado con
registrador. Se utilizaron microcubetas de cuarzo MTh de 1 cm de pa
so optico, y se midid frente a un blanco de referencia de buffer --
Tris-C1H 50 mM, pH 7,5. Previamente se registré la linea base desde
350 hasta 750 nm utilizando en ambas cubetas el buffer blanco, y --
con la misma escala de sensibilidad que luego se emplearia para re-
gistrar el espectro. Se utilizaron soluciones de enzima pura en bu-
ffer Tris-Cl1H 50 mM, pH 7,5, con una concentracién protéica de 5 mg/
ml. En un principio se efectuaron registros en el rango de longitu-
des de onda de 350-750 nm, y una vez localizada la zona de absorcién

de la enzima, se llevaron a cabo barridos en el rango de 350-680 nm.

También se registré el espectro visible de la enzima una vez
reducida con ditionito sédico (calidad Merck). Para ello, a ambas -
cubetas (muestra y referencia) provistas de tapones de goma, se les
afadié con una jeringa Hamilfon, perforando la goma, un volumen ade
cuado de ditionito sédico 0,1 M para obtener una concentracion fi--
nal de este reactivo de 2 mM, Inmediatamente después se registrb el

espectro de 350 a 680 nm.

El registro del espectro ultravioleta se efectudé a temperatu-
ra ambiente, un un rango de longitudes de onda de 210-310 nm en un
espectrofotémetro Perkin-Elmer mod. 124 equipado con registrador.
Se utilizaron cubetas de cuarzo tipo Spectrosil de 1 cm de paso op~-
tico, midiéndose frente al buffer de referencia indicado para el vi
sible. Los espectros se determinaron utilizando concentraciones en-

zimdticas de 0,14 mg/ml y 1,0 mg/mi.
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Coeficiente de absorcidn molar.

El coeficiente de absorcién molar de la enzima a 280 nm (8280)
se determind utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso o6ptico, vy
midiendo la absorcidén de la solucién problema a esta longitud de on
da frente a un blanco del buffer de disolucién de la enzima (Tris-
CIH 50 mM, pH 7,5). La concentracién de proteinas del preparado en-
zimdtico puro se determind por triplicado segin el método de Lowry
y col. (1951). Conocida la absorcién a 280 nm (A280) y la molaridad
de la enzima (c), su coeficiente de absorcién molar (e,g,) se calcu
16 a partir de la férmula:

A
280 M-l X cm-]

€280
1 c
donde 1 es la longitud en cm del paso Sptico de las cubetas espectro

fotométricas utilizadas.

Peso molecular,

Se llevdé a cabo por tres procedimientos diferentes: filtracion
por gel de Sephadex G-100, electroforesis analitica en poliacrilami
da a distintas concentraciones de gel, y atendiendo a la composicion
en aminoacidos, Este Gltimo método se describird mids adelante en el
apartado dedicado a la composicién en aminodcidos de la Mn-superdxi

do dismutasa.

1. Filtracion en columna de Sephadez G-100.

Se siguidé el método de Andrews (1965), utilizando Sephadex G-
100 fino (dismetro de partfcula de 40-120 p), calidad Pharmacia Fine
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Chemicals (Upsala), y una columna cromatografica de 2,5 X 74 cm --
equilibrada en buffer fosfato 50 mM, pH 7,8. La preparacidn del gel,
el tipo de columna empleada, asi como la aplicacién y elucién de la
muestra, se realizé de forma idéntica a la descrita en el apartado

6 de Purificacion de la Enzima (pag.115).

Las proteinas patrén, preparadas a una concentracidn de L-5

mg/ml, fueron las siguientes:
Quimotripsindgeno A, Serva (p.m. 25000).
Ovoalbdmina, Serva (p.m. 45000).
Albimina bovina, Sigma.
Mondmero (p.m. 67000).
Dimero (p.m. 134000).
Trimero (p.m. 201000).

Los voldmenes de elucidn respectivos se determinaron exacta--.
mente una vez localizadas las distintas proteinas por el método de
Lowry (1951), y por medidas de la absorbancia a 280 nm de cada una

de las fracciones.

Se hicieron filtraciones independientes para las proteinas stan
dard quimotripsindégeno-ovoalbimina, albdmina bovina, Y problema, uti
lizando un volumen de muestra de 1 ml, Las fracciones recogidas fue

ron de 5 ml, con un flujo de elucién de 0,3 ml/minuto.

Las muestras de Mn-superéxido dismutasa utilizadas contenfian
una concentracién proteica de 0,60 mg/ml, y el volumen de elucion de
la enzima se determind una vez efectuado el ensayo de la actividad
SOD de todas las fracciones eluidas, por el método fotoquimico de -

Giannopolitis y Ries (1977a), en presencia de CN~ 1 mM. Los resulta
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dos obtenidos con las proteinas patrén se llevaron a un sistema de
ejes coordenados, representando en ordenadas los logaritmos de los
pesos moleculares y en abscisas los volimenes de elucidn. El peso
molecular de la enzima se detemini, por interpolacidn, a partir de

su volumen de elucion.

2, Electroforesis analitica en poliacrilamida a distintas con

centraciones de gel.

Se utilizd la metédica de Hedrick y Smith (1968). El método -
se basa en la variacidn exponencial que experimenta la movilidad re
lativa de una proteina al variar la concentracidén del gel. Cuando -
los logaritmos de estas movilidades se representan frente a la con-
centracidon del gel se obtiene una recta, cuya pendiente estd rela--
cionada con el peso molecular (Ferguson plots). AsT mismo, y de acuer
do con la ecuacidn de Ferguson, rectas paralelas indican proteinas
de peso molecular andlogo que difieren en su carga, mientras que rec
tas no paralelas convergentes en el eje de ordenadas (concentracidn
nula de acrilamida), son indicativas de proteinas con carga andloga

y peso molecular distinto.

La solucion madre de acrilamida, con una relacidon acrilamida:

bis-acrilamida de 30/1, se prepard de la siguiente forma:
Acrilamida -----=-=-ecrmemccccmc e e 20 g
Bis-acrilamida —----=-=-===mmmmomomemmonan 0,6666 g
Buffer Tris-CIH 377 mM, pH 8,9, c.s.p. ---- 100 ml

A partir de ésta se prepararon los geles a distintas concen-

traciones de acrilamida, segln se indica a continuacion:
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Concentracidén de acrilamida

6% 72 8% 9% 10% 11%

Solucién madre acrilamida(ml) 7,5 8,75 10 11,25 12,5 13,75
Buffer TrisCIH377 mM,pH 89(m1) 17,5 16,25 15 13,75 12,5 11,25
Dimetilaminopropionitrilo (u1) 60 70 80 90 100 110

Solucién persulfatoal 7%(m1) 0,8 0,9 1 1,15 1,30 1,45

Antes de agregar la solucidn de persulfato debe filtrarse y -
desgasar separadamente cada una de las soluciones. Por otro lado, -
antes de proceder a la gelificacién conviene enfriar previamente las
soluciones y llevar a cabo el llenado de los tubos en camara fria,
sobre todo para las altas concentraciones de acrilamida. Se hizo un

recorrido para cada concentracidn de acrilamida utilizada,

Las muestras, patrones y problemas, se prepararon al 10% en sa
carosa, y se les afadié unos cristales de azul de bromofenol como -

marcador del frente electroforético.
Los patrones empleados fueron los siguientes:

Albdmina bovina (Sigma) al 0,5%, que en el desarrollo se des-

dobla en las siquientes formas:
Mondmero (p.m. 67000)

Dimero (p.m. 134000)

Trimero (p.m. 201000)

Tetramero (p.m. 268000)

Hexoquinasa (Sigma) al 0,1% (p.m. 99000)

Los volGmenes de muestra patrén utilizados fueron de 50 ul.
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Para la. muestra problema se emplearon 25 ul de una solucién con

una concentracion protéica de 0,950 mg/ml.

Las condiciones empleadas, asi como el aparato utilizado, han
sido descritos en la pagina 99 de Material y Métodos. Conviene resal
tar la dificultad que representa la extraccién de los geles con al-
ta concentracién en acrilamida, lo cual puede facilitarse mediante
congelacién de los mismos durante 5-10 min. Por otro lado los tiem-
pos de prerrecorrido y recorrido han de ser rigurosamente iguales -

para cada una de las concentraciones de gel,

Antes de la tincidn se sefialé la posicién del frente (azul de
bromofenol) con un alambre de cobre. La localizacidén de las bandas
protéicas pertenecientes tanto a los standards como a las muestras
problema, se hizo por tincién con negro de amido. En algunas ocasio
nes las fracciones con actividad SOD se detectaron por revelado en-
zimdtico "in situ' segin el método fotoquimico de Weisiger y Frido-

vich (1973a).

Finalmente, se procedié al registro de los geles a 620 nm en
un densitdmetro Vernon, mod. PHI-6, midiéndose graficamente las dis
tancias de emigracion del frente y de las diferentes bandas de pro-
tefnas y actividad. La movilidad relativa de cada una de las frac--

ciones proteicas se calculd segin la férmula:

R = distancia de emigracién de la proteina

distancia de emigracion del frente

En un sistema de ejes coordenados se representaron las concen
traciones de acrilamida en abcisas y en ordenadas los logaritmos de
las movilidades relativas, para cada una de las proteinas o fraccio

nes proteicas, standard y problema., Se calcularon las pendientes de
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las rectas asi obtenidas, que se llevaron a ordenadas en otro siste
ma coordenado, representando en abcisas los pesos moleculares corres
pondientes. Por interpolacién de los valores de la proteina proble-

ma se calculd su peso molecular,

Punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico de la Mn-superdxido dismutasa se deter-
mindé utilizando la técnica de electroenfoque en gel de poliacrilami

da descrita por Wrigley (1968).

Electroenfoque es el proceso que tiene lugar cuando un anfoli
to se somete a un campo eléctrico en un medio en que existe un gra-
diente de pH, de tal forma que cuando se introduce en el sistema --
una mezcla de proteinas con pl comprendidos dentro del gradiente usa
do, cada una de ellas adquirird una carga que provocarad su emigra--

cién y focalizacién final en la zona de su pH isoeléctrico.

Se emplearon geles al 7,5% en acrilamida y 0,2% en bis-acrila
mida, conteniendo un 2% de anfolinas con un gradiente de pH de 3,5~
10. Aunque en esta técnica el material utilizado es el mismo que en
la electroforesis "‘en disco'', sin embargo, aqui la gelificacidn no
se verifica en un medio tamponado a un pH fijo, sino en una solucién
de anfolinas con un intervalo determinado de pH. Las anfolinas estéan
constituidas por una mezcla de diferentes acidos alifaticos poliami
no-policarboxilicos, de bajo peso molecular y gran difusibilidad, de
tal forma que producen un espectro continuo de pH entre limites pre
seleccionados. Una diferencia fundamental de esta técnica respecto
a la electroforesis "en disco' es que aqui el gel de poliacrilamida

tiene s6lo una misién de soporte anticonvectivo, nunca de filtro mo



129

lecular como en aquella, hasta tal punto que, para evitar una exce-
siva resistencia al movimiento de las macromoléculas es preciso pre

parar un gel con amplio tamafio de poro.

La muestra puede incorporarse a la solucién a gelificar, ¢ --
bien, ya hecha densa en sacarosa, depositarse en forma de capa 17--
quida sobre la superficie del gel, como en la electroforesis en po-
liacrilamida clasica. En nuestro caso se utilizd el segundo procedi

miento.

La preparacidn del gel se lleva a cabo a partir de una solu--
cion madre de acrilamida y bis-acrilamida, con una relacién acrila-
midasbis de 37,5/1:

Bis ==—==m=mceme e 0,04 g
Acrilamida =-=---==-c--ccmccmcm e ce oo 1,5 ¢
Agua c.5.p, -=====em—=smmmec—c—coeeooeo 5 ml

y de la solucidn catalitica:

Com ambas se prepara la siguiente solucidon concentrada de ge-

lificacion:

Solucidén catalftica ~===----=-ce-ceocncau-- 0,75 ml
Solucidén madre de acrilamida-bis -==-----=- k.5 ml
Afolinas al L40%, pH 3,5-10 -=---wv--cecmem- 0,90 ml

A partir de esta soluci6n se prepara otra diluida tomando 5,5

ml a los que se adicionan 9,9 ml de agua. Una vez desgasada esta mez
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cla, se le afiade 1,1 ml de solucién recién preparada de persulfato
aménico al 1%. De esta forma la solucién de acrilamida-bis queda a

un porcentaje del 7,5% en acrilamida,

El llenado de los tubos (7,5 X 0,5 cm) se hace como ya se des
cribié en la pag. 99 de Material y Métodos, evitindose la formacién
de menisco colocando una pequefia capa de agua en la parte superior
del gel. Las soluciones anédica y catédica utilizadas fueron &cido
sulfdrico (Merck) al 0,2% y trietanolamina (Merck) al 0,4% en volu-

men, respectivamente, estando el anodo situado en la parte superior.

Se utilizaron volimenes de muestra de 50 ul, conteniendo saca
rosa al 10% y una gota de anfolinas al 40%. En cada muestra se apli
caron 9 ug de protefnas. Para evitar el contacto de las muestras con
la solucidn anédica, se coloca enzima del gel una capa protectora -

de unos 3 mm de espesor de la siguiente solucién al 5% en sacarosa:

Anfolinas al b0% ==m-mm-mcmocmcoooaoo 150 ul
Sacarosa =---=--=mmeememcmee e meeeo 150 mg
Agua -=-s-ccme e 3 ml

Bajo esta solucidn se deposita la muestra con ayuda de una mi_

crojeringa.

El desarrollo electroforético se inicia con un prerrecorrido
sin muestra a 2 mA por gel -16 mA en total- durante 30 min. Para el
recorrido se utiliza el mismo amperaje, hasta un voltaje miximo de

350 V, durante tres horas.

Terminado el proceso electroforético, se lavé rapidamente con

agua destilada la parte superior de los geles con el fin de eliminar
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los restos de &cido sulfirico, y después se procedié a cortarlos lon
gitudinalmente en dos partes iguales. En una de las mitades se lle-
v6 a cabo la localizacién "in situ'" de la actividad Mn-superdxido -
dismutasa, segin el método fotoquimico de Weisiger y Fridovich (1973a),
mientras que la otra mitad se conservd a 42C en tanto se efectuaba
esta reaccidén. Una vez conocida la posicion de las zonas activas, -
se tomé la otra mitad intacta del gel, conservada en frio, y se cor
té con una cuchilla aquella seccién coincidente con la banda detec-
tada de actividad SOD. El valor de pH de esta zona corresponde apro
ximadamente al pl de la enzima. El resto del gel fue troceado com--
pletamente en secciones de unos 2 mm de grosor. Todos los trozos de
gel se incubaron separadamente, a 42C durante 12 horas, en tubos de
ensayo conteniendo 0,5 ml de agua destilada hervida recientemente,
con el fin de extraer las anfolinas de la malla del gel, Finalmen-
te, todos los fragmentos se maceraron en sus correspondientes tubos
con ayuda de una varilla de vidrio de base plana, llevandose a cabo

la medida del pH de todas las soluciones.

Composicion en aminoacidos

Para la determinacidn de la composicidn en aminodcidos de la
enzima se utilizé un preparado puro con una concentracion de protei
nas de aproximadamente 2,0 mg/ml. De esta solucidn se tomaron 5 ali
cuotas de 0,45 ml: dos de ellas para andlisis de aminodcidos previa
hidrélisis clorhidrica durante 20 horas; una para el mismo andlisis
pero con 72 horas de hidrélisis; otra para la determinacion por du-
plicado de cistefna-cistina por oxidacién perférmica; y la Gltima -
para la determinacidn por duplicado de triptéfano con acido tiogli-

codlico.,
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1. Hidrdlisis acida.

La hidrélisis se realizé en tubos de vidrio de 5 ml de capa-
cidad, provistos de un cuello estrecho de 5 cm de longitud. A tra-
vés de éste se pasd a cada tubo la solucién de superéxido dismuta-
sa llevada previamente a un volumen final de 1 ml con agua destila
da, y se adicioné después un volumen igual de CIH concentrado del
37% (d=1,19) calidad Merck p.a., quedando de esta forma la solu---
cidn final 6 N en CIH. El contenido de los tubos se congelé a -602C
en mezcla acetona-nieve carbénica, practicdndose entonces a través
del cuello un vacio progresivo hasta unos 20 micrones. Finalmente,
los tubos se cerraron a la llama por la zona estrechada, y se 1le-
varon a hidrélisis a 1102C, permaneciendo dos de ellos durante 20

horas y el tercero 72 horas.

Pasado este tiempo, los tubos se dejaron enfriar, y su conte-
nido se pasd cuantitativamente, por sucesivos lavados, a los respec
tivos matraces de un rotavapor Buchi, donde se procedi6é a eliminar
el CIH a una temperatura de 40°C y a presién reducida. El residuo
seco se disolvidé en 10 ml de agua destilada y se volvid a evaporar.,
Repitiendo esta operacion dos veces mis, se consiguid la elimina---
cién total del acido. El dltimo residuo seco se disolvié en 3,2 ml
de buffer citrico-citrato 0,2 N en Na*, pH 2,2, de tal forma que,
1a concentracidn final en aminoicidos era equivalente a unos 0,3 --
mg/ml de proteina original, Estas soluciones antes de inyectarlas
en el analizador de aminodcidos se filtraron para eliminar cualquier

residuo insoluble.

2. Oxidacidén perférmica.

La cuarta alicuota de 0,45 ml se dividié en dos fracciones de
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0,225 ml que fueron sometidas por separado a oxidacién perfdérmica -
segiin la técnica de Moore (1963), seguida de hidrélisis a 1102C du-
rante 20 horas. Cada muestra, previamente liofilizada, se disolvié
en 2 ml del reactivo oxidante de dcido perférmico, previamente pre-
parado y enfriado en baiio de hielo a 02C. El ataque se prolongé du-
rante 4 horas a 02C, permaneciendo mientras tanto los tubos tapados
con “"Parafilm'. Pasado éste tiempo se destruyd el exceso de oxidan-
teagregando 0,3 ml de BrH del 47%, calidad Merck p.a., manteniéndo-

se también la mezcla a 02C.

El contenido de cada tubo se trasvasé cuantitativamente a pe
queiios matraces de rotavapor, eliminandose el bromo formado y el -~
BrH en exceso, mediante evaporaciones a 402C y presién reducida,y -

disoluciones sucesivas en agua destilada,

Finalmente el residuo seco se disolvié en 0,5 ml de CIH 6 N,
pasdndolo cuantitativamente, mediante lavados con 2 ml adicionales
del reactivo clorhidrico, a sendos tubos de hidrSlisis donde, pre--
via congelacién y vacio, segin se indicé anteriormente, se realizd

la hidrélisis de la proteina oxidasa a 1102C durante 20 horas.

El residuo seco final, una vez evaporado el CIH, se disolvid

en 1,3 ml de buffer citrico-citrato 0,2 N en Na+, pH 2,2,

3. Hidrélisis en presencia de dcido tioglicélico.

La Gltima alfcuota de solucién enzimdtica se dividié en dos -
fracciones de 0,225 ml, 1levindose seguidamente ambas soluciones a

un volumen final de 1 ml por adicidén de agua destilada.

La hidrélisis de las muestras se efectud segin la metddica ge
neral pero en presencia de dcido tioglicélico a una concentracion -
final del 2% (v/v).
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De este modo, a sendos tubos de hidrélisis que contenfan 1 ml
de solucién enzimdtica, se les adicioné un volumen igual de la si--

guiente solucién de ataque:
CIH concentrado del 37%, d=1,19 =-==--=---=---- 9,4 ml
Acido tioglicélico al 70% (v/v) =--=======e-- 0,6 ml

Con lo que la solucién final en el tubo de hidrélisis queda a
una concentracién 6N en acido clorhidrico y al 2% (v/v) en &cido --
tioglicélico.

El contenido de los tubos, previa congelacién y vacio, segin
se indicd con anterioridad, se sometidé a hidrélisis durante 20 ho--
ras a 1102C. Transcurrido este tiempo, y después de eliminar los --
restos de CIH y dcido tioglicélico por medio de sucesivos lavados -
con agua destilada y evaporaciones, el residuo seco final se disol-

vié en 1,3 ml de buffer citrico-citrato.

4, Andlisis cromatogradfico de aminoacidos.

Se efectud segin la técnica de Moore y col. (1958), en un au-
toanalizador de aminoadcidos JEOL, mod. JLC-6AH, provisto de sistema
de doble columna termostatizable: una corta paraaminodcidos basicos,
estabilizada y eluida con buffer citrico-citrato sédico 0,35 N en -
Na+, pH 5,30, y una larga para aminoicidos &cidosynéutros, estabilj
zada y eluida primero con buffer cftrico-citrato sédico 0,2 N en Na+
pH 3,28, y con buffer citrico-citrato sédico 0,2 N en Na+, pH 4,30,
después. El aparato posee sistema de inyeccién automitica de mues--
tra, pudiéndose programar todo el proceso hasta un total de 6 mues-

tras, mediante un sistema de cintas perforadas.

El desarrollo del proceso cromatografico queda impreso en un
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registrador de tres canales, por inscripcién discontinua cada dos
segundos de las lecturas a 440 nm (canal 1 en sensibilidad X 3) y -
570 nm (canales 2 y 3 en sensibilidades X 3 y X 1), que un doble de
tector efectiia en sendas células de flujo continuo sobre los com---
puestos coloreados producidos al reaccionar los aminodcidos con el

reactivo ninhidrinico.

Las lecturas de absorcién correspondientes a cada pico son --
acumuladas y, finalmente, totalizadas por un integrador de doble ca
nal, provisto ademds de discriminadores de modificacidén de 1inea ba
se y de picos espiireos debidos a ruidos electrénicos. Los datos fina
les son registrados a ambas . longitudes de onda en un impresor de da
tos, que suministra ademds el tiempo de retencidon del aminodcido en

cuestidn,

La determinacidn cuantitativa de cada aminodcido se efectda -
por comparacién de la absorcién totalizada de su pico, con la corres
pondiente al mismo aminodcido de una solucidn standard de concentra

cidén conocida, y cromatografiada en paralelo.

En resumen, las caracteristicas del proceso cromatogrifico fue

ron:
Columna corta (bdsicos) Columna larga (scidos y neutros)
Resina: Sulfdénica JEOL LC-R-1
Dimensiones: 0,8 X 15 cm. Dimensiones: 0,8 X 50 cm.
Buffer de elucidn: Buffers de elucion:
+
citrico-citrato 0,35 N en 12) Cftrico-citrato 0,2 N en Na,
+
Na', pH 5,30 (2 horas). pH 3,28 (1 hora 45 min).

Regeneracién: NaOH 0,2 N (10 min) 22) Citricoe-citrato 0,2 N en Na+,
pH 4,30 (1 hora 45 min).
Flujo de columna: 1,15 ml/min Regeneracidn:NaOH 0,2 N (20 min)

Flujo de columna: 1,15 ml/min
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Temperatura de las columnas: 522C

Flujo def detector: 0,42 ml/min

Flujo de ninhidrina: 0,21 ml/min

Temperatura del bafio de ninhidrina: 952C
Tiempo de reaccién: 7 min

Paso 6ptico de las células del detector: 2 mm
Sensibilidad del detector:

a 570 nm: X 1 (0-100% T)
X 3 (70-100% T)
a 440 nm: X 3 (70-100% T)

Velocidad de carta del registrador: 12 cm/hora

El volumen de muestra necesario es, aproximadamente, de 1 ml
por columna, dependiendo de la posicidn del muestreador en que se in
yecte. Cada una de estas posiciones posee un factor de correccidn -
en relaciéﬁ con la posicidén n% 1, que standariza el volumen de mues
tra analizado. Puesto que la solucién standard contiene 0,1 umoles/
ml de cada aminoicido, la cantidad de los mismos en la solucion de
superéxido dismutasa vendrd dada por la expresion:

Ap X f X 0,1 Xd

pmoles de aminodcido/ml -
AS x f!

>
i

p absorcién totalizada del pico de aminodcido en la solu-

cion problema,

Ag = absorcién totalizada del pico de aminodcido en la solu-

cién standard.

f = factor de correccién de la posicién muestreadora del pro-
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blema,
f' = factor de correccidon de la posicién muestreadora del stan-
dard,

d = factor de dilucién de la muestra original.

Debido a que la hidrélisis &cida a 1102C durante 20 horas, en
las condiciones indicadas, produce una destrucci6n parcial de los -
aminodcidostreonina, y serina, estimada en apréximadamente un 5% pa
ra el primero y un 10% para el segundo, quedando los restantes inal
terados, la cuantificacion de éstos Gltimos se realizd sobre los hi
drolizados de 20 horas, mientras que con los dos aminodcidos indica
dos se efectud el cdlculo independiente para los hidrolizados de 20
y 72 horas, haciéndose luego la extrapolacidn a tiempo cero de hi--

drolisis seglin la expresiodn:

t [ t1
log Ag X log Ay = X log Az
tz - t] tz -1

Ao = concentracién de aminoicidos a tiempo O de hidrolisis.

Ay = concentracién de aminodcido a tiempo 20 horas de hidrél1j

sis.

Ay = concentracidén de aminodcido a tiempo 72 horas de hidrdli

sis.
to = tiempo méximo de hidrélisis (72 horas).

t{ = tiempo minimo de hidrélisis (20 horas).

El andlisis cromatografico del acido cistéico se realizd en el
mismo autoanalizador utilizando sélo la columna ltarga. Su tiempo de

retencidén es muy corto, debido a que su alta acidez impide su fija-
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cién por la resina a pH 3,28, por lo que el programa se reduce a in-

yectar la muestra en la columna larga y esperar su eluciodn.

Sin embargo, hay que tener la precaucion de que el material hi
drolizado no contenga ninglin otro componente acido que no pueda ser
fijado por la resina o que absorba a 570 nm, longitud de onda a la -
que tiene lugar la cuantificacidn del &cido cisteico. Como patron se
utiliza una solucidn de acido cisteico que contiene 0,1 umoles/ml y
las condiciones de cilculo son idénticas a las expuestas anteriormen
te, dandose el resultado final en umoles/mi de %-- cistina, expresion
que indica la suma de los valores de cisteina y cistina presentes en

la molécula enzimitica. *

El andlisis cromatografico del triptdéfano se llevé a cabo en
el mismo autoanalizador empleando sélo la columna corta, equilibrada

en las condiciones habituales, a pH 5,30.

Debido al bajo poder separador de esta columna, los picos co-
rrespondientes al triptdfano y la lisina aparecen solapados por lo -
que la cuantificacién se hace por diferencia entre los valores obte-
nidos para la lisina en la hidrdlisis acida normal y, los obtenidos
al cuantificar los dos picos procedentes del hidrolizado en presencia
de acido “tioglicblico. Por esta razdén hay que tener la precaucion de
que la cantidad de material hidrolizado en presencia de 3cido tiogli-
cb6lico e inyectado en el autoanalizador, sea exactamente fa misma que
la que se utiliza para la hidrdlisis acida normal. Como patron se em
plea una solucién de triptéfano que contiene 0,1 umoles/ml y los re-

sultados finales se expresan en umoles/ml de triptdofano.

5. Cilculo del peso molecular atendiendo a la composicidn en

aminoacidos.
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La determinacidén del peso molecular de la enzima se hizo se-
giin el criterio del peso molecular minimo. Teniendo en cuenta que,
una proteina estd compuesta por moléculas completas de aminocdcidos,
se puede considerar que el aminodcido minoritario se encuentra en -
una proporcidn de 1 resto por molécula., Por lo que, dividiendo las
concentraciones de los restantes aminodcidos por la correspondiente
al aminodcido en minimo -para la Mn-superdxido dismutasa de guisan-
te es la metionina- se obtendrdn las razones molares de cada uno de
ellos con relacién a la metionina. Estos valores, una vez ajustados
a unidades, representan el nimero minimo de restos de cada aminoaci

do que compone la molécula proteica,

El factor de multiplicacién de esta composicién minima podra
deducirse a partir de los datos suministrados por otras técnicas -

paralelas utilizadas para la determinacion del peso molecular.

Este método presenta el gran inconveniente de emplear como -
base de cuantificacidén el contenido del aminoacido minoritario, cu-
ya determinacidn, precisamente por eso, estd frecuentemente someti-

da a un considerable error, que es extendido a todos los demds.

Por ello, muchos autores toman como base de cuantificacién el
contenido en un aminodcido de concentracion media en la proteina es
tudiada, que aparezca perfectamente individualizado en el proceso -
de elucidn cromatogrdfica del autoanalizador, caracteristicas que -
permitiradn una determinacién lo mias exacta posible, Por lo que se -
refiere a la Mn-superdxido dismutasa de guisante el aminoicido tiro

sina es und de los que cumple estos requisitos.

Estableciendo distintos contenidos molares de tirosina por mo
1éculd de proteina se obtendri, siguiendo el procedimiento antes --

apuntado, los correspondientes a los demds aminodcidos y, a partir
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de ellos, los pesos moleculares minimos correspondientes a la Mn-
superdxido dismutasa. De los resultados obtenidos a partir de es-
te aminodcido, habrd que deducir las n-1 moléculas de agua de los
enlaces peptidicos establecidos entre las n moléculas de aminodci_
dos y, finalmente, agregar el contenido en manganeso obtenido en

determinaciones independientes,

De los distintos pesos moleculares calculados se considerard
mds probable el que se aproxime mds al obtenido por otra u otras -
técnicas paralelas, en nuestro caso los datos suministrados por la
electroforesis analitica en geles con diatintas concentraciones de

acrilamida d por filtracién en Sephadex G-100.

REACT1VOS

— Buffer citrico-citrato 0,2 N en Na+, pH 2,2,
Disolver 9,85 g de citrato sédico.2 HZO’ calidad Merck p.a.,
en unos 480 ml de agua bidestilada., Ajustar al pH indicado con CIH
concentrado (d = 1,19), calidad Merck p.a., completando después a

500 ml con mds agua bidestilada.

— Reactivo de 3cido perférmico.

Per6xido de hidrégeno del 30%, Perhidrol, calidad Merck p.a.

Acido férmico del 88% -------=------moeccoocnmmommnn 9 ml

Se deja estar a la temperatura ambiente durante 1 hora, en---

fridndolo después a 02C en bafio de hielo. Usarlo inmediatamente.

— Acido clorhidrico 6 N,
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o

Diluir v/v CIH concentrado (d = 1,19), calidad Merck p,a.,

con agua destilada

Ld 3 - +
— Buffer citrico-citrato 0,2 N en Na , pH 3,28,
Disolver los siguientes componentes:

0, calidad Merck p.a, ==-=-=- 98,5 g

Citrato sddico. 2H,

CIH concentrado (d = 1,19), calidad Merck p.a. - 58,2 ml
Acido n-caprilico, calidad Merck p.a. ---------- 0,5 ml
Tiodiglicol, calidad Merck p.a, ==-~=====-=ce---- 25 ml
n-propanol, calidad Merck p.a, ============--=-- 350 ml

en agua bidestilada hasta un volumen de 5 litros. Ajustar el
pH con CIH concentrado o solucidn concentrada de NaOH, segin el ca-

S0.

— Buffer citrico-citrato 0,2 N en Na', pH 4,30.

Disolver los siguientes componentes:

Citrato sddico. 2H,0 ======momm—omo-oooooooooooo 98,5 g
CIH concentrado (d = 1,19) ~=-=--commcmmeeaaua- 39,7 mi
Acido n-caprilico =-==-=-=----m-commemoeoeooa - 0,5 ml
Tiodiglicol =mm=mm=mmmmmmmmmm e 25  ml

en agua bidestilada hasta un volumen de 5 litros, y ajustar

seglin se indicd anteriormente,

- 3 I3 p +
— Buffer citrico-citrato 0,35 N en Na , pH 5,30.
Disolver los siguientes componentes:

Citrato sédico. 2H,0 -m=--mmemmmmm—moooo oo oo oo 171,5 ¢

CIH concentrado (d = 1,19) =-===commemammee——a—e 30,7 ml
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Acido n-caprilico =--====---mecrcmccccm e 0,5 ml

en agua bidestilada hasta un volumen de 5 litros y ajustar al
pH-metro seglin las normas anteriores. Para la preparacién de este
buffer conviene extremar las precauciones respecto a la ausencia de
amoniaco en el agua y reactivos usados, asi como de vapores del mis

mo en el ambiente donde se prepare.. .

— Buffer acético-acetato 4 N en Naf, pH 5,5.

Disolver a unos 602C y con agitacién constante, los siguientes

componentes:
Acetato sédico. 3H,0, calidad Merck p.a. --==--===-==--- 544,05 g
Acido acético glacial, calidad Merck p.a. =========== 100 ml

en 500 ml de agua bidestilada. Dejar enfriar y llevar a 1 1i-
tro con mis agua, ajustando al pH indicado con &cido acético gla---
cial G solucién concentrada de NaOH, segiin el caso. Debe ponerse el
mismo cuidado, como se indicd anteriormente, para su preparacién en

ausencia de trazas de amonfaco.

— Solucidn tamponada de ninhidrina.

Se prepara en el mismo recipiente, herméticamente cerrado, --
que trae el aparato para el almacenaje de este reactivo. Dada su --
gran inestabilidad al aire, a temperaturas ain moderadas y, sobre -
todo, frente a trazas de amoniaco, su preparacién ha de ser muy cui_
dadosa. El problema del aire se evita preparandolo en atmésfera de
nitrégeno, el de la temperatura trabajando a 42C, y la presencia de

[ 4 . -
amoniaco usando reactivos totalmente exentos de.él.

Una vez desalojado el aire del recipiente mencionado, mediante
flujo continuo de nitrdgeno del 99,999% de pureza, se disponen en el

recipiente los siguientes reactivos:
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Buffer acético-acetato 4 N en Na+, pH 5,56 ---=--- 500 mi
Metilcelosolve, calidad BDH «-------=----mcu--wo- 1500 ml

Se hace borbotear nitrégeno a su través durante 10 min, agre-
gidndose entonces 40 g de ninhidrina, calidad Merck p.a. Este borbo-
teo de nitrégeno ayuda a su disolucién y, cuando ésta es completa,

se afaden 1,2 g de CIZSn.ZH 0, calidad Merck p.a. Se mantiene el --

2
borboteo durante 15 min mas, conservindose después el reactivo bajo

una presidn de nitrogeno de 0,5 Kg/cmz.

El reactivo recién preparado es de color rojo oscuro, pero a
las 24 horas toma una coloracién rojo-rubi palido, estando en dispo
sicidén de usarse. Una preparacidn defectuosa se manifiesta por una

coloracidn azul purpirea.

— Solucién de regeneracién de las columnas de resina.

Solucidn 0,2 N de NaOH (8 g/1 de NaOH, calidad Merck p.a.)

— Solucién de lavado de los circuitos de ninhidrina.

Agua destilada: metil celosolve (v/v).

—~ Solucidén patrén de aminoacidos.

Se préparé diluyendo al 1/25 la solucidén madre de aminoacidos
de la casa Hamilton, con buffer citrico-citrato 0,2 N en Na+, pH 2,2.
Esta solucién contiene 2,500 + 0,004 umoles/ml de los siguientes ami
nodcidos: lisina, histidina, arginina, acido aspartico, treonina, se
rina, acido glutdmico, prolina, glicocola, alanina, valina, metioni-
na, isoleucina, leucina, tirosina y fenilalanina, mds una concentra-
cion anadloga de NHZ en forma de clorhidrato, y una concentracion mi-

tad de cistina. Por lo que la solucién diluida contendrd 0,1 umoles/ml
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de cada uno de ellos, y 0,05 umoles/ml de cistina.

— Solucién patrén de . 4cido cisteico.

Se prepara previamente una solucidn madre conteniendo 2,5 umo
les/ml de 4cido cisteico (46,8 mg de &cido cisteico monohidratado,
calidad Sigma, en 100 ml de buffer citrico citrato 0,2 N en Na+, pH
2,2). Esta solucién se diluyé 25 veces con el mismo buffer, quedan-

do a una concentracién final de 0,1 umoles/ml,

Contenido metalico

En la enzima purificada se determind la presencia de Mn, Fe y
Cu por espectrofotometria de absorcién atdmica en horno de grafito
(L'Vov, 1961) (Perkin-Elmer, 1971). Esta técnica tiene una sensibi-
lidad 100 a 1000 veces mayor que la absorcidn atémica convencional
con llama, al tiempo que requiere volimenes minimos de las muestras
a analizar, motivos que aconsejaron su utilizacidén debido tanto a -
los bajos contenidos de Mn, Fe y Cu presentes en las soluciones en-
zimdticas a determinar, como a los pequefios volimenes disponibles -

de las mismas.

El método se basa en la propiedad que tienen los &tomos néu--
tros de un elemento de absorber su propia radiacion de resonancia,
siendo la cuantfa de esta absorcién proporcional al nimero de &to--

mos sobre los que incide dicha radiacion.

En un espectrofotémetro de absorcién atémica, la radiacidn de
resonancia del elemento en cuestidén -de A y vV caracteristicas y es-
pecificas- producida por la fuente de emisidn (lo), se hace pasar a

través de una nube de vapor atémico de dicho elemento, producida en
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un pequefio horno de grafito por vaporizacidn y atomizacién de alta

temperatura de la solucfén en é) depositada. La radiaci6n de reso-=-
nancia no absorbida (1) es seleccionada por un monocromador y cuan-
tificada por un receptor fotoeléctrico que la transforma en impul--
sos eléctricos medibles, siendo en estas condiciones la razén /1

funcién de la concentracién del elemento en la solucién a analizar.
En la practica esta concentracién se determina sobre una curva pa--

trén que se obtiene a partir de soluciones standard del mismo.

Se emplearon tres preparados enzimiticos procedentes de distin
tos lotes de purificacidén, que antes de ser analizados se dializaron
primero frente a buffer Tris-ClH 50 mM, pH 7,5, 0,1 mM en EDTA, y -
después frente a este mismo buffer sin EDTA. Los volimenes de mues-
tra inyectados en el horno de grafito del espectrofotométro, asi co
mo las diluciones previas de las mismas, variaban dependiendo del -
contenido proteico del lote utilizado en cada caso, que oscilaba en

tre 55-350 ug/ml.

En general, para los preparados de superdxido. dismutasa con me
nor contenido proteico se hicieron diluciones de 25 veces y, se in-
yectaron volimenes de 50 ul del preparado enzimatico diluido. En las
muestras enzimaticas mas concentradas las diluciones efectuadas fue
ron de unas 100 veces y, los volimenes de muestfa inyectados de 20
ul,

La determinacién de Mn, Fe y Cu se llevé a cabo en un espectro
fotémetro de absorcidn atémica, Perkin-Elmer, mod. 503, equipado de
horno de grafito mod, HGA-7k4, corrector de fondo de deuterio y regis

trador Perkin-Elmer mod. 56.

Las condiciones operatorias del espectrofotdmetro, asi como de
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la fuente de alimentacién del horno quedan resumidas a continuacién:

Fe Cu Mn
Longitud de onda, nm 248,3 324,7 279,5
Rendija R 2 7 2
Temperatura de secado, 2C 100 100 100
Tiempo de secado, seg Lo Lo Lo
Temperatura de quemado, 2C 1200 900 100
Tiempo de quemado, seg 25 25 25
Temperatura de atomizacién, 2C 2500 2550 2600
Tiempo de atomizacidn, seg 15 15 15

Finalmente, tanto el material utilizado como las soluciones en
zimdticas a analizar fueron escrupulosamente manipuladas con el fin

de evitar contaminaciones por metales,

El ndmero de itomos-g de Mn por mol enzima se calculd a par--

tir de la expresion:

Atomos-g Mn/mol enzima = {Mn} x L. E X f = —iﬂﬂl— X 1711,0 X f
: {Prot} p.a. Mn {Prot}
donde {Mn} = concentracién de manganeso determinada por absorcién
atomica, en ug/mil.
{prot} = concentracién de proteinas de la solucién enzimatica utili
zada en pg/ml.

p.m. E = peso molecular de la enzima (94000).

p.a. Mn = peso atémico del Manganeso (54,94).
f = factor de dilucidn.
REACTIVOS

Solucidn patron de Fe, Cu y Mn.
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Se prepararon, por dilucién, a partir de una solucién conjun-
ta de sales de Cu, Fe y Mn conteniendo 0,4 pg/ml de Cu, 0,5 ug/ml -
de Fe y 0,02 ug/ml de Mn. Para ello, en un matraz de 250 ml se dis-
pusieron: 2 ml de Sol. de Cu de 50 ug/ml; 2,5 ml de Sol. de Fe de -
50 ug/ml y 1 ml de Sol. de Mn de 5 pg/ml, enrasandose finalmente con

agua bidestilada.

A continuacién, en matraces de 50 ml que se enrasaron final--
mente a ese volumen con agua bidestilada, se dispusieron diferentes
volimenes de la solucién conjunta anterior para obtener las siguien

tes concentraciones patron:

Patrén ml de solucidn contenido en ug / ml
ns conjunta Fe Cu ' Mn
1 50,0 0,500 0,400 0,020
2 Lo,0 0,400 0,320 0,016
3 25,0 0,250 0,200 - 0,010
4 12,5 0,125 0,100 0,005

Ensayos de reconstitucién del contenido en Mn de la enzima

Con el fin de averiguar si la Mn-superéxido dismutasa obteni-
da en forma homogénea habfa perdido durante la metédica de purifica
cidn parte de su contenido en manganeso, unido 14bilmente a la apoen
zima, se ensayd la desnaturalizacidn de la proteina y la reconstitu-
cidn de su actividad enzimitica seglin una modificacién de la técnica
de Ose y Fridovich (1976).

Una alicuota de 3 ml de enzima pura, en buffer Tris=CIH 50 mM,

pH 7,5, conteniendo 0,6 mg/ml de proteina, fue sometida a un proceso
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de didlisis secuencial frente a 250 ml de las siguientes soluciones:
1?) Solucién 50 mM en Tris, pH 3,8, conteniendo:

8-hidroxiquinoleina 20 mM
Cloruro de guanidina 2,5 M

Cloruro de manganeso (11) 0,1 mM

2%) Buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,5, 0,1 mM en Cl,Mn

3%) Buffer Tris=CIH 50 mM, pH 7,5, 0,1 mM en EDTA

43) Buffer Tris-C1H 50 mM, pH 7,5.

Los procesos de didlisis se realizaron siguiendo el orden in-
dicado, a L42C durante 24 horas, con dos cambios de volumen en cada
etapa, utilizando una tripa de celofin de dimensiones adecuadas al
volumen de muestra. La membrana de didlisis fue hervida previamente
en una solucién de EDTA 2 mM, durante 10 min, con el fin de elimi--
nar trazas de metales pesados que pudieran haber quedado ligados a

su superficie como consecuencia del proceso de fabricacion.

Tanto en la muestra inicial como en la obtenida después del -
tratamiento de desnaturalizacién y reconstitucidén, se ensayé la ac-
tividad superdxido dismutasa por el método de Beauchamp y Fridovich
(1971) utilizando NBT y el sistema generador xantina-xantina oxida-
sa segln se describié en Material y Métodos (pag86 ). Asi mismo, en
ambas muestras se determind la concentracién de Mn por espectrofoto
metria de absorcidn atémica en horno de grafito, seglin la metodolo-
gia descrita en la pag. 14y su contenido en proteinas por el método
de Lowry (1951).
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REACTIVOS
— Solucidn 50 mM en Tris, pH 3,8

Se disuelven 6,06 g de Tris, calidad Merck p.a., en unos 950
m! de agua destilada, ajustindose el pH a 3,8 con CIH conc. (d=1,19),
calidad Merck p.a.. Una vez alcanzado este valor, se enrasa a 1 litro

por adicidn de agua destilada.

A continuacién se agregan los siguientes reactivos:

8-hidroxiquinoleina 20 mM, calidad Sigma -------- 2,9 g/1
Cloruro de guanidina 2,5 M, calidad Fluka ------- -238.8 g/1
Clen.4H20 0,1 mM, calidad Merck =-----=====-==-= 0,020 g/1

— Buffer Tris-CIH 50 mM pH 7,5 0,1 mM en Clen.

Tris 0,1 M (12,11 de Tris, calidad Merck p.a., por litro
de agua destilada) -------=-=-===- e e D S LD 500 ml

CIH 0,1 M (8,3 ml de CIH concentrado d=1,19, calidad Merck
p.a., por litro de agua destilada) -=-=------==--- =400 ml

Se hace el ajuste al pH indicado por adicidn de la solucion
clorhidrica, enrasdndose finalmente a 1 litro con agua destiida. A

continuacidon se agregan 0,02 g/1 de Cl2 Mn.hHZO, calidad Merck p.a.

Buffer Tris-CIH 50 mM pH 7,5, 0,1 mM en EDTA.

Se prepara el buffer de la forma descrita anteriormente, adi-
cionando después 0,0372 g/1 de EDTA sal disédica, calidad Merck p.

a.
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Espectros de Resonancia de Spin Electrénico (RSE)

Para la realizacidn de los espectros de resonancia de spin -
electrénico de la enzima pura se ha utilizado un espectrofotémetro
JEOL mod. 'JES PE-3X'' operdndose en banda X(=9,5GZ) con una modula
cién de 100 KHz’ y empleando una cavidad resonante cilindrica, mo-
delo TE0]1. Se registraron espectros a temperatura ambiente y a la
temperatura del nitrégeno Ifquido (772K), colocando la muestra, en
el primer caso, en un tubo capilar de cuarzo, y, en el segundo, en
un tubo de cuarzo standard de 5 mm de didmetro. Todos los espectros
se efectuaron en un campo entre 100 y 5100 gauss utilizando una po-

tencia de microondas de 40 mWatios.

Se emplearon soluciones de enzima pura en buffer Tris-CIH 50
mM, pH 7,5, con una concentracidn proteica de aproximadamente 14,2
mg/ml (0,15 mM), y se registraron los espectros de la enzima corres
pondientes a: 1) Estado nativo; 2) Una vez reducida con ditionito -

sédico; 3) Después de su hidrélisis con ClH.

Para obtener el espectro de la manganeso superdxido dismutasa
reducida, se afadid a la muestra el volumen adecuado de una solucién
de ditionito sédico (Merck) 0,5 M en buffer Tris-ClH 50 mM, pH 7,5,
para obtener una concentracidén final en ditionito de 2 mM. Inmedia-
tamente se registrd el espectro tras haber cerrado cuidadosamente el
capilar por ambos extremos para evitar la reoxidacidn de la muestra.
La aparicion de la sefial correspondiente al radical libre SOé se to
m6 como prueba de la presencia de ditionito, y por consiguiente de

la existencia de un medio fuertemente reductor.

La hidrolisis clorhidrica de la enzima se 1levé a cabo afadien

do suficiente CIH concentrado (calidad Merck) para conseguir una con
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centracién final aproximadamente 0,1 N, y calentando después a la

muestra a 100°C durante 3 minutos.

ESTRUCTURA CUATERNARIA

Electroforesis analitica en gel de poliacrilamida con SDS

El hecho de que el lauril sulfato sédico (SDS) sea capaz de di
sociar a las proteinas en sus cadenas polipeptidicas constituyentes,
ha servido de base al método de Weber y Osborn (1969) de determina-
cidn del peso molecular de dichas cadenas, mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. En este proceso, los
distintos complejos proteina-SDS formados, que poseen una carga neta
negativa por unidad de masa aproximadamente constante, se separan se
gin sus pesos moleculares, pudiendo determinarse éstos para una pro
tefna determinada por comparacién de sus movilidades relativas, en
geles conteniendo SDS, con las movilidades de proteinas patrén con

pesos moleculares de sus cadenas polipeptidicas bien caracterizadas.

Utilizando el método de Weber y Osborn (1969) y empleando el
SDS y la urea, como desestabilizantes de la estructura proteica, se
1levd a cabo el estudio de la existencia de subunidades en la Mn-su

peroxido dismutasa purificada.

1. Incubacidén con SDS y urea, en presencia y ausencia de B-mer

captoetanol,

Como paso previo a la electroforesis, se efectud la incubacidn
de las muestras proteicas y de los standards de peso molecular, en

distintas condiciones, En una primera fase, se incubaron las mues--
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tras con SDS al 1%, con y sin B-mercaptoetanol, utilizando porcenta
jes (v/v) de este compuesto tiélico del 1% y 8%, y posteriormente -
se estudid el efecto de la incubacién de las muestras con SDS al 1%
y urea 8 M, también en presencia y ausencia de B-mercaptoetanol al

1%. Estos ensayos se llevaron a cabo, en el primer caso, a tempera-
turas de 372, 502 y 1002C, con diferentes tiempos de incubacidn, vy,
en el segundo caso, a 372 y 1002C. En todos estos ensayos se utili-
z6 Mn-superdxido dismutasa, pura siendb la cantidad neta de protefinas en

la mezcla de reaccién de 18 ug. .

2. Determinacion del peso molecular de las subunidades.

Se utilizaron geles con un 10% de acrilamida y un 0,2% de bis
acrilamida, que fueron preparados en buffer fosfato sédico 0,1 M al
0,1% (p/v) en SDS, al que se incorporaba B-mercaptoetanol al 1% cuan

do se efectuaban las incubaciones en presencia de este reactivo.

La polimerizacién se llevé a cabo en volldmenes de 30 ml de so
lucion de gelificacién preparada en el buffer antes indicado, por
adicién de 1 ml de la solucidn catalftica de persulfato, efectuando
se previamente el enfriamiento de la mezcla a 4°C, En aquellos casos
en que se hicieron incubaciones en presencia de urea 8 M, se agrega
ron las cantidades correspondientes de este producto a la solucién

de gelificacidén, para obtener la misma concentracién en los geles.

Para la electroforesis se emplearon tubos de vidrio de 7,5 X
0,5 cm, que se llenaron de forma andloga a la descrita en la pagq.
99 de Material y Métodos. En todos los desarrollos el dnodo estaba

situado en el compartimento inferior de la cubeta de electroforesis.

Las muestras standard y problema, preincubadas como se indicd
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anteriormente, se prepararon al 10% en sacartsa y se les anfadidé una
pequefia cantidad de azul de bromofenol, depositandose sobre la su--
perficie del gel con ayuda de una microjeringa y en volimenes de 50
ul. Las cantidades de Mn-superdxido dismutasa y proteinas standard

colocadas en los geles fueron 9 ug y 12,5 yg, respectivamente.

Se utilizaron como patrones de peso molecular de cadenas poli

peptidicas, las siguientes protefnas, calidad Serva, al 0,025% (p/v):

AlbGmina sérica bovina (p.m. 67000)

Ovoalbdmina (p.m. 45000)
Quimotripsinégeno (p.m. 25000)
Mioglobina (p.m. 17800)
Aldolasa (p.m. 16000)
Citocromo ¢ (p.m. 12400)

Los desarrollos se realizaron a temperatura ambiente con una
corriente constante de 6 mA por gel -48 mA en total- durante 3 horas
30 min. Después de la electroforesis los geles eran extraidos de los
tubos, sefialdndose la posicidon del frente con un alambre de cobre.
La tinciénAde proteinas se llevé a cabo sumergiendo los geles duran
te 5 horas en una solucién de Azul Coomassie al 0,25%, decolordndo-
se después el fondo por lavado, con agitacion y flujo continuo, con
una solucién acuosa de metanol y &cido acético. En algunas ocasio--
nes se efectuaron ensayos ''in situ'' de la actividad SOD de las ban-
das proteicas separadas en los geles, empleando la metddica de Wei-

siger y Fridovich (1973a) descrita en la pagina 100.

Finalmente, los geles tefiidos y decolorados, se registraron a
540 nm en un densitémetro Vernon tipo PHi-6, midiéndose sobre las -
gridficas obtenidas las distancias de emigracién del frente y de las
distintas bandas de proteinas. La movilidad relativa de cada una de

las fracciones se calculd seglin la formula:
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R. = distancia de emigracién de la proteina
£ =

distancia de emigracién del frente

En un sistema de ejes coordenados, se representaron en abci-
sas los logaritmos de los pesos moleculares de los polipéptidos pa-
tron y, en ordenadas el valor de sus correspondientes Rf. Por inter
polacion en la recta de regresion obtenida, de los valores de Rf --
calculados para los problemas, se determind el peso molecular de --

las subunidades enzimiticas.

REACTIVOS
— Buffer de base: POAHzNa~P0uHNa2 0,1 M, pH 7,0.

Fosfato sédico 0,1 M (6,90 g de PO,H,Na.2H,0, calidad Merck

2
p.a., en 500 ml de agua destilada) ----------- 390 ml
Fosfato disédico 0,1 M (14,2 g de PO,HNa,, calidad Merck p.a.,
por litro de agua destilada) ----------=----=- 710 m)

Se mézclan en las proporciones indicadas, y se ajusta el pH

por adicidn de fosfato monosédico 0,1 M.

— Buffer de incubacidn de la muestra: POhHZNa-POAHNa2 0,01 M,
pH 7,0, con SDS y B-SH al 1%,

Lauril sulfato sédico (SDS), calidad Sigma =------ 0,1 g
B-mercaptoetanoi, calidad Sigma --------=----==--~ 0,149
Buffer base --------=mecmmmmme oo 1,0 ml
Agua destilada ------==-=--=c---omm—ouo- m————————- 9,0 ml

En ausencia de B-mercaptoetanol, el volumen correspondiente
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era sustituido por agua destilada. Las incubaciones en presencia de

urea 8 M (con y sin B-SH) se realizaron adicionando la cantidad co-

rrespondiente de este reactivo a las soluciones standard y problema
(00960 g/0,2 ml. )

Buffer de electrodos.

Se prepara a partir del buffer base anterior, llevandolo al

0,1% en SDS, e incorporando B-mercaptoetanol al 1% (v/v) cuando la

incubacidon de la muestra se hace en presencia de este reactivo tié-

lico.

Solucidn catalitica de persulfato.

Persulfato aménico, calidad Merck >.a., al 7% (p/v) en buffer

de electrodos.

Es de preparacidn extemporanea

Solucion de gelificacién

Geles con urea Geles sin urea
Acrilamida, calidad BDH --- 3,06 g Acrilamida, calidad BDH-- 3,06 g
N-N, metilenbis-acrilamida, N-N' metilenbis-acrilamida
calidad BDH -=-=--===ouceomo 0,0612g calidad BDH -----=------- 0,0612 g
3-dimetilaminopropionitrilo 3-dimetilaminopropionitri
calidad BDH -------wmcmo- 100 ul lo calidad BDH --=------- 100 ul
Urea 7M, calidad Merck ---- 12,86 g - -

Buffer de electrodos c.s.p. 30 ml Buffer de electrodos c.s.p. 30 ml

Solucidén de Azul Coomassie

Azul Coomassie, calidad Sigma --==-=--====cucu- 0,25 g



Metanol, calidad Probus e 45,4 ml
Acido acético glacial, calidad Probus -----===-- 9,2 ml
Agua destilada -=-=-=-=-=-==----mo-—m-o- c.s.p. 100 ml

Una vez preparada es necesario filtrar

— Solucion de decoloracion,

Acido acético glacial, calidad Probus -~-------- 75 ml
Metanol, calidad Probus -~---=----=--------===--- 50 ml
Agua destilada =----=---===m-mcemm-=—-m- c.s.p.1000 mi

ESTABILIDAD DE LA ENZIMA

1. Estabilidad térmica
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La estabilidad frente a la temperatura de los preparados puros

de Mn-S0D se ensayd sometiendo los mismos en buffer Tris-CIH 50 mH,

pH 7,5 a temperaturas de -182C, 42C, 252C, 502C, 602C y 80°C. Las

determinaciones correspondientes a 502, 602 y 802C se llevaron a ca

bo durante tiempos de 2 minutos, 5 minutos, 10 minutos, 20 minutos,

30 minutos y 40 S 50 minutos. Para las temperaturas de -182 y 4°C

los ensayos de actividad se hicieron al cabo de 1 dia, 5 dfas, 7 --

dfas, 15 dfas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, y 4 meses. Finalmente, los

tiempos correspondientes a las temperaturas de 25%C fueron de:15 mi

nutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 5 horas y 24 horas.

En todos estos ensayos se utilizaron soluciones enzimiticas -

con una concentracién de proteinas de 0,35 mg/ml. La metédica segui

da en estas experiencias consistié en disponer vollmenes de 0,2 ml

de las muestras a ensayar en distintos tubos de hemolisis que, una
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vez cerrados con parafilm, se llevaron cada uno a las temperaturas
antes sefnaladas. De ellos se fueron tomando alicuotas de 20 ul para

las determinaciones a los tiempos indicados.

Para la muestra que se iba a someter a la temperatura de -lSjp
se dispusieron tantos tubos con 20 ul como tiempos a ensayar, con ob
jeto de evitar posibles pérdidas de actividad por sucesivas congela

ciones y descongelaciones.

Las actividades enzimaticas se determinaron por el método de
Beauchamp y Fridovich (1971) usando NBT como detector de los radica
les d; generados enzimadticamente. Debido a la elevada actividad es-
pecifica de los preparados enzimdticos utilizados, antes de determi_
nar su actividad, fue necesario efectuar diluciones de los mismos -

en el buffer de ensayo, hasta una concentracién de 8-9 ug/ml,

2. Estabilidad frente al pH

Se ensayd el efecto de la preincubacidon a 252C y a distintos
pH (4-10,6) sobre la actividad enzimdtica de preparados puros de Mn-
superodxido dismutasa. Las soluciones tampdn empleadas para los dis-
tintos pH, a una concentracidn final de 0,05 M, fueron las siguien-

tes:

Citrico-citrato (pH: 4,0; 5,0; 6,0)

PO,HK,-PO,H K (pH: 6,0; 7,0; 7,8)

Tris-CIH (pH: 7,8; 8,7)

Glicina-NaOH (pH: 8,7; 10,0; 10,6)

Se tomaron 30 ul de preparado enzimatico, con una concentra--

cion de proteinas de 3,0 mg/ml, y se dispusieron en distintos tubos

de ensayo a los que se afiadi6é 2,97 ml de cada uno de los buffers an
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tes indicados, de tal forma que la concentracidon final de enzima en
la mezcla de incubacidn era de 30 ug/ml. De estas diluciones, se to
maron inmediatamente alfcuotas de 0,5 ml que se incubaron a 25%C du
rante distintos tiempos, excepto las muestras correspondientes al -
tiempo cero que se conservaron en bafio de hielo hasta el momento de
su determinacidn. E1 pH final de las mezclas de incubaci6n se deter
mind en diluciones preparadas de manera andloga a las que se acaba

de describir.

A las 0, 5y 24 horas, se determind la actividad superdxido
dismutasa de las muestras incubadas a 25°C a distintos pH, segin el

método de Beauchamp y Fridovich (1971), descrito anteriormente.

REACT IVOS
- Buffers cTtrico-citrato sddico 50 mM,
pH

L*,O 5’0 6,0

Acidécftrico50mM(2,63g/250 ml) 59,0 ml 35,0 mi 11,5 ml

Citrato sodico .ZHZO 50mM
(3,689/250 ml) ~41,0 ml =~65,0 ml =88,5 ml

Se hace el ajuste final al pH-metro con la solucidn de citrato

sddico. 2H,0, 50 mM.

- Buffers POMHKZ-POQHZK 50 mM.

pH
6,0 7,0 7,8
PO,HK, 50 mM (8,709g/1) 18,0 m! 90,0 ml  137,0 ml

PO,H, K 50 mM (6,804g/1) ~130,0 ml =58,5 ml  =13,0 ml
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Se hace el ajuste final al pH-metro con la solucidn de POszK

50 mM.

— Buffers Tris-ClH 50 mM,

Se prepara una solucidn de Tris 0,1 M, calidad Merck p.a., --
(1,87679/250 m1), y se toman volimenes de 50 ml para cada pH (7,8 y
8,7), ajustandose los valores finales al pH-metro con CIH 0,4 N (8,1
ml CIH concentrado d=1,19/250 ml). E1 volumen se lleva finalmente

a 100 ml con agua destilada.

— Buffers Glicina-NaOH 50 mM.

Se prepara una solucién de Glicocola 0,1 M, calidad Merck p.
a. (1,8767 g/250 ml), y se toman voldmenes de 50 ml que se ajustan
al pH-metro a cada valor de pH (8,7; 10,0; 10,6) con NaOH 0,4 M. EIl

volumen se completa a 100 ml con agua destilada.

CONDICIONES OPTIMAS DE pH Y TEMPERATURA PARA LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

1. pH

Inicialmente, se ensayaron valores de pH comprendidos entre -
6,0 y 10,5 con un intervalo de variacion de aproximadamente 1 uni

dad. Con este fin, se utilizaron los cuatro sistemas tampones si-=-

guientes:
Citrico-citrato (pH 6,0)
POAHZK-POAHZK (pH 6,0 a 7,8)
Tris-ClH (pH 7,8 a 8,9)
Glicina=NaOH (pH 8,7 a 10,6)

Siendo todos ellos utilizados a una concentracidn inicial de
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62 mM, lo que corresponde a una concentracién de 50 mM en la mezcla
de reaccién. Asi mismo, a todos los buffers preparados se les incor
poré EDTA en una concentracidén 0,124 mM, lo que proporciona una con

centracion final de 0,1 mM,

Las determinaciones de actividad se realizaron a 252C segin -
una modificacién del ensayo debido a McCord y Fridovich (1969) que
utiliza citocromo ¢ como detector de d; y, que ha sido descrito en
el apartado de Determinacidon de Actividad Superdxido Dismutasa, En
este caso se mantuvieron fijas las concentraciones finales de los -
reactivos, en la mezcla de reaccién (3,225 ml) pero se introdujo una
variacidén en la metédica, consistente en utilizar 0,5 ml de una so-
lucién conteniendo citocromo ¢ y xantina a concentraciones de 6,45
X IO-SM y 3,22 X IO_MM, respectivamente, que se llevaron a un volu-
men final de 3,225 ml por adicion de la cantidad adecuada de cada -
uno de los buffers a ensayar. Una vez preparada la mezcla de incuba
cién se midié su pH al afadir el preparado enzimitico (tiempo 0), -

siendo la concentracién de éste en dicha mezcla de 1,6 ug/ml.

Determinada asi la zona de pH Gptimo, éste se precisé efectuan
do incubaciones en dicho margen utilizando una serie de buffers Tris-
CIH 62 mM y Glicina-NaOH 62 mM entre los valores de pH 7,9y 9,2,
con intervalos de unas 0,2 unidades. Al igual que antes, se determi_

ndé el pH a tiempo cero.

REACTIVOS

Todos los sistemas buffer que se indican a continuacidn se pre
pararon 0,124 mM en EDTA (0,00469/100 ml).

— Buffer acido citrico-citrato 62 mM, pH 6,0
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Acido citrico 62 mM (3,327 g de 4cido citrico, calidad

Merck p.a., en 250 ml de agua destilada) ------ =~ 11,5 ml

Citrato trisédico.ZHZO 62 mM (4,559 g de citrato
s6dico, calidad Merck p.a., en 250 ml de agua
destilada) =--===-=m=m-eommme oo m 88,5 mi

Se hace el ajuste al pH-metro afadiendo &cido cftrico 62 mM

hasta alcanzar el pH indicado.

— Buffers PO, HK —POQHZK 62 mM

N}
pH
6,0 7,0 7,8
POQHKZ 62 mM (2,69 g/250 ml) 18 ml 90 mi 137 ml
PO,H,K 62 mM (2,11 g/250 ml) =130 ml  =58,5 ml ~ 13 ml

Se hace el ajuste final al pH-metro con las soluciones de ---
POMHZK 62 mM.

_ Buffers Tris-CIH 62 mM.

Se toman 50 ml de Tris 0,124 M, calidad Merck p.a. (3,7553 g/
250 ml), que se ajustan al pH-metro a cada pH (7,80; 8,10; 8,40; --
8,70; 8;90) con CIH 0,4 N (8,1 ml CIH concentrado d=1,19/250 ml).

E1 volumen se lleva finalmente a 100 ml con agua destilada.

— Buffers Glicina-NaOH 62 mM

Se prepara una solucién de glicocola, calidad Merck p.a., ---
0,124 M (2,3272 g/250 ml), y se toman volimenes de 50 ml para cada
pH (8,7; 8,83; 9,35; 10,0; 10,6), ajustando con NaOH 0,4 M al pH de

seado. El volumen se completa a 100 ml con agua destilada.
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2, Temperatura.

Se hicieron ensayos a las siguientes temperaturas de reacciodn:

ke, 152, 252, 312, 372, K12; 452 y 60°C. Antes de cada reaccidn se
equilibran los reactivos a la temperatura correspondiente, la cual
era después regulada en las cubetas termostatizadas del espectrofo-
tometro mediante un bafio de agua con un grupo calefactor provisto -
de termostato con bomba impulsora. En el ensayo a 42C, se utilizé -
el mismo sistema salvo que el bafio se enfrid con el serpentin de un

grupo compresor.

Las determinaciones de actividad se efectuaron en buffer Tris-
CIH 62 mM ajustado al pH Sptimo de la enzima determinado en la expe
riencia anterior, y segidn la metddica descrita por McCord y Frido--
vich (1969). Las concentraciones de enzima en la mezcla de reaccidn

eran de 0,15 pg/ml.

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA: CONSTANTE DE VELOCIDAD APA
RENTE

Empleando las condiciones Optimas de pH y temperatura, previa
mente determinadas, se llevaron a cabo ensayos de actividad con con
centraciones finales de enzima pura, de elevada actividad especifi-
ca, comprendidas entre 0,087-2,44 ug/ml, La actividad enzimatica se
determind empleando el sistema xantina/X0D como generador de radica
les d; y el citocromo c como detector de este radical, seglin se des
cribié en el apartado de Determinacidn de la Actividad Superdxido -

Dismutasa.

Por otra parte, emplando ias condiciones bptimas de pH y tem-

peratura, también se estudid el efecto sobre la velocidad de reac--
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cion de las mismas concentraciones de superéxido dismutasa pura an-

tes indicadas, utilizando NBT como detector de radicales 0,, que --

2l
eran generados igualmente por el sistema xantina/X0D.

Las constantes de velocidad aparente para la reaccién de man-
ganeso superéxido dismutasa de hojas de guisante con superdxido ---
se determind a 252C seg(n el método descrito por Forman y Fridovich

(1973b), basado en la competicién cinética del radical dz entre la
superdxido dismutasa y el citocromo c¢c & el NBT. Los ensayos se lle-
varon a cabo en condiciones standard, esto es, a pH 7,8 para el ci-

tocromo c y, a 10,2 para el NBT.

Las constantes de velocidad a 252C para la reaccién del ~----
6; con el ferricitocromo c y con el NBT, determinadas por radioli--
sis de pulsos, son 6,0 X 10° M1 seg—1 apH 7,8 (Land y Swallow, --
1971) y, 1 X 10” uo! seg“1 a pH 10,2 (McCord y col., 1977b) respec-
tivamente. A partir de estas constantes se puede calcular indirecta
mente la constante de reaccion de la Mn-superdxido dismutasa sin re

currir a radiolisis de pulsos.

La geﬁeracién de radicales d; se efectud enzimiticamente me--
diante el sistema xantina/X0D, en las condiciones descritas en la -
pdgina 86, determindndose la concentracidn de superdxido dismutasa
necesaria para competir igualmente con el ferricitocromo o con el -
NBT y, por lo tanto, capaz de inhibir la tasa de produccién de sus
derivados reducidos en un 50%. Finalmente, a partir de éstos se cal

cularon Ias,constantes de velocidad correspondientes.

Para el cadlculo se tiene en cuenta que, en las condiciones --
standard de ensayo, los radicales superdéxido generados enzimitica--
mente reaccionan principalmente segin dos vias, que en el caso del

citocromo ¢ son:
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cit. c - Fe?t+ o

Xantina/XoD 0
b 02 + H202

En la reaccién a tiene lugar la cesidn de un electrén al ferri

. . + . . .
citocromo ¢ (cit. c-Fe3 ) viniendo dada la velocidad de esta reac--

cidén por la expresidn:

. 2+
v o dfleit, cFe™} _ K {cit. c-Fe3*) {d;}

dt

En la reaccidn b, los radicales superé6xido son desproporcioné
dos cataliticamente por la superdxido dismutasa, estando definida -

la velocidad del proceso por:

d {0,}/4, = K, 1500} {0}

De un modo similar al indicado precedentemente, se estudid el
efecto producido sobre la tasa de reduccion del citocromo ¢ por con
centraciones de Mn-superéxido dismutasa comprendidas entre 0,087-
2,44 ng/ml, con la excepcién de que, en este caso, no se emplearon
las condiciones G6ptimas de temperatura y pH, sino que los ensayos -
se llevaron a cabo en condiciones standard, esto es a 25%C y a valo
res de pH de 7,8 y 10,2 para el citocromo c y el NBT, respectivamen

te.

De acuerdo con el método de Forman y Fridovich (1973b), para
aquella concentracién de Mn-superdxido dismutasa que produce un 50%
de inhibicidn en la reduccidn del citocromo ¢ a pH 7,8 y 253C, tie-
ne lugar una competicidn entre las reacciones a y b, verificandose

entonces:



165

. 3+ - _ o
K. {cit.c-Fe” '} {02} = K, {soD} {02}

y a partir de esta expresién se obtiene la constante de velocidad -
aparente, K , para la reaccidn de desproporcionamiento de los radi-
e

cales d; catalizada por la Mn-superdxido dismutasa:

. +

K {C|t.c-Fe3 }
c

K =
e

{son}

donde KC es la constante de velocidad a pH 7,8 para la reaccién del

ferricitocromo ¢ con el d;, que tiene un valor de 6,0 x 105 M-] seg_l,
. + s e e e .

y {c1t.c-Fe3 } es la concentracién inicial de citocromo c en la mez

cla de reaccidon (1 x 10-5 M) .

De idéntica forma puede calcularse la constante de velocidad
aparente para la reaccidén enzimitica, cuando el ensayo se efectla -
utilizando NBT a pH 10,2, en lugar de citocromo c. En este caso se

hace a partir de la expresion:

Ky {NBTOX.}

K = =
e

{son}

donde KN = constante de velocidad a pH 10,2 de la reaccién del NBT
L -1
M

seg_l), y {NBT__ } = concentracién inicial
de NBT en la mezcla de reaccidn (2,5 x 10

con el 6; (1 x 10
5
M).

EFECTO DE INHIBIDORES ENZIMATICOS

1. Preparados homogéneos de Mn-superdxido dismutasa

Se ensayd la accidn de distintos inhibidores enzimdticos sobre

la actividad superéxido dismutasa de fracciones proteicas puras, de
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alta actividad especifica. Las concentraciones finales de los distin

tos inhibidores utilizados fueron las siguientes:

CNNa, calidad Merck, p.a.: 0,1 0,2 0,5 1,0 y 2,0 mM
N3Na, calidad Merck, p.a.: 5,0 10,0 15,0 20,0 vy 35,0 mM
H,0,, Perhydrol Merck,p.a.:0,1 y 0,5 mM

272
p-hidroximercuribenzoato,
calidad Sigma: 0,1y 1,0 mM
0-fenantrolina, calidad
Merck, p.a.: 0,1 0,2 0,4 1,0 y 50 mM
EDTA sal disddica,
calidad Merck, p.a.: 0,1 0,2 0,5 1,0 vy 2,0 mM

Dietilditiocarbamato
(DIECA), calidad Sigma: 0,25 0,50 1,0 5,0 y 10,0 mM

Los inhibidores, preparados en buffer fosfato 50 mM pH 7,8, fue
ron incorporados directamente a las mezclas de reaccién enzimiticas a
las concentraciones indicadas, salvo en el caso del p-hidroximercuri-
benzoato y del peréxido de hidrégeno en que fue necesario efectuar --
preincubaciqnes. Estas se llevaron a cabo a 252C durante tiempos de -
30-120 min y de 1 hora para cada concentracidn de H202 y de p-hidroxi
mercuribenzoato, respectivamente, efectuando para cada muestra ensaya
da la incubacién paralela del correspondiente control de enzima sin -
inhibidor. Las concentraciones de enzima en la mezcla de incubacidn -
eran de 0,43 mg/ml. Finalmente, se determind la actividad superdxido
dismutasa residual de los distintos problemas y controles, una vez di

luidos éstos convenientemente.

El método sequido para la determinacidn de la actividad enzima-
tica fué una modificacién del de MeCord y Fridovich (1969) que utili-
za el sistema xantina-X0D/citocromo c, salvo en el caso del DIECA, en

que tuvo que emplearse la metédica de Beauchamp y Fridovich (1971) --
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con xantina-XOD/NBT, debido a las interferencias producidas en el

ensayo por dicho agente'quelante.

En todos los casos, se efectuaron las reacciones control en --
presencia de volimenes de 0,1 ml de las correspondientes concentra--
ciones de inhibidor, inicidndose las reacciones por adicién de una -
dilucidn adecuada de xantina oxidasa capaz de producir un cambio de
densidad 6ptica del orden de 0,020 unidades de absorbancia por min a
la longitud de onda correspondiente a cada método. Debido a la eleva
da actividad especifica de las muestras de Mn-SOD utilizadas, fue --
preciso efectuar diluciones previas con buffer Tris-ClH 50 mM, pH --
7,5, hasta concentraciones en la mezcla de reaccidn de aproximadamen
te 1,6 ug/ml.

REACT IVOS
- Buffer PO,HK,~PO,H,K 50 mM, pH 7,8

Fosfato dipotdsico 50 mM (8,7090 g de PO,HK,, calidad Merck
p.a., por litro de agua destilada) ------------ 900 ml

Fosfato monopotdsico 50 mM (6,8040 g de POAHZK' calidad
Merck p.a., por litro de agua destilada) ------ =~ 100 ml

Hacer el ajuste el pH-metro sobre el volumen indicado de POAHK2
50 mM, afiadiendo soluci6n de fosfato monopotdsico 50 mM, hasta alcan

zar el pH indicado

- Buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,5

Tris 0,1 M (12,11 g de Tris, calidad Merck p.a., por litro
«de agua destilada) =-----=-—-mccmmemmmeo 500 ml
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CIH 0,1 M (8,3 ml de CIH concentrado, d = 1,19, calidad
Merck p.a., por litro de agua destilada) ------------ = 400 ml

Se ajusta al pH indicado con la solucién clorhidrica y se enra

sa a un litro con agua destilada.

- Soluciones CNNa

Se prepard una solucién madre de CNNa 64,6 mM en buffer fos-
fato 50 mM, pH 7,8 (0,316 g de CNNa Merck p.a./100 ml buffer), y a -
partir de ésta, por dilucién con el buffer base, se obtuvieron dis--
tintas concentraciones que, una vez anadidas a la mezcla de reaccidn
en voldmenes de 0,1 ml, proporcionaron las siguientes concentracio--

nes finales:

Dilucidn Conc. de CNNa en la mezcla
n2 veces de reaccién

mM
- 2,0
2 1,0
4 0,5
10 0,2
20 0,1

- Soluciones de azida sddica

Se prepard una solucién madre de N3Na 1,128 M en buffer fosfa-
to 50 mM, pH 7,8 (7,336 g de N3Na, Merck, p.a./100 ml buffer), y a -
partir de ésta, por dilucién con el buffer base, se obtuvieron dis--

tintas concentraciones que una vez afiadidas a la mezcla de reaccién
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en voldmenes de 0,1 ml, proporcionaron las concentraciones finales

siguientes:

Dilucidn Conc. de N3Na en la mezcla
n? veces de reaccién
mM
- 35,0
1,75 20,0
2,3 15,0
3,5 10,0
7 5,0

~ Soluciones de agua oxigenada

Se prepard una solucidn madre de HZOZ 1 mM. Se pipetearon 0,1
ml de HZOZ’ Perhydrol Merck, al 30% en peso y con una concentracion
titulada permanganimétricamente de 10,39 M, lleviandose después a un

volumen final de 1 litro con buffer fosfato 50 mM, pH 7,8.

Por dilucidn se obtuvieron las concentraciones para efectuar

la preincubacién con la enzima pura.

Dilucidn Conc. de H202 en la mezcla
n2 veces de preincubacion
mM
2 0,5

10 0,1
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- Soluciones de p-hidroximercuribenzoato (PHMB)

Se prepard una solucién madre de PHMB 2 mM en NaOH 0,1 M, ca-
lidad Merck (0,072 g de PHMB Sigma/100 ml de NaOH 0,1 M), y a partir
de esta solucidn por dilucién con NaOH 0,1 M, se obtuvieron las con-

centraciones para efectuar la preincubacién de la enzima pura

Diluciodn Conc. de PHMB en la preincubacién
ne veces mM

2 , 1 mM

20 0,1 mM

- Soluciones de 0-fenantrolina

Se prepard una solucidén madre de Ofenantrolina 161,25 mM en --
etanol, calidad Merck (3,19 g de O-fenantrolina Merck/100 ml de eta-
nol), y a partir de esta solucidn por dilucién con etanol, se obtu--
vieron distintas concentraciones que una vez afiadidas a la mezcla de
reaccidén en volimenes de 0,1 ml, proporcionaron las siguientes con--

centraciones finales:

Dilucidn Conc. de O-fenontralina en la
n% veces mezcla de reaccidn
mM
- S’O
5 1,0
10,5 0,4
25 0,2

50 0,1
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- Soluciones de EDTA

Se prepard una soiucién madre de EDTA 64,6 mM en buffer fosfa-
to 50 mM, pH 7,8 (2,40 g de EDTA, Merck p.a./100 mi buffer), y a par
tir de esta solucién, por dilucién con el buffer base, se obtuvieron
distintas concentraciones, que una vez afadidas a la mezcla de reac-
cién en volimenes de 0,1 ml, proporcionaron las concentraciones fina

les siquientes:

Dilucidn Conc. de EDTA en la mezcla
n2 veces de reaccién
mM
- 2,0
2 1,0
L 0,5
10 0,2
20 0,1

- Soluciones de dietilditiocarbamato (DIECA)

Se prepard una solucidén madre de DIECA 322,5 mM en buffer fos-
fato 50 mM pH 7,8 (5,52 g de DIECA, Sigma/100 ml buffer), y a partir
de esta solucién, por dilucién con el buffer base, se obtuvieron dis
tintas concentraciones que, una vez afadidas a la mezcla de reaccidn
en vollmenes de 0,1 ml, proporcionaron las siguientes concentracio--

nes finales:

Dilucion Conc. de DIECA en la mezcla
n® veces de reaccién
mM
- 10,0
2 5,0
10,0 1,0
20,0 0,5

Lo,0 0,25
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2. Extractos crudos

Se estudié el efecto producido por CN 'y HZOZ sobre las activi
dades isoenzimiticas de superdxido dismutasa de extractos crudos de
hojas de guisante. La concentracién proteica de los extractos utili-

zados fue de 0,16 mg/ml,

Los extractos crudos se incubaron separadamente, a 252C duran-
te una hora en presencia de CNNa vy, H202 mds CNNa a una concentracion
final de 1 mM en ambos casos junto con los correspondientes contro--
les sin inhibidor, En la incubacidn con H202, se adiciond también --
cianuro, con el fin de inhibir las actividades catalasa y peroxidasa,
abundantes en los extractos crudos, que podrian provocar una disminu
cion de la concentracidn de HZOZ en la mezcla. Seguidamente se toma-
ron 50 ul de cada muestra (8 ug de proteina bruta) y se sometieron a
electroforesis analitica en geles de poliacrilamida a 42C, segln el
procedimiento descrito en la pagina 99 . Finalizado el desarrollo --
electroforético, se localizaron las bandas de actividad superéxido -
dismutasa por la metddica usual de revelado enzimadtico '"in situ' de
Weisiger y Fridovich (1973a).

REACTIVOS
- Solucién de CNNa 12,5 mM

Se pesan 0,1532 g de CNNa, calidad Merck p.a., y se disuelven
en buffer Tris-CIH 50 mM, pH 7,5, enrasdndose finalmente a un volu--

men de 250 ml con el mismo buffer.

- Solucidn de H202 12, 5 mM

Se pipetean 0,30 ml de H202, Perhydrol Merck, al 30% en peso,
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y con una concentracién titulada permanganométricamente de 10,39 M,
11levandose después a un volumen final de 250 ml con buffer Tris-CiH
50 mM, pH 7,5.

Las soluciones de CNNa y HZOZ 12,5 mM se diluyeron 12,5 veces

al efectuar la preincubacion con los extractos crudos.



RESULTADOS
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En extractos crudos de hojas de guisante (P{sum sativum var.
Lincoln), estdn presentes tres superdxido dismutasas electroforéti-
camente distintas, tal y como se muestra en la Figura 6. De ellas,
la isoenzima de menor movilidad no es inhibida por cianuro ' mM, miex
tras que las otras dos isoenzimas, denominadas | y ||, en orden de
movilidad creciente, son sensibles a este inhibidor, por lo que segu

ramente se trata de Cu,Zn-superdxido dismutasas.

Por lo que respecta al porcentaje de cada isoenzima en las ho
jas de guisante, éste depende de la edad de la planta, pero oscila -
en términos generales entre 10-21% para la Mn-superdéxido dismutasa,
y un 29-36% y un L47-5L4% para las Cu,Zn-superdxido dismutasas | y |1,

respectivamente.

En la Tabla 8 se presenta la actividad superdxido dismutasa -
de las distintas isoenzimas de hojas de guisante, en relacién con --
las diferentes etapas del desarrollo de la planta. Los valores de ac
tividad spn media de tres determinaciones efectuadas con distintos lo
tes de hojas, indicandose para cada valor el error standard de la me
dia correspondiente. En esta Tabla se observa que, mientras la acti-
vidad Mn-superdxido dismutasa foliar se incrementa en aproximadamen-
te un 37% desde el estadio de plantula (tiempo 0) al inicio de fruc-

tificacién (45 dfas), las Cu,Zn-superdxido dismutasas, sufren en di-
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cho periodo de tiempo una diminucidn de su actividad del orden de

un 40% para la isoenzima (1), y un 33% para la isoenzima (I11).
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Fig. 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida de extractos de hojas de Pisum

Emigracion ———————b

sativum L. En los electroferogramas se reveld la actividad SOD en ausen
cia { — ) y en presencia { --- ) de cianuro | mM. La transmitancia de

los geles a 560 nm se registrd con un aparato lector de geles.

PURIFICACION DE LA ENZIMA

E1 método de purificacién seguido para la manganeso superdxi-

do dismutasa de hojas de guisante incluye los siguientes pasos:

(o2 TRV BN — S VL A
°

Fraccionamiento térmico.

Precipitacidn fraccionada con sulfato ambnico.
Adsorcién sobre DEAE-celulosa (DE-23).
Cromatograffa en columna de DEAE-celulosa (DE-52).
Cromatograffa en columna de Sephadex G-100.

Electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida.
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TABLAVIIIActividad de las distintas isosuperdxido dismutasas de ho-

jas de guisanté eén diferentes etapas del desarrollo de la

planta.

Etapa de

desarrollo

Actividad SOD + ESM
(Unidades/g.p. fresco)

Mn-S0D Cu,Zn-S0D | Cu,Zn-SO0D 11

Plantula

(tiempo 0)

Crecimiento vegeta-

tivo (15 dfas)

Inicio de flora-

cidén (30 dfas)

Inicio de fructi-

ficacion (45 dfas)

59,5 + 6,0 203,5

|+

13,5  309,0 + 29,4

66,2 + 2,8  180,2 + 20,5  269,9 *+ 8,2

74,5 + 1,5 96,4 + 2,2 145,8 + 19,8

81,2 +10,1 121,3 + 14,6 207,5 + 15,2




Para la puesta a punto del método de purificacidn y -la obten-
cion de preparados homogéneos de enzima para los estudios subsiguien
tes, se procesaron alrededor de unos 30 Kg de hojas de plantas de --
guisante cultivadas en invernadero. En los distintos lotes de purifi
cacidn efectuados se utilizaron pesos de hojas comprendidos entre -
1,2y7,5 Kg que suministraban por término medio volimenes de 3000 ml
y 18000 ml de extracto crudo respectivamente, de acuerdo con la metd

dica sefialada en Material y Métodos.

En relacidon con el calentamiento de los extractos crudos a --
60°C durante 5 minutos, hay que resaltar la sensibilidad que presen-
ta la isoenzima Cu,Zn-superdxido dismutasa |, que sufre una inactiva
cidn considerable con este tratamiento, mientras que las otras do --
isoenzimas, Cu,Zn-superdxido dismutasa (i{l1) y Mn-superéxido dismuta-

sa, experimentan ligeros cambios en su actividad.

En la siguiente fase de purificacion, correspondiente a la pre
cipitacidon fraccionada con SOH(NHA)Z’ lTos resultados obtenidos indi-
caron que mas del 65% de toda la actividad Mn-superdxido dismutasa -
precipitaba-en un rango de saturacidn del 40-70%. De las otras dos -
isoenzimas que contienen Cu y Zn, parte de la Cu,Zn-SOD | y practica

mente toda la Cu,Zn-SOD |1, también se separan en esta fraccion.

El andlisis del eldido procedente de la adsorcidn sobre DEAE-
celulosa (DE-23) indicd que la actividad Mn-superdxido dismutasa que
daba fijada cuantitativamente por el cambiador ain después de reali-
zarse el lavado del mismo con el buffer empleado en su equilibr
Sin embargo, por elucién con CINa 0,5 M se conseguia el desplazamien
to de toda la actividad superdxido dismutasa del lecho de DEAE-celu-

losa.

En las Figuras 7 y 8, se presentan los pasos siguientes de la

metddica de purificacidn, el proceso cromatografico de elucidn en co
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lumnas de DE-52 celulosa y Sephadex G-100, respectivamente. En la

cromatografia sobre DE-52 celulosa, mediante el lavado de la colum
na con el buffer base se consigue la elucién total de la actividad
superéxido dismutasa sensible al CH™, mientras que la Mn-superdxi-
do dismutasa adsorbida es eluida con un gradiente lineal de CINa -

0-0,5M, a un rango de concentracidn de 0,14-0,28M en cloruro.

Por filtracion en gel de Sephadex G-100 se logra la eli
minacién de una fraccién proteica de elevado peso molecular, que en
su volumen de elucidn, est3 bastante distanciada del pico de activi
dad superéxido dismutasa (Fig. 8), a la vez que se obtienen unos --
rendimientos enzimdticos bastante buenos.Finalmente, por electrofo-
resis preparativa en geles de poliacrilamida al 10% se obtuvo un ma
ximo de actividad Mn-superéxido dismutasa, coincidente con un pico
de absorcidn a 280 nm, y bien individualizado respecto a otras pro-

teinas eluidas.

Las fracciones activas tenfan una coloracidn amarillo parduzca,
Yy una vez reunidas, se dializaban frente a buffer Tris-ClIH 50 mM -
pH 7,5, y posteriormente se concentraban hasta un volumen minimo -
para conservarlas, bien precipitadas con Soh(NHb)Z a 42C, 6 conge-

ladas a -20°C, segiin se describe en la parte experimental,

En la Tabla 9 se recoge, a modo de ejemplo, la evolucién de uno
de los procesos de purificacién de entre los numerosos 1levados a
cabo. En ella se indica el rendimiento final obtenido asi como la
actividad especifica del preparado enzimitico final, que solfa os-
cilar de un lote a otro entre 2500 y 3500 unidades de actividad SOD/

mg de protefina,

E1 grado de purificacidén obtenido para la enzima fue de unas 215
veces, y el rendimiento del proceso oscilaba entre 0,4-2%. Por otra
parte, teniendo en cuenta el peso inicial de hojas, el rendimiento
conseguido por esta metddica fue de aproximadamente 1,2 mg de Mn-su

perdxido dismutasa/Kg de hoja completa.
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TABLA X Purificacién de manganeso superdxido dismutasa de hojas de guisante.

Volumen Actividad Proteinas Actividad Proteinas Actividad Rendimiento

Total Totales Especifica
Etapa (m1) (U/m1) (mg/m1) ) {mg) (U/mg) (%)
Extracto crudo 6500 82,76 5,81 537.940 37,765 14 100
Fracc. térmico 5850 51,83 3,33 303,205 19,480 16 56
Precip.fracc.con L8 2506,0 15,50 120.288 744 162 22
50, (NH,) ,
Adsorc. DEAE-celulosa 53 1689,0 5,0 89.517 265 338 17
(pE-23)
Cromatograffa en DEAE- 60 292,8 0,425 17,568 26 689 3,3
celulosa (DE-52)
Cromatografia en 35 352,7 0,134 12. 345 5 2632 2,3
Sephadex G-100 .
Electroforesis prepara- 12 762,0 0,253 9. 144 3 3012 1,7

tiva en poliacrilamida
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En la Figura 9 se muestra una fotografia de electroferogramas
en poliacrilamida en la‘que se pone de manifiesto la homogeneidad y
pureza de la Mn-superdxido dismutasa aislada de hojas de guisante, -
por la aparicidn en estos geles de una sola banda de actividad supe-
réxido dismutasa coincidente con una Gnica banda de proteinas. Asi -
mismo, se observa que estas dos bandas (actividad y protefnas) perte
necientes al purificado final presentan una movilidad electroforéti-

ca idéntica a la de la Mn-superdxido dismutasa del extracto crudo.

La enzima era también homogénea por electroforésis en geles -

con diferentes concentraciones de acrilamida (6-11%).

CARACTERISTICAS QUIMICO-FISICAS

Espectros de absorcidén visible-UV. Coeficiente de absorcidn molar.

La Figura 10 muestra el espectro de absorcidon visible-UV de -
la Mn-superdxido dismutasa. El espectro visible (C) se hizo a tempe-
ratura ambiente utilizando soluciones de enzima pura con una concen-
tracién protéica de 5 mg/ml. Los registros se efectuaron con la enzi
ma sin reducir (espectro I) y una vez reducida ésta con ditionito sé

dico 2 mM (espectro 11).

En primer lugar se hicieron registros en un rango de longitu-
des de onda de 350-750 nm y una vez establecida la zona de maxima ab
sorcidn de la enzima, se hicieron barridos en el rango de 350-680nm.
Como puede observarse en la figura citada, la absorcion al visible -
de la muestra sin reducir (1) ofrece una caida continua casi regular,
con un hombro débil a unos 480-490 nm y otro, algo mas intenso, a --
aproximadamente 600 nm. El registro de la absorcidon al visible de la
enzima reducida muestra una desaparicidon significativa del componen-
te coloreado del espectro, que se anula practicamente a partir de 500

nm.
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El espectro ultravioleta se realizd también a temperatura am-
biente, en un rango de longitudes de onda de 210-310 nm, utilizando
concentraciones enzimiticas de 0,14 mg/ml (espectro A) y 1,0 mg/ml
(espectro B). En estas condiciones, la Mn-superdxido dismutasa mues
tra un madximo de absorcidn a aproximadamente 275 nm, y tres hombros

a unos 225, 280 y 290 nm.

Coeficiente de absorcidn molar.

El coeficiente de absorcién molar de la enzima se determind a
una longitud de onda de 280 nm por presentar en esta zona un maximo
de absorcidn, y con el fin de comparar su valor con el descrito por

otras superdxido dismutasas.

El cilculo de este coeficiente, viene dado por la expresidn -

siguiente:

€280 = —ﬁg§9~.n'] . em’!
1 X c
Que fue indicada anteriormente en Material y Métodos, y en donde
c = 0,478 mg/ml equivalente a una concentracién enzimdtica de 5,085
X 10-6M, sobre la base de un peso molecular de 94.000. La concentra
cién de protefnas se determind por triplicado aplicando el método -
de Lowry y col. (1951). El resultado final para el coeficiente de -

absorcidn molar, obtenido al sustituir cada uno de los valores en -

la expresidon anterior, es el siguiente:

1

_ 0,608
€280

= — = ”9‘565 M-1 cm -
lcmx5,085 x10 M

Determinacidn del punto isoeléctrico

La determinacidn se efectud utilizando la técnica de electro-

enfoque en gel de poliacrilamida descrita por Wrigley (1968). Se em-
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pled un rango de pH de 3,5-10 y un voltaje constante de 350 voltios

aplicado durante 3 horas.

La Figura 11 muestra la representacion grafica del proceso an
terior, una vez finalizada la focalizacion, con la recta de regre---
sién obtenida de los datos experimentales. Por interpolacidn sobre -
esta recta, se obtuvo como valor del punto isoeléctrico para la Mn-

superdxido dismutasa, el correspondiente a un pH de 5,4.

Determinacidn del peso molecular

En las Figuras 12 y 13 se muestran los procesos de elucidon que
se efectuaron en columna de Sephadex G-100, con la serie de patrones
utilizados, para determinar el peso molecular de la Mn-superdxido dis
mutasa. La primera de ellas (Fig. 12) corresponde al perfil de elu--
cién de la albimina sérica bovina, mientras que para la ovoalbimina y
el Quimotripsindgeno, se efectuaron filtraciones conjuntas tal y como
se esquematiza en la Figura 13. AsT mismo, la Figura 14 recoge el pro
ceso de elucidn, en la misma columna de Sephadex G-100, de la Mn-supe

roxido dismutasa.

Finalmente, en la Figura 15 aparece la representacion grafica
de los datos obtenidos con los patrones y problema -volumen de elu--
cién frente al logaritmo del peso molecular- y por interpolacidn en
la recta resultante, le correspondid a la Mn-superdxido dismutasa un

peso molecular de 84,600 daltons.

Por lo que respecta al segundo método empleado para la deter-
minacién del peso molecular, aplicando la técnica de electroforesis
en gel a distintas concentraciones de acrilamida (Hedrick y Smith,
1968), se obtuvieron en primer lugar los ”Ferguéon plots' correspon

dientes a standards y problema, representando en abcisas la concen-
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tracion del gel y en ordenadas el valor 100 x log (100fo). En la Fi
gura 16 se exponen los diagramas obtenidos para las distintas formas
moleculares de la albdmina sérica bovina, en la Figura 17 el obteni-
do para la hexoquinasa, y en la Figura 18 el diagrama correspondien-
te a la enzima (Mn-superdxido dismutasa) pura. En todas estas figu--
ras estan también indicadas las pendientes calculadas para cada una

de las muestras (patrones y problema).

Por Gitimo, en la Figura 19 estd recogida la representacion -
grafica de las distintas pendientes frente a los pesos moleculares -
de las proteinas respectivas. Por interpolacidn en la recta de regre
sién resultante, se obtuvo un peso molecular para la Mn-superdxido -

dismutasa de 94.000 daltons.

El tercer método utilizado para determinar el peso molecular,
es el basado en la composicién en aminodcidos de la enzima pura. So-
bre la base de un contenido en tirosina de cinco restos por mol de -
proteina, se obtuvo un peso molecular minimo para la enzima de 12,700
como se indica en la Tabla 10. Multiplicando este valor por un fac--
tor de 8 se obtiene para la Mn-superéxido dismutasa un peso molecu--
lar de 101600. E1 valor obtenido de este modo es proximo a los calcu
lados por la otras dos técnicas anteriores (Sephadex G-100 y electro
foresis en gel a distintas concentraciones de acrilamida) particular

mente por lo que se refiere a esta Gltima.

En la Tabla 11 se recogen los valores de pesos moleculares --

que resultan de utilizar los tres ensayos indicados.
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TABLA 11, Peso molecular de la Mn-superdxido dismutasa de guisante

segln la técnica utilizada.

Técnica Peso
utilizada molecular
Filtraciéon por gel de Sephadex G-100 84.600
Electroforesis en poliacrilamida 94.000
Composicién en aminoicidos 101.600

Composicidn en aminoacidos

Las determinaciones se han hecho por duplicado, en analisis
alternantes de problema y standard, cuantificindose cada problema -
por comparacion del area totalizada de su pico con la correspondien

te al standard desarrollado inmediatamente después.

Se han efectuado simultdneamente andlisis de muestras someti
das a 20 y 72 horas de hidrdlisis, frente a los standard paralelos,
cuantificandose en los Gltimos hidrolizados los aminodcidos treoni-
ma y serina seglin las indicaciones expuestas en la parte experimen-
tal. Del mismo modo, se llevaron a cabo andlisis cromatograficos -
del acido cisteico y del triptdfano, con un tiempo de hidrélisis de
20 horas en los dos casos y con la utilizacion paralela de solucio-

nes standards.

En la Figura 20 se reproduce el aminograma obtenido con una
muestra de hidrolizado durante 20 horas, de Mn-superdxido dismutasa

de hojas de guisante y en la Tabla 10 se presentan las concentracio



100 x log{(Rf x100)

2004

175+

150

125+

1001

75+

67000
134000

201000

268000 6,33

11,96

17.66

50

1 T T L}

7 - 8 9 10 1
Concentracion de gel(%)

[«

Figura 16




210

-
[ 24
d

150+

100 x log (Rf x100)

99000

8,62

120

12 ¥ L T L]

7 8 9 10 n
Concentracion de gel (% )

Figura 17



210+

Mn-S0OD
195-
>
S 180
x
&
o [
©165-
>
O
Q
8,6
150- 60
135 1] L] T T 1) 1 Li
0 6 7 8 9 10 1 2

Concentracién de gel(°o)

Figura 18



204
268000
164 201000
®
5./
¢
= 134000
E 124 P
[
a
8..
® 67000
1' L 1 L T
4 10 16 22 28

Peso molecular x10~%

Figura 19




1
ok
. i
i
1
;
. $
i
. [}
s
i
i
I T
i
1

——.

'

Spii

. T ;

B S

e O
g

- 45

R . s . . ._‘. . . K
i - ] , i
o | .
2 I ! e
e b ]
o ST ; . :
B L O - | A
- h ; N 5 5 < 3
I o -
' : . i . .
i : i 1 ’ i ' 1.
L T T L _, | -
SR A N B | i v
' | i m : i _ - !
— . - !
T T I
. ‘ . |
. ' ! t ” ! i '
IR S e e =1 1
v o
! 1
_ |
. s - ll."lﬂ"w't.ll- - MI.IC- T ’ ' : J -
L I 3 P
= b : . < 5 3 b 3
- RN 4 . .
Por b !
e |
I !
SR . | .
: i : ! ! |
. : : ! “ m . H
| . _ i i _ :
| i i !
— - - Jw - - iy Jd r ~
| - . . A DR N .
RN I e S ST -
S AN | i N
' ¢ L PR IR WAL 4
“. _ sk G ..s....v...;“....#..sg. sky
. . T e < e >3 - =
R | _
R S ~q 1.
A : i
b . i |
N I ! :

) RN QU WO |

Figura 20



TABLA X. COMPOSICION EN AMINOACIDOS DE MANGANESO SUPEROX!IDO DISMUTASA DE HOJAS DE GUISANTE

Aminodcido umoles/ml Normalizacion Ajuste a N2 en Moles/mol Ajuste a N2 % N2 restos
aS5tirosinas tero de restos de enzima enterode restos enmoles . por subunidd
Lisina 1,2451 8,48 8 59,73 60 7,31 15
Histidina 0,6218 4,23 4 29,83 60 3,65 7
Arginina 0,4278 2,91 3 20,52 21 2,56 5
A.aspartico 1,5774 10,75 11 75,67 76 9,26 19
Treonina 1,0344 7,05 7 49,62 50 . 6,09 12
Serina 1,1430 7,79 8 54,83 55 6,70 14
A.glutémico 1,7142 11,68 12 82,23 82 10,00 21
Prolina 0,7967 5,43 S 38,22 38 4,63 10
Glicocola 0,9696 6,60 7 46,51 Ly - 5,72 12
Alanina 1,6664 11,35 11 79,94 80 9,74 20
%.-Cistina 0,2616 1,78 2 12,55 13 1,58 3
Valina 1,2899 8,79 9 61,88 62 7,55 15
Metionina 0,1499 1,02 1 7,19 7 0,85 2
Isoleucina 1,1003 7,49 7 52,78 53 6,45 13
Leucina 1,7089 11,64 12 81.98 82 10,00 20
Tirosina 0,7336 4,99 5 35,19 35 4,26 9
Fenillanina 0,6175 4,21 4 29,62 30 3,65 7
Triptéfano 0,0 0,0 0 0,0 0 0,0 0

Peso molecular minimo ...oveevevenerennanen. 12,700 Ndmero total de restos .......eeeveun. 821
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nes de aminodcidos (umoles/ml) determinadas en los hidrolizados de
preparados homogéneos de esta enzima. A partir de estos valores, vy
sobre la base de un peso molecular enzimdtico de 94.000, se calcu-
16 el nlmero de restos de cada aminoacido por mol de enzima, expre
sandose también los resultados, con fines comparativos, en forma -
de porcentaje molar y de nimero de restos por subunidad. En la mis
ma tabla se indican los resultados obtenidos para el peso molecular
minimo de la enzima, mediante normalizacidn de las concentraciones
determinadas de aminoadcidos a un contenido de cinco restos de tiro-
sina por molécula enzim3tica. Los valores asi calculados fueron --

ajustados al nimero entero mis proximo.

Sobre esta base, se calculd el peso molecular minimo, una -
vez deducidas las correspondientes n-1 moléculas de agua de los en

laces peptidicos, obteniéndose un valor de 12,700.

Estequiometria Mn-protefna

La determinacion del contenido metadlico se efectud por tripli
cado, utilizando tres lotes distintos de Mn-superdxido dismutasa pu-
rificada, que fueron dializados primero frente a buffer Tris-CIH 50
mM pH 7,5, 0,1mM en EDTA y después frente a este mismo buffer sin --
EDTA. Los calculos se hicieron sobre la base de un peso molecular pa
ra la enzima de 94.000 daltons obtenido por electroforesis en geles
de poliacrilamida. E1 nimero de dtomos-g de Mn por mol enzima, resul
t6 ser de 0,94 + 0,14, valor éste media de las tres determinaciones
realizadas con los diferentes preparados enzimdticos utilizados. Es-
te resultado indica claramente la presencia de 1 Stomo gramo de man-

ganeso por mol de superdxido dismutasa.

Anafogamente, sdlo se detectaron trazas de Cu de casi nula sig

nificacion, correspondientes a 0,16 + 0,01 itomos-g Cu/mol de enzima.
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posiblemente debidos a contaminaciones por los reactivos o recipien
tes utilizados en el curso de la metddica. En relacién con el conte-
nido en Fe de los preparados de Mn-superdxido dismutasa, los valores
que se detectaron estaban por debajo del l1imite de sensibilidad del

método de absorcidn atdmica utilizado.

En la Tabla 12 estén pormenorizados los valores del contenido
metilico de la enzima, resultantes de las determinaciones realizadas
con los tres lotes de purificacidn empleados para este ensayo, Cada
valor es media de cinco determinaciones, y en el resultado final se

indica la desviacidn standard.

TABLA 12. Determinacidn del contenido metdlico de Mn-superoxido dis-

mutasa de hojas de guisante,

Lote de Conc.de Dilucidn ng Mn/ml Atomos-g
purificacion protéinas ne veces Hn/mol
ug/ml
v 630,0 101 3,840 1,05
Vitl 55,2 25 1,283 0,99
X 352,0 25 6,500 0,79

MediaiDE ce s 008 c0s 00t 0,91"10,11'

Ensayos de reconstitucidn del contenido en Mn de la enzima

El resultado de los ensayos realizados para la reconstitucidn
del contenido en Mn de la enzima, utilizando una modificacion de la
técnica de Ose y Fridovich (1976), queda detallada en la Tabla 13. -

De los datos obtenidos se pone de manifiesto la semajanza existente
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entre la actividad especifica y contenido en Mn que presenta la mues
tra de Mn-superdxido dismutasa utilizada, antes y después de someter
la al proceso de reconstitucidon, que se llevd a cabo con un rendi---

miento del 60%.

Por otra parte, la enzima nativa y la enzima reconstituida -
mostraban una movilidad electroforética idéntica en geles de poliacri

lamida.

TABLA 13, Ensayos de reconstitucidén del contenido en manganeso de

la enzima.

Actividad Protefnas Actividad Atomos-g Mn

especifica por

U/ml mg/m]l U/mg -mol enzima
Enzima nativa 428,5 0,595 720,2 0,82
Enzima recons- 227,3 0,352 645,6 0,79

tituida

Espectros de Resonancia Spin Electrdnico (RSE)

Los resultados correspondientes al espectro de RSE aparecen
detallados en la Figura 21. En ella se observa que en el espectro -
correspondiente a la enzima pura (registro A) no aparecié ninguna -
sefial atribuible a manganeso libre 6 ligado, tanto a temperatura anbiente ;
como a 1a del nitrégeno 17quido, tras haber explorado todo el rango -
de sensibilidad del aparato. Después de la adicidn del reductor di-

tinito sédico (registro B), Gnicamente se observd una sefial a g = 9o
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atribuible al radical libre del ditionito mondmero en exceso, pero
no se detectd sefial alguna correspondiente al Manganeso(l1), a pe-
sar de haber reductor en exceso. Finalmente, después de la desnatu
ralizacién de la enzima por hidrélisis clorhidrica (registro C), -

aparecid el espectro caracteristico del complejo hexaacuo-Mn(11).

ESTRUCTURA CUATERNARIA

Determinacidn del peso molecular de las subunidades

Como se muestra en la Tabla 14, la incubacién de manganeso su
perdoxido dismutasa con SDS al 1%, a 372, 50% y 100%C, en presencia y
ausencia 2-mercaptoetanol, y la posterior electroforesis de la mues-
tra en geles de poliacrilamida-SDS, reveld la presencia de dos ban--
das proteicas, una mayoritaria y de mayor movilidad, y otra mads len-
ta, cuyos porcentajes medios, determinados por densitometria después
de la tincion de los geles con azul Coomassie, eran de aproximadamen

te un 67% y un 33%, respectivamente.

Sin embargo, la incubacidn de 1a enzima con SDS al 1% y urea
8M a 372C durante 2 horas, did lugar a la aparicién mayoritaria= 90%)
de la proteina de menor peso molecular. Y cuando empleando mezclas -
de incubacidn andlogas, se efectuaba un calentamiento a 1002C duran-
te 5 minutos, tenfa lugar la conversidn total de la enzima en su subu
nidad elemental (Figura 22). Utilizando el método de Weber y Osborn
(1969), se obtuvo para esta subunidad un peso molecular de 23,500 +
1120, media de cinco determinaciones. En la Figura 23 se muestran --
los resultados obtenidos con protefnas patrones y problema, en uno -
de los numerosos recorridos electroforéticos efectuados en presencia
del SDS, empleando la técnica de los autores mencionados utilizando
esta metddica, el peso molecular determinado para la banda proteica

minoritaria fue de 46.300.



Fig. 22,

Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS de Mn-
superdxido dismutasa incubada con urea 8M en presen-
cia y ausencia de 2-mercaptoetanol. La enzima fué in-
cubada a 100°C durante 5 min en presencia de: SDS al
1% + urea 8M (A), y SDS 1% + urea 8M + 2-mercaptoeta-
nol al 1% (B). La electroforesis se llevd a cabo en
geles conteniendo la misma composicion de la mezcla
de incubacién, con la excepcidén del SDS cuyo porcen-

taje era del 0,1%. m=mondémero; d=''dTmero"

276
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TABLA X IV.EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE LA DISOCIACION EN SUBUNIDADES DE
Mn-SUPEROXIDO DISMUTASA. La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS se efectud
en geles al 103 en acrilamida, en buffer fosfato sédico 0.1M, pH 7,0. Un asterisco in
dica que los geles contenfan las mismas concentraciones de reactivos que las mezclas de

incubacidn con la excepcidn del SDS que era del 0.1%.

Mezcla de incubacidn Condiciones de Monémero Dimero Relacidn mondmero/

calentamiento (23500) (46300) dimero
Porcentaje

SDS 1% + mercaptoetanol 8% 37%C 2 horas 64,4 35,6 1,8

SDS 1% + mercaptoetanol 8% 502C 2 minutos 72,6 27,4 2,6

$DS 1% + mercaptoetanol 8% 1002C 2 minutos 68,4 31,6 2,2

SDS 1% + mercaptoetanol 1% 100%C 5 minutos 64,6 35,4 1,8

SDS 12 - mercaptoetanol 1002C 5 minutos 69,3 30,7 2,3

SDS 1% + mercaptoetanoi 8% 1002C15 minutos 65,2 34,8 1,9

SDS 1% + urea 8M + 1002C 5 minutos 66,8 33,2 2,0

mercaptoetanol 1%

SDS 1% + urea 8M - 372C 2 horas 90,2 - 9,8 9,2

mercaptoetanol 1%

SDS 1% + urea 8M - 1002C 5 minutos 100 - -

mercaptoetanol
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Estos resultados indican que la Mn-superdxido dismutasa de ho
jas de guisante est3 compuesta por cuatro subunidades de igual tama-

flo, con un peso molecular de 23,500,

La adicién al medio de incubacién con urea 8M, de 2-mercaptoe
tanol, producia la conversidn parcial de la subunidad monomérica en
la "dimérica' (aproximadamente un 33%) lo que sugiere la existencia
de una agregacidn anormal en presencia del tiol. En la mayorfa de -
los casos, cuando se obtenfa la subunidad monomérica y la dimérica,
la razén entre los porcentajes de ambas formas era de aproximadamen-

te dos.

Se ensay6 la actividad "in situ'" de las subunidades por el mé
todo fotoquimico de Weisiger y Fridovich (1973a), después de incubar
la enzima con urea 8M a 1002C durante 5 minutos y a 372C durante dos
horas. En estas condiciones, tanto la subunidad monomérica como la -
dimérica no tenfan actividad superdxido dismutasa. Sin embargo, en -
aquellos geles que contenfan urea y 2-mercaptoetanol, aparecia una -
banda azul oscura sobre un fondo azulado, con una movilidad idéntica
a la de la forma monomérica. Aparentemente, en presencia del tiol la
subunidad elemental de la manganeso superdxido dismutasa produce -

la reduccidn del NBT, el colorante usado para la tincién enzimatica.

ESTABILIDAD DE LA ENZIMA

1. Estabilidad térmica

En las Tablas 15, 16 y 17, as7 como en las Figuras 24, 25 y
26, se expone la evolucidn de la actividad Mn-superdxido dismutasa

en funcidn de las distintas temperaturas y tiempos de ensayo.

En las Tablas 15 y 16 se presenta la estabilidad de la enzima

a -182C y 42C, respectivamente, Los resultados indican que la Mn-su-



TABLA XV. ESTABILIDAD ENZIMATICA A -182 C

Tiempos Actividad SOD Actividad residual

(U/m1) (%)

0 215,79 ! 100,0

7 dias 197,09 91,3

15 dfas 171,65 79,5

1 mes 186,80 86,6

2 meses 193,82 89,8

3 meses 180,52 83,7

4 meses 175,40 81,3




TABLAXVL ESTABILIDAD ENZIMATICA A 42 C

Tiempos Actividad SOD Actividad residual

(U/m1) (%)

0 215,79 100,0
1 dia 205,40 95,2
5 dfas 194,73 90,2
7 dias 195,66 90,7
11 dfas 179,83 83,3
15 dfas 165,37 76,6
1 mes 173,02 80,2
2 meses 167,73 77,7
3 meses 165,32 76,6
4 meseg 168,18 77,9




TABLA XVII.ESTABILIDAD ENZIMATICA A 252 C

Tiempos Actividad SOD Actividad residual
(u/m1) (%)
0 208,94 100
15 minutos 220,77 106
30 minutos 208,10 99,6
1 hora * 208,94 100
2 horas 205,80 98,5
3 horas 204,55 97,9
5 horas 204,13 97,7
24 horas 201,84 96,6
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perdxido dismutasa es estable a bajas temperaturas, y asT al cabo de
cuatro meses a -182C y 42C, la enzima aln retiene el 81% y el 78% de

su actividad inicial, respectivamente.

A 252C, y después de 24 horas de incubacidon a esta temperatu-
ra, la Mn-superdxido dismutasa permanecfa casi inalterada, presentan
do un 97% de actividad residual, como se deduce de los resultados de

tallados en la Tabla 17.

El curso de la inactivacion de la enzima a 502C no es exponen
cial, como ocurre con la mayor parte de las protefnas, sino que mues
tra una meseta entre los 5 y 30 minutos de permanencia de la enzima
a esta temperatura, llegandose a la desnaturalizacidén total al cabo
de los 60 minutos de calentamiento (Figura 24). Por el contrario, la
inactivacion a 602C y 802C segufa un curso exponencial (Figuras 25 y
26), siendo la desnaturalizacién casi completa después de los 50 mi-

nutos para los 602C y de 40 minutos para los 802C.

2. Estabilidad frente al pH

En la Tabla 18 se presenta la evolucién de la actividad Mn-su
perdoxido dismutasa en funcidn del tiempo de preincubacidn en cuatro
buffers distintos de idéntica molaridad (50 mM), que cubrfan un ran
go de pH de 4,0 - 10,0. Las actividades enzimiticas determinadas en
cada uno de los tiempos de incubacién, permanecfan pricticamente ---
inalteradas para valores de pH comprendidos entre 7,8 - 10, observin
dose en cambio pérdidas sensibles de actividad Mn-superdxido dismuta

sa a pHS 'S 50

CONDICIONES OPTIMAS DE pH Y TEMPERATURA PARA LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
1. pH

La Figura 27 muestra el efecto del pH del medio de reaccién



TABLAXVIILEstabilidad de la enzima frente al pH a 252 C

Actividad SOD residual (%)

Buffer 50 mM pH Tiempo (horas)

0 g 24
Citrico-citrato 4,11 9,1 0 0
Citrico-citrato 5,10 88,6 62,5 61,7
Citrico-citrato 6,09 95,5 94,3 87,3
Fosfato K 6,05 90,9 79,5 61,7
Fosfato K 7,20 90,9 86,4 79,2
Fosfato K 7,80 88,6 89,8 85.6
Tris-CIH 7,97 98,9 ' 96,6 95,5
Tris-CIH - 8,70 93,2 94,3 94,3
Glicina-NaOH 8,70 104,5 106,8 104,8
Glicina-NaOH 10,00 90,9 94,3 94,3

Glicina-NaOH 10,60 97,7 97,7 96,6
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sobre la actividad enzimidtica. A valores de pH inferiores a 6,0 no

fue posible determinar la actividad superoxido dismutasa por produ-
cirse, en estas condiciones, interferencias con el sistema genera--
dor de los radicales superdxido, aunque presumiblemente la activi--
dad enzimdtica debe ser minima teniendo en cuenta el efecto de valo

res dcidos de pH sobre la actividad, que acabamos de mencionar.

A partir de pH 6,0, se produce un aumento de la actividad su
perdxido dismutasa hasta alcanzar el Sptimo, a pH comprendido entre
8,47 y 8,65, es decir, a un pH aproximado de 8,6. Hacia la zona al-
calina de disminucidon que sufre la actividad tiene una pendiente si

milar a la que se presenta en la zona 3cida.

2. Temperatura

En la Tabla 19 se recogen los valores correspondientes a la -
influencia de la temperatura de reaccidn sobre la actividad mangane-
so superdxido dismutasa, El maximo de actividad enzimatica se presen
ta a una temperatura de 312C, inicidndose después una disminucidn en
la velocidad de reaccidn, que alcanza un minimo a 602C, donde es pre
sumible que tengan lugar, en mayor o menor medida, inactivaciones en

zimdticas por efecto de la temperatura.

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMAT}
CA: CONSTANTE DE VELOCIDAD APARENTE.

En las Figuras 28 y 29 se muestra el efecto de distintas con-
centraciones de manganeso superdxido dismutasa sobre la velocidad --
inicial de reduccidn del citocromo c¢ y del NBT por radicales superd-
xido, en las condiciones dptimas de pH y temperatura previamente de-
terminadas. En ambos casos, tanto si se utiliza como''detector'' de --

los radicales uno u otro compuesto, puede apreciarse una evolucidn -



TABLAXIX.Influencia de la temperatura de reaccidn sobre la acti-

vidad manganeso superdxido dismutasa.

Temperatura Actividad SOD

(2 ¢) (u/m)

L 2222,2

15 2269,6

25 2461,5

31 3070,4

37 2680,0

b1 | 2732,0

45 2285,6

60 1897,6
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parecida en la marcha de la reaccidén. AsT, a partir de concentracio-
nes enzimaticas de 1.500 ng/ml, para el ensayo con el citocromo c, y
de 1.200 ng/ml para el del NBT, se observa como la actividad permane

ce practicamente estacionaria.

En las Figuras 30 y 31 se muestra también la influencia de la
concentracidn enzimdtica sobre el nivel de actividad, pero utilizan-
do los ensayos con citocromo ¢ y NBT en las condiciones standard. --
Por interpolacién en la grafica correspondiente, se calcula la con--
centracidn de superdxido dismutasa que produce una inhibicion del --
50% en la reduccidn del citocromo ¢ y del NBT por los radicales supe
r6xido y, por tanto, capaz de competir por estos radicales con con--
centraciones de citocromo ¢ de 1,0 X IO-SM, y de NBT 2,5 X IO-SM.

Una vez conocida esta concentracidn figura 30), el cilculo de
la constante de velocidad aparente para la reaccidn de la Mn-superd-
xido dismutasa con los radicales superdxido, empleando citocromo c -
como detector, se efectud a partir de la formula:

k. {cit. ¢ - Fe3*)

Ke =

{sop}

donde: Kc = constante de velocidad para la reaccion del 02 con el

citocromo c; {Cit. ¢ - Fe3+}:conc. de citocromo c en la mezcla de

reaccion; y {SOD} = conc. de Mn-superdxido dismutasa que produce un
50% de inhibicién a pH 7,8 y 252C.

Por sustitucién de los valores correspondientes en la expre--
sidn general, se obtiene el valor de la constante de velocidad apa--
rente de la Mn-superdxido dismutasa (Ke), utilizando citocromo c co-

mo detector de Oé-:
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5,1 -1 -5 _
K = 6 X 10°M 'seg  X.10 °M = 1,61 X 109M ]seg

3,72 X 107 M

-1

De igual manera, la constante de velocidad aparente para la Mn-
superdoxido dismutasa cuando se utiliza el NBT, en condiciones de ensa
yo standard, es decir pH 10,2 y 25%C, se obtiene a partir de la Figu-

ra 31, y viene dada por la expresion:

Ky (NBTox.?

K=
€ {500}
y por sustitucidn
b -1 -1 -5 - -
kg = VX 10M seq”’ X Z:g X 107M _ 539 x 1084 'seq™!
6,38 X 10 M

EFECTO DE INHIBIDORES ENZIMATICOS

1. Preparados homogéneos de enzima

En 1a Tabla 20 se presenta la evolucidn de la actividad Mn-su
peroxido dismutasa, en funcibn del tiempo de preincubacién de la en-
zima con distintas concentraciones de agua oxigenada, observindose -
que en ninguna de las condiciones descritas se produce una inhibicion
apreciable de la actividad enzim8tica. Andlogamente, en la Tabla 21,
se exponen los resultados de la preincubacidn de la enzima con p-hi-
droximercuribenzoato, poniendose de manifiesto la fuerte inhibicidn
de la actividad Mn-superdxido dismutasa por concentracion 1| mM de es

te inhibidor de grupos tiolitos.

Las Tablas 22 y 23 recogen los efectos sobre la actividad en-
zimitica de concentraciones variables de (N y de dietilditiocarbama

to, adicionadas directamente a las mezclas de reaccion. Como era de



TABLA XX.Efecto de la preincubacidn de la enzima a 25%C con dis~

tintas concentraciones de H202 sobre la actividad manga

neso superdxido dismutasa

(HZOZ) Tiempo Actividad SOD U/ml % de
mM preincubacidn E E+ 1 inhibicidn
O,] 30 minutos 339,‘ 327’2 3’5

60 minutos 333,9 316,3 5,2
90 minutos 333,9 310,8 6,9
120 minutos 341,9 313,6 8,3
0,5 30 minutos 339,1 311,2 8,2
60 minutos 333,9 300,8 9,9
90 minutos 333,9 296,9 11,1

120 minutos 260,9 237,7 8,8




TABLA XXI.Efecto de la preincubacidn de la enzima a 252C con p-hi

droximercuribenzoato (PHMB) sobre la actividad manganeso

superdxido dismutasa.

(PHMB) Tiempo Actividad SOD % de
mM preincubacidn (u/m1) inhibicidn
- 60 minutos 589,4 0
0,1 60 minutos 647,3 0
1,0 60 minutos Ly 6 92,4




TABLA XXll.Efecto de distintas concentraciones de cianuro sobre la

actividad manganeso superdxido dismutasa.

(cN™) Actividad SOD 2 de

mM (u/m1) inhibicién
_ 465,9 -

0,1 Leh 1 0,k
0,2 Lek,s 0,3
0,5 k63,6 0,5
1,0 550,2 0,0

2,0 463,2 0,6




TABLA XXIl. Efecto de distintas concentraciones de dietilditiocarba-

mato (DIECA) sobre la actividad manganeso superdxido dis

mutasa
(DIECA) Actividad SOD % de
mM (u/m1) inhibicién
- 983,2 0
0,25 1005,7 0
0,50 931,9 5,2
1,0 853,2 13,2
5,0 743,4 24,4

10,0 ' 751,2 23,6
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esperar, por la naturaleza del grupo prostético de la enzima, el CN™
no tiene efecto alguno sobre la actividad de la misma. Por otro lado
el dietilditiocarbonato, a la concentracion maxima, produce una inhi

bicidn de la actividad de un 24%.

Finalmente, en las Figuras 32, 33 y 34 se representa grafica-
mente el porcentaje de inhibicidn alcanzando en presencia de distin-
tas concentraciones de azida, EDTA y o-fenantrolina, respectivamente,
en la mezcla de reaccidén. En la Fig. 32 se observa que la azida pro-
duce una inhibicién m3xima de un 62%, siendo esta inhibicidn del or-
den de un 34% y un 25% para el caso del EDTA y de la o-fenantrolina,

respectivamente, tal y como se deduce de las Figuras 33 y 34,

2. Extractos crudos

En la Figura 35 se muestra el efecto de la preincubacibn con
cianuro y HZOZ de extractos crudos de hojas de guisantes, sobre la
actividad de las tres superdxido dismutasas presentes en esta espe--
cie vegetal. De izquierda a derecha, el primer electroferograma co--
rrespondé al revelado enzimitico "in situ' del extracto crudo con---
trol, y el segundo y tercero, al extracto crudo después de la prein-
cubacidn con CN~ MM, y CN y H202 ImM, respectivamente. Los resulta
dos son coincidentes con los obtenidos empleando Mn-superdxido dismu
tasa pura, anteriormente descritos, poniéndose de manifiesto la resis
tencia de la Mn-enzima (banda mas lenta) frente al CN vy al H)0,, =
mientras que, en andlogas condiciones, la actividad de las dos Cu,Zn-
superdxido dismutasas presentes en hojas de guisante resulta totalmen
te inhibida.
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Figura 35



DISCUSION
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En plantas superiores todavia no se ha llevado a cabo la puri
ficacidn a homogeneidad de ninguna superdxido dismutasa conteniendo
manganeso como grupo prostético. Los Gnicos intentos de aislamiento
efectuados son aquellos relacionados con las enzimas de hojas de es-
pinaca (Lumsden y Hall, 1974) y de hojas de judfa (Kono y col., 1979).
En ambos casos solamente se llevaron a cabo purificaciones parciales,
no llegando a obtenerse preparados enzimiticos homogéneos, por lo que
no pudo verificarse la identidad del grupo metdlico presente en aque-
llas superéxido dismutasas (hierro 6 manganeso) ni, consiguientemente,
efectuar estudios de caracterizacidén bioquimica de estas metaloenzi--
mas. Por lo fanto, mediante el proceso de purificacion descrito en es
ta Memoria Doctoral ha sido posible obtener, por primera vez, en for-
ma homogénea una manganeso superdxido dismutasa de una planta supe---

rior y llevar a cabo el estudio de sus propiedades bioquimicas.

Los preparados enzimiticos obtenidos tenfan una actividad es-
pecifica de aproximadamente 3000U/mg protefna, segiin el método de la
xantina oxidasa~-NBT de Beauchamp y Fridovich (1971), equivalente a -
unas 3700 U/mg proteina por el método de la xantina oxidasa-citocromo
c. La actividad especifica de esta Mn-superdxido dismutasa es supe--

rior a las descritas para las dos mangano dismutasas hasta ahora pu-
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rificadas de organismos fotosintéticos, la bacteria Rhodopseudomonas
spherodides (Lumsden y col., 1976) y el alga roja Porphyridium cruen-
tum (Misra y Fridovich, 1977d), que son de 2600 y 2000 U/mg, respec~

tivamente, utilizando el método de determinacidn del citocromo c.

Sin embargo, la actividad especifica de los preparados obteni
dos de Mn-superdxido dismutasa de guisante es del mismo orden que la
descrita para las mangano enzimas de las bacterias Eschernichia coli -
(Keele y col., 1970), Mycobacterium Lepraemuwrium (ichiara y col.,1977),
Mycobacterium strain Takeo (Kusunose y col., 1976a) y de hfgado de -
pollo (Weisiger y Fridovich, 1973a), siendo también similar a los va-
lores obtenidos para diversas cuprocinc y femo-superéxido dismutasas
aisladas de distintas fuentes (Briggs y Fee, 1978; McCord y Fridovich,
1969a; Beauchamp y Fridovich, 1973; Kono y col., 1979; Kanematsu y -
Asada, 1978a, 1978b; Yamakura, 1976).

En hojas de guisante, la manganeso superdxido dismutasa consti
tuye aproximadamente un 20% de la actividad superdxido dismutasa to--
tal, y sobre la base de su actividad especifica, el contenido de esta
enzima representa del 0,2 - 0,4% de las proteinas solubles de hojas -
de Pisum sativum, valor que, por extrapolacidén, estd de acuerdo con -
los porcentajes proteicos descritos por Giannopolitis y Ries (1977b)
para la actividad superdéxido dismutasa de plantas de maiz, guisante y

avena.

Con relacion a la metddica de purificacidon disefiada para el --
aislamiento de la enzima a partir de extractos crudos de hojas, ésta
consiste en 6 etapas, y estd basada en criterios de diferente solubi-
lidad de las fracciones componentes de los extractos, bien frente a -
la temperatura (1) 6 a la concentracidn salina (II), en la carga neta
de la molécula proteica (111 y IV), en su peso molecular (V) y en el

tamafio y carga neta de la proteina(Vvi).
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La etapa o cromatografica de adsorcidn sobre el cambiador anioni_
co DEAE-celulosa, tipo 23, resulta conveniente con el fin de efectuar
una concentracion previa del material activo, eliminando todos aque--
1los compuestos que debido a su carga no son fijados por el cambiador
Yy que podrian interferir en el paso siguiente de cromatograffa de in-
tercambio i6nico con elucidén con gradiente salino. En este proceso, -
el simple lavado de la columna con el buffer base utilizado, permite
la elucion de las dos cuprocinc-superdxido dismutasas (denominadas |
y Il) presentes en las hojas de guisante, y su separacidn de la manga
neso superdxido dismutasa, que en las condiciones de ensayo utiliza--
das, permanece fijada a la columna., Posteriormente, la aplicacién de
un gradiente lineal de CINa produce la elucidn de la mangano enzima -

en un rango de concentracidén salina de 0,14-0,28M.

Llaman la atencidn los bajos rendimientos obtenidos en la puri_
ficacion de la enzima (0,4-2%) en comparacidn con los descritos en la
literatura para otras superdxido dismutasas de diferentes orfgenes, -
que en general oscilan entre un 15-40% a pesar de haber empleado en -

nuestro trabajo criterios de purificacién similares.

Las dos {inicas excepciones son las correspondientes a la Mn-
superdxido dismutasa de higado de rata (Salin y col., 1978) y a la
Fe-super6xido dismutasa de hojas de mostaza (Salin y Bridges, 1980),
enzimas para las que se obtuvieron rendimientos del 7% y del 1%, res-
pectivamente. En el primer caso Salin y col. (1978) informaron de 1i-
geros aumentos en los rendimientos enzimiticos, mediante la adicidn
de inhibidores de proteasas o de compuestos tiélicos a los buffers de
la purificacién. De igual manera, nosotros hemos encontrado que la in
corporacidn de ditiotreitol (DTT) a los buffers de algunos pasos del
procedimiento de purificacién de Mn-superéxido dismutasa de guisante,
también coadyuvaban ligeramente a la estabilizacidn de la enzima, lo
que sugiere posibles alteraciones en la molécula enzimitica por agen-

tes oxidantes.
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Una explicacion de los bajos rendimientos obtenidos en el --
proceso de purificacién, independientemente de una inestabilidad in
herente a esta Mn-superdxido dismutasa de guisante, podria ser la -
presencia en los extractos crudos de hojas, de compuestos con acti-
vidad superdxido dismutasa inespecifica, aunque tampoco se puede --
descartar la posibilidad de interferencias en el método de determi-
nacidén de la actividad superéxido dismutasa, por algiin producto exis
tente en los extractos crudos.

+
De hecho, es conocido que los iones Cu2+, Mn2+ y Fe3 , en or

den decreciente de actividad, catalizan la dismutacién del superoxi
+ -

do (Lumsden y Hall, 1975; Fee, 1979) y que los complejos de Fe3 o
2+ - .

Fe® con compuestos quelatos como el EDTA, son mds reactivos frente

a los radicales superéxido que los propios iones libres (Halliwell,

1975). También se ha descrito actividad superdxido dismutasa inespe
rd 3 3 2+ - - » - -

cifica en complejos de Cu”~ con algunos aminodcidos, salicilato y D-

penicilamina (Lengfelder y Elstner, 1978; Fee, 1979).

Por otra parte, otros complejos de cobre y hierro de mayor -
peso molecular e importancia bioldgica, también presentan cierta ac
tividad superdxido dismutasa, encontrandose entre éstos la hematina
(Halliwell, 1975), la citocromo oxidasa (Markossian y col., 1978) y
la galactosa oxidasa (Hamilton y col., 1973). Por lo que se refiere
a organismos fotosintéticos, también se ha observado actividad supe
réxido dismutasa en algunos componentes de la cadena de transporte
electrdnico fotosintético como la plastocianina (Foyer y Hall, 1979),
y en diversos complejos de elevado peso molecular constituidos por
Mn-proteina-pigmentos fotosintéticos aislados de Dunaliella tertio-
Lecta y Phaeodactylum triconputun (Von Kameke y Wegman, 1977; Foyer
y Hall, 1980), y de cloroplastos de espinaca (Foyer y Hall, 1979).
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Adicionalmente, también el dcido ascdOrbico y el glutation presentes
en el cloroplasto, son capaces de reaccionar con el radical supero6-
xido mostrando por lo tanto actividad superdxido dismutasa (Halli--

well, 1978a).

De lo dicho se desprende que, independientemente de la posi-
ble inactivacion de la Mn-superdxido dismutasa de hojas de guisante
a lo largo del proceso de purificacidon, por distintos agentes, la -
presencia en los extractos crudos de un buen nimero de compuestos -
dotados de actividad superdxido dismutasa residual, podrfa conducir
a conclusiones erréneas respecto a las recuperacionesenzimiticas ob
tenidas por el método de aislamiento empleado. De esta manera, la -
eliminacion en el curso de una etapa de purificacién de productos -
con actividad inespecifica superdxido dismutasa podrfa provocar una
disminucion aparente en la actividad Mn-superdxido dismutasa del pu
rificado obtenido y dar lugar a un rendimiento final de la enzima -

purificada artificialmente bajo.

El espectro de absorcidon en el ultravioleta de la Mn-superd-
xido dismutasa de guisante es similar al que presentan muchas pro--
teTnas que contienen tirosina y triptéfano, aminoidcidos responsa---
bles del maximo de absorcién a 280 nm, y muestra un hombro a 225 nm
que también ha sido observado en las manganeso superdxido dismuta--
sas mitocondriales de levadura (Ravindranath vy Fridovich,1975), h fgado
de pollo (Weisiger y Fridovich, 1973a), corazén bovino (Marklund,
1978) e higado humano (McCord y col., 1977c). Este hombro segiin Mc-
Cord y col. (1977c), parece ser debido al grupo cromoforo del manga

neso.
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El coeficiente de absorcidon molar de la enzima a 280 nm ---
(120,000 M
to para distintas Mn-superdxido dismutasas de diferentes orfgenes -
(49.000-200.000 M-1 cm-l), siendo de un orden similar a los de las
enzimas de Thewmus aquaticus (Sato y Harris, 1977), Theamus theamo-
philus (Sato y Nakazawa, 1978), higado de pollo (Weisiger y Frido--

vich, 1973a), e inferior a los coeficientes de absorcién molar de -

cm—1) estd comprendido dentro del amplio rango descri-

las manganeso superdxido dismutasas de corazdén bovino (Marklund, --
1978), higado humano (McCord y col., 1977c) y levadura (Ravindranath

y Fridovich, 1975) que se acercan al valor de 200.000 M-1 cm—].

Por el contrario, el orden de magnitud de esta constante op-
tica es bastante superior a los descritos para aquellas mangano dis
mutasas de los organismos fotosintéticos Rhodopseudomonas % pheroi-
des (Lumsden y col., 1976) y Poaphyridium cruentum (Misra y Frido--
vich, 1977d), de aproximadamente 50.000 M-1 cm-], lo que, por otra
parte, era de esperar, considerando el peso molecular bastante mas
bajo de estas dos superdxido dismutasas, en comparacién con la man-

ganeso superdxido dismutasa de hojas de guisante.

El espectro visible de la enzima muestra una banda de absor-
cion débil y amplia en el rango de 350-700 nm y es muy similar al -
de la manganeso superdxido dismutasa de levadura (Ravindranath y --
Fridovich, 1975). En lugar del maximo de absorcién claro a 470-480
nm, caracteristico de esta familia de superdxido dismutasas, presen
ta un hombro débil a esta longitud de onda, y otro mds intenso a --
aproximadamente 600 nm que también ha sido descrito para las Mn-su-
peroxido dismutasas de los siguientes organismos: levadura (Ravin--
dranath y Fridovich, 1975); el hongo PLewrotus olearius (Lavelle y
col., 197k4); las bacterias Thermus thermophifus (Sato y Nakazawa, -
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1978), Thermus aquaticus (Sato y Harris, 1977) y una especie de My
cobacterium (Kusunose y col., 1976a); htgado humano (McCord y col.,
1977c) e higado de pollo (Weisiger y Fridovich, 1973a).

Villafranca y col. (1974) sobre 1a base de estudios de reso-
nancia magnética han postulado que en las Mn-superdxido dismutasas
el manganeso en el estado de reposo, se encuentra probablemente en
forma de Mn(111). De acuerdo con esto, cabrfa esperar que la reduc-
cidn de la enzima diera lugar a una disminucidn de color, al redu--
cir un complejo de Mn{(111) (de alto spin) a Mn(l1), cuyas bandas de
absorcion en el visible son demasiado débiles para ser observadas a
las concentraciones utilizadas en estos experimentos (Cotton y Wil-
kinson, 1966).

De hecho, la reduccidn con ditionito de la Mn-superdxido dis
mutasa de hojas de guisante provoca una desaparicion parcial del --
componente visible del espectro. Resultados andlogos se han obteni-
do con la mahganeso superdxido dismutasa de levadura (Ravindranath
y Fridovich, 1975), con la avimanganina, una forma inactiva de la -
Mn-superdxido dismutasa de higado de pollo (Weisiger y Fridovich,
1973a; Scrutton, 1971), y con la Mn-superdxido dismutasa de Escherd
chia coli (Fee y col., 1976), resultados que han sido interpretados
asignando al manganeso en la -enzima '"'en reposo'' un estado trivalen-
te, por analogia con la conducta espectral observada en complejos -
bien definidos de Mn(1f1) (Dingle, 1966), lo que ha sido posterior-
mente confirmado en la enzima de Escherichia coli mediante medidas

de susceptibilidad magnética (Fee y col., 1976).

Los espectros de resonancia de spin electrdonico de la enzima
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de hojas de guisante, registrados a la temperatura del nitrdgeno 17
quido y a temperatura ahbiente, utilizando distintas concentracio--
nes de Mn-superdxido dismutasa, no mostraron sefial alguna atribui--
ble a Mn(l1) tras haber explorado todo el rango de sensibilidad del
instrumento. Del mismo modo, tampoco se observd sefial de Mn(I1) trés
la adicidén de ditionito a una concentracidn final de 5 mM, a excep-
cidén de una sefal a g = e atribuible al radical libre del ditioni-
to mondmero en exceso. Unicamente, después del proceso de desnatura
lizacidn de la proteina, por hidrdlisis dcida, aparecid el espectro
caracteristico del complejo hexaacuo-Mn(ll) lo que confirma la pre-

sencia de manganeso fuertemente ligado a la proteina.

La ausencia de sefial de RSE en la “enzima en reposo'' es com-
patible con la presencia de Mn(111) 6 Mn(il) fuertemente ligado a -
la enzima, tal como ha sido discutido por Keele y col. (1970) para
la Mn-superdxido dismutasa de Escherichia cof{ B. Aunque el idn Hn(ll)
es paramagnético, puede no dar sefial tipica de RSE correspondiente
a esta valencia, si el Mn(ll) est3d fuertemente inmovilizado por la
proteina, como han observado Reed y Cohn (1970)en el complejo Mn(i1)-
concanavalina A, y m3s recientemente, Buttlaire y col. (1980) en el

Mn(11) ligado a tubulina.

Por otra parte, la formacién de complejos entre electrones Tl
de amino3cidos aromdticos de la protefna y electrones 3d del Mn(Il),
puede tener como resultado un ensanchamiento tan amplio de la sefal
del Mn(il) en el espectro de RSE, que sea pricticamente imposible -
registrarla, como han postulado Tikhomirova y Nikoleva (1980) para
explicar la ausencia de sefal de Mn(l1) en zeolitas tipo A contenien

do Mn(11) tras la adsorcidon de benzeno & cumeno.
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Como hemos indicado, la ausencia de sefial en el espectro de
RSE de la enzima nativa; es también compatible con la existencia --
del i6n Mn(111), silencioso a la RSE. La reduccidn del Mn(111) a --
Mn(11), en ausencia de otras influencias, deberia ir acompaiiada de
la aparicidén de la sefial correspondiente al Mn(11), pero como acaba
mos de mencionar, son varios los factores que pueden producir un --

gran ensanchamiento de sefial, que la hagan indetectable.

Asi pues, la ausencia de sefal de RSE a las temperaturas em-
pleadas en nuestros experimentos, no nos permiten concluir acerca -
del estado de valencia del i6n manganeso presente en la superdxido
dismutasa de hbjas de guisante. Por el contrario, las diferencias -
observadas entre los espectros de absorcidn en el visible de la en-
zima nativa y, una vez reducida ésta con ditionito, permiten postu-
lar, sobre la base de la literatura mencionada, la existencia de --
manganeso trivalente en la superdxido dismutasa nativa. Indudable--
mente, el estudio mediante RSE de la reaccidn entre la enzima y los
radicales superdxido, utilizando técnicas de congelacidn répida, --
arrojarfa evidencias directas sobre la presencia del estado de va--
lencia Mn(111) en la "enzima en reposo', pero estas técnicas estan,

hoy por hoy, fuera del alcance de nuestras posibilidades.

Si se acepta que en la Mn-superdxido dismutasa de guisante -
el metal se encuentra en estado trivalente, a la vista de los resul-
tados obtenidos respecto a la reconstitucidn del contenido metdlico
de la enzima con Mn(l11), parece obligado suponer que el proceso de
incorporacidn del metal a la apoprotefna va acompafiado de una oxida
cidén del idn manganeso hasta el estado de Mn(111), valencia que es
Ginicamente estable en presencia de un fuerte campo ligando (Cotton

y Wilkinson, 1966). lgualmente, después de la desnaturalizacion de
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la protefna por tratamiento dcido, el Mn(l11) debe ser reducido a
Mn(11), como se deduce de la sefal tipica de RSE detectada en la en

zima hidrolizada, correspondiente al complejo haxaacuo-Mn(i1).

Como se indicd en la Introduccidn, el mecanismo de accidn ca
talftico de las tres familias de superdxido dismutasa implica, se--
gin Fridovich (1978a) la reduccidn y reoxidacion alternativa del --
ié6n metdlico tras dos encuentros sucesivos con sendas moléculas de
superdxido. En este sentido, los resultados que acabamos de mencio-
nar respecto al cambio de valencia del i6n manganeso de la Mn-supe-
réxido dismutasa de hojas de guisante, parecen ser, en principio, -
compatibles con el mecanismo de accidén general postulado para las -

superdxido dismutasas.

Como se deduce de las Tablas IV y V de la Introduccidn, las
distintas manganeso superdxido dismutasas caracterizadas presentan
en general pesos moleculares de dos drdenes de magnitud, 37.000-
40.000 y 80.000-96000. En bacterias no fotosintéticas se encuentran
enzimas con los dos tipos de pesos moleculares, mientras que en eu-
cariotas no fotosintéticos solamente se presentan las Mn-superdxido

dismutasas de mayor peso molecular.

Contrariamente, en organismos fotosintéticos, tanto procarid
ticos como eucaridticos, las Gnicas Mn-superdxido dismutasas hasta
ahora caracterizadas, de la bacteria Rhodopseudomonas spheroides --
(Lumsden y col., 1976) y la alga roja Porphyrnidium cruentum (Misra
y Fridovich, 1977d), ambas enzimas pertenecen al grupo con entida--
des moleculares mas pequefias, y en esto se diferencian de la Mn-su-

peréxido dismutasa de hojas de guisante, cuyo peso molecular, deter



244

minado por electroforesis en geles a distintas concentraciones de
acrilamida, es de 94.000. Este peso molecular es del mismo orden --
que los determinados para las Mn-superdxido dismutasas de levadura
(Ravindranath y Fridovich, 1975), higado de rata (Salin y col.,1978)
hfgado humano (McCord y col., 1977c) y corazdn bovino (Marklund,

1978).

La molécula de Mn-superdxido dismutasa de Pisum sativum estd
compuesta por cuatro subunidades de igual tamafio, aparentemente uni
das por fuerzas no covalentes. En su estructura tetramérica la enzi
ma es similar a las mangano superdxido dismutasas de: higado de po-
1lo (Weisiger y Fridovich, 1973a); mitocondrias de corazdn bovino -
(Marklund 1978); higado de rata (Salin y col., 1978), higado humano
(McCord y col., 1977¢); levadura (Ravindranath y Fridovich, 1975);
el hongo Plewrotus olearius (Lavelle y col., 1974; Lavelle y Mi--
chelson, 1975); y las bacterias Thermus aquaticus (Sato y Harris,
1977), Thermus thermophifus (Sato y Nakazawa, 1978) y, Mycobacte--
nium phlel (Chikata y col., 1975). Por el contrario, en la familia
de las Fe-superdxido dismutasas la Gnica enzima tetramérica descri-

ta es la de Mycobacterium tubemculosis {Kusunose y-col., .1976b).

Las restantes mangano superdxido dismutasas hasta ahora ca--
racterizadas estan constituidas por dos subunidades, y se presentan
en bacterias (Keele y col., 1970; Vance y col., 1972; Harris, 1977;
Ichihara y col., 1977) entre las que se cuenta un organismo fot@sin
tético (Lumsden y col., 1976), y también .. una alga roja (Misray
Fridovich, 1977d). La Gnica excepcidn es la enzima de una especie -
de Mycobacterium, que parece ser un trimero, existiendo, no obstan-

te, algunas dudas respecto a este particular (Kusunose y col.,1976a).
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La manganeso superdxido dismutasa de P{sum sativum muestra una
resistencia marcada a fa disociacién en subunidades con dodecil sulfa
to sédico (SDS). Unicamente después del calentamiento a 1002C en pre-
sencia de urea 8M, la enzima puede ser totalmente convertida en la --
forma monomérica. Otras superdxido dismutasas para las que también se
ha descrito resistencia a la desnaturalizacidn con SDS, son la Mn-su-
perdxido dismutasa de una especie de Mycobacterium (Kusunose y col.,
1976a), la Fe-superdxido dismutasa de Mycobacterium tuberculosis (Ku-
sunose y col., 1976b), y las cuprocinc dismutasas de eritrocitos bovi
nos (Keele y col., 1971) e higado de pollo (Weisiger y Fridovich, ~-=-
1973a).

La conversién total de la mangano superdxido dismutasa en mohé
meros de peso molecular 23,500, por tratamiento con urea 8M y SDS, es
t4 de acuerdo con la demostracidn por Bannister y col. (1978), y por
Marmocchi vy col. (1978), mediante experiencias de filtracion por gel,
de que Cu,Zn-superdxido dismutasas de diferentes origenes se disocian

en sus correspondientes mondmeros en presencia de urea 8M.

Sin émbargo, mientras los autores mencionados encontraron que
los mondmeros de estas enzimas eran cataliticamente activos, por el -
contrario, en la subunidad elemental de manganeso superdxido dismuta-
sa de hoja de guisante no se detectd actividad SOD después del revela

do enzimatico de los geles de acrilamida-SDS.

Esta carencia de actividad superdxido dismutasa en la forma mo
nomérica de la enzima contrasta con la situacion descrita para una --
Cu,Zn-superdxido dismutasa de germen de trigo (isoenzima I) en la que
se detectd actividad en las formas monomérica y dimérica de la enzima
una vez separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS -
(Marmocchi y col., 1974).
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Un aspecto que todavia estd por elucidar es la aparicion sis-
tematica de una posiblé forma dimérica, cuando la enzima se incuba -
en presencia de urea 8M y 2-mercaptoetanol. Dejando a un lado la po-
sibilidad de un artefacto derivado del método electroforético y/o ~--
los reactivos utilizados, una explicacidn de este hecho podria estar
basada en la existencia de puentes disulfuro intracatenarios en el -
protémero enzimidtico disociado por accién de la urea 8M, y la ruptu-
ra posterior de estos puentes por el 2-mercaptoetanol, tal como ha -
sido sugerido por Weisiger y Fridovich (1973a) para la manganeso su-

perdxido dismutasa de mitocondrias de hfgado de pollo.

En estas condiciones, las subunidades serTan menos compactas
y, por lo tanto, menos mdviles electroforéticamente, lo que produci-
rfa un incremento aparente en el peso molecular, Otra explicacion pa
ra la formacidon del 'dimero', podrfa ser la agregacidon de mondomeros
por interacciones entre los puentes disulfuro intracatenarios de una
molécula de mondmero y los restos sulfidrilos, producidos por reduc-
cidn con mercaptoetanol, de otra molécula, resultando en la unién de
dos protdmeros por un puente disulfuro para formar un dimero. En cual
quier caso, antes de que se pueda aceptar esta explicacidn son nece-

sarias evidencias experimentales adicionales.

En las manganeso superdxido dismutasas, el atomo metdlico es-
td unido m3s firmemente que el cobre y el cinc en la familia de las
Cu,Zn-superdxido dismutasas y, ademds, las forﬁas apoenzimaticas de
las mangano-enzimas son, en general, mids inestables que las corres--
pondientes a las Cu,Zn-superdxido dismutasas (Valentine y Pantoliano
1980). As7, en la manganocenzima de Bacillus Atearotheumophilus el --
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stomo metdlico parece estar compartido por las dos subunidades y, so-
lamente es liberado, bajo condiciones que provocan la disociacion de
la estructura dimérica, como en presencia de urea 8M a pH 3,7 (Harris
1977). En este caso, la apoproteina forma un dimero estable en ausen
cia de manganeso y, la disociacion del dimero, parece ser un paso --

esencial en la reconstitucién de la Mn-enzima activa.

Sato y Harris (1977) han descrito idénticos resultados para -
la superdxido dismutasa aislada de una bacteria termofila mas extre-
ma (Thenmus aquaticus). Esta dismutasa es tetramérica y contiene dos
adtomos de manganeso por molécula. La formacién de la apoproteina te-
tramérica estable, asi como la reconstitucidén de la mangano-enzima -
activa, tiene lugar en condiciones similares a las descritas para la

superdxido dismutasa de B. atearothermophilus (Harris, 1977).

Por otra parte, Ose y Fridovich (1976) han llevado a cabo la
eliminacién reversible del manganeso de la superdxido dismutasa de
Escherichia coli, consiguiendo la reconstitucién de la Mn-enzima a
un pH 3cido (3,8), por adicidn de Mn(l1) en presencia de un agente
quelante de metales, la 8-hidroxiquinoleina, y cloruro de guanidina
2M, condiciones que permiten que el metal sea liberado de la enzima

nativa.

Por lo tanto, parece légico pensar, como ha afirmado Harris
(1977), que en el sitio metdlico de la Mn-superdxido dismutasa, el
movimiento del metal fuera. 6 dentro del sitio activo sblo es posi-
ble a un pH bajo y en presencia de un agente caotrdpico como el clo

ruro de guanidina 6 1a urea.

En la manganeso superdxido dismutasa de hojas de Pisum sati-

vum solamente se demostrd la presencia de un dtomo-g de manganeso -



por tetramero de peso molecular 94.000, no detectdndose la presencia
de hierro ni de cobre.'Considerando que la movilidad electroforética
de la enzima pura es idéntica a la de la Mn-superdoxido dismutasa de
los extractos crudos, no parece probable que se hayan producido pér-
didas de parte del contenido en manganeso de la enzima, durante el
proceso de purificacidén, aunque tampoco se puede descartar totalmen-
te esta posibilidad, ya que Ose y Fridovich (1976) han encontrado --
que la Mn-superdxido dismutasa de Escherichia cofl y su forma apoen-
zimdtica, poseen valores de Rf idénticos en electroforesis en geles
de poliacrilamida. Por otro lado, tambieii conviene indicar que las
plantas de P{sum sativum, utilizadas en nuestro trabajo, fueron cul-
tivadas en soluciones nutritivas conteniendo niveles Gptimos de Mn,
por 1o que ro cabe pensar en un contenido mds bajo de este metal en la

enzima como respuesta a limitaciones nutricionales en manganeso.

Por todo ello, y para corroborar la presencia de un sélo ato-
mo de Mn por mol de enzima, se efectud el ensayo de reconstitucidn
de! contenido en manganeso de la Mn-superdxido dismutasa pura de ho-
jas de guisante, empleando el método antes mencionado debido a Ose y
Fridovich (1976). En las condiciones drasticas empleadas, que posibi
litan 1a liberacién del metal de la enzima nativa, y en presencia de
Mn(11), deberfa tener lugar la incorporacidn de los posibles restos
metdlicos que se hubieran perdido como consecuencia del proceso de -
purificacidén. Sin embargo, una vez finalizado el proceso de reconsti_
tucidn, la actividad especifica del preparado gnzimético era practi-
camente idéntica a la de la enzima nativa, manteniéndose igualmente
constante la estequiometria Mn-proteina en ambos preparados. El ren-
dimiento del proceso de reconstitucidn, en términos de concentracidn
de proteTna enzimitica, fue de aproximadamente un 60%, mientras que

los descritos para las Mn-superdxido dismutasas de Escherichia cold
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(0se y Fridovich, 1976) y de Bacillus steanothermophilus (Harris,1977)

fueron de un 97% y de un 33%, respectivamente.

pof 1o tanto, sobre la base de los resultados mencionados, pare-
ce razonable concluir que la manganeso superdxido dismutasa de hojas -
de P{sum sativum contiene solamente un itomo de Mn por molécula, pudien
do descartarse la posibilidad de una pérdida de Mn durante el proceso -

de aislamiento.

Un dtomo de manganeso por tetramero de peso molecular 94.000, es
una estequimetria poco usual para una manganeso superdxido dismutasa. -
Las enzimas de esta familia hasta el momento caracterizadas contienen -
tres tipos de etequiometrias diferentes : 1 dtomo de Mn por dimero, 2
dtomos por tetrdmero y 4 dtomos por tetr3mero. En la primera categoria
estdn clasificadas las Mn-superéxido dismutasas de distintas bacterias
(Harris, 1977 Ichihara y col., 1977 ; Keele y col., 1970 ; Vance y -
col., 1972), incluido un organismo fotosintético (Lumsden y col.,1976)

y también la de una alga eucaridtica (Misra y Fridovich, 1977d).

Las manganeso superdxido dismutasas que contienen 2 Stomos de Mn
por tetrdmero son las procedentes de bacterias y hongos (Sato y Nakaza
wa, 1978 ; Séto y Harris, 1977 ; Chikata y col., 1975 ; Lavelle y Mi--
chelson, 1975), de higado de pollo (Weisfger y Fridovich, 1973a) y mi-
tocondrias de corazén bovino (Marklund, 1978), mientras que las enzimas
con 4 dtomos de Mn por tetramero estin presentes en levaduras (Ravindpi
nath y Fridovich, 1975) y en mamiferos (Salin y col., 1978 ; McCord y -
col., 1977¢). ' ’

En 1a familia de las ferrosuperéxido dismutasas, enzimas fundamen
talmente procariotas, se presentan tres tipos de estequiometria metal-
proteina, con algunas modificaciones con relacion a las que acabamos de

indicar para las manganeso superdxido dismutasas: | dtomo de Fe por df-
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mero; 2 dtomos de Fe por dimero y & 3tomos de Fe por tetramero. Las -
dos primeras categorias como se muestra en las tablas VI y VIl de la

Introduccidn se presentén en organismos procaridticos y en los Gnicos
eucariotas en que hasta el momento se ha. demostrado su presencia, la
alga verde Euglena grnacilis (Lengfelder y. Elstner, 1979 ; Kanematsu y
Asada, 1979) y la planta superior Brassica campestris (Salin y Bridges
1980), mientras que la estequimetria i Fe por tetrdmero, solo se pre-

senta en la bacteria Mycobacterium tubenculosis (Kusunose y col.,197b)

Sin embargo, hay que indicar la existencia de resultados contra-
dictorios éntre distintos autores respecto a los contenidos en Fe de -
enzimas procedentes de un mismo organismo, como es el caso de la ferro
superdxido dismutasa de Eschenichia coli donde se ha descrito la pre--
sencia de lry Zétbmosde Fe por dimero (Yost y Fridovich, 1973 ; Doug-
herty y col., 1978 ; Slykhouse y Fee, 1916) e igual ha sucedido con =-
las Fe-dismutasas de las algas Plectonemd boryanum (Asada y coi.,1975;
Misra y Keele, 1975), y Euglena gracilis (Kanematsu y Asada, 1979 ; --
Lengfelder y Elstner, 1979). '

La razén de estas discrepancias podria residir, como han sugeri-
do Lumsden y col. (1977) y Yamakura (1976), en eventuales pérdidas de
Fe durante los procedimientos de aislamiento utilizados péra estas fe-
rrosuperdxido dismutasas, 6 en las condiciones especfficas de crecimien
to de los organismos utilizados, particularmente por lo que a los nive-

les nutritivos de Fe se refiere.

Considerando las distintas estequiometrias metal-proteina de las
Mn-superédxido dismutasa actualmente conocidas, puede ser significativo
el hecho de que aquellas enzimas caracterizadas de organismos fotosin-
téticos, la bacteria Modopseudomonas spheroides (Lumsden y col.,19%)
y la alga roja Ponphynidium cruentum (Misra y Fridovich, 1977d), ambas
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posean | dtomo de Mn por dimero. Si se tiene en cuenta el incremento
que tiene lugar en el peso molecular de ciertas proteinas de importan
cia filogenética, durante la transicion desde etapas inferiores a su-
periores en la escala evolutiva, como es el caso de las ferredoxinas
(De la Torre, 1977), no resulta extrafio que la mangaﬁeso superoxido -
dismutasa de una planta superior, descrita en este trabajo, tenga una

estequimetrfa de 1 Stomo de Mn por tetrdmero nativo.

La composicion en aminodcidos de la Mn-superdxido dismutasa de
hojas de guisante muestra, al igual que la mayoriade las superdxido -
dismutasa pertenecientes a esta familia, un predominio de los aminoaci_
dos 3cido aspittico y dcido glutdmico sobre los aminodcidos basicos,-
lo que por otra parte se traduce en el valor acido determinado para el
punto isoeléctrico de esta Mn-superdxido dismutasa, de 5;,4. En 1a Tabla
XXIV se presentan las composiciones en aminodcidos de Mn-superdxido --
dismutasas procedentes de organismos en distintos estadios de la esca-
la filogendtica. Dada la heterogeneidad de los pesos moleculares enzi-
miticos, y teniendo en cuenta el tamafio molecular similar de las sub-
unidades de las disntintas Mn-superdxido dismutasas, se han expresado
los resultados, con fines comparativos, en forma de nimero de restos o

moles de aminodcidos por mol de subunidad.

Como se puede observar en la Tabla XXIV, la Mn-superdxido dismu-
tasa de guisante presenta la importante diferencia con relacion a las
demss superdxido dismutasas de esta familia, de carecer del aminoicido
tript6fano. En este aspecto, como se puede ver en la Tabla XXV, la en-

ma de hojas de guisante se parece a las Cu, Zn-superdxido dismutasas, a

pesar de existir importantes diferencias entre estas familias enzimiti=

cas, como es la ausencia de tirosina en las Cu, Zn-superdxido dismtasas

y las variaciones significativas en los contenidos de otros aminoacidos
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aunque también hay que tener en cuenta el menor peso molecular de es-
ta clase de dismutasas, en comparacidén con la mangano enzima de guisan

te, lo que tiende a acentuar estas diferencias.

Aparte de la ausencia de triptéfano, los contenidos en los resta
tes aminodcidos de la Mn-enzima de guisante, est3n comprendidos dentro
del rango de concentraciones presentes en estas Mn-dismutasa con la ex-
cepcidon de los aminodcidos serina y glicocola que estan ligeramente por
encima y por debajo, respectivamente, de los niveles medios descritos -

para las Mn-superdxido dismutasas.

De la observacién de los datos enunciados en la Tabla XXIV se des
prende que el organismo cuya Mn-superoxido dismutasa presenta mayor ana
logia en su contenido en amino3cidos con la enzima de hojas de guisante
es un mamifero (1a rata), seguido por las bacterias E. coli, P. spherod
des y Th. thermopkiifus, y los organismos eucaridticos Sacharomyces cere-
visiae e higado humano, que muestran todos ellos ordenes de semejanza si

milares.

Con respecto a los dos organismos fotosintéticos mostrados en la ta
bla XX1V, la bacteria fhodopseudomonas spheroides y el alga roja Porphyri
dium cruentum, la Mn-superdxido dismutasa de guisante muestra frente al -
primer organismo sensibles diferencias en el contenido en los aminodcidos
isoleucina, glicocola, leucina y treonina, diferencias que, en el caso del
alga roja, ademis de en los tres primeros aminodcidos citados, también se
observan en los contenidos de dcido glutadmico, lisina,serina, valina, ti-

rosina y semi-cistina, aminodcido éste que estd ausente de la enzima.

Comparativamente, la Mn-superdxido dismutasa de guisante, a excep-
cién de su carencia de triptéfano, muestra mayores analogias en su compo
sicién en aminoidcidos con las ferrosuperdxido dismutasas que con la fami

lia de las Cu,Zn-superéxido dismutasas, antes mencionadas, como se puede




TABLA xx1V. COMPOSICION EN AMIHOACIDOS DE MANGANESO SUPEROXIDO DISMUTASA DE DISTINTOS ORIGENES

Aminodcido E. coli® T. ther- Rh. sphe~ Porphyr. S.cere-  Bisum Higado Hfgado
mophilus roides® cruentum visiae sativum rata humano

n°restos/subunidad

Lisina 14 12 15 8 19 15 18 15
Histidina 6 8 8 8 7 7 8 9
Arginina 5 5 3 6 4 5 6 5
A. aspértico 21 16 19 20 28 19 21 23
Treonina 9 7 8 13 1 12 10 5
Serina 11 3 1 g - 8 14 12 6
A. glutémico 18 20 22 1] 28 21 24 22
Prolina 7 12 7 8 10 10 12 10
Glicocola 13 16 19 16 19 12 21 19
Alanina 23 18 18 18 21 20 17 17
1/2-cistina - 0 2 0 1 3 3 3
Valina 10 12 12 11 14 15 14 R
Metionina 1 3 4 2 1 2 3 3
Isoleucina 7 6 5 7 12 13 12 9
Leucina 19 20 15 12 20 20 21 16
Tirosina 6 9 7 5 9 9 8 7
Fenilalanina 9 8 10 6 11 7 7 5
Triptdfano - 6 4 3 6 0 6 5

FKeele y col. (197); bsato y Nakasawa (1978);:“Lumsden y col. (1976); dMisra y Fridovich (19774);
®Ravindranath y Fridovich (1975); fResultados nuestros; 9Salin y col. (1978); hMcCord y col. (1977¢).



TABLA XXV.COMPOSICION EN AMINOACIDOS DE CUPROCINC SUPEROXIDO DISMUTASA DE DISTINTOS ORIGENES

Aminodcido

Semilla d% Semilla ge Hojas de  Eritrocitos Eritrocitos Hfgad$ de
trigo (1) guisante espinacaC bovinos humanos® cerdo

Lisina
Histidina
Arginina

A. aspdrtico
Treonina
Serina
A.glutémico
Prolina
Glicocola
Alanina
1/2-cistina
Valina
Mettonina
fsoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Triptdfano

n°restos/subunidad

5 5 6 10 " 10
9 9 7 8 8 9
! 3 3 b 4 4
14 22 17 17 18 15
16 15 14 12 8 7
7 7 5 8 10 9
10 10 10 11 13 15
9 7 8 6 5 L
27 28 21 25 26 24
14 10 11 9 10 10
3 3 2 3 3 2
15 1 14 15 14 14
1 0 1 ] ) 1
6 10 3 9 8 6
11 10 11 8 9 7
0 0 0 1 0 1
3 b 3 4 4 3
- 0 0 0 2 0

@Beauchamp y Fridovich (1973); bsawada y col. (1972); CAsada y col. (1973);
dSteinman y col. (1974); ©Bannister y col. (1977); fBartkowiak y col. (1979).



TABLA XXVI. COMPOSICION EN AMINOACIDOS DE FERRO SUPEROXIDO DISMUTASAS DE DISTINTOS ORIGENES

Aminodcido Desul. de- Th. deni- Chromatium Escherichia Plectonema Euglena Brassica
sulfuricans® trificans® vinosum® coli boryanum® gracilis camoestrid

n°restos/subunidad

Lisina 16 14 8 10 12 -4 11
Histidina 5 9 4 6 5 7 L
Arginina 4 4 2 4 ] 10 5
A. aspidrtico 27 22 23 22 23 19 22
Treonina 12 12 11 13 10 11 13
Serina 7 10 16 10 9 5 10
A. glutdmico 18 13 19 16 16 22 16
Prolina 8 8 7 9 10 13 10
Glicocola 19 15 13 16 15 20 16
Alanina 22 20 21 26 24 26 17
1/2~cistina 2 - ’ } 1 } 5 2
Valina 8 9 14 . 11 11 11 11
Metionina 2 3 2 n 2 3 i
Isoleucina 7 5 8 8 2 6 6
Leucina 15 14 16 14 17 16 14
Tirosina 8 6 9 6 5 7 6
Fenilalanina 12 10 8 10 12 10 7
Triptéfano 6 6 6 4 5 8 4

qHatchikian y Henry (1977); bBaldensperger (1978); “Kanematsu y Asada (1978a); dyost y
Fridovich (1973); SAsada y col. (1975); fKanematsu y Asada (1979); 9salin y Bridges (1980).
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ver en la Tabla XXVI. De entre las ferrosuperoxido dismutasas, las que
parecen mostrar mayores semejanzas en su contenido en aminodcidos con
la Mn-enzima de guisante, son las procedentes de la bacteria anaerobia
fotosintética Chromatium vinoswn (Kanematsu y Asada,1978a) y de hojas

de la planta superior Brassica campestrnis (Salin y Bridges,1980).

En la tabla XXVIi se presenta la estabilidad a temperaturas de -
60-70°C, de distintas superdxido dismutasas hasta la fecha estudiadas.
La Mn-superdxido dismutasa de guisante, aunque no es tan resistente fren_
te a la temperatura como las Mn-superdxido dismutasas de las bacterias
terméfilas Thewmus aquaticus (Sato y Harris,1977), y Bacillus stearothen
mophifus (Bridgen y col.,1975), que son capaces de soportar temperaturas
- de 95°C y 70°C sin pérdidas sensibles de actividad, es relativamente -
termoestable, superando en esta propiedad a las enzimas de PLewrotus ole

arius (Lavelle y col.,1974) y Fedopseudomonas spheroides (Lumsden y Hall,
1976). En su resistencia frente a la temperatura, la Mn-enzima de guisan-
te es aniloga a la ferro-superéxido dismutasa de Photobacterium Leiogna-
thi (Puget y Michelson,197), e incluso mis estable que una Cu,Zn-supe-
réxido dismutasa, de hfgado de rata (Salin y col.,1978), enzimas que en

general, son bastante termoestables.

Mientras que a 50°C la Mn-superdxido dismutasa de guisante muestm
un perfil de inactivacidén bifisico, a 60°C y 80°C el proceso de inactiva-
cidn enzimitica es exponencial, como se deduce de las representaciones de
los logéritmos de las actividades cdrresbondientes, y en cualquier caso,-
la ipactivacién térmica no parece conllevar el desdoblamiento de la mol&-

cula enzimiatica ni su disociacion en subunidades, toda vez que la movili-

dad electroforética en poliacrilamida de la enzima desnaturalizada es idémr

tica a la de la Mn-superdxido dismutasa nativa.

Por otra parte, la enzima es estable a bajas temperaturas, mantenién



TABLA 27. Vida media de distintas superdxido dismutasas después

del calentamiento a 60-702C.

Superdxido dismutasa Temperatura Vida media
(=€) (mh)
Cu,Zn-SOD de higado de cerdo® 70 50
Cu,Zn-S0D de higado de ratab 70 16
Cu,Zn-SOD de Photobacterium Leiognathi® 60 120
Fe-SOD de Chromatium uLnOAumd 60 60
Fe-SOD de Photobacterium Leiognathi® 60 40
Fe-SOD de Photobactenium sepia’ 60 10
Fe-SOD de Euglena gracilis?d 60 17
Fe-S0S de Spirubina platensis” 60 60
Mn-SOD de Plewrotus olearius' 60 20
Mn-SOD de Rhodopseudomonas spheroides’ 70 13
Mn-SOD de Pisum Aa,tévumk 60 33

3Bartkowiak y col. (1979); bReiss y Gershon (1976); “Puget vy Hichel
son (1946 ); dKanematsu y Asada (1978a); ®Puget y Michelson (1974a);

fPuget y Michelson (1974b); IKanematsu y Asada (1979); PLumsden y
col. (1976); FLavelles y col. (1974); JLumsden y col. (1976); KRe-

sultados nuestros.



dose aproximadamente un 80% de la actividad inicial después de una per

manencia de 4 meses a temperaturas de -18°C y de 4°C.

Por lo que se refiere al efecto del pH sobre la estabilidad enzi-
matica, la mangano enzima de guisante se comporta de una manera analoga
a los tres tipos de superdxido dismutasas, la mayoria de las cuales son
1abiles a valores de pH inferiores a 5, siendo en cambio bastante esta-
bles en medio alcalino. A pH 4 la Mn-superdxido dismutasa se inactiva @
si instantdaneamente, permaneciendo en cambio su actividad practicamente
inalterada a valeres de pH comprendidos entre 7,5-10, después de 24 ho-
ras a temperatura ambiente. A estos pH alcalinos se observa un posibie
efecto sobre la actividad Mn-superdxido dismutasa, de los buffers emple
ados en el ensayo, ya que dicha actividad se incrementa, para valores -
similares de pH, conforme se progresa de los buffers fosfato, a los Tris
CIH, v de éstos a los sistemas glicina-NaOH donde las actividades medidas

son maximas.

Aunque no se han llevado a cabo estudios detallados sobre los va-
lores Sptimos de pH para la accién de las superdxido dismutasas, en ge-
neral, como han demostrado Forman y Fridovich (1273b), las cuprocinc su
perdxido dismutasas muestran la misma actividad enzimdtica a pHS de rea
ccién comprendidos entre 7,8-10,2, mientras que, en condiciones simila-
res, tanto las ferro como las mangano superdxido dismutasas sufren una

disminucidn progresiva de actividad en la zona alcalina.

Este mismo comportamiento es aplicable a la Mn-superéxido dismutasa
de hojas de guisante, cuyo pH éptimo es de aproximadamente 8,6, observan
dose para valores superiores de pH un decaimiento de la actividad enzi--

mitica. Los pocos datos exlstentes en la literatura acerca de valores op
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timos de pH para la accidn de estas enzimas son proximos al encontra
do para la Mn-enzima de guisante, con la excepcidn de la Mn-dismuta-
sa de Plewrwotus olearius(Lavelle y col., 1974) que presenta su mayor
eficacia a pH 10. As?, la cuprocinc superdxido dismutasa y la ferro

superéxido dismutasa de Photobacterium Lefognathi presentan ambas --
sus Optimo de actividad a pH 9 (Puget y Michelson, 1974a, 197hb), vy

para la cuprocinc superdxido dismutasa de higado de rata se ha des--

crito un pH Sptimo de 8 (Reiss y Gershon, 1976).

En cualquier caso, hay que tener en cuenta que los valores de
pH Sptimo de todas las superdxido dismutasas que acabamos de mencio-
nar, estan determinados utilizando métodos indirectos basados en la
competicidn por el Oé- entre la superdxido dismutasa y un segundo --
aceptor del radical (citocromo c, NBT, luminol, etc), y es posible -
que si se utilizasen técnicas de pulsos electrbnicos para generar Oé‘
con las que se puede seguir la concentracidn de sustrato, los valo--
res de pH Sptimo que entonces se obtuviesen fueran distintos a los -
mencionados. Mientras tanto, conviene considerar todos estos datos -
indicados como provisionales, en términos absolutos, en tanto en cuan
to no se lleven a cabo determinaciones finas del efecto de pequefias
variaciones del pH sobre la velocidad de reaccién utilizando técni--

cas directas mids sofisticadas.

Idénticas reservas, a las que acabamos de indicar, son también
aplicables a los resultados obtenidos respecto‘a la temperatura op-
tima para la reaccién de la Mn-superdxido dismutasa de hojas de gui-
sante, ya que se ha utilizado el mismo método indirecto para la esti

macién de la actividad enzimdtica. A temperaturas de 42C la Mn-supe-
réxido dismutasa muestra una actividad considerable, casi del mismo
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orden que a 252C, lo que era de esperar teniendo en cuenta la gran

eficiencia catalftica de estas enzimas, que hace que en su reaccidn
con los radicales superdxido funcionen casi en el limite de difu---
sién y, como sucede en procesos de estas caracteristicas, la ener--
gia de activacidn requerida para la reaccidn es muy pequeia (Klug y

col., 1972).

En la Tabla 28 se indican los valores de las constantes de ve
locidad de segundo orden para la dismutacidn del superdxido por dis-
tintos tipos de superdxido dismutasas, a 252C y pH 7,8 determinados
utilizando métodos directos e indirectos. En nuestro caso, aunque es
tos valores de pH y temperatura no corresponden a las condiciones &p
timas de actuacién de la enzima, se han utilizado para la determina-
cién de la constante de velocidad con el fin de comparar su valor --
con el de otras superdxido dismutasas, estudiadas en esas condicio--

nes.,

Como se deduce de los datos presentados en la Tabla 28, la -
Mn-superdxido dismutasa de guisante en su reaccion de desproporcio-
namiento de los radicales Oé— tiene una constante de velocidad apa-
rente de 1,61 X 107 M“l seg-], y en su eficiencia catalitica es equi
parable, en términos generales, a las superdxido dismutasas que has

ta ahora han sido caracterizadas.

Su constante de velocidad es idéntica a la descrita para las
Fe-superdxido dismutasas de E. coli (Forman y Fridovich, 1973b) y -
del alga verde-azulada Spirulina platensis (Lumsden y col., 1976) y
del mismo orden que las constantes determinadas para las Mn-superd-
xido dismutasas de E. cofi{ (Forman y Fridovich, 1973b) y de la bac-
teria fotosintética no sulfurada Rhodoseudomonas spheroides (Lums--
den y col., 1976).

3



TABLA XXWil.Actividad catalftica de distintas superdxido dismutasas a 25%C y a pH 7,8.

Enzima Constante de velocidad Método Referencia
x 1072 (M-1. seg-1) utilizado

Cu,Zn-S0D de eritrocitos bovinos 2,00 radiolisis de pulsos Klug y col. (1972)
Cu,Zn-S0D de eritrocitos bovinos 1,90 competicidn cinética Forman y Fridovich(1973b
Fe-S0D de E. cold 1,60 competicidn cinética Forman y Fridovid{1973b
Fe-S0D de Ph. Lelognathi 0,55 radiolisis de pulsos Lavelley col. (1977)
Fe-S0D de Chromatium vinosum 2,40 competicidn cinética Kanematsu y Asada(19783)
Fe-SOD de Spiulina platensis 1,60 competicidn cinética Lunsden y col. (1976)
Mn-SOD de B. steanrothermophilus 0,60 radiolisis de pulsos McAdam y col.(1977b)
Mn-S0D de RhA. spheroddes 1,72 competicidn cinética Lumsden y col.(1976)
Mn-S0D de E. cold 1,80 competicidn cinética Forman y Fridovich(1973b
Mn-SOD de higado de pollo 4,70 competicidn cinética Forman y Fridovich(1973b)
Mn-S0D de Plsum sativum 1,61 competicidn cinética Resultados nuestros

En todos los métodos de competicidn cinética se utilizb el citocromo ¢ como detector de superdxido,

realizidndose las reacciones en condiciones standard.



Es digno de destacar el hecho de que, en estos casos menciona
dos, tanto la Mn-SOD de‘guisante como las otras superdxido dismuta--
sas todas contienen 1 3tomo metilico por molécula enzimatica, mien--
tras que en aquellas otras dismutasas de mayor eficiencia catalitica,
como la Mn-enzima de hfgado de pollo (Forman y Fridovich, 1973b), la
Fe-dismutasa de Chromatium vinosum (Kanematsu y Asada, 1978a) y la -
Cu,Zn-superdxido dismutasa de eritrocitos bovinos (Forman y Fridovich
1973b), el contenido met3lico por molécula es de dos atomos de Mn, -

dos dtomos de Fe y dos &tomos de Cu y Zn, respectivamente.

Esto parece sugerir la existencia de una relacion entre la ac
tividad catalftica de las tres familias de superoxido dismutasa y el
nimero de tomos metdlicos presentes en sus moléculas, idea que pare
ce coherente con el mecanismo de accidn de estas enzimas que implica
la reduccidn y reoxidacién alternativa del metal de la enzima (Cu2+,
Mn3+ 6 Fe3+) durante sus sucesivos encuentros con los radicales 0

(Fridovich, 1978a).

2

Como ya indicamos anteriormente, al discutir el pH y la tempe
ratura 6ptimé de la enzima, el caradcter indirecto del método de com-
peticidn cinética empleado para el c3lculo de la constante de veloci
dad, obliga a considerar con reservas, en términos absolutos, los va
lores obtenidos para dichas constantes, si bien este método es de --
utilidad para establecer comparaciones con los resultados obtenidos

para otras superdxido dismutasas, empleando idéntica metodologia,

Por otra parte, el hecho de que en la Cu,Zn-superdxido dismu-
tasa de eritrocitos bovinos el valor de la constante de velocidad de
terminada por el método de competicidn cinética (Forman y Fridovich,
1973b) sea idéntico al obtenido por radiolisis de pulsos, confiere

cierta fiabilidad a este método, el cual resulta muy conveniente ---
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cuando no se tiene acceso a metodologfas directas tan complejas y -

costosas como la radiolisis de pulsos.

Mientras que las Cu,Zn-superoxido dismutasas resultan inhibi
das por el CN y el H202 (Beauchamp y Fridovich, 1973), la Mn-supe-
réxido dismutasa de guisante es insensible frente a estos inhibido-
res a concentraciones de 2 mM y 0,5 mM, respectivamente. En su re--
sistencia frente al perdxido de hidrégeno la Mn-enzima de guisante
se comporta como las superdxido dismutasas andlogas de Spiouwlina pla
tensis (Lumsden y col., 1976), Plewrotus olearius (Lavelle y Michel
son, 1975), Bacillus stearothermophifus (McAdam y col., 1977b) y --
Ponphynidium cruentum (Misra y Fridovich, 1977d).

Precisamente, este comportamiento frente al H202 se ha utili
zado como criterio para diferenciar las Mn-superdxido dismutasas de
las Fe-superdxido dismutasas en extractos crudos (Asada y col.,1975),
debido a la inactivacidn de estasiiltimas por el perdxido de hidroge
no, como se ha demostrado en las Fe-superdxido dismutasas de Plecto
nema boryanum (Asada y col., 1975), Rhodopseudomonas sphernoddes ---
(Lumsden y col., 1976), Photobacterium Leiognathi (Lavelle y col.,
1977), Chromatium vinosum (Kanematsu y Asada, 1978a), Chlorobium --
thiosul fatophilum (Kanematsu y Asada, 1979), Brassica campestris --
(salin y Bridges, 1980) y Euglena gracifis (Kanematsu y Asada, 1979).

Esta inhibicién de las ferro-superdxido dismutasas por el -=
H,0, podria deberse, como han sugerido Lavelle y col. (1977), a la
reaccidn del perdxido de hidrégeno con la forma reducida de la enzji
ma, para producir un intermediario reactivo capaz de atacar a algu-

nos aminoacidos esenciales de la molécula.

El tratamiento de la Mn-superdéxido dismutasa de guisante con
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p-hidroxicloromercuribenzoato (PHMB), un inhibidor tipico de grupos
-SH, resulta en una inhibicidn casi total de la actividad enzimati-
ca a una concentracién | mM en este inhibidor, si bien la enzima es
resistente a una concentracidn de 0,1 mM. Por el contrario, la ferro
superbxido dismutasa de PLectonema boryanum es insensible frente al
PHMB a una concentracidn 1 mM (Asada y col., 1975), mientras que la
cuprocinc superbéxido dismutasa de hojas de espinaca, en estas condi

ciones, experimenta una inhibicidn de un 35% (Asada y col., 1974).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que estas dos superdxi-

. . . 1 . s
do dismutasas mencionadas, tienen dos y cuatro restos de 7 cistina

por mol de enzima, respectivamente (Asada y col., 1975; Asada y col.,

1973), mientras que en la Mn-superdxido dismutasa de guisante estan

presentes 13 restos de %-- cistina por mol de enzima.

Brock y Walker (1980) han postulado que en la Mn-superdxido
dismutasa de Baciflus stearothenmophifus,al igual que en todas las
Cu,Zn-superdxido dismutasas caracterizadas, el Mn(111) de la enzima
estd ligado a cuatro restos de histidina, no estando implicados res
tos -SH en el mecanismo catalftico. Si esta situacin fuera aplica-
ble a la Mn-superéxido dismutasa de guisante, la fuerte inhibicion
producida por el PHMB podrfa ser interpretada como debida a un cam-
bio conformacional provocado en la molécula, por reaccidn con algu-
no de los numerosos restos de semi-cistina, presentes en esta ehzi-

ma, y que podria afectar notablemente a su accidn catalfitica.

La azida sdédica también inhibe sensiblemente la actividad de
la Mn-enzima de guisante, alcanzando tasas de m3s del 60% para con-
centraciones de azida de 35 mM. Misra y Fridovich (1978) han demos-
trado que las Fe-superdxido dismutasas son mds sensibles a la inhi-
bicidn por azida que las correspondientes enzimas conteniendo manga

neso, mientras que las cuprocinc superdxido dismutasas son las me--
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nos sensibles. Estos autores utilizando varias Cu,Zn-superdxido dis
mutasas (de eritrocitos bovinos, hfgado humano y de pollo), Mn-supe
réxido dismutasas (de E. coli, Plectonema boryanum e higado humano)
y Fe-superdxido dismutasas (de E. cofi y Plectonema boryanum) , de--
mostraron que a pH 7,8, la azida, a una concentracion 10 mM, inhi--
bfa a las Cu,Zn Mn y Fe-enzimas en aproximadamente un 10%, 30% y 73%
respectivamente, lo que les impulsé a proponer la sensibilidad a la

azida como criterio para distinguir las tres clases de enzimas.

En las mismas condiciones descritas por Misra y Fridovich --
(1978) nosotros hemos encontrado que concentraciones 10 mM de azida
producen una inhibicidn de aproximadamente un 38% en la actividad -
de la Mn-superdxido dismutasa de guisante, resultado casi idéntico
al descrito para las Mn-enzimas de Porphyridium cruentum (Misra y -
Fridovich, 1977d) y Bacillus stearotheumophilus (Bridgen y col., --
1975).

Por otra parte, Kanematsu y Asada (1979) han informado que -
las ferrosuperdxido dismutasas de Chlorobium thiosulfatophilum, Chro
matium vinosum, PLectonema boryanum y Pseudomonas ovalis, todas re-
sultan inhibidas entre un 67-77% por azida 10 mM a pH 7,8, en tanto
que la manganeso superdxido dismutasa de PfLectonema boryanum sélo -
era deprimida en un 28%. Por lo tanto, parece ser que, en lTneas ge
nerales, el comportamiento de la manganeso superdxido dismutasa de
guisante frente a la inhibicién por azida coincide con los datos --

existentes en la literatura para otras Mn-superdxido dismutasas.

Los otros agentes formadores de complejos metadlicos ensaya--
dos con la Mn-superdxido dismutasa de guisante, la o-fenantrolina,
el EDTA y el dietilditiocarbamato (DIECA), todos reprimen ligeramen-

te la actividad enzimdtica, en intensidad decreciente del primero -
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al Gltimo. La o-fenantrolina, a una concentracién 1 mM, produce una
inhibicién de un 25% en la Mn-enzima de guisante, mientras que en -
la Cu,Zn-superdxido dismutasa de hojas de espinaca se ha observado

una inhibicién de un 38% en su actividad (Asada y col., 1974) .

En la familia de las ferro-superdxido dismutasas, mientras -
que en la enzima de Photobacterium Leiognathi no se ha detectado nin
gin efecto inhibitorio por o-fenantrolina 1 mM (Puget y Michelson,
197ha), en la Fe-enzima de PLectonema boryanum se ha observado una
inhibicién de un 58% por este compuesto (Asada y col., 1975). Este
hecho pone de manifiesto la latitud de variacidn estructural previ-
sible dentro de cada clase de superdxido dismutasa, al igual que su

cede con otras enzimas.

Sin embargo, el efecto inhibitorio de la o-fenantrolina po--
dria explicarse, de alguna manera, por las constantes de estabili--
dad de los complejos formados por este compuesto con los metales de
las tres familias de enzimas, ya que mientras los cationes de cobre
cinc y hlerro tienen constantes de estabilidad similares, la del com
plejo del Mn y la o-fenantrolina es aproximadamente 1 ,6 veces menor

(Dawson y col., 1969).

La Mn-super6xido dismutasa de guisante es sensible a la ac--
cidén del agente quelante EDTA, alcanzandose una disminucidén en su -
actividad de un 34% a una concentracion 2 mM en EDTA. Aunque en la
Fe-superdxido dismutasa de Photobacterium Leiognathi (Puget y Michel
son, 1974a) no se demostrd inhibicién alguna por este quelante, en
cambio, se ha descrito recientemente la inhibicién por EDTA de la -
ferro dismutasa de la bacteria anaerobia facultativa Propiondibacte-
ium Ahermanii (Meier y Schwartz, 1980), si bien no se ha especifi-

cado su orden de magnitud.
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En cualquier caso el efecto del EDTA sobre la manganeso 0 fe
rro superoxido dismutasa es comprensible dentro de los condiciona--
mientos estructurales de cada enzima, al igual que comentamos en el
caso de la o-fenantrolina, sobre la base de la constante de estabi-
lidad de los complejos EDTA-Mn & EDTA-Fe, que es maxima entre valo-

res de pH 7-9 para el manganeso y de 6,3-7 para el Fe (Ringbom,1963).

Consideraciones similares de competicién residual por el man
ganeso, pueden aplicarse a la ligera inhibicidén producida en la ac-
tividad Mn-superdxido dismutasa de guisante, por el agente comple--
jante de Cu(11) dietilditiocarbamato (DIECA), un potente inhibidor
de las cuprocinc superdxido dismutasas. Esta inhibicién es del or--
den de un 24% para una concentracion 10 mM en DIECA, mientras que, -
en andlogas condiciones de ensayo, la actividad de la cuprocinc su-
perdxido dismutasa de hojas de espinaca resulta inhibida en un 68%
(Asada y col., 1974), llegdndose incluso a la supresion total de la
actividad en distintas Cu,Zn-superdxido dismutasas de origen animal,
tanto {n vitho como in vivo, por accidn de este inhibidor (Heikkila
y Cohen, 1977).

Como se ha indicado en la Introduccidn de esta Memoria Docto
ral, las Cu,Zn-superdxido dismutasas son enzimas eucariotas, con la
Gnica excepcién de la dismutasa procedente de Photobacterium Ledlog-
nathi (Puget y Michelson, 197hb), y en las células animales tienen
una localizacién fundamentalmente citoplasmatica, aunque también se
ha descrito su presencia en el espacio intermembranoso mitocondrial
(Weisiger y Fridovich, 1973b; Panchenko y col., 1975). En organis--
mos eucaridticos fotosintéticos, las Cu,Zn-superdxido dismutasas se
presentan en las plantas terrestres mads primitivas, helechos y mus-

gos, y en las plantas de semilla, estando la mayor parte de la enzi



2(8

ma ubicada en los cloroplastos, principaimente en el estroma, aungue

también est3 presente, en una proporcidén menor en los tilacoides (Jack

son y col., 1978; Asada y col., 1973).

Las ferro superdxido dismutasas de bacterias no fotosintéti-
cas se encuentran localizadas en la matriz celular (Britton y Frido
vich, 1977). En organismos fotosintéticos Okada y col. (1979), uti-
lizando las algas verde-azuladas PLectonema boryanum, Anabaena va--
niabilis y Anacystis nidulans, identificaron la presencia de Fe-su-
perdxido dismutasas solamente en el citosol, mientras que en la al-
ga verde Euglena gracilis y en la planta superior Brassica campes--
this estas enzimas se han encontrado en el espacio estromdtico de -

los cloroplastos (Kanematsu y Asada, 1979; Salin y Bridges, 1980).

Por lo que se refiere a la familia de las Mn-superdxido dis-
mutasas bacterianas (no fotosintéticas), al igual que sucede con --
las ferro dismutasas, estas enzimas parecen estar localizadas en la
matriz celular (Britton y Fridovich, 1977). En los organismos euca-
riéticos no fotosintéticos no parecen existir dudas respecto a su -
"ocus'" celular, el cual estd claramente identificado como la ma---
triz mitocondrial, aunque en el mono Papio unsinus McCord y col. --
(1977¢c) encontraron que la Mn-superdxido dismutasa, sorprendentemen
te, también estaba presente en el citoplasma, donde incluso era mas

abundante que en las propias mitocondrias.

Una situacidn muy distinta es la que se presenta en las man-
gano enzimas de eucariotas fotosintéticos, las Ginicas hasta ahora
estudiadas en este aspecto, donde existen bastantes discrepancias -
en torno a su ubicacidn celular. Unicamente parece existir acuerdo
general, por el momento, respecto a su presencia en la matriz mito-
condrial, como han demostrado Arron y col. (1976) y Giannopolitis y

Ries (1977a) en Helianthus tuberosus y Zea mays, respectivamente, -
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si bien las Mn-dismutasas correspondientes fueron identificadas me-
diante el empleo de inhibidores (cN” y HZOZ) y todavfia no han sido
purificadas y caracterizadas. Adicionalmente, en Spinacia olenraceq
también se ha descrito la presencia en la matriz mitocondrial de --
una superdxido dismutasa insensible al cianuro, aunque los auto ---
res no se han pronunciado respecto a su pertenencia a la familia de
las manganeso 6 de las ferro superdxido dismutasas (Jackson y col.,

1978).

Lumsden y Hall (1974) postularon la presencia en lamelas de
cloroplastos de espinacas, de una superdxido dismutasa resistente -
al cianuro (posiblemente una Mn-superdxido dismutasa), evidencia --
que fue rebatida por Elstner y Heupel (1975) utilizando métodos di-
ferentes de aislamiento de partfculas subcloroplastidicas y de deter
minacidn enzimdtica. Estos investigadores, después de un minucioso
estudio de la metodologfa empleada por Lumsden y Hall, llegaron a -
la conclusién de que la actividad '"manganeso superdxido dismutasa',
por ellos descrita en lamelas de cloroplastos, era irreal y se de--
bia a un artefacto derivado del procedimiento de aislamiento utili-

zado, basado en la extraccidn con ‘dodecilsulfato sédico.

Posteriormente, se procedié a una revision de la localizacion
celular de la actividad '"Mn-superdxido dismutasa'' utilizando tres -
plantas de tipo C3, incluyendo espinacas, con la deduccidn de que -
la posible Mn-SOD estaba realmente localizada en la parte externa -
de los cloroplastos, en donde podrfa haber sido adsorbida inespeci-
ficamente durante el proceso de aislamiento de éstos (Jackson y col.,
1978; Foyer y Hall, 1980).

A pesar de todo esto, la polémica respecto a la posible pre-

sencia de una Mn-superdxido dismutasa en cloroplastos todavia conti




nua. Asada y col.(1980) siguen manteniendo en apoyo de los resultados
de Lumsden y Hall (1974), la presencia de esta enzima en lamelas de--
cloroplastos de espinaca, e incluso han aportado resultados que demu-
estran la ubicacidn de una posible "Mn-superdxido dismutasa' en tila-
coides de las algas verde-azuladas PLectonema boryanum, Anabaena vara
bilis y Anacystis nidulans (Okada y col.,1979), y en los de la alga --
verde Euglena gracilis (Kanematsu y Asada,1979).

Por otra parte, recientemente se ha detectado actividad '""Mn-SOD"
asociada a complejos de alto peso molecular Mn-proteina-pigmentos, po-
siblemente relacionados con el FSI1, procedentes de los organismos fo-
tosintéticos Mnaliella tertiolecta y Phaeodactyfum tricornutum (Foyer
y Hal1,1980) y estos mismos autores también han identificado actividad
"Mn-SOD" residual en un complejo Mn-proteina-LHC ("1ight-harvesting chlo_
rophyll a/b") de elevado peso molecular, presente en la estructura in-

terna tilacoidal de cloroplastos de espinaca.

En consecuencia, considerando todos los datos expuestos, parece =-
obligado suponer que la Mn-superdxido dismutasa de hojas de guisante de-
be estar princibalmente ubicada a nivel de mitocondrias 6 cloroplastos.

En experiencias realizadas en nuestro laboratorio utilizando extractos au_
dos de semillas de guisante en germinacién y raices no noduladas de esta
planta, hemos detectado la presencia de tres superdxido dismutasas -una
resistente al CN” y dos sensibles a este inhibidor- cuyas movilidades e--
lectroforéticas en geles de acrilamida son idénticas a las de las dismu-

tasas presentes en hojas de esta misma planta.

En un primer examen de estos resultados, y a falta de un obligado--
estudio mds exhaustivo, el hecho de encontrar en tejidos no fotosintéticos

de guisante un zimograma de superdxido dismutasas similar al de las hojas
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de esta planta superior, induce a pensar 6 en una ubicacidn preferen
temente mitocondrial para la Mn-superéxido dismutasa, 6 en la presen
cia de la misma enzima en cloroplastos y mitocondrias; dejando apar-
te, obviamente, la posibilidad de que ambas Mn-enzimas sean realmente

diferentes a pesar de poseer idénticas propiedades electroforéticas.

Sin embargo, teniendo en cuenta la controversia actualmente exis_
tente sobre la localizacién cloroplastidica de la Mn-superdxido dismu
tasa de plantas superiores, seria enteramente especulativo pronunciar
se por una adscripcién celular determinada para la enzima, por lo que
es necesario llevar a cabo experiencias encaminadas a este fin en plan
tas de P{sum sativum, para cuya consecucidn contamos con la ventaja--
del conocimiento de un buen nimero de propiedades moleculares de la -

Mn-superdxido dismutasa, cuya localizacidn se pretende elucidar.

En general, las superdxido dismutasas son unas proteinas ideales
para estudiar las relaciones evolutivas entre las diferentes especies,-
debido a que la funcién protectora ejercida por estas enzimas es tan esen_
cial, que su presencia es casi obligada en practicamente todos los orga-
nismos vivos. El citocromo c y la ferredoxina son proteinas que han sido
exhaustivamente estudiadas con este fin (Smith,1970; De la Torre,1977).
Sin embargo, el rango de distribucidén de la superdxido dismutasa es algo
mis amplio que el del citocromo ¢ y la ferredoxina, ya que, en el primer
caso, esta proteina solo est3d presente en organismos aerobios y, por --
otra parte, la ferredoxina solo se presenta en bacterias y en organismos
fotosintéticos. En cambio, en todos los organismos hasta ahora estudia-
dos, incluidos los anaerobios estrictos, est3d presente alguna 6 algunas

de las tres familias de superdxido dismutasa.

La distribucién de los tres tipos de superdxido dismutasa en los -
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organismos vivos parece ser una peculiaridad de su etapa de evolucidn
y de los distintos organulos celulares presentes. Se piensa que esta
distribucidon caracteristica podria ser un reflejo de la historia evo-
lutiva en la adquisicion de defensas frente a la toxicidad del oxige-
no, y que por lo tanto, podria suministrar informacidn acerca de las
funciones fisioldgicas de la superdxido dismutasa y de su evolucién -

molecular.

La presencia de los tres tipos de dismutasas en distintos orga-
nismos ha sido determinada mediante su aislamiento y caracterizacién,
como acabamos de sefialar, pero en muchos casos se ha tenido constancia
de su presencia en estactos crudos basandose en la resistencia de la
Mn-enzima al cianuro y al H202, en las sensibilidades de Ias*Cu,Zn-sg
peroxido dismutasas al cianuro y, de estas Gltimas y de las Fe-dismu-
tasas frente al H,0, (Beauchamp y Fridovich,1973; Asada y col.,1975).
Adicionalmente, también se ha hecho uso de las diferentes tasas de --
inhibicion producidas por la azida sobre los tres tipos de enzimas,pa
ra distinguirlas entre si, y del efecto de anticuerpos de diferentes
superdxido dismutasas purificadas (Misra y Fridovich,1978; Asada y col.,

1977a) .

Por lo que a estudios evolutivos de organismos fotosintéticos --
se refiere, son particularmente relevantes los trabajos de Lumsden y -
Hall (1977) del 'Department of Plant Sciences' del King’s College de --
Londres, y de Asada y col. (1980) del "Research Institute for Food Sci-

ence'' de la universidad de Kyoto (Japén).

En la Figura 36 se representa un compendio de los conocimientos ac
tuales acerca de la distribucién filogenética de los tres tipos de supe-
roxido dismutasas en organismos a distintas etapas evolutivas, tomado de

un trabajo de Asada y col.(1980). Sin embargo, debe indicarse que muy re-



273

cientemente se ha demostrado la presencia de una Fe-superdxido dismu
tasa en una planta superior (Salin y Bridges,1980) situacién no con-
templada en este esquema, y que obligard a una reconsideracién de la

distribucién filogenética de estas enzimas.

Cu,Zn-SOD Mn-SO0D

IOTAS

| EUCAR

PROCARIQTAS

Fe -S0D

Los organismos anaerobios y los diazotrofos aerobicos, cuya concen
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tracidn de oxigeno lntracelular se supone que debe ser muy baja, sola
mente contienen la Fe-enzima. Las bacterias aerdbicas y facultativas,
las algas procaridtas, los protozoos y la mayorTa de las algas euca-

ridtas, contienen la ferro & manganeso superdxido dismutasa, 6 ambas,
mientras que la Cu,Zn-superéxido dismutasa esta ausente en estos or-

ganismos. Los procariotas facultativos como el E. cold cuando se cul-
tivan anaerdbicamente solamente contienen la Fe-enzima, mientras que,
como se indicé anteriormente, la biosfntesis de la Mn-enzima es indu-

cida por el oxigeno (Fridovich,1978b).

La Cu,Zn-enzima ha sido encontrada en animales, hongos y plantas;
incluso en organismos tan primitivos como poriferos, celentéreos, mohos,
helechos y musgos. Estos organismos carecen de la Fe-superdxido dismuta-
sa a excepcidn de la planta superior Brassica campestrnis (Salin y Brid--
ges,1980), y la Mn-enzima se presenta principalmente en la matrfz mito-
condrial y en los tilacoides cloroplastidicos, seglin Kanematsu y Asada,

(1979).

La superdxido dismutasa del espacio intermembranoso mitocondrial y
del estroma de'cloroplastos (citosol en las algas verde-azuladas) pare-
ce ser la Fe-enzima en algas y protozoos, y la Cu,Zn-enzima en animales,
hongos y plantas. Son muchos los investigadores que hoy dfa son partida-
rios de la hipdtesis de que las ferro Yy manganeso superdxido dismutasas
de aerdbios, pueden haber evolucionado de un ancestro comin -la Fe-enzi-
ma de los anaerdbios- fundamentando esta idea en el alto grado de homolo
gia existente entre las secuencias de amino3cidos de los dos tipos de en

zimas.

Basandose en todas estas consideraciones, Asada y col.(1980) han su
gerido que, la divergencia de la Mn-enzima respecto a la Fe-enzima, debe

haber respondido a un incremento en la concentracion de oxigeno en la bios
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fera. Aunque el momento de la aparicion de los procariotas aerobios
sobre la tierra, y la cﬁestién de, hasta que punto el oxigeno libre
se produjo mediante reacciones abidticas, son objeto de controver--
sia (Schwarz y Dayhoff, 1978; Towe, 1978), sin embargo, segin Asada
y col. (1980) se puede suponer que la divergencia de la Mn-dismuta-
sa respecto a la ferro enzima se produjo en los inicios del periodo
Precambrico, esto es, hace unos 30-20 X 10~ afos, cuando la concen-
tracién atmosférica de oxigeno, segin Berkner y Marshall (1965) era

alrededor de 1074 veces el nivel actual.

La adquisicién de la Cu,Zn-superdxido dismutasa se pien
sa que pudo haber ocurrido en el periodo Cambrico, hace unos 6-4,5
X 10° afos, a juzgar por la aparicién de animales primitivos como -
poriferos y celentéreos en fosiles (Asada y col., 1980). De acuerdo
con Berkner y Marshall (1965), en aquel tiempo la concentracidn de
Cd - 3 -2
oxTgeno en la atmdésfera era aproximadamente 10 ~ veces la concentra

cién actual,

Los estudios estructurales de las superdxido dismutasas
procedentes de distintos orfigenes, han contribuido no poco, a reavi
var la polémica en torno a la hipStesis endosimbidtica sobre el ori
gen de las mitocondrias. Esta hipbtesis sugiere que las mitocon-=--=
drias de los eucariotas evolucionaron a partir de bacterias que exis
tfan como simbiontes intracelulares en eucariotas primitivos (Raven

1970).

Se postula que, conforme la atmésfera se hizo mas aerdbica vy
menos anaerdbica, estos simbiontes fueron adquiridos como medio de
afrontar presiones selectivas que demandaban vias oxidativas (Fri-
dovich, 1974b). Se ha argumentado, como antes indicabamos para los

organismos fotosintéticos, que la superdxido dismutasa también evo-



276

Juciond después de la divergencia eucariota-procariota, esto es, so
lamente cuando los niveles de oxigeno atmosférico llegaron a ser lo
bastante altos para necesitar una defensa enzimitica contra la toxi

cidad del oxfgeno (Steinman, 1978; Fridovich, 1974b) .

Los altos grados de semejanza en las secuencias de aminodci-
dos determinados en distintas superdxido dismutasas mitocondriales
y procariotas (Harris y col., 1980), parecen apoyar la teoria endo-
simbidtica, la cual cuenta con arduos defensores en Lumsden y Hall
(1975), Fridovich (1978a) y Harris y col. (1980). Sin embargo, la -
explicacidén endosimbidtica del origen mitocondrial es un concepto -
amplio, que incide sobre muchos aspectos de la biologfa y la bioqui
mica, y debe hacerse especial enfasis en que, las similitudes encon
tradas en las secuencias de las dismutasas son simplemente una evi-
dencia en favor de la hipotesis de la endosimbiosis, pero que en mo

do alguno la demuestran.

Los estudios actualmente en marcha en muchos laboratorios, so
bre la secuencia completa de aminodcidos y estructura tridimensio--
nal de manganeso y ferro superdxido dismutasas, suministraran proba
blemente evidencias mas concluyentes sobre el origen evolutivo de -
las mitocondrias y acerca de las relaciones estructurales, funciona
les y evolutivas, existentes entre las diferentes clases de superd-

xido dismutasa.

En este sentido, la obtencidén de preparados homogéneos de una
Mn-superdxido dismutasa de una planta superior y su caracterizacion,
descritos en esta Memoria Doctoral, posibilita el desarrollo futuro
de estas investigaciones, que serdn igualmente Gtiles, -una vez elu
cidada la ubicacién celular de la enzima en la célula vegetal- para
el establecimiento de comparaciones filogenéticas entre esta Mn-pro
tefna de una planta superior y, las superdxido dismutasas que contie
nene Cu-Zn y Fe de organismos fotosintéticos asi como de otros orige

nes,
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A pesar de que hoy dT7a todavia es mayoritariamente aceptada
la hipGtesis ya clésica.del grupo de Fridovich (McCord y col.1971),
sobre la funcién protectora de las superdxido dismutasas contra -
los efectos deleterens de los radicales Oé_ y de sus derivados,
también es cierto que estad siendo activamente contestada por algu
nos investigadores que postulan una funcidn distinta y, por el mo-
mento desconocida, para la superdxido dismutasa, afirmando que su

reconocida accidn sobre el superdxido es subsidiaria.

Aln aceptando como hipétesisde trabajo la funcidn postulada
para la enzima, por McCord y col. (1971)s algunos grupos han propues
to diversas matizaciones que afectan a la idea inicial de sus crea
dores. Asi, Halliwell (1979) recogiendo la sugerencia lanzada por
Tyler en (1975c) ha propuesto que la superdxido dismutasa podria -
actuar m3s bien como una enzima '‘protectora', dirigida a conseguir
una generacidn controlada de radicales libres Oi-, que podrfian ser
de utilidad en varios procesos metabdlicos, entre los que destacan
la fagocitosis, y la maduracién del fruto, ademas de su importan--

cia para la accidén de algunas enzimas como peroxidasas y oxidasas.

Fee (1979) ha puesto de manifiesto que los iones Cu(lf) en -
medio acuoso, tienen una eficiencia catalftica en la dismutacion -
de los radicales Oé_ cuatro veces mayor que la Cu,Zn-superdxido dis
mutasa bovina. Y considerando la actividad dismutdsica, también ob
servada en algunos complejos met3licos y, en varias metaloproteinas
de importancia bioldgica, este investigador ha indicado la posibi-
lidad de que fa accidn sobre el superdxido de las superdxido dismu
tasas, resulte de una coincidencia fortuita derivada de las carac-
teristicas estructurales de los lugares de union metdlica de la en

zima.
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Este investigador ha propuesto que la Cu,Zn-superdxido dismu-
tasa podria estar impliéada en el metabolismo del cobre y del cinc
en semillas en germinacidn, actuando como fuente de almacenamiento
de estos metales para su ulterior utilizacién en la biosfntesis de

metaloproteinas.

Otro flanco débil de la hipbtesis de Fridovich, es la presen
cia de la Fe-superdxido dismutasa en diversos organismos anaerobios
estrictos (Gregory y col., 1978), donde en algunos casos alcanza -
niveles similares a los detectados en organismos aerobios. Aunque
la funcidn postulada por los defensores de la idea de Fridovich pa
ra la adquisicién de una Fe-SOD por bacterias anaerobias, es la --
eliminacion del Oé- originado por procesos anaerdbicos o mediante
la reaccidn de Urey, como se indicé en la Introduccién, ésta no pa
rece particularmente convincente y es bastante cuestionable a jui-

cio de Gregory y col. (1978) y de Fee (1979).

Precisamente, también se ha llegado a poner en entredicho la
importancia del propio Oé- como fuente primordial de los radicales
letales OH'. Asf, Winterbourn (1979) ha demostrado que el quelato
Fe3+ - EDTA es capaz de catalizar la produccidn de OH® a partir del
H202 y de un reductor como el ascorbato, por un mecanismo indepen-
diente del superdxido. Y en presencia de ascorbato y superdxido, -
el mecanismo del ascorbato es, incluso mds importante que el del -

superéxido como fuente de OH'.

Seqgiin esta investigadora, aunque la generacidn de OH® depen-
diente de Oé- pueda ser mis significativa en ciertos casos, como -
cuando los granulocitos activados se concentran alrededor de un ob
jetivo (Michelson, 1976), el ascorbato en combinacién con el H,0,

3+ 2

y Fe - EDTA parece ser, en general, mds importante que el 02 co

mo fuente de OH*, y en consecuencia, a menos que se demuestre un -



mecanismo dependiente dg Oé_ mds eficiente, podrian existir dudas

respecto a que la funcion principal de la superdxido dismutasa sea
impedir la produccidon de OH®. En cualquier caso, lo que parece mas
relevante es la implicacidn del H202 en ambos procesos, por lo que
una eliminacion eficiente de este compuesto serfa una medida pre--

ventiva muy importante, para la eliminacidén de los radicales OH'.

Precisamente, el perdoxido de hidrdgeno generado en cloroplas
tos por accidén de la luz, adem3s de ser un inhibidor de la Cu,Zn-
superdxido dismutasa presente en el orgdnulo (Asada y col., 1975),
también puede inhibir la fijacidn de CO2 a concentraciones de IO-SM
(Robinson y col., 1980), por lo que debe ser eliminado del estroma
cloroplastidico. Para ello, Halliwell (1980) ha propuesto el funcio
namiento en cloroplastos {1 v{vo de un ciclo ascorbato-glutation,
constituido por estos dos agentes reductores, y la enzima NADP-de-
pendiente glutation reductasa, presente en el cloroplasto. De esta
forma, el dehidroascorbato producido bien por reaccidn con radica-

Tes Oé- 6 con H202, serfa reducido por el glutation, y la forma re

ducida de &ste regenerada por la glutation reductasa.

Halliwell (1979) ha puesto de manifiesto la existencia en --
cloroplastos de plantas superiores de otros mecanismos de protec--
cidn frente a las especies activadas de oxfgeno (Oé-, OH", I02), -
que podrian restarle importancia a la esenciabilidad postulada pa-
ra la superdxido dismutasa como enzima protector frente a la toxi-

cidad del oxigeno.

En cloroplastos est3n presentes varios compuestos de la cade
na de transporte electrdnico que reaccionan con los radicales supe
-, . . . ) . . .
roxido, como la ferredoxina, citocromo f y plastocianina, y tambien

reductores como el glutation, el ascorbato, e incluso iones libres
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Mn(11) vinculados al fotosistema |l (Asada y col., 1977b). De todos
ellos, los mas reactivos frente al superdxido son el an+ y el as-
corbato, siendo la constante de velocidad de este Gltimo 2,7 X 105
M_]seg~] (Halliwell y col., 1980). A pesar de que este valor es bas
tante inferior a la constante de velocidad de las superdxido dismu-
tasas, si se tiene en cuenta que la concentracidn de ascorbato en -
el estroma cloroplastidico puede alcanzar niveles de hasta 50 mM, -
seglin 1a edad de la hoja y su estado fisioldgico (Walker, 1971), es
presumible que el ascorbato sea capaz de interceptar una proporcidn

significativa de los Oé- formados An vivo.

Ademas del ascorbato, los pigmentos carotenoides presentes en
los cloroplastos, segidn Halliwell (1978b) son unos secuestradores -
poderosos del oxfgeno singlete (102), lo que proporcionarfa un meca
nismo de proteccién adicional al cloroplasto frente a la toxicidad
del oxigeno. Tampoco conviene olvidar que algunos complejos de Mn -
con protefnas y pigmentos, como el Mn-LHC (Foyer y Hall, 1980), pre
sentes en la estructura interna tilacoidal y vinculados al fotosis-
tema |1, pueden coadyuvar a la eliminacién de los radicales Oi- gene

rados en el cloroplasto.

Por otro lado, considerando las contestaciones mencionadas a
la hipdtesis de Fridovich sobre el papel de la superdxido dismuta-
sa, tampoco puede excluirse la posibilidad de que esta enzima desa
rrolle una funcién, hasta ahora desconocida, en algln segmento de
la cadena de transporte electrdnico de cloroplastos 6 mitocondrias.
De hecho, la accidén del ditionito sobre el espectro visible de la
Mn-superdxido dismutasa de hojas de guisante, es compatible con la

presencia de Mn(111) en la enzima y parece apoyar esta hipGtesis.

En conclusidn, es evidente que existen algunos datos experi-

mentales que hacen dudar de la esenciabilidad de la superdxido dis



mutasa, como mecanismo primordial de eliminacidn de los radicales
superdxido, y que apuntén hacia la existencia de otra funcidn fisio
16gica para esta familia enzimitica, hasta ahora ignorada. Sin em-
bargo, hasta que esta posible funcidn alternativa sea demostrada ex
perimentalmente, habr3d que continuar admitiendo, con todas las re-
servas pertinentes , la hipétesis de McCord y col. (1971) acerca del
papel protector de estas enzimas frente a la toxicidad potencial de

los radicales Oé_ generados en el curso de distintas oxidaciones bio
16gicas.



CONCLUSIONES
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Se ha llevado a cabo, por primera vez en plantas superiores, la
purificacidn a homogeneidad de una superdxido dismutasa conte--
niendo manganeso, a partir de extractos crudos de hojas de Pi--
sum sativum L., con un rendimiento de aproximadamente 1,2 mg/Kg

de hojas.

El peso molecular de la enzima determinado por filtracidon en gel,
electroforesis en poliacrilamida y atendiendo a su composicion -

en aminoacidos, es de 84.600, 94.500 y 101,600, respectivamente.

La Mn-enzima de P{sum Aativum L. est3d compuesta por cuatro subu
nidades de igual tamafo, con un peso molecular de 23.500, aparen
temente unidas por fuerzas no covalentes. La estructura tetramé-
rica de la enzima es bastante estable, obteniéndose la conver---
sién total en la subunidad elemental solamente después de incuba

ciones a 1002C en presencia de dodecil sulfato sédico y urea 8M.

La estequiometria metal-proteina de la Mn-superdxido dismutasa -
es de 1 mol de Mn por mol de enzima, habiendo sido corroborada -

esta relacién mediante ensayos de desnaturalizacidn y reconstitu
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cién del contenido en Mn de la enzima nativa. Los resultados ob
tenidos de los estudios de espectroscopia Optica y de resonan--
cia de spin electrdénico de la mangano-enzima, son coherentes --
con la presencia del estado de valencia Mn(lil) en la superodxi-

do dismutasa en reposo.

El andlisis de la composicidén en aminodcidos de la enzima mues-
tra un alto contenido en 3cido glutdmico, leucina, alanina y &ci
do aspartico, no habiéndose detectado la presencia de triptdfa-
no. La metionina es el aminodcido minoritario y existe un nimero

apreciable de restos de %—- cistina.

La constante de velocidad aparente determinada para el despropor
cionamiento del superdxido por la Mn-superdxido dismutasa de gui
sante (1,61 X 109M_l

tica, esta enzima es equiparable a otras superdxido dismutasas -

-1 . . .
seg ) demuestra que, en su eficacia catali-
que contienen un sélo dtomo metdlico por molécula,

Se ha realizado un estudio comparativo de las propiedades de la
Mn-superdxido dismutasa de la planta superior Pisum sativum L.,
con las de otras superdxido dismutasas de diferentes origenes,
que han sido hasta ahora investigadas. De las caracterfsticas -
estructurales, quimico-fisicas y cinéticas que han sido determi
nadas para la enzima (espectro de absorcidn visible-UV y de RSE,
peso molecular, punto isoeléctrico, composic¢idn en aminodcidos,
contenido met3lico, estructura cuaternaria, estabilidad frente
al pH y temperatura, condiciones Optimas de actividad, constante
de velocidad aparente y efecto de inhibidores) se deduce que la
Mn-superbxido dismutasa de guisante, aunque tiene algunas propie

dades comunes con enzimas andlogas de otros organismos fotosinté
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ticos, no muestra en general caracteristicas totalmente coinci-
dentes con las des&ritas para estos organismos, presentando tam
bién ciertas similitudes con Mn-superdxido dismutasas de proca-
riotas y eucariotas no fotosintéticos, cuya posicidn filogenéti

ca esti bastante distanciada de las plantas superiores.
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