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FUNDAMENTOS DE LA ENZIMOLOGIA
DEL OXIGENO

Precedentes historicos

Bien podria decirse que la verdadera historia de la bioquimica se inicia
a finales del siglo X VIII, cuando Prestley descubre el oxigeno v demugstra
que es producido por las plantas v consumido por los animales. Muy pronto,
Lavoisier reconoce que la respiracion es un proceso de oxidacion, En 1897,
Pasteur observo que las levaduras que crecian en ausencia de oxigeno su-
frian procesos de degeneracion en su estructura, al menos que algunos pe-
riodos de aercbiosis fueran intercalados durante su crecimiento, si bien ya
era conocida su capacidad de mantenerse vivas bajo condiciones anaerobicas
estrictas (citado per Warburg, 1966). Este fenémeno sugeria que el oxigeno,
ademads de aportar energia en los procesos de oxidacidn, era necesario para
la biosintesis de compuestos necesarios para la morfogénesis.

Desde una perspectiva diferente, Traube realiza en 1874 sus investiga-
ciones sumarizadas en su monografia Oxydationsfermente (citado por Keilin,
1966) en las que sugiers que las oxidaciones biologicas serian llevadas a
cabo por enzimas intracelulares que tendrian al oxigeno como substrato,
Este concepto se afianzé muy pronto gracias a loc trabajos de Yoshida en
Japon vy Bertrand en Francia, quienes a fines del siglo XIX trabajan con
enzimas que oscurecen y endurecen al latex de los drboles de laca orientales
(Keilin 1966, Fruton 1972). Lacasa fue el nombre que recibié el enzima res-
ponsable de la oxidacion de las sustancias fenolicas del litex. Esic 2nzima
fue encontrado ademds en algunas setas, las cuales contenian tamtién un
enzirma fenol oxidasa diferente, que fue llamado tirosinasa. Bertrand intro-
duce el términc oxidasa para estos enzimas y sugiere que son metalopro-
ieinas con propiedades cataliticas.

Yaa principios del siglo XX Bach y Chodat proponen que la activacion
biolégica del oxigeno seria llevada a cabo primero mediante una reaccion
del oxigeno con una molécula aceptora, gue ceria catalizada por una oxige-
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nasa seguida de la oxid.cion de un substrato orgdnico dador de electronos:
este segundo proceso seria catalizado por una peroxidasa v el resultado fi-
nal seria !a reduccion del oxigeno a agua. Esta hipotesis no recibid el so-
porte experimental necesario y fue pronto bandonada.

Un panorama diferente surge de las investigaciones de Thumberg, Wie-
land, Warburg v Keilin. Sus trabajos demuestran que la oxidacion biolégica
de los substratos organicos implica una deshidrogenacion de los mismos. [l
aceptor del hidrogeno seria un coenzima organico (por ej. el NAD), v Ia
molécula de oxigeno el aceptor final de los electrones y protones quedando
el coenzima oxidadc de nuevo. Esto ocurre en la cadena respiratoria cuvo
componente terminai, citocromo oxidasa, cataliza la reduccion de! oxigenoa
dos moleculas de agua.

Otras oxidasas solo reducian el oxigeno hasta el nivel de peroxido
(agua oxigenada), pero en ningun caso se habia observado antes de la dé-
cada de los 50 que el oxigeno se insertase en un substrato orginico. En
aquellos casos en que el oxigeno se incorporaba en compuestos organicos, se
asumia que era derivado del agua a través de la adicién al doble enlace
resultante de la deshidrogenacion del substratc organico

Pero la idea de que e! oxigeno ¢s fundamental para la vida, no solo
por ser el Gltimo aceptor de electrones de la cadena respiratoria, sino tam-
bién porque es necesario para la sintesis de metabolitos esenciales, (segun
la hipétesis de Pasteur), es nuevamente relanzada (Bloch ¢! al., 1946; An-
dreasen y Stier 1953) v en 19535, dos grupos de investigadores caracterizan
independientemente un nuevo tipo de reaccion enzimadtica, por la cual el
oxigeno molecular es fijado en substratos orginicos. Por un lado Mason y
por otro Hayaishi utilizando '#0,, descubren respectivamente como uno de
los atomos o los dos dtomos del oxigeno molecular son insertados en un
substrato orgdnico. Se propuso por tanto que los enzimas que catalizan tales
reacciones fuesen llumados oxigenasas (Hayaishi ef al., 1956). Desde enton-
ces, se han descubierto numerosas oxigenasas en animales, plantas y micro-
organismos. Estos enzimas han mostrado una gran versatilidad va que no
solo participan en maltiples reacciones biosintéticas, sino que también en las
vias de degradacidon de multiples substratos y compuestos extraios.

Asi pues, desde una perspectiva actual se han estatlecido dos campos
claramente diferentes en la enzimologia del oxigeno. Por un lado, aquel que
estudia la participacion del oxigeno en los procesos de oxidacion biolégica,
entendidos como aquellos en los que se produce una donacion de electrones
o dtomos de hidrégeno de substratos orgdnicos, que son transferidos a tra-
vés de cadenas de enzimas y portadores al oxigeno molecular como tltimo
aceptor, que es reducido a agua; dutunte esta transferencia, la energia es
conservada y usada para la sintesis de adenosin trifosfato (ATP). E! otro
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campo de investigacion, se ocupa de como el oxigeno es utldizado para la
biosintesis de algunos compuestos esenciales para la morfogénesis v la de-
gracion de otros, Ambos procesos, hasta ahora entendidos como diferentes.
pudieran ser manifestaciones distintas de una misma realidad biologica. Esta-'
blecer los vincuios de union en*re elios bien pudiera ser el reto de la enzi-
mologia del oxigeno en el futuro.

Enzimas con ¢l oxigeno molecular como substrato

Antes de exponer un andlisis mas detallado de los enzimas que se ocu-
pan en el metabolismo del oxigeno, conviene hacer algunas puntualizaciones
terminologicas y algin comentario sobre las propiedades quimicas del oxige-
no.

Entendemos por oxigeno molecular o dioxigeno (O,) el producto de la
unién covalente de dos atomos de oxigeno atdmicc (O). El oxigeno casi
siempre se presenta en forma molecular en la naturaleza y es muy poco
reactivo debido a su peculiar estructura electronica (De Kock & Gray 1980).
Una de las razones de su papel prominente en las oxidaciones biologicas es
su alto potencial de reduccion, es decir, es termodindmicamente un buen
agente oxidante, pero asi mismo. es bastante inerte. A temperaturas fisiolo-
gicas solo reacciona en presencia de catalizadores; ésta es la principal causa
de que sea precisamente el oxigeno y no otro elemento de la tabla periédica
(por ¢j. el fluor) el elemento oxidante de los seres vivos.

La activacién y reduccion del oxigeno molecular se lleva a cabo enzi-
maticamente por la adicion de electrones a los orbitales externos de la mo-
lécula, lo cual produce un alargamiento progresivo de la longitud de enlace
v consecuentemante, un debilitamiento de la energia de enlace entre los dos
atomos.

Todos los enzimas que activan y reducen al oxigeno molecular, son
proteinas conjugadas; es decir, el enzima total (holoenzima) estd constituido
por una parte protéica (apoenzima) y un grupo prostético (coenzima). Los
grupos prostéticos mas frecuentes son flavinas, hemo y cobre (Keevil & Ma-
son 1978), aunque también es frecuente observar al hierro formando parte
de grupos no hemo.

Es el grupo prostérico el que se combina con el oxigeno molecular. En
sentido general son tres los tipos de activacion del O, llevados a cabo por
los distintos grupos prostéticos (Maimstrém 1982):

1. Combinacion del O, con una flavina reducida para producir un flavin
hidroperéxido, cuyo destino posterior es controlade por efectos especificos

10
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en el centro activo.

2. Union del O, a un centro metalico reducido con grados variados de
transferencia electronica del metal al 0,

3. Activacion del substrato organico por un centro metdlico oxidado,
que reacciona directamente con el O, unido al centro activo.

Hasta la actualidad se conocen mds de 200 enzimas que tieaen al ox:-
geno molecular como uno de sus substratos (Keevil & Mason 1978). Esto-
pueden ser divididos en dos categorias principales: a) oxiuasas y b) ox:igena-
sas.

Las oxidasas catalizan reacciones en las que ¢! 0, actua exclusivamen-
te como aceptor de electrones, siendc reducido a ién superdxido (0,7), a
peroxido (H,0,) ¢ bien a agua (H,0) dependiendo que sea reducido este-
quiométricamente con uno, dos o cutiru clectrones, respectivamente. (Figura
1.1}

OXIDASA red IH,0 de”)

=

H,0,(2e")

0, (1e7)

g B

OYIDASA ox

Figura I.1.. Mecanismo de reaccidon general de las oxidasas. A significa un susbstrato
externo que se oxida (por ej. NADH o una proteina reducida). El oxigeno molecular puc-
de resultar reducido con 1, 2 6 4 electrones.

Las oxigenasas catalizan las reacciones en las cuales uno ¢ dos atomos
de oxigeno son incorporados en los substratos (Hayaishi 1964 & Nozaki
1969). A su vez, pueden ser divididas en dos clases: dinxigenasas, que cata-
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lizan la insercion de los dos atomos del oxigeno molecuiar en el substrato,
y monooxigenasas, también llamadasoxidasas de funcion mixta, que catalizan
la insercion de un atomo de oxigeno en el substrato, siendo el otro redu-
cido a agua. (Figura 1.2.).

MONOOXIGENASA red

\

\

¥
MONOOXIGENASA ox

Figura 1.2.: Mecanismo general de reacciéon de una moncoxigenasa de funcién mixta. A
significa un substrato oxidable que puede ser el propic substrato hidroxilable (R - H), o
bien un substrato externo, por ei. NADH. El agua formada procede de la reduccién de un
atomo de oxigeno que es aceptor final de los electrones del substrato hidroxilado o del
suiatrato externo. ’

A su vez las monicoxigenasas se subclasifican en monooxigenasas exter-
nas e internas, dependiendo que ia ieduccion a agua del segundo dtomo de
02 sea a expensas de un substrato externo (por ej. NADH) o bien por elec-
trones del propio substrato hidroxilado que resulta simultineamente oxidado
(Massey & Hemmerich 1975).

Naturaleza v funciones biolégicas de las reacciones de oxigenacion

Desde su descubrimiento, se han encouirado v estudiado muchas oxige-
nasas en animales, plantas v microorganismos.

En animales se localizan en el sisterra de membranas interno corocido
comc microsomas o cuerpos microsomales, v son mas a-undantes en drganos

I"\
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con funciones metabdlicas, siendo el higado de animales el principal porta-
dor de esta clase de enzimas y fuente de materia prima para la experimen-
tacion v conocimiento de este campo (Hildebrandt & Estabrook 1971; Nord-
blom & Coon 1977). Como se ha mencionado son enzimas muy versatiles e
intervienen en multitud de rutas metaboélicas:

a) Su participacion en el metabolisma de amincacidos aromaticos es
conocida hace tiempo (Havaishi 19€2). Las sintesis de serotonina, NAD vy
acetil coenzima A a partir del triptofano (Nishizuka & Havaishi 1963; Oka-
moto et al., 1967), se realizan fundamentalmente a través de reacciones de
oxigenacidon que incorporan uno ¢ Gos atomos de oxigeno,

De igucl forma, la sintesis de adrenalina, noradrenalina, melanina vy
hormonas tiroideas, a partir de la tirosina y fenilalanina, son realizadas por
enzimas de esta clase (Kaufmar, 1966; Udenfriend, 1966). La deficiencia de
fenilalanina hidroxilasa (EC i.14.3.1.) da lugar a la fenilcetonuria, un error
metabolico congénito que conlleva graves deficiencias mentales. La alcapto-
nuria es también debida a la ausencia congénita de una dioxigenasa (E.C.
1.13.1.5.). La hidroxilacion de la prolina a 4~ hidroxiprolina (Hutton ¢f a/..
1967, Kivirikko & Prockop, 1967), e! anico aminoacido constituyente 42l co-
lageno, e . ‘ambién realizada por una monooxigenasa que requicre ion ferro-
so, ascorbato y «-cetoglutarato.

b) En cuanto al metabolismo hpidico, intervienen en la sintceis del
colesterol, dcidos biliares y hormonas esteroideas (Hayano, :962); desatura-
cion de acidos grasos y sintesis de prostaglandinas (Bergstrom, 1967); bio-
sintesis de la vitamina A (Olson & Havaishi, 1965, Goodman et al., 1967).
etc.

¢) Las oxigenasas intervienen tambtién en el metabolismo de drogas. Las
reacciones de monoorigenacion catalizadas por microsomas hepdticos han
sido el objeto de intensas investigaciones por enzimélogos, farmacologos v
toxicélogos, va que estos enzimas con inducibies (Gillette ef al., 1957; Thur-
man ef al., 1972; Hildebrandt & Rocts, 1973), vy ademads de las ya mencio-
nadas reacciones de hidroxilacion, son capaces de catalizar otras reacciones,
tales como dealquilacion, decarboxilacion, desaminacion, etc. (Gillette er al.,
1966; Conney, 1967). Por estas razones, estin intimamente ligadas a los me-
canismos de detoxificacion de drogas y productos extrafios, entre los que se
incluyen aquellos que pueden inducir una transformacién carcinogénica v
también substancias anticarcinogénicas. La hidroxilacion de compuestos ex-
trafios, -en general compuestos alifdaticos y aromaticos, poco solubles-, ha-
cen que éstos tengan una mayor grado de solubilidad, y por lo tanto sean
mas metaboiizables. De aqui qu2 a estos enzimas, prezentes también en plan-
tas v microorganismos, se les haya adscrito un papel importante en la de-
toxificacion de productos nocivos, constituyendo un irnportante control de la
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polucion (Massey & Hemmerich. 1975).

Caracteristicas generales de las reacciones de monocxigeracion

Una de 1as propiedade: mas nocable del grupo de monooxigenasas es el
dob'e papel jugado por el substrato, el cual es a la misma vez un efector y
substrato. El ser efector guiere decir que los mismos substratos estimulan
enormemente la velocidad de axidacién del substrato externo (en general
NADN(P)H). Este papel efector ha sido corroborado por muchos ejemplos de
substratcs analogos (Staudt et al., 1974: Massey & Hemmerich, 1975), los
cuales incrementan también fa velocidad de oxidacion del substrato externo.
pero no sirven como substratos hidroxidables, no siendc enzimaticamente
atacados. En estos casos. el oxigeno consumidc es raducido a peréxido de
hidrogeno (H,0,) y no se produce agua, que es el producto habitaal de las
reacciones de hidroxilacion cuando el substrato es hidroxidable. Asi pues, el
incre nentc n el consemo dei substrato externo (NAD(P)H ), mds produccion
de H,0, es un test diagnostico paia e5tos pseudo-substratos iambvicn Haina-
dos desacopiantes (Ullrich & Diehl, 197}; Ulliich, 1979). Se ha observado
ademads, que en algunos casos, 10s substrates muestran ambas propiedades, es
decir, son hidroxiladcs y también dan lugar a un incremeato de la produc-
cion de H,0,. La posible causa, a nivel molecular, del efecto estimulante de
substiatos y desacoplantes, es la formacion de un compleio enzima-substrato
en ambos casos, pero sin embargo, el desacoplante no podria incorporar el
atomo de oxigeno por razones quimicas o estéricas (White-Stevens & Kamin,
1970; Narasimhulu, 1971; Bernhardt et al., 1973). Es altamente probable que
el peroxido de hidrogeno producido sec originado a partir del i6n superéxido
(O,") por dismutacion espontanea o bien enzimatica (Richter et al., 1977;
Kuthan er al., 1978; Kuthan & Ullrich, 1982).

Otra de las caracteristicas importantes de estos enzimas. es que en
casi todos los casos, la formacion del complejo enzima - substrato o pseu-
dosubstrato produce un cambio en las propiedades fisicas del enzima que se
aprecia mediante cambios substanciales en los espectros de absorcion, fluo-
rescencia y  dicroismo circular (Schenkman er al., 1567; Peterson, 1971:
Massey & Hemmerich, 19735).

En ultimo lugar, mencionaremos que en el caso particular de los enzi-
mas que contienen FAD como grupo prostético. se detecta ui aducto cova-
lente entre el O, y la flavina reducida. Este aducto es llamado compuesto I
o flavin-C (4a)- hidroperoxido (Ballou, 1982) (Figura 1.3.). Esta especie in-
termedia es la responsable de la insercion de un atomo de oxigeno en el
substrato, resultande asi hidroxilado.

14
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Figura 1.3.: Flavin-C (4a)-hidroperéxido, cc. uesto I de la catélisis de mouooxigena-
cion de los enzimas que contienen FAD como grupo prestético,
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CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE UNA OXIDASA:
D - AMINOACIDO OXIDASA

Aunque desde 1909 era conocida la oxidacién de los i-amineacidos
{Neubauer, 1909; Knoop, 1910), no fue hasia 1935 cuando Krabs aislo al en-
zima responsable de la oxidacion de los D- ¥-aminodcidos. El enzima fue
denominado D-aminodcido oxidasa (E.C. 1.4.3.3.) porque desamina a los D-
aminoécidos como una oxidasa, es decir, tiene como uno de sus substratos al
O,. El carbono @ del D-aminoacido es oxidado para producir un iminodcido
de acuerdo con la siguiente reaccion (1.1.),

0, H,0,
R \ ,/ R
- \ / |
H— C— NH; C =NH {1

(Sele) COO

Los electrones correspondientes al hidrégeno ¥ son entregados al U,
para producir peroxido de hidrégeno (H,0,), mientras que el imino dcido se
descompone espontineamente mediante la entrada de agua en el correspon-
diente a-cetoacido mas amoniaco (Burton, 1972; Hamilton, 1985) de acuer-
do con la reaccion (1.2)) :

H,0 NH,

X / ;

=

CQ—
I
Z
—_——
I
o
2

Q0" : o0

Perdxido de hidrégeno, amoniaco v el correspondiente -cetodacide
son los productos finales de la oxidacion de un D-aminocacido por este enzi-
ma. El mecanismo de reaccion del enzima ha sido intensamente estudiado

16
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(Massey & Gibson, 19€4; Dixon & Kleppe, 1965; Yagi, 1971: Porter ¢1 al.
1975, 1977), aunque algunos aspectos aun no han sido dilucidados: 1a exis.-
tencia de un «-carbanion como compuesto intermediario ha sido demos-
trada por Walsh et al.. (1971, 1972),

Caracteristicas del enzima

Elenzima se ubica en los llamados microcuerpos o peroxisomas (Hruban
& Recheigl, 1969; Bock et al.. 1980), que son sistemas de membranas inter-
nos, muy relacionados con el reticulo endoplismico.

El enzima es una proteina conjugada. La parte protéica tiene un peso
molecularaproximado de 50.000 daltons, aunque suele presentarse en dimeros
de 100.000 daltons (Fonda & Anderson, 1968; Shiga & Shiga, 1971). El en-
zima ha sido recientemente secuenciado (Swenson ¢ al., 1982: Ronchi et al..
1982) v sometido a un intenso estudio para el conccimiento de la estructura
de su centro activo v de los restos aminoacidos que intervienen en la fun-
cion catalitica (Swenson ¢/ al., 1981; Fitzpatrick & Massey, 1982 b).

Su grupo prostético esta constituiao por flavin-adenin-dinucleotido
(FAD) que no estd covalentemente unido al enzima (Porter & Bright, 1975).
Su potencial de oxidacion-reduccion es de - 0,004 voits a pHz7; la parte
protéica dei enzima parece controlar las propiedades d= oxidacion-reduccion
del coenzima (Brunori e¢f al., 1971). En la figura 1.4, se muesira el meca-
nismo de reaccion basico del enzima.

-

D- aminoicido

>

e et
iminodcido E- FADH.

Figura 1.4.
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Es precisamente el grupo prostatico el que, vna vez reducido (FADH,,)
reacciona con el O, para producir peroxido de hidrogeno, volviende asi de
nuevo al estado oxidado.

El enzima, ademas de metabolizar a casi todos los D-aminodcidos con
diferencias de Km y Vmax (Dixon & Kleppe, 1965; Young & Yamamoto.
1972), es también capaz de actuar lentamente sobre algin L-aminodcido co-
mo L-prolina y L-3,4-dihidroxiprolina(Welner & Scannone, 1964). Ader.as
de cstos substratos, el enzima actua también sobre el dcido tiazolidin 2-car-
boxilico (Hamiiton et al., 1979); v algunos D-hidroxidcidos (Dixon & Kleppe
19635; Yagi et al.. 1969).
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INTRODUCCION

El papel fisiologico del enzima D-cminoacido oxidasa (E.C. 1.4.3.3.) ha
estado sometido a controversia desde s1 descubrimiento en 1935 (Krebs).

Aunque se ha demostrado que existe vna actividad transaminasa para
D-amin~dcidos (Kakimoto et al., 1969; Ozawa et al.. 1973; Durham ez al..
1973) y una actividad ciclasa para D-glutimico (Sekura et al.. 1976) en sis-
temas eucaridticos no se ha establecido ningun papel fisiologico para los
D-amingdcidos (Meister ¢t al.. 1960).

La hipdtesis mas generalizada para explicar la funcion del enzima, fue
la propuesta por Krebs en 194§, Segun ésta, el enzima tendria un papel de-
toxificador,siendoelencargado de metabolizar los D-aminodcidosoriginacdos
por el metabolismo bacteriano, que cruzan la barrera intestinal y llegan al
higado. Pero con posteridad, s= ha demostrado que el enzima se encuentra
virtualmente en todos los tejidos de mamiferos, animales superiores y otros
seres vivos pluri o unicelulares (Krebbs, 1948; Neims & Hellerman; Barker &
Hopkinson, 1977; Rosenfe ' & Leiter, 1977; Robinson et al., 1978; Jensen &
Jakobsen, 1984). Los fallos habidos en detectarlo en algunos tejidos (Barker
et al., 1977) pudieran ser debidos a limitaciones técnicas o bien a que el
enzima sea inducible (Meister et al., 1960; Swank er al., 1977) y esté au-
sente en algunas circunstancias no definidas. Esta ubicuidad cuestionaria la
hipotesis de Krebs, ya que no justiticaria la localizacion extrahepatica de
enzima.

Otra hipotesis es la que propone que el enzima seria una reliquia de la
evolucion y no juega ningun papel metabolice (Baker et al.. 1977), pero se
ha establecido que su actividad incrementa con el desarrollo, siendo este
comnortamiento contrario al de un enzima vestigial {Hamilton, 1983).
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Descartados los D-aminoacidos, se han propuesto otros substratos. El
mas recien.e 2 interescnte de ellos ha sido el acido tiazolidin-2-carboxilico
(Hamilton ez a!'., 1379; Hamilton, 19835). Sin embargo, este substrato también
ofrece algunas Jdudas, va que la Km del enzima para este substrato es varios
ordenes de magritud por encima de su probable concentracion intracelular
(Fitzpatrick & Massey, 1982 a). :

La ausencia, pues, de un papel fisiologico aceptable para el enzima D3-
aminodcido oxidasa, v la incognita actual acerca de sus substratos verdade-
ros, son las razones justificativas de este danalisis teérico que tratard de
arrojar alguna luz sobre los interrogantes planteados.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio tedrico se han utilizado modelos moleculares (con un
error <1%) vy se han realizado figuras con una perspectiva adecuada a
nuestros fines.

El desarrollo teérico esta basado en modelos bioldgicos asentados desde
el comienzo de la enzimologia:

1. Existencia de un complejo enzima-substrato (Brown, 1902; Henri,
1902). Este complejo, que seria el resultado de un reconocimiento estereo-
quimico del substrato por el enzima, es el paso preliminar sin el cual no
puede comenzar la catdlisis enzimatica. Desde el punto de vista cinético
puede ser representado por madio de la ecuacion:

(11.1)

Donde, E: enzima; S: substrato: E-S: complejo enzima substrato; K, y K,
constantes de formacion y disociacion de dicho complejo.

2. Modelo llave-cerradura: Este modelo asume que el enzima posee una
region Hamada sitio activo, o sitio catalitico que es complementario en ta-
mafo, forma v naturaleza quimica del substrato. Asi, solamente una sustan-
cia, o un numero limitado de eilas pueden unirse al enzima y actuar como
substratos (Fisher, 1894). Solamente cuando el substrato es anclado con una
orientacion adecuada en el sitio activo, puede sufrir el cambio quin:ico que
lo transforma en producto.
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Este modelo explica la alta especifidad exhibida por los enzimas y los
fenémenos de inhibicion competitiva llevados a cabo por moléculas parecidas
estructural v quimicamente a los substratos (Segel, 1975).

3. El cuerpo de conocimiento actual sobre los enzimas que tienen zl 0,

como substrato, ampliamente tratado en la parte I, ha sido utilizade para
proponer una nueva actividad del enzima D-aminodcido oxidasa.

RESULTADQOS TEORICOS

1. Sobre los substratos del enzima D-aminoacido oxidasa

a) D-aminoacide oxidasa oxida D~ pero no L-aminodcidos

Como se ha mencionado previamentz, casi todos los D-aminodcidos son
substratos del enzima, mientras que los L-aminodcidos no son metabolizados,

conlaexcepcionde L-prolinayL-3 4dihidroxiprolinaque sonoxidados muy
lentaracnte (Wellner & Scannone, 1964).

Para exp.icar esta especificidad para formas D, centrada fundamental-
menie en el proceso de acoplamiento del substrato con el enzima, es preciso
formular dos observaciones fundamentales: la primera es que las cadenas
laterales (R) de los D-aminodcidos, idénticas a las de los L-aminodcidos,
intervienen de forma poco decisiva en el proceso de formacion del complejo
enzima-substrato. Las caracteristicas de la cadena lateral (R) influirian fun-

damentalmente en los parametros cinéticos (Vméax v Km) (Dixon & Kleppe,
1965); vy dado que las cadenas laterales de los aminodcidos tienen caracte-
risticas quimicas muy variadas, e! enzima tendria poca especificidad en su
reconocimiento (Bender & Krebs. 1950). Por lo tanto, la segunda observacion
a realizar es que el enzima debe reconocer a sus substratos en funciéon de
la estructura del carbono @ , comun a todos los D-aminodcidos y diferente,
en tanto que imagen especular, de la de los L.-aminodcidos. (Figura I1.1.)

Ademas de la cadena lateral, el carbono 4 de los aminoacidos es el
portador de les grupos amino y carboxilico (ambos cargados positiva y nega-
tivamente en condiciones fisioldgicas), asi como del atomo de hidrogeno o,
que es concretamente el objeto de la catdlisis enzimdtica (ambos electrones
del enlace C @ - H, serdn entregados al O, por el enzima).

Por lo tanto, la posicién espacial u ordenamiento estérico de los ele-
mentos citados -cadena lateral (R), grupos amino y carboxilico e hidrogeno
1 - en una forma denominada convencionalmente D, para diferenciarla de
su imagen especular L, es el factor decisivo en el formacion del complejo
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enzima-substrato que precede a la catalisis.

Figura I1.1: L- y D-aminoacidos. La carga positiva del grupo amino est4 repartida en-

tre los tres atomos de hidrégeno, y la negativa entre los dos atomos de oxigeno del
g g

grupo carboxilo

Per otra parte, es razonable pensar gue la especificidad del enzima
para D-aminodcidos es debida al hecho que el sitio activo tenga otros gru-
pos cargados electropositiva y electronegativamente (tirosinal™) 55 y lisina
(+) 204 (Massey & Ghisla, 1983) que atraigan a los grupos cargados del D-
aminodcido, de tal manera gue el hidrogero @ quede correctamente colo-
cado y pueda sufrir el ataque catalitico, una vez completado e! proceso de
acoplamiento. Es obvio que la configuracion del mencionado sitio activo del
enzima es tal que permite exclusivamente el reccnocimiento y catilisis de

los D-aminodcidos. Sin embargo, el enzima tendria también cierta capacidad
para reconocer a los L-aminodcidos, dado que éstos podrian ser acoplados
con una orientacion distinta del hidrégeno ¥ , pero debido a ésto, no se-
rian metabolizados. Lainhibiciéncompetitivapor L-leuzina, L-fenilalanina,
L-metionina y L-norvalina, entr2 otros (Edlbacher & Wiss, 1944: Dixon &
Kleppe, 1965; Rudie et al.. 1980) confirman esta posibilidad.

Pero, tal y como se ha apuntado al comienzo, no existe ninguna evi-
dencia convincente que justifique que los D-amincacidos (ni otros substratos
propuestos hasta ahora) sean los substratos fisiologicos del enzima D-amino-
dcido oxidasa. Una busqueda prospectiva de los substratos fisiologicos del
enzima, podria apoyarse en el modelo «llave-cerradura» que explica el alto
grado de especificidad de los catalizadores biologicos (Fisher, 1894). Segun
este modelo, en este caso concreto los D-amino4cidos podrian ser considara-
dos como «ganzuas» o llaves falsas que encajarian en la «cerradura» consti-
tuida por el sitio activo del enzima. Por lo tanto, es razonable pensar que
existird cierta similitud estructura: entre los D-aminoacidos y los substratos
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reales, de la misma manera que una llave falsa debe parecerse a la llave
original v verdadera.

Este parecidc estructural con los posibles substratos fisiologicos debe
ser establecido fundamentalmente a nivel de la estructura de carbono & de
los D-aminodcidos va que como s2 ha deducido con anterioridad, es esta
cstructura a que es reconocida por el sitio activo del enzima.

b) L-aminodcidos polimerizados

Los L-aminodcidos constituyen los unicos materiales utilizados univer-
salmente en la construccién de proteinas y enzimas. La union sucesiva de
un L-aminocdcico a otro mediante enlace amido, determina la formacion de
polimeros de longitud variable que constituyen los llamadss péptidos y pro-
teinas. Tanto la longitud, como la composicién aminodcida de cada uno de
estos polimeros esta previamente determinada por el codigo genético.

Durante el transcurso de su sintesis, el polimero de L-aminodcidos
sufre una serie de plegamientos determinados por las caracteristicas hidro-
fobicas o hidrofilicas de las cadenas laterales (R) (Chou & Fasman. 1974),
con el fin de conseguir una energia conformacional minima en el seno de
los fiuidos biologicos constituidos fundamentalmente por agua.

Estos plegamientos, denominados enconjuntoconfermacionsecundaria
de la proteina, consisten basicamente -ademas de la conformacion no astable
o al azar- en la hélice @ y la confermaciéon 2 o lamina 8 (Kendrew,
1961; Dickerson & Geis, 1969).

Si ahora consideraraos una proteina o polipéptido en conformacion 8
‘figura I1.2.), y dirigimos la atencion a cualquier hidrogeno correspondien-
ie al carbono ¢ del L-aminodcido polimerizado (por ej. el que aparece en
el drec enmarcada del centro), se observan en su vecindad dtomos con carga
eléctrica. La carga negativa parciai del atomo de oxigeno dei grupo carbo-
nilo v la carga positiva parcial del atomo de hidrigeno del grupo imino,
cercanos al dtomo de hidrégeno o , son el resultado de la estabilizacién
por resonancia de los atomos incluidos en el enlace peptidico o amido. Am-
bas cargas configuran un entorno eléctrico para el atomo de hidrogeno o .

Si ahora analizamos de la misma manera el entorno eléctrico vy las
posiciones relativas de grupos cargados con respecto al atomo de hidrégeno
1 en D- y L-aminodcidos (figura I1.1.) v los comparamos con los de la 1d-
mina 8 (figura I1.2.), resulta que las posiciones de los dtomos cargados del
misimo signo y la cadena lateral (R) cen respecto al hidrigeno o, son
similares en el D-aminodcido y en el ldmina 2 ; mas aun, las distancias
reales entre los elementos en cuestion son muy parecidas en ambas estruc-
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turas moleculares,

Figura I1.2.: Arriba: Cadena proteica (hecha con L-aminoacidos polimerizados en con-
formacién de limina 8 ). Area murcada: dtomo de hidrégeno positivo del grupo iminc, y
atomo de oxigeno del grupo carbonilo eu relacién con el atomo de hidrégenc @ . Aba-
jo: D-aminodcido. Area marcada: atomo de hidrégenc positivo del grupo amino y atoro
de oxigeno negativo del grupo carboxilo en relacién con el 4tomo de hidrégeno @ . Las
flechas indican las coincidencias de posicion del hidrégeno @, diomos cargados v ca-
dena lateral (R) en ambas estructuras.

Aunque solo se muestra una pesicion identica se muestra para ambas
estructuras, se puede obtener un conjunto de ellas rotando los dngulos |

~

y ¢ delaldmina 2 vy los dangulos corresgondientes del D-aminodcido.

Evidentemente no existe una identidad global si se considera el enlace
peptidico completo, pero a pesar de ello, el sitio activo del enzima podria
acoplar a la lamina 2 por este borde. Por otra parte, es claro que ciertas
partes de la lamina B muestran un gran parecido con la estructura del
carbono o de los D-aminodcidos, precisamente aquella que es, con gran
probabilidad reconocida por el sitic activo del enzima.

DadoqueelenzimaD-aminodcidooxidasaesunenzimacompartimenta-
lizado y unido a membrana, se propone a la luz del argumento presentado
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que sus substratos pudieran ser atomos de hidrageno a de locus/i en con-
formacion § de otras proteinas de membrana.

2.Sobre la actividad enzimaiica del enzima D-aminoacido nxidasa v sus
productos finales

Porsu accionsobre los D-aminodcidos, elenzima D-aminodcido oxidasa
es considerado actualmente una oxidasa (Mason, 1963; Yagi, 1971; Porter &
Bright, 1975). Como se ha mencionado, el enzima oxida a los D-aminodci-
dos a nivel del carbono @ v reduce al oxigeno molecular entregindole
2 e". Perdxido de hidrégeno, un x-cetoicido y amoniaco son generalinenta
los productos finales (véase reacciones 1.1, y 1.2).

Si consideramos ahora que sus substcatos fuesen Atomos de carbono e
hidrégeno o de lamina B , la actividad oxidasa wzenzionada no tendria
sentido, ya que !a oxidacion de la proteina a este nivel probablemente dana-
ria su integridad y su estabilidad. Es yreciso proponer otras aiternativas con
respecto al mecanismo de accion de! enzima sobre los substratos que aqui se
propcnen:

a) D-aminoacide oxidasa considerada como una monooxigenasa
extesna

Como se mencioné en la parte I, los enzimas aue tienen al O, como
substrato pueden ser de dos clases: oxidasas y oxigenasas. Pertenecientes al
segundo grupo, las monooxigenasas son enzimas que catalizan la incorpora-
cion de un atomo de oxigeno en el substrato, mientras que el otro es redn-
cido a agua (Mason, 1965; Havaisi et al., 1969; Gunsalus et al.. 1975; Malms-
trém, 1982). Si el enzima no puede ser considerado como una oxidasa, la
otra posibilidad es que funcionase como una monooxigenasa, de tal manera
que un dtomo de oxigeno fuera incorporado en el carbono @ , v el otro
reducido a agua con los electrones de un substrato externo oxidable (de
aqui la cunsideracidon de monooxigenasa externa). Los productos finales se-
rian el carhbono o de la proteina hidroxilade {P= Cu - OH) de la figura
I1.3. y agua de acuerdo con el esquenia de la figura 11.4.

El mecanismo de reaccion de ias oo rooxigenasas (Massey & Hemme-
rich, 1975; Walsh, 1978; Malmstrém, 1982) podria aplicarse igualmente en

este caso.
L()
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Figura IL.3.. Aspecto quimico-estructural de un carbone ¢ Lidroxilado ecrrespon-
diente a una pioteina en coniermacitn £ . Un puente de hidrégeno puede formarse entre
¢! atomo de hidrSgeno d-! grupc hidroxilc y el oxigeno del grupo carbonilo de !a cade
nx, Notese la tetraaustitu-4n del carbono a

—

P=C2-0H

Figura J1.4.: Mecanis:no de monooxigenssa externa propuesio para D-aminoacido oxi-
L L P r
daca ‘D'\AO indica el P,I’lzllﬁ-".;.

b) D-aminodcide oxidasa considerado como un enzima con actividiod
hidroreroxido sintetasa

Siendo D-aminoacido oxidasa un enzima de membrana, pudiera formar
parte de una cadena de transporte electrénico ampliamenie distribuidas en
membranas peroxisomales, microsomales v mitocondriales. Desde este punic
de vista, seria interesante proponer gue el enzima (y auizas también otras

b 1o 4
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monoox::~n4sas)ademas de oxidar unsubstrat. 2xterno, pudizratambién re-
ducir otros sut.i ~tos externos. En este casc, la molécula de oxigeno
seria incorporada en ¢! .:-hono o de la proteina parn formar un
hidroperdxido (P= Ca- O - OHj tisgrra 1L5.) v no se produciria agua, de
acuerdo con el esquema de la figura 11.6.

[ e
|

Figura I1.5.: /Aspecto quimico estruciuirai de ua carbono o hidroperoxide no ioniza
do. Se pueden fcrimar dos puentes de hidrogeno entre el gripo hidroperoxido y los gru
pos cargados de a cadena. Nétese tambiédn tetrasubstitucién del curbono a

- ey e

B i e e i S e L

Figura I1.6.: Mecanisnmo de la accién hidroperéxide sintetacs propuesto para D-amino-
acido oxidasa; B indica in molécula oxidante.

El mecanismo de esta reaccion podria establecerse hipotéticamente en
un complejo ternaric, en el cual el compuesto I de la catdlisis de las mo-
noxigenasas ligadas a flavinas (flavin C (4a) hidroperoxido, figura 1.3.) es
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oxidado en el sitio N por el aceptor de electrones, con transferencia si-
multanea del grupe peroxeno (H - O - O*)a un :-carbanion intermediario
de la proteina similar al descrito para la cataiisis de los D-aminodcidos
(Walsh et al.. 1971, 1873),

DISCUSION

Laconsideraciondel enzima D-aminodcido oxidasacomo una monooxi-
genasa externa, es decir, considerar que una oxidasy pueda tener una acti-
vidad monooxigenasa no es una proposiciin nueva. £samgliamente conocide
que diversos enzimas monooxigenasas vy lus sistemas de hidroxilacion mi-
crosoinales, cuyo componente me jor conocido es el citocronro P 450, pueden
mostrar ambas cctividades, oxidasa vy monooxigenasa (Nordblom & Coon,
1977; White & Coon, 1980; Kuthan & Ullrich, 1982). Ademds, los enzimas que
catalizan reacciones de monooxigenacion, muestran una actividad oxidasa
endogena, que es altamente potenciada por desacoplantes (Massey ot o/
1975).

De la misma manera, los D-aminodcidos podrian ser considerados como
cubstratos analogos -no hidroxidables- cuzndo son metabolizados in vitre por
un enzima monooxigenasa, tal y como podria ahora ser considerado el en-
zima D-a- '~ “~‘do oxidasa. Las peculiaridades de estos substratos harian
posible - ©16n en vez de una hidroxilacidn a uivel del carbono ¥ .,
cuyo - 1a la produccion del iminoacido y peroxido de hidrogeno.

La propu ta de consicerar una actividad 'idroperoxido sintetasa para
el enzima si una segunda molécula oxidante participase en la reaccién, se
veria apoyada por el hecho de peroxidasas que también catalizan reacciones
de monooxigenacion (Buhler & Mason, 1961; Riddle & Mazelis, 1964) y por la
posibilidad de que ciertos enzimas, como el citocromo P 450 puedan catali-
zar reacciones de hidroxilacién bien, a partir de peroxido de hidrégeno. bien
a partir de 0O, y NAD(P)H (White er al.. 1980). En ambos casos, se puede
postular 12 ¢ istencia de un hicroperdxido organico en el punto comun de
las reacciores de peroxidacién y monooxigenacion.

En este sentido, la sintesis no enzimatica de radicales peroxido en el
carbono ¢ de ciertas proteinas ha sido realizada tras st irradiacién en
vacio v transferencia posterior a una atmaosfera de 0, (Dimmey & Gordon,
1980). Este hecho apoyaria la posibilidad estructural de derivados oxigenados
en el carbono 1 de las proteinas.

Por otra parte, la capacidad de los hidroperoxidos para sustituir al 0,
en las reacciones de hidroxilacién catalizadas por el citocromo P 450 pone
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de nuevo a debate la cuestion de los peroxidos organicos sintetizados biolo-
gicamente como representantes de otro mecanismo de activacion del oxigeno
molecular diferente 2 ios ya descritos (Malmstrom, 1982). Mediante este me-
canismo, el oxigeno molecular seria incorporado en un substrate orzanico
para formar un hidroperoxido, que a continuacion es reducido a hidroxilo
con la forinacion de una melécula de agua, lo cual es esencialmente una
reaccion de ronooxigenacion. Esta reaccion puede ser catalizada por un solo
enzima como en el caso de las monooxigenasas, o alternativamente por dos
enzimas en dos reacciones separadas, lo yue significaria una actividad hi-
droperéxido sintetasa para el primeio de 2llos. Mas aun, el hidroxilo resui-
tante podria ser reducido de nuevo para regenerar el producto inicial y pro -
ducir otra molécuvla de agua (figura 11.7.).

i
|
|

L

Figura I1.7.: Ciclo del carbonc @ propuesto para la activacion y reduccién del oxi-
geno molecular a agua.

En el esquema de la figura I1.7. se sumariza ciclicamente el conjunto
de reacciones que podrian suceder en el carbono ¥ : El O, molecular se
reduce a dos moléculas de agua mediante la adicion de 4 e”. El primer par
de e se destina a la sintesis del hidroperoxido y su peroxidacion con pro-
duccién de una molécula de agua,por un complejo enzimaitico con ambas
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actividades. El hidroxilo resultante es reducido a agua por otro enzima que
no rcacciona directamente con el O,. pero en relacion estrecha con el pri-
mer complejo o incluso perteneciente a él.

Si se considera desde el punto de vista dindmico, el ciclo de carbono
presentado es, en esencia, el esquema de una oxidasa terminal, ' de hecho
podria adaptarse a los esquemas previamente propuestos para ¢l mecanismo
de reaccion del complejo citocromo oxidasa (Caughey et al., 1975; Orii, 1982;
Chance et al.. 1983). Es un hecho bien conocido que este complejo muestra
una actividad oxidasa-peroxidasa (Chance et al.. 1683), la cual podria homo-
logarse a una actividad carbono @ hidroperéxido sintetasa-peroxidasa. La
segunda reduccion seri- llevada a cato por el citocromo a del complejo a
a4, cuya funcion es desconocida actualmente. Este componente no reacciona
con el O,, aunque participa en su reduccion. Por altimo, el locus de car-
bono 1 que intervendria en la reaccién corresponderia a la proteina F,
ATPasa (Racker, 1976), la cual se encuentra en estrecha relucion con el
complejo a a,.

Asi, el enzima D-aminoacido oxidasa podria ser, junto con otras oxida-
sas, peroxidasas, monooxigenasas y otros, un miembro mas de un amplio
grupo de enzimas con una estereospecificidad dirigida hacia loci de carbono
@ en conformacion de lamina 8 o similar, capaces de activar el oxigeno
molecular, oxidando y reduciendo en grado variable el carbono o de cier-
tus proteinas que serian consideradas como sus substratos.

De forma general, se presenta a continuacion un resumen de las posi-
bles funciones bioldgicas de los derivados oxigenados de carbono « :

1. Ademads del papel mencionado en la activacion del oxigeno, los hi-
droperdxidos de carbono @ pueden estar relacionados con las muchas reac-
ciones de cxidacion-reduccion que ocurren en microsomas y mitocondriasen
las cuales intervienen peroxidos organicos (por ej. oxidacion del citocromo C
por ¢itocromo ¢ peroxidasa y oxidacion del giutation por glutation peroxida-
sa).

2. La reduccion de los hidroperdxidos de carbono « a hidroxilos po-
dria tener ui papel en los procesos de conservacion de energia y ambos
derivados podrian estar presentes en las ATPasas mitocondriales y de cloro-
plastos.

3. Loe hidroperoxidos de carbero ¥ tendrian propiedades quimicas de
los peroxiacidos y acidos peroximidicos debido a la proximidad de los grupos
imino y carbonilo (figura 11.5.). De esta manera, si se consideran ciertas
modificaciones en 2] mecanismo de reaccion del citocromo F 450 (White e:
al.. 1980) un hidreperoxido cendensado a nivel de carbono i pudiera ser el
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peroxido protéico que necesariamente debe participar en la reaccion. Este
perdxido protéico condensado ha sido postulado pero aun no ha <ido inden-
tificado. por lo tanto, los derivados del carbono 1 podrian estar nresentes
no solo en proteinas substratos sino también ep enzimas.

4. Las modificaciones postranslacionales a nivel del carbono ¢ pn-
drian tener tambien un papel en !a elaboracion de la estructura de protei-
nas; ia sintesis de estos derivados podria representar un nasc necesario en
el procesamiento de proteinas de memibrana y citoesqueleto.

5. Los hidroxilos en el carbono ¢ podcian jugar un papel regulatorio
en la actividad de las proteinas ya que este locus implica un iugar de fos-
forilacion; una molécula de fostato insertada a este nivel interaccionaria con
los grupos cargados de la cadena produciendo cambios conformacionales en
la ldmina 3 que influirian sobre la actividad de la proteina. Los mismos
cambios conformacionales producidos por hidrolisis de ATP y fosforilacion
de los hidroxilos de carbono « podrian estar en reiacion con la transfor-
macion de la energia quimica en biomecanica.

6. De los puntos anteriores, cabe deducir un papel de regulacion del
crecimiento celular para este grupo hipotético de enzimas. Es ampliamente
conocido que los fenomenos de activacion celular, tanto normales como neo-
plasicos implican, por un lado, la activacion del oxigeno (Klebanoff, 1959;
Troll & Wiesner, 1983) y por otro fosforilacion de proteinas (Cooper & Hun-
ter, 1983; Hunter e! ai., 1984). Particularmente, se ha reconocido un papel
en los procesos de regulaciénal enzima D-aminoacido oxidasa. Observaciones
realizadas en tejidos tumorales han mostrado que el numero de peroxisomas
y la actividad de los enzimas que contienen -entre ellos D-aminodcido oxi-

dasa-, descienden considerablemente; si de alguna manera se consigue una
reversion del estado neoplasico se observaunarecuperazion del numero de
paroxisomas y un aumento de la actividad de sus enzimas (Mochizuki et al.,
1976; Sun & Cederbaum, 1980).

En suma, estos hipotéticos derivados del carbono « podrian estar
ubicuamente distribuidos en los seres vivos, realizando poiencialmente una
amplia variedad de relevantes funciones biolégicas.
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ENFOQUE EXPERIMENTAL DE NUESTRA
HIPOTESIS Y SU JUSTIFICACION

El analisis teérico realizado sobre los substratos de! enzima D-aminod-
cido oxidasa propone bdsicamente los siguientes postulados:

1?) El enzima D-aminodcido oxidasa seria un miembro mas de un am-
plio grupo de enzimas que incluiria oxidasas, peroxidasas, monooxigenasas y
otros, cuyos substratos, ademas del O,, pueden ser otras proteinas.

2%) La parte concreta de las moléculas protéicas sobre la cual actua-
rian los enzimas de este grupo, serian locus/i del carbono o con ura con-
formacién 8 o similar, con caracteristicas esteroquimicas muy parecidas a
las del carbono a de los D-aminodcidos.

3%) La accién enzimatica de este grupo de enzimas consistiria en la
activacion del oxigeno molecular mediante la sintesis de un hidroperoxido
estable o intermediario en el carbono ¥ , cuya peroxidacion daria lugar a
un carbono a hidroxilado.

Las posibilidades de abordaje experimental podrian ser, entre otras, las
siguientes:

a) Identificacion directa de derivados oxigenados de carbono a en
material biologico. :

b) Sintesis enzimatica en el laboratorio de dichos derivados en subs-
tratos adecuados y su identificacion posterior. Los substratos a utilizar de-
berian reunir un minimo de condiciones: estar dotados de estructuras de
carbono o . y que ademas adoptasen una conformaciéon 8 , en unas con-
diciones de pH y medio de reaccion adecuados para el funcionamiento enzi-
mdtico.

Aunque en teoria existirian algunos polipéptidos y poli-L-aminoacidos
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que reuniesen estas caracteristicas, tanto la primera como la segunda posi-
vilidad de abordaje experimental trciezan con graves dificultades a la hora
de aplicar la tecnologia adecuada para ia identificacion de dichos derivados.
aun en el caso que se consiguiera su sintesis,

Las tecnicas necesarias para la identificacicn de estos derivados oxige-
nados exigen el uso de isotopos radiactivos de! oxigeno v/o la utilizacion de
espectrometria de resonancia -bien de spin electron (ESR) o magnética nu-
clear (NMR). Aunque se pudiera utilizar la ultima de las acs tAcnicas men-
cionadas, seria necesario ademas introducir condiciones experimentales adi-
cionales para la obtencion de resultados, bien seaunaelevada concentracion
del producto a identificar, bien el uso de substratos marcados, en nuestio
caso con C!3, en el lugar donde se produciria la reaccion enzimdtica de
oxigenacion.

Tales exigencias ponen fuera de nuestro alcance los abordajes men-
cionados por su complejidad y no disponibilidad en nuestro entorno de tra-
bajo habitual.

¢) Por ultimo, hemos optado por la realizacion de trabajos experimen-
tales sobre aspectos mds generales y con un cardcter mads funcional,presen-
tandu un fenémeno biolégico no descrito previamente que, si bien no de-
muestra indiscutiblemente nuestros postulados, si los apoyan de forma in-
directa, dejando una via abierta al debate.




TRABAJOS EXPERIMENTALES
CON PEROXIDASA DE RABANO

Las peroxidasas (POD) son enzimas muy frecuentes en animales y plan-
tas. Solo unas pocas han sido purificadas, entre ellas la peroxidasa de ra-
bano. Su purificacién y cristalizacion fue conseguida hace tiempo (Keilin &
Mann, 1931; Theorell, 1942). Es por eso que sus propiedades enzimadticas,
fisicas y quimicas han sido estudiadas iniensamente, pero su pape: fisiolo-
gico no es del todo conocido en la actualidad.

Propiedades fisico-quimicas

El peso molecular de la peroxidasa de riabano es alrededor de-
40.900 (Cecil & Ogston, 1951); el punto isoeléctrico es de 7,2 (Theorell &
Akeson, 1943). Eienzima es ampliamente estable a pH 3,5-12 (Maehly, 1952)
y resiste a 63°C durante 15 minutos. Su potencial de oxidacion-reduccion es

relativamente bajo con un vaior aproximado de Eo = - 0,2 volts a un pH de
6-7,5 (Harbury, 1957).

El enzimia es una proteina conjugada cuyo grupo prosiético esta cons-
titnido por un grupe hemina, cuyo atomo de hierro tiene un estado de oxi-
dacion de 3 (Fa 3*) cuando el enzima esta purificado.

Actividades enzimaticas
1. Actividad peroxidasa

Esta actividad es considerada como clasica y es la mds conocida; con-
siste en la reduccion de perdxido de hidrogeno v de otros peréxidos orgdni-
cos como el metil-etil-perdoxido, utilizando electrores de diversos donantes.
El mecanismo de peroxidacion puede resumirse en la siguientes reacciones
(George, 1953 a, b):
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POD (Fe?*) + H,0, Compuesto I (111.1.)

Compuesty 1 + AH, ————=Compuesto 11 + AH* (N1.2)

Compuests Il + AH,————=Ferriperoxidasa + AH' + 2H,0 (IL.3.)

En algunos casos, ocurre la formacion del comgpuesto Il que es inac-
tivo a partir del compuesto Il y exceso de H,0O,:

Compuesto 11 + H,0, Complejo I (inactivo) (11.4.)

Este complejo se ide; tifica con oxiferroperoxidasa (!-'ez"{.)2 0 Fes*()z-)
(véase mads adelante).

El donante de electrones, AH,, puede ser un conjunto muy variado de
substancias tales como fenoles: hidroquinona, catecol, guayacol, resorcinol,
pirogallol, etc.; aminas: anilinas, dcido p-amino benzéico, etc.; enedioles:
dcido ascorbico, v otros; acido urico, NAD(P)H, nitritos (Maehly, 1972).

Los compuestos 1, 11, v 111 de las reaccione~ de peroxidacion, pueden
ser registrados espectrofotométricamente. La tabla 111.1. muestra las longitu-
des de onda (en nandmetros) v los coeficientes de extincién molar (mM-!
cm™?) de cada uno de ellos (Chance, 1952), y del enzima libre con cianuro
(Chance, 1946).

Compuesto

I =

II 527
11 546
HCN 540

Tabla III.1.

2. Actividad de oxidacion aerobica

Junto a la actividad peroxidasa mencionada, el enzima puede también
catalizar reacciones de oxidaciC. de ciertos substratos, en las que el O, es
el aceptor de electrones. La primera de tales reacciones, fue descubierta
utilizando como substrato oxidable el dcido dihidroxifumdrico (Swedin &
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Thaorell, 1940); posteriormente se observo que otros substratos tales como
triosa reductora (Yamazaki, et al.. 1956) vy acido indol-3-acetico (Kenten,
1955) eran también adecuados para realizar este tipo de reaccién; y por
ultimo los nucleotidos de piridinareducidos (NAD(P)H) (Yokota & Yamazaki,
1965).

Aunque existen ligeras diferencias en la oxidacion de los cuatro subs-
tratos mencionados, las caracteristicas generales de esta clase de reaccion
pueden resumirse en (Yanazaki et al. 1965):

2) Dependencia irregular de la velocidad de oxidacior: con respecto ala
concentracion de piridin-nucledtidos. Esta falta de dependencia es debidaa
que, aunque la reaccion es catalizada parcialmente por el enzima, es conti-
nuada posteriormente por un mecanismo autocalitico en el qus participan
radicales libres, fundamentalmente e! ién superoxido O,f Se piensa en la
actualidad que el mecanismo de la reaccion implica en primer lugar la for-
macién no enzimatica de H,0, a partir del donante de electrones y de 0,.
en una reaccion mediada por radicales libres (Deng, 1969):

AH* + O, A+ 05+ H" (IIL.5.)

La dismutacion espontinea del ion superdxido:
20,7+ 2H* 0, + H,0, (111.6.)

o bien la reaccion del ion superoxido con el donante:

0,7+ AH, + H*—=AH" + H,0, (111.7.)

generan H,0, que es usada en la reaccion de peroxidacion del donante pro-
duciendo dos nuevos radicales libres del mismo (véase reacciones de peroxi-
dacién 1I1.2. y II1.3.) que contribuyen a propagar la accion de oxidacién.

Las anteriores serian reacciones de ramificacion de la reaccion en ca-
dena, mientras que la reaccion de terminacion seriz >fectuada por la dismu-
tacion de dos radicales libres del donante;

2AH A + AH, (111.8.)

b) Acumulacién del compuesto 111. La oxidacion aerdbica de los piridin
nucledtidos y de otros substratos por la peroxidasa, se caracteriza por la
formacidéndelcompuestolll detectableespectrofotométricamente. Sinembar-
g0, como se ha mencionado, este compuesto es un tipico intermediario inac-
t.-vo. La oxidacion ripida del donante, en este caso concreto NAD(P)H, sélo
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ocurre cuando el enzima se ha convertido en compuesto 111, Dicho compues-
to es el producto de dos posibles reacciones:

- Reaccion del enzima con el i6n superoxido:
Peroxidasa (Fe®*) + 0, Compuesto TIT (Fe®* C,%) (111.8.)
- Reaccion del oxigeno con la ferroveroxidasa (Fe?*) producida por
reaccion del radical libre del donante con el enzima

AH* + peroxidasa (Fe*) ferroperoxidasa (Fe®*) (111.9.)

ferroperoxidasa (Fe?*) + O, —— Compuesto III (Fe*0,7) (111.10.)

¢) Existencia de una concentracion critica de NADH para que se inicie
la reaccion. Esta concentracion critica es tipica de las reacciones autocata-
iiticas, mediadas por radicales libres, y en este caso concreto se necesita
una concentracion superior a 0,3 mM de NAD(P)H para que se inicie la
reaccion.

d) Debido al punto anterior, el sistema constituido por O,, NAD(P)H y
peroxidasa tiene propiedades de oscilacién (Yamazaki & Yokota, 1967). Esta
oscilacion consiste en el comienzo y parada de la reaccién a concentracio-
nes criticas de los substratos O, y NAD(P)H, las cuales son niutuzinente
dependientes (Olsen, 1978).

Por todo ello, esta segunda actividad del enzima peroxidasa, en la cual
el O, actua como aceptor de electrones es conocida como reaccién de oxi-
dacién aerdbica, para diferenciarla de la actividad oxidasa verdadera de
otros enzimas,en la que la oxidacion del substrato v la activacion del O, a
H,0, o H,0 es regulada enzimdticamente y los fenomenos autocataliticos
estin ausentes (Deng, 1969).

Nuestro desarrollo experimental consiste basicamente en el estudio de
las reacciones de oxidacion de NAD(P)H por la peruxidasa de ribano en
nuestras condiciones experimentales, v mostrar ia profunda influencia ejer-
cida por ciertus substratos de caracter protéico o nseudoprotéico y de los
D-L-aminodcidos sabre dicha reaccion.

A la luz Jde nuestros resultados vy de los postulados teéricos de la par-
te I, trataremos de establecer un papel biologico que de coherencia a las
distintas actividades enzimaticas realizadas in vitro por esta y otras peroxi-
dasas.
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MATERIALES Y METODOS

A) Materiales
1. Enzimas

- Peroxidasa de rabano (POD) (Donante: H,0, oxidoreductasa; E.C.
1.11.1.7). Se han utilizado c'os preparaciones comerciales: Peroxidasa Tipo i
deSigma(R.Z.0,6-0,3) parz experimentacion preliminar. Peroxidasa Gradol
de Boehrirger Mannheim (R.. 3). La pureza de la preparacion viene dada
acr el cociente de la absorbancia a 403 mm., debida al grupo hem, v de la
abcorbancia a 275, debida a la proteina. Este cociente es llamado R.Z.
( Reinheitszahl) v su valor maximo es de 3 para el enzima puro cristalizado
(Theorell & Maehiy, 1950). La concentracion del enzima se determino utili-
zando un coeficiente de absorcion molar E g, = 100 mM™! cm™! (Sawada &
Yamazaki, 1973). Habitualmente se preparo en tampon fosfato S0 mM pH 6
a una concentracion de 1-2 mg/ml (25-50 uM).

- Catalasa. (H,0,:H,0, oxidoreductasa; E.C. 1.11.1.6.), suspension de
higado de buey, 20 mg/mi de Boehringer Mannheim.

- Lactico deshidrogenasa {LDH) (Lactato: NAD* oxidoreductasa; E.C.
1.1.1.27) Suspensiéncristalina de musculode ratén, de Boehringer Mannheim.

2. Proteinas

- Seroalbumina bovina (BSA). Se han utilizado varios tipos de prepara-
ciones; BSA cristalizada (BSAc) de Sigma v BSA deslipidada (BSAd) bien co-
mercializaca, de Sigma, o preparada en el laboratcrio por el método de Chen
(1966).

- Insulina cristalina, de Novo, 40 U.1/ml). Previamente a su utilizacion
fue dializada contra tampon fosfato 50 mM pH 6.
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- Glucagon, de Novo. Viales de | mg liofilizado. Para su utilizacion se
disolvio en tampon fosfato 50 mM pH 6.

- Lisozima de huevo de Boehringer Mannheim.
3. Otros materiles

Glutation oxidado (GSSG) de Sigma; nucleotidos de piridina reducidos
NADH y NADPH deSigmay Boehringer Mannheim; D- v L-aminoacidosde
Sigma; agua oxigenada de 10 volumenes (c.a. 850-900 mM® de Peroxidos
FFarmaceuticos.

B) Métodos

1. Determinacion del consumo de 0,

El constmo de O, fue determinado polarimétricamente mediante un
electrodo de oxigeno tipo Clark (Clark, 1956) (YSI 1004, Yellow Spuings
Instruments) (figura II1.1.) conectado a un registrador Honeywell FB $0.

La calibracion del electrodo y 2l cilculo de la concentracion de oxi-
geno del medio en reaccion se realiza mediante particulas mitocondriales y
NADH (Estabrook & Mackler, 1957). La concentracion de oxigeno del medio
de reaccion saturado de aire, a una temperatura de 22-252C es de aproxi-
madamente 240-260 uM (Handbook of Chemistry & Physics 1952).

El medio de reaccion se preparo con tampén fosfato 50-100 mM, pH
$,5-8, aunque la mayoria de los experimentos se realizaron a pH 6. En algu-
nas ocasiones se usarcn otros tampones como Tris y MES, obteniendose re-
sultados parecidos. El medio de reaccion contenia <2 0,5-1 nmol de POD,
concentracion variables de BSAc o BSAd, de GSSG. de D- y L-aminodcidos y
NAD(P)H segun se especifique en cada caso en el apartado de resultados. En
casos especiales se ~fiadié también catalasa en exceso o bien azida 0,1 mM
para inhibir la catalasa contaminante de la peroxidasa. El volumen de reac-
cion fue siempre de 2 ml.

La sistematica general de los experimentos de determinacion del consu-
mo de O, puede resuimirse como sigue: Una vez equilibrada la cantidad de
oxigeno del medio de reaccion, conteniendo concentraciones variables de
NAD(P)H (ic rual equivale a aacir que el trazo de la linea de base es recto)
s2 inicia la reaccion con 20-25 ul de POD {0.5-1 nmol). Transcurridos 5
minutos aproximadamente, se procedio a la adicion de los otros componentes
que intervienen o modifican la actividad basal del enzima. La variacion del
consumo de O, es registrada y se calcula la velocidad de reaccion, que es
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Figura IIl.1: Un electrodn de oxigeno tipo Clark. El electrodo de plarino {1} 2= pola-
rizado negativimente respecto al electrodo de plata-cloruro de plata (2) El O, difunde a
través de una membrana de teflon o celofan {3) y es reducido en la superficie del Pt de
acuerdo con la reaccién siguiente 02 +4e +4HT 2H20. Cada molécuia de oxigeno
reducida representa un consumo de 4 e que son aportados por la corriente del circuito
externo. Es precisamente esta corriente, que es preporcional a la concentracion del O.,
del med.o en el que estd inmerso el electrodo la que es medida y registrada contra el
tiempo. El electredo va equipado von una cubeta de teflin de 2 ml ¢- capacidad (4) en
cuyo fondo se desposita una «pulga» magnética (5). E! conjunto se coloca mediante un
soporte sobre un agitador magnético (6) con el 1in que el medio esté continuamente en
agitacion (Estabrook, 19€7).
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representada graficamente rewpecto a distintas concentraciones de los meta-
bolitos ut:lizados en cada casc

2. Determinacion del consume de nucleotidos de piridina

Laoxidacion de NAD(P)H fue monitorizada graficamente mediante un
espectrofotometro Aminco-Chance Dual UV-VIS, utilizando el split mode.
Cuando el espectrofotometro es utilizado de esta manera, el haz de luz de
una determinada longitud de onda es dividido en dos y dirigido hacia las
cubetas de muestra y de referencia; los cambios de absorbancia son regis-
trados mediante el registrador incorporado en el misme aparato. La longitud
de onda utilizada oscilo entre 340 v 380 nm, dependiendo de la concentra-
cién de NAD(P)H.

Dadas las limitaciones de la técnica no se realizaron determinaciones
de consumo de NAD(P)H cuando la concentracion de ésios excedio 4 0.5
mM, uti'izandose en este caso las longitud>s de onda mas altas. Previamente
se calculo el coeficiente de extincion molar del NAD(P)H para cada longitud
de onda utilizada tomando como reierencia Egy = 6.2 mM ! cm !y se
comprobo la linearidaa de las absorbancia.

El medio de reaccion, los componentes y la sistematica utilizada fueron
identicos a los ya mencionados para los experimentos de consumo de oxige-
no. Ambas cubetas de muestra y referencia contenian idénticos componentes
en un volumer final de 2 ml, excepto el NADH, nue sélo se anadio a la
cubeta de muestra para iniciar la reaccion.

3. Deternunacion de peroxido de hidrogeno ( H,0,)

El peroxido de kidrogeno producido en los distintos experimentos se
determino por dos métndos distintos:

a) Polarimétricamente: Este método se basa en la comparacién del con-
sumo de O, en dos condiciones: ura en presencia catalasa en exceso, la
otra én auvsencia de catalasa mads azida 0,1 mM para inhibir la catalasa
(Lembarg & Foulkes, 1949)que inevitablemente contaminacualquier prepara-
cion de peroxidasa (en nuestro caso, la casa comercial indica un contenido

<1% para la preparacion cristalira RZ. 3,0). Esta contaminacién fue com-
probada en nuestro laboratorio, asi como casi un 100% de inhibicién en pre-
senciade azida, madiante la determinacion del peroxido de hidrogeno produ-
cido por el metodo del ferriticionato (vease mas adelante).

El consumo de O, efectuado en un tiempo determinado en ambas con-
diciones es medido, y de la diferencia se deduce facilmente la cantidad de
H,0, producido.
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Una variante de este metodo, pero menos precisa, consiste en afiadir
catalasa al medio de reaccion (5in azida) cuando se ha consumido una de-
terminada cantidad de O, en el transcurso de la reaccion; la produccion de
O, producida por la descomposicion de! H,O, presente por la catalasa es
detectada por el electrodo de O, y registrada. El inconveniente de este me-
todo es que en ausencia de azida, parte de H,0, ha sido destruido previa-
mente por la catalasa contaminante, por lo que es preciso utilizarlo a tiem-
pos cortos de reaccion (1 0 2 minutos) o como comprobacion rutinaria.

h) Por el metodo del ferritiocianato: La cantidad de peroxido de hidro-
geno producido se obtiene directamente por este método, pasado er: la apa-
ricion de un complejo coloreado constituido por el ion férrico (Fe®*) y el
t.ocianato ("SCN) en medio acido (Turman et al., 1972). El méiodo se adapto
a nuestras necesidades de la siguiente manera: Se retiran alicuotas de 0,2 ml
dei medio de reaccion que se depositar en 0,1 ml de suifato amoénico ferroso
al 0,8% en H,SO, 2N. A continuacion se afiaden 0,5 ml de una solucion
acuosa de tiocianato potdsico al 5% y se mide la absorbancia a 480 mm. Los
valores obienidos se comparan con una curva patron realizada con H,0,. La
concentracion de ia solucion stock comercial ue H,0, se determin¢ espec-
trofotométricamenie a 240 nm utilizando un coeficiente de arsorcion
molar de E,,, = 40 M"! cm™! (Bergmeyer, 1955).

4. Determinacion de piruvato

El posible piruvato derivado de una posible desaminacion de D-L ala-
nina por la peroxidasa, se determiné por el método enzimatico (Lamprech &
Heinz, 1984). El método esta basado en la reduccion de piruvato a lactato
acoplsda a la oxidacion estequiométrica de NADH a NAD™ por el enzima
lactato deshidrogenasaapH 6,8-6,9. EINADH consumido se determina porla
desaparicién de la absorbancia a 340 nm y esta misma cantidad corresponde
al valor de piruvato presente. El método fue adantado a nuestras condicio-
nes experimentales como sigue: Se retiran alicuotas de 0,5 m! del medio de
reaccion que son depositadas sobre 0,1 mi de acido preclorico 5 M fric.
Tras dos horas, las muestras se centrifugan en una centrifuga Eppendorf vy
el sobrenadante deproteinizado se neutraliza con fosfato tripotasico 3 M
hasta pH 7. Una vez centrifugado de nuevo para eliminar el perclorato po-
tasico insoluble, se toman alicuotas del sobrenadante, a la que se ziade el
volumen necesario de Tris HCI 0,5 M pH 6,9 para completar un volumen
final de 990 incluyendo 235 ul de NADH 7 mM. Se determina la absorbancia
2 340 nm y a continuacion se afiaden 10 .ul de una solucidn acuosa 1:10 de
la solucion steck de LDH. Transcurridos 5 minutos, se vuelve a medir la
absorbancia inicial a 340 nm. La diferencia entre la absorbancia inicial y la
final corresponde al numero de nanomoles de NADH consumidos. Se realizan
las correcciones necesarins debidas a las diluciones efectuadas en los proce-
sos de deproteinizaciéon y neutralizacion y se obtiene asi la cantidad de
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piruvato,
5. Determinacion de gluiation reducido (GSH )

El posible glutation reducido se determino por el procedim , de
determinacion de grupos tioles (Owens & Belcher, 1965). El grupe ol del
glutation reducido reacciona a pH 8 con el acido 5,5 -ditiobis-(2-nitrouen-
zoico) (DTNE) para producir un ién coloreado (E max: 412 nm) y un disul-
furo mixto, Las muestras de 0.5 ml son deproteinizadas con 0,05 ml de per
clorico 5 M frio. Una vez cantrifugadas, se cogen 0.5 ml de sobrenadante
que son peutralizados con 180 xl de K, PO, 3M. Se vuelven a centrifugar
para eliminar el perclorato potdsicr insoluble ya 0,5 ml de sobrante se
afiaden 0,5 ml de una solucion al 0,24% de DTNB en Tris HC1 0,5 M pH 8,
que se ha mantenido en frio y en la oscuridad. Al cabo de dos minutos se
lee la absorbancia a 412 nm v los resultados se comparan con la curva pa-
tron procesada de igual modo que las muestras problema.

6. Realizacion de especiros de absorcion

Los espectros han sido realizados en un espectrofotometro Aminco-
Chance Dual UV-VIS, dispuesto en split mode. Como se ha mencionado, el
haz de luz procedente de un monocromador es dividido en dos por un sis-
tema de espejos y embos rayos de idéntica longitud de onda inciden sobre
las cubetas de muestra y referencia,de tal manera que la diferencia de ab-
sorbancia entre ambas, en un intervalo determinado de longitud de onda. es
medida y registrada por el aparato.

El procedimiento utilizado puede ser resumido como sigue: 1. linea de
base con tampon en ambas cubetas de muestra y referenciade i mly | cm
de paso 6ptico. El intervalo de longitudes de onda utilizado es entre 380-440
nm v 500-600 nm ya que el espectro Je absorcion del grupo prostético de Ia
neroxidasa y sus compuestos tiene sus maximos a estas longitudes de onda.
2. A continuacion se anade a lu4 cubera muestra 25-50 ul de la solucién de
enzima (1-2 x«M) y se registra el espectro del enzima. 3. Las adiciones que
en cada caso se realicen, se hacen tanto a la cubeta de referencia como de
muestra para registrar exclusivamente los cambios espectrales debido a las
interacciones de les distintos substratos con el grupo prostétice del enzima,
que se encuentra ubicado en el sitio activo del enzima, y asi son regisira-
das sucesivamente.

7. Determinacion de la concentracion de proteina y otros
La determinacién de la concentracion de proteinas se realizo por el

método de Lowry et al. (1951), empieando albumina bovina como estandar.
La concentraciéon de la misma se midio espe .trofotométricamente utilizando
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un coeficiente de extincion al 1% de Eyrg =658 em~! (Reisler & Eisem-
berg, 1969).

La concentracion de otros metabolitos fue determinada siempre que fue
posible mediante espectrofotometria. (Se han mencionado vya la determina-
cion de la conceatracion de POD, E,,, = 100 Mm* cm™; Sawada & Ya-
mazaki, 1973). Lascencentraciones de piridin nucleotidos, NADH y NADPH,
se determinaron utilizando un coeficiente de extincion molar de Egpp =6.2
mM! em 1,

‘Todas ias medidas especirofotomatricas, excepto las realizadas con el
Aminco-Chance Dual-UV-VISspectrophotomerer, se realizaronen un espec-
trofotometro Spektralphotometer PH 6 de Zeiss.

8. Calculo de los parametros cinéticos

En cada caso, los datos obtenidos respecto a la concentracién de subs-
trato se representaron griaficamente de forma directa (forma hiperbélica
clasica) v iambién se utilizo la representacion de inversos (Lineweaver-Bur-
ke) para el calculo de la Km y Vmax.

En los experimentos de inhibicion se ha utilizado el método de Dixon
(Dixon & Webb, 1971; Segel, 1975) para identificar el tipo de inhibicién y
averiguar, de forma grafica, los valores de Ki. El método fue escogido por
ser el que mejor se adaptaba a nuestras condiciones experimentales.

Comenzando a partir de la ecuacion reciproca de Lineweaver-Burke
para inhibicién competitiva:

V Vmax [S]

—_— +

Ki Vmax

1 Km ("l L 1

Km Km (I} 1

+
Vmax [S] Vmax [S]Ki Vmax

s

Km f
— [I] + : 1 + '}'\l)
Vmax [S]Ki Vmax | S

Laecuacion de velocidad para la inhibicion competitiva puede ser con-
vertida en la de una linea recta en el cual la segunda variable es la con-
centracién de inhicidor [I],
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Una representacion de 1/V versus [I] a una concentracion no satu -
rante de substrato [S], daria una linea recta cor una pendiente positiva
como se muestra en la figura 111.2. Si se conoce el valor de Vmax en ausen-
cia de inhibidor, se traza una linea horizontal a la altura de 1/Vmax; esta
linea horizonal significa también que a una concentracion infinitamente alta
de substrato [S], el incremento de la concentracion de inhibidor no tendra
efecto sobre la velocidad, V. E! valor de -[I] en la interseccion con esta
linea horizontal proporciona el valor de Ki:

Km [l]
Vmax [S]Ki

Km(l] I Km _Km{l] GRS
(SIKi S B B

; Si hubigra alguna duda de que la inhibici¢n no es competitiva, se rea-
liza otra serie de experimentos a otra diferente concentracion de substrato.

La interseccion de ambas lineas para [S], y [S],, Jdonde 1/V, = 1/V, pro-
porciona el valor de Ki como se muestra a continuacién. Si 1/V, = 1/V,;

Km [I] [§]; + Km In [5], + Kin
- —— -
Vmax [S],K1 Vv max [S] Vmax [SLKi Vmax (8],

[} + Ki
(81

La ultima ecuacion sélo es cierta si [S], = [S], que no es el caso, 0
cuando ambos terminos son igual a cero; entonces [I] = - Ki.
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Figura I11.2.: Representacion de Dixon para inhibicién competitiva: 1/V versus [I] en
la presencia de dos concentraciones fijas de substratc. Si se conoce el valor de Vmax se
puede trazar directamente una linea a la altura 1/Vmax




RESULTADOS

ACTiVIDAD DE OXIDACION AEROBICA DE PIRIDIN NUCLEOTIDOS DE
LA PEROXIDASA DE RABANO

En nuestrascondiciones experimentales, tanto con preparaciones menos
puras de peroxidasa (RZ = 0,8) como con la preparacion mas pura (RZ = 3)
se comprobo su capacidad de oxidar aerébicamenente los piridin nucledtidns
reducidos. Esto se pudo compraobar, bien midiendo consumo de oxigeno me-
diante unelectrodo tipoClark, bie.. monotorizandoespectrofotométricamente
la desaparicion de piridin nucleotidos. Utilizando uno u otrc¢ método, se
apreciaron las caracteristicas -unas comunes y otras dist-ntas- de la reac-
cion de oxidacion que se exponen a continuacion:

1. Dependencia irregular del consumo de oxigeno y de la elocidad de
oxidacion, !¢ la concentraciéon de piridin nucleétidos.

POD 0.5 uM
i
260 - NADH G2mM

1
57-‘“— —
N o T ——
T —————  NADH 05mM
S

\

TTTT—  NADH 1mM

{ 1
|

0

Figura I11.3.: Registros graficos del consumo de oxigeno por POD (0,5 uM) a distin-
tas concentraciones de NADH. Condiciones: tampén fosfato 50 ml" pH 6, 252C
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En la figura 1I1.3. se muestra un registro grafico del consumo de oxi-
geno en presencia de concentraciones variables (0.2, 0.3, 1 y 2 mM) de
NADH,

Como se observa, la oxidacion no se lleva a cabo cuado la concentra-
cion es de 0,2 mM, mientras que a concentraciones superiores de NADH la
velocidad incrementa irregularmente de formaexponencial. A concentracio-
nes de 0,5 mM y 1| mM de NADH, (y menos evidente a 2 mM) se observan
dos fases disiintas en el consumo de O,: una inicial, rapida y a continua-
cion un enlentecimiento de la reaccion. Este enlentecimiento es debido a la
formacion del compuesto 111, que es inactivo, a partir del enzima v del i6n
superoxido O, generado en la reaccion en cadena (Yamazaki & Yokota;
1965). Si en vez de NADH se utilizan concentraciones idénticas de NADPH,
las velocidades de consumo de O, (no mostradas) son alrededor de un 30%
menores, mieitras que si la reaccion es seguida espectrofotométricamente no
existe practicamente ninguna diferencia entre unc y otro substrato.

2. Dependencia del pH

El pH influye en gran manera en la velocidad de consumo de oxigeno
v de oxidacion de los piridin nucleotidos reducidos. En la figura I11.4. se
muestra tal dependencia utilizando una concentracion fija de | mM NADH.

& r a8 pH

Figura TI1.4.: Dependencia del pH de la velocidad de consumo de oxigeno
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Como se abserva, la velocidad de consumo de oxigeno es minima » pH
basico o cercano a la neutralidad, mientras que literalmente se dispara o , .|
dcido (se ha tomado como 10G0% el valor correspondiente a pH 6). Esta de-
pendencia del pH es consistente con los resultados descrites en la literatura
y esta en relacion con la naturaieza autocatalitica de esta reaccion y de
otras, en las que la concentracién de protones juega un papel activador
importante,

3. Influencia del cianuro, azida y catalasa

La adicion de cianure | mM, una vez iniciada la reaccion no afecta
para nada a su transcurso (figura II1.5A.), mientras que la adicion de azida
0,1 mM tiene un discreto efecto estimuiatorio (Figura I11.5B.). Como se ha
mencionado en el apartado de Materiales y Métodos, este efecto estimulador
es probablemente debido a la inhibiciéon de la catalasa contaminante de la
preparacion de peroxidasa; asi, parte del peréxido de hidrégeno producidc en
la rcaceion no se degrada a H,0 v O,, con 1o cual se produce este efecto
aparentemente estimulatorio.

En el caso contrario, cuando la catalasa (0,2 uM) estd presente antes
de iniciarse la reaccion, la velocidad de reaccion se enlentece, mientras que
si se ainade a los 5 minutos del inicio de la reaccion, se observa una cesion
de O, al medio (figura I11.5C.) correspondiente a la degradacion del per6xi-
do de hidrogeno procucido a H,0O y O,.

4. Disparidad entre el consumo de O, y de oxidacion de piridin nu-
cledtidos

Existen notorias diferenciss entre 2| consumo de O, y de piridin nu-

cleétidos cuado se comparan los resaltados obtenidos polarimétricamente
(electrodo de 0,) y espectrofotométricamente. La velocidad de consumo de
NADH dobla aproximadamente la del consumo de O,, y es aproximadamente
e. triple cuando se utiliza NADPH. La explicacion de este fenomeno radica
quizds en ia naturaleza autocatalitica de la reaccion, en la cual, gran parte
del NAD(P)H estd oxiddndose a su radical libre NAD(P) que posiblemente
pierda absorbancia “e forma total, mientras que el ion superoxido O, pro-
ducido contribuya ain (al menos un 50% de la seiial del 0,) a la intensidad
de la corriente de polarizacion del dispositivo del electrodo de oxigeno
(Véase reacciones IIL.5. y 111.7 y los fundamentos del electrodo de oxigeno
en Materiales y Métodos).

Asi pues, es imposible establecer una estequiometria coherente entre el

consumo de piridin nucleétidos, oxigeno consumido yagua oxigen~daprodu-
cida en las reacciones de oxidacion aercbica realizadas por la peroxidasa.
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POD 0.5uM

NADH 1mm/

| 0, 100 nmol
|

|
I}
|
\

KCN1mM

T PODO5uM
NADH 1 mM

02100 nmol

azida 0.1 mM

e ,uM ke
NADH 1mM /
. -catalasa 0.2 M

0, 100 nmol

r
|
|
!
|

catalasa G.2 uM

et L S e e S S J

Figura III.5A.: Influencia del cianuro 1 mM ; B, azida 0,! mM, C catalasa O0om2 M
en la reaccion de oxidacién aerébica de NALH por la peroxidasa. Condiciones NADH
1mM, POD 0,5 M en tampén fosfato 50 mM_ pH 6,0 t* 25°C
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5. Formacion del compuesto 111

Como se ha mencionado previamente, el conjunto de reacciones en
cadena producidas por la oxidacion aerobica de NAD(P)H en presencia de
peroxidasa da lugar a aparicion de radicales libres derivados del 0,. funda-
mentalmente ion superoxido O, v del donante de electrones NAD(P)* La
reaccion del enzima con ambos productos puede dar lugar a la formacién del
compueste HI (oxiferroperoxidasa Fes*()z-‘ ) que es un compuesto tipica-
mente inactivo (véanse reacciones IIL.8., 111.9. y I111.10.). En nuestras condi-
ciones experimentales se obtuvo el compueste II1 con un pico de absorcion
maiximo a 418 nm aproximadamente, tal y como se muestra en la figura 111.6.

E

403 nn

?Pompm
| R

2

M|

+MNADH Q2 mM

’
4 TS L NADH 1mM

4;;0 440 nm i

Figura IIL.6.: Especsro de absorcién de la peroxidasa sola (1 uM) (——) y tras la
adicién de 0,2 mM de NADH (.....), 1 mM NADH ( ) ¥ por altinic KCN 1 mM que no
altera el espectro del compuesto !l obtenido. Condiciones: Tampén fosfato 50 mM, pH 6.
Cubeta de muestra: peroxidasa 1uM, a continuacion NADH {0,2 mM y 1 mM) y por ul-
timo KCN 1 mM; cubeta de refcrencia: todo lo mencionado excepto peroxidasa. Volumen
finzl 1 ml
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A una concentracion de 0,2 mM de NADH no se produce el compuesto
II1. Este resultado estd de acuerdo con la ausencia de consumo 0, y de
oxidacion de NAD(P)H por debajo de la concentracién critica de 0,3 mM.
Cuando la concentracién de NADH es | mM la formacion del compuesto 11l
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e. practicamente instantdnea. La adicion de KCN no moaifica en absoluto el
compuesto 111, ya que el KCN es activo solamente sobre los complejos I v 11
de la peroxidasa (Putter & Becker, 1684).

Los cambios espectrales producidos por Iz formacion del complejo 111,
se pueden detectar también en la zena del espectro correspondiente a los
500-600 nm (figura I11.7.). En este rango de longitudes de onda tampoco se
obtuvieron variaciones del compuesto 111 tras la adicion de KCN 1 mM.

—~Abhsotbancia -

600

Figura lII.7.: Espectro (500-€00 nm) de la peroxidasa sola ( ) ¥ tras la adicién de
NADH 1 mM y formacién 2l compuesto II1 ( ). Condiciones iguales a lag del exper -
mento anterior excepto 2 uM de peroxidasa.




INFLUENCIA DE LA SEROALBUMINA BOVINA (BSA) SOBRL LA
ACTIVIDAD DE OXIDACION AEROBICA DE LA PEROXIDASA

a) Experimentes de consumo de C

Si una vez que todo el enzima se encuentra en forma de oxiferrope-
roxidasa (Fe3*02-' ) o compuesto I1i inactivo, lo cual correspnnde a la fase
de enlentecimiento del consumo de O,. se anade al medio de reaccion can-
tidades variables de seroalbumina bovina cristali...da (BSAc¢) (Sigma) se ob-
serva un notable incremento en la velocidad de consumo de O,. En la
figura I11.8. se muestra un registro tipico de este efecto estimulatorio.

'F OD 0.5 uM

/

NADH 1 mN
AN - SIS
s \

Figura 111.8.: Efecto de la estimulacién del consumo de 'Jz en ¢! sistema NADH-POD
por Boac 2 wM. La linea de puntos oresenta el trazade del registro si no se hubiera
realizado la adicién. Condiciones POD «,. «M, NADH I mM . 1 tampén fosfato 50 mM
pH 6 252C. Volumen final 2 ml

El efecto de estimulacion de. consumo de 0, en el sistema NADH-
POD en presencia de BSA tiene unas caracteristicas propias que lo definen.
En contraposicion con el sistema  ADH-POD, la presencia de BSAc (que
denominaremos sistema NADH-POD-BSAc) posee las siguientes:
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1. tnhibicion por KCN y H, 0,

La adicion al medio de reaccicn de KON I mM vy H,0, 100 (M inhibe
por completo el consumo de O, que se produce en presencia de sSAc. Ea
ambos casos, la velocidad de consum - de 02 retnrna gproximadamente
al valor que hubiese .Ciido si no se hubiese rea!.  Jo ia adicion de RSAc¢
(figura HI1.9A.).

2. Influencia de azida v catalasa

A una concentracion de 0,1 mM, la azida inhive eficazmente 1a cata
lasa contaminante de 12 preparacion de peroxidasa. Su presencia on el is-
tema [JADH-POD-BSAc produce nn ligero incremento en ia velocidad de

consumo d= O, (ligura il1.9B.).

La adiciéon de catalasa (0.2 «M), disminuve sensiblemente la velocidad
de consumo de O, aproximadamente a la mitad que e~ presencis de azida
2,1 mM. Si en presencia de catalasa, afiadimos Jde nuevo azida. !a velocidad
de consumo de O, incrementa de nuevo alcanzando el oble de su valer
(figura 111.98B). Este efecto de la azida en presencia de catala:a sugiere que
el producto dc 1a reaccion es predominantemente H,0,, qu~ en presencia de
catalasa se descompone a H,0 + 1/2 O,; por esta razén ¢l consumo de 0,
se reduce a 12 mitaa. Si entonces inhibimos a la catalasa con azida. la velo-
ciuad vuelve a aumentar al doble. El producto final del sistema NADH-
POD-BSAc sera analizado detenidamente mas adelante.

e

POU

| NALH 1n.Mf’I

Figura I1I1.9.2 - Influencia del cianuro 1 mM scbre Ia estimuincidn de ia velocidad de
consumo de 0)2 producida por BSAc. Obsérvese la inhibicién (otal de dicha estimulacién
Condiciorzs: POD 0.5 uM, NADH 1 mM, en tampén f-sfato 50 mM, pH 6, 25°C.
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Figura I11.9.B.: Influencia de azida 0,1 mM (- ) ¥ catalaga (~— ] sobre la velocidad
Ae ronsimo de oxigeno estimuisda por BSAc. Néiese el incremento de velocidad por adi-
c:on de azida 0.1 mM cuande catalasa esté presente. Condiciones: idénticas al experi-
mento anterior.
3. Dependencia de fits concentraciones de BSAc y cinética de satura-
cion del sistema NADH-POD-BSAc
e
|
|
!
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£ / g
c i
> i i
/‘ e
E l
ol L TRy
ol 2 3 4 5 6 |BSAc| uM
w igusn 1L 16 Hepresentacion graice de la velocidad de consrmo de O, en relacién a
la “oncentracion ae BSAc. Condiciones: POD 05 uM NADH 1 mM en tampén fosfato 50
% mM ofi 4 26¢C. Volumen final 2 mi
3
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E! efecto estimulador de la velocidad de consumo de 0, es variable
dependiendo de la cantidad de BSAc que se afiada al sistema NADH- POD, de
tal manera que con una cantidad fija de NaDH, es posible obtener una
c.nética enzimdtica de saturacion de dicho efecto estimulador. En la figura
II1.10. se muestra la dependencia de la estimulacion de la velociadad del
consumo de O, en relacion a lu conceatracion de BSAc.

El valor de la estimulacion correspondiente a cada concentracion de
BSAc se obtuvo sustravendo la velocidad previa a la adicion a la velociad
total resultante tras ella. Notese la inhibicion por substrato que se produce
cuande se aiiaden concentraciones superiores a 2 uM de BSAc; cuando se
hayan definido ias caracteristicas del sistema NADH-POD-BSAc se volveri
a analizar esta inhibicion que probablemente sera artefactual.

La representacion grafica de Linewszaver-Burke (figuraIl1.11.) nos per-
mite un cdlculo aproximsdo de !6: narametros cinéticos que definen la reac-
¢ion.

]
F;:
TR /
\’//

i e
B e
- o /

-/-(
- L ./{
[ y
10+
-
/!)' Vmar= 121 e C, /o v UL
A os 1 2 1y [BsAc] ! 4
i_ Km ap = 0.92 uM .1 i

Figura I17.11.. hepresentaciéon deLineweaver-Burie del efecto estimulador de la velo-
cidad de consumo de 02 por BSAc.

La velocidad maxima aparente de la reaccion (Vmax ap.ves de 12,12
nmgcles O,/ min/nmol POD, con una Km ap de 0,92 M. Como se observa
también en 3cta representacion de inversos, existe una aparente inhibicion
por substrato, pero al contrario de otros e jemplos tipicos, en los cuales la
inhibicion aumr nta progresivamente con concentraciones crecientesde subs-
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trato, en este case, se mantiene fija a partir de una determinada concen-
tracion de BSAc.

Debido a que la mayoria de las preparaciones de albuminas séricas
contienen cantidades variables de lipidos (Kendall, '941: Cohn et al., 1947),
que podrian ser los responsables de este efecto estimulador, decidimos com-
probar si este efecto se producia tambiér con preparaciones de BSA que
estuviesen desprovistas de lipidos. Para estos experimentos se utilizo, bien
seroalbumina bovina deslipidada por el método de Chen (1966) obtenida a
partir de la BSAc utilizada en los experimentos anteriores, o bien comercia-
lizada (Sigma).

I'anto una como la otra nreparacion (que denominaremaos como BSAd),
fueron capaces de repetir el efecte estimulatorio sobre la actividad oxida-
cion aerdbica de la peroxidasa. Establecimos asi que dicho efecto es debido
al componente protéico de la molécula de BSA.

En la figura I1L.12. se muestra la representacion de inversos del efcc-
to estimulador de la BSAd sobre el consumo de O, en el sistema POD-
NADH.

e

|
|
|

Figura I11.12.: Representacion de Linews-ver-Burke del efecto estimulader de ln BSAd
Condiciones iguales a los experimentos antericres.
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En este caso el efecto estimulatorio es casi tres veces mavor (Vmax:
37 nmoles O, /min/nmol POD), sin embargo se observa un incremeato en la
-~

Km ap., que ahora tiene un valor aproximado de 2 uM, el doble jue en el
caso de la BSAc.

Aunque las caracteristicas de la BSAd parecen ser muy ~amilares a las
de BSAc en cuanto a sus parametros de ultracentrifug:cién anal tica, di-
croidismo circular, capacidad de ligar de nuevo acidos grasos y de unirse
coneldcido 8-anilinonaftaleno-1-sulfonico(Chen, 1966) los resultados con
BSAd indicarian que las manipulaciones realizadas han afectadolaceaforma-
cion original de la molecula de proteina, de tal manera que la(s) parte(s)
que interaccionan con el enzima han perdido su estructura original. Para
confirmar esie punto se realizaron experimentos con prepiraciones de BSA
desnaturalizada mediante calor (80°C 10°). En la tabla I11.. se muestran los
resultados comparativos obtenidos con las distintas BSA utilizadas.

Vmax aparente Km aparente
BSA (nmoles O, 'min/nmol POD) (uM)

Cristalizada 12,2 0.
deslipidada 37 2
desnaturalizada 42 2.3

92

Tabla T11.2.

Los resultados de la tabla [I1.2. muestran que una progiesiva pérdida
de ia conformacién original de la BSA, conlleva también un cambio en los
pardmetros cinéticos del efecto estimulador de la BSA. En lineas generales,
puede hablarse de una pérdida d= afinidad ya que la Km ap va siendo pro-
gresivamente mavor, v un aumento de la velocidad maxima. Estos cambios
podrian indicar en principio, que la accidén de la BSA no es inespecifica v
que su eiecto estimulador denende del grado de integridad de su conforma-
cion original.

4. Dependencia de ia velocidnd de reaccion de la concentriacion de
NADH vy cinética de saturacion respecto al mismo en presencia de BSA

De la mi1sma manera quz es posible titular el efecto estiinulador de las
distintas concentraciones de BSA conunacantidad fijade NAD(P)H , también
¢s ahora pos:ible tituiar las distintas concentraciones de NAD(P)H en presen-
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cia de una cantidad fija de BSA.

En piesencia de BSA ligeramente en exceso y a un pH de 6.5 el con-
sumo de O, se hace dependiente de la concentracion de NAD(P)H v se ob-
serva una cinética sigmoidal con saturacion por substrato tal v como se
muestra en la figura I1i. 13,

Figura JII.13.: Cinética del consumo de O, por I» peroxidasn en tresencia de distintas
concentraciones de NADH, en presencia de BSAJ. Condiciones: POD 0,5 M, BS W 4uM,
tampén fosfuto 50 mM, pH 6,5, 25¢C

La reaccion se llevé a cabo a un pH ce 6,5 porque asi la velocidad de
oxidacién del NAD(P)H vy de consumo de O, es menaor y permite valorar el
efectio estimulador de la BSA a concentraciones superiores z | mMde NADH
y observar el 2fecto de saturacion, que es caracterictico de las reacciones
enzimidticas. A pH mas acido, la oxidacién autocaralitica del NADH a altas
concentraciones es muy rapida v los efectos de ia proteina son peor anre-
ciados.
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b} Determinaciones espectiofotométricas del consumo de  piridin
nucleotidos

Se realizaron a tambien experimentcs nonitorizando el consumoe de
piridin nuclotidos reducidos, pero el uso de esta metodologia presenta el
inconveniente de no poder operar a conczatraciones superioresa 0,5 mM de
NAD(P)H debido a su alto coeficient: de extincion molar, por lo que no se
realizaron experimentos totalmente paralelos a los de consumo de O,. La
mdxima concentracion de NAD(P)H fue de 0,5 mM vy se utiliz6 una longitud
dec onda de 375 nm, siendo el coeficiente de extincion molar aproximado
Egpn =1 MM om 4

El resultado mas Hamartivo obtenido cuando se midié simultinsamente
desaparicion del piridin nuclectidos v consumo de O, fue que, en presencia
de BSAc en excess, ambas velocidades de estimulacion se hacian iguales.
Ya se menciond al principio, que cuando el sistema estd constituido por
NAD(P)H y POD existia una disparidad entre el consumo cparente de piridin
nucledtidos y de O,. Asi pues, cuando la BSA estd presente la oxidacion de
una molécula de NAD(P)H implica la reduccion de 1 molecula de 0,.

Asi mismo, se pudo seguir la oxidacion de N “O(P)H inferiores a 0.3
mM. (También se menciono que cuando el sistcma esta constituido solamente
por POD y NAD(P)H, no existe oxidacion por debajo de esta concentra-
cion critica). Cuando la BSA esta presente es posible titular cualquier con-
centracion de NAD(P)H por pequena que sea, siendo la velocidad de
oxidacion similar a la de consumo de O, vista en la figura 11111

Por lo demads, se puede decir que no existieron diferencias significati-
vas entre ambas series de experimentos.

IDENTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE ACTIVACION DEL
CX'GENO EN PRESENCIA DE BSA

Cuando el sistema esta constituido sclamente por peroxidasa y
NAD(P)H, la cxidacion aerobica de los piridin nucleotidos se lleva a cabo
autocataliticamente. Tanto el NAD(P)H como el O, dan lugar a radicales
libres, NADP* e ion superoxido O,7. Este ultimo puede dar lugar por dis-
mutacion espontinea a peroxido de hidrogene. No es posible en esta situa-
ci6n establecer de forma cuantitativa, durante el transcurso de la reaccién,
cuales son los productos de activacion del oxigeno molecular, ni establecer
una relacion estequiométrica entre ellos, aungue una vez finalizada y consu-
mido tanto ¢! O, como el NAD(P)H la reaccion global que se ha producido
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es (Dlsen, 1978):
2 NAD(P)H + 2H + (?12——- 2 NAD(P)" + 2 ll2() (1111,
Sin embargo. cuando la B3A ostd presente suceden los siguientes cam-
bios:
1?) Las velocidades de consumo de NAD(P)H y de O, se igualan.
29) Si el enzima catalasa estd presente la velocidad de consumo de
NAD(P)H no sufre cambios, mientras que la velocidad de consumo de O, es

aproximadamente la mitad.

Estos dos hechos surgieren que cuando la BSA esta presente se pro-
duce la siguiente reaccion

NAD(P)H + H* + U,—— —=N-%(P)* + H,0, (1L12.)

y cuando la catalasa esta presente

NAD(P)H + H* + 0, NAD(P)* + H,0 + 1/2 0, (1113

Debiao a 'a descomposicion del peroxido de hidrogeno en H,0y O, la
velocidad de consumo de O, se reduce a la mitad, mientras que este hecho
no afecta a la velocidad de oxidacion del NADPH.

Para verificar este punto, se realizaron experimentos paralelos en los
que se determing simultaneamente el consumo de NADH, de O, y produccion
de H,0,. En estos experimentos la BSA se afiadio al mecio antes del co-
mienzo de la reaccidn, que se inicié por la adicion de PO 1 pM. Por un
lado la reaccion se monitorizd espectrofotométricamente, y cada 2 minutos
se sacaron alicuotas de 0,2 ml para la determinacion de H,0, por el método
del ferritocianato; por otro, se monitorizé el consumo de O, mediante el
electrodo de O,; transcurrido cierto tiemgo en el que se hubo consumido
una determinada cantidad de O,, se sacaron alicuotas de 0,2 ml que se utili-
zaron para ia medida de H,0, (ferritiocianato) y de NADH que se diluyeron
al:5en OHNa vy se determind inmediatamente su absorbancia a 340 nm.
Tstos ultimos valores se compararon con los obtenidos con otras muestras,
procesadas igualmente, con igual cantidad de MADH anadido inicialmente,
pero en ausencia de POD. De las difcrencias resultantes se calculo la canti-
dad de NADH oxidado.

Los resultados obtenidos por ambos métodos fueron simiiares (Tabia
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NADH (nmol) H.z():, (nmol) ()2 (nmol)

(**) 4

Tabla II1.3.: Relacién entre el consumo de NADH, produccion de H,O, y consumo de
0,. Condiciones: POD 1 uM, BSA d 4 uM, NADH 0,5 mM en tampén fosfato 50 mM
pﬂ 8, azida 0,1 mM. Volumen final 2 ml. (*) Datos espectrofotométricos. (**) Datos con
el electrodo de 02.

Los datos obtenidos indican una estequiometria NADH : H,0, : O, de
1:1:1. Asi pues, cuando la BSA estd presente la reaccion no sélo cambia
cuantitativamcnte (mayor velocidad) sino que también se produce un cambio
cualitativo en los productos de reaccion.

NADHap / H, 04

\

—— e

|
— t—
¢ ) 6
[BSAc]uM

S e — 4

Figura II1.14 : Depencencia de la conce 1tracica de BSAc respecto a la produccién de
11202 en relacion al consumo aparente do NADH
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Se estudio la influencia de distintas concentraciones de BSAc en rela-
cion con la produccion de H,0, respecto al consumo de NADH (figura
111.14.). Tambien en este caso la BSA estuvo presente desde el comienzo de
la reaccion,

La produccion de H,0, sigue una cineética sigmoidal con un cociente
NADH/ H,0, = I cuando la BSAc estd a una concentracion 2 pM que coin-
cide con la concentracion aproximada a la que se inicia la saturacion apa-
rente en el consumo de O,. Cantidades mayores de BSAc no alieran ya esta
relacion. Esta total transformacion del oxigeno consumido en H,0,, explica-
ria también el fendmeno de aparente inhibicién por BSA en exceso come un
artefacto resultante del calculo de la velocidad de estimulacion. Como se ha
mencionado en los experimentos de consumo de O,, el cilculo del efecto
estimulador correspondiente a las distintas formas de BSA (BSAc, BSAd, v
BSAnR), se realizo restando la velecidad de consumo de O, previa a la adi-
cion, a la velocidad total resultante tras la misma.

Considerando la velocidad previa de consumo de O, (V,) (en ausencia
de BSA) como la del proceso autocalitico en el que s. produce fundamen-
taimente i6n superox:do:

NADH + O, — Y1 NAD + 0,

y V, como la resultante del proceso enzimatico (en presencia de BSA) en el
que se produce H,(,:

v

NADH + 0, — 2. NAD* + H,0,

entonces, la velocidad de consumo de oxigeno tras la udicion de BSA (V)

Vo=V, +V,

Cuando la relacion NADH/H,0,=1,V, =0y Vr =V, Es por esto
que el cilculo ce las velocidades de estimulacion del consumo de O, es por-
tador de un error que va siendo progresivamente mayo. cuanto mayor es la
coucentracion de BSA y que por lo tanto, el fenomeno de inhibicién sea tan
sélo probablernente un artefacto de cilculo. Debido a esto, también los cil-
culos cinéticos de Ymax y Km son meramente aproxiinativos; por lo tanto
deben de ser interpretados desde un punto de vista mds bien orientativo y
dentro del conjunto total de datos experimentales aportados.
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NATURALEZA DE LA INTERACCION POD-BSA: ESTUDIOS
ESPECTRALES

La reaccion del 10n superoxido, -producido en la reaccion en cadena
que se produce en el sistema NADH-POD-, con el enzima en su forma ori-
ginal (ferroperoxidasa Fe®*) determina la formacion del compuesto 111
(Fe:‘*Oz-'). gue es inactivo. Es razonable que ¢l cambio de actividad inducido
por la presencia de BSA en el sistema, de lugar a una serie de modificacio-
nes espectrales que sean la expresion de tales cambios de actividad.

La presencia de BSA produce los siguientes cambios espectrales:
1%) Aparicion del compuesto 11

! compuesto IT se definioé como el resultado de Ia reaccion del com-
puesto I con H,0O, (véanse reacciones II1.1 y IIL.2.).

E!l compuesto Il tiene unas caracteristicas muy parecidas al compuesto
IIT en la zona del espectro visible de los 400 nm. Sus maximos (C 1II 418
nm; C II 419 nm) y sus coeficientes de absorcion molar (C 111 106 mM !
em™Y: C 1195 mM-! em™1) parecidos. kacen que sean poco distinguibles en
esta zona del espectro. Sin emnbargo, en la zona de 500-600 nm estin nefa-
mente diferenciados.

En la figura II1.15. se muestran los cambios espectrales ocurridos en
ambas zonas del espectro visible.

2°) La adicion de cianuro 1 mM y H,0, 100 4M hace desaparecer el
compuesto Il

Como mencionamos, la adicion de KCN sobre el compuesto [1I no tiene
ningtn efecto, pero en este caso, cuando la BSA esta presente, el espectro
del compuesto 11 desaparece (fi, ura I1.16.) para dar lugar a otro cuyas ca-
racteristicas son muy parecidas a las del compuesto POD-KCN. (Véase la
tabla IIL.1.).

La adicion de H,0, (100 M) hace desaparecer el compuesto II: en su
lugar aparece de nuevo el compuesto 111, De igual manera, la adicién de
H,0, no modifica en absoluto al compuesto I11. Esto significa que la apari-
cion del compuesto 1l no estd mediada por la interaccion de H,0, (unico
producto de activacion del O, en presencia de BSA) con el enzima, sino que
mads bien la aparicién de este compuesto estd determinada pcsiblemente por
lainteraccion POD-BSA conlaformacionde un hidroperoxido intermediario,
como paso previo a la formacion de H,0,. Este aspecto serd analizado mds
detenidamente cuando se discuta el posible mecanismo de acciéon de la BSA
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sobre el sistema NADH-POD.

o
o
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Tigura IIT.1E.: Aparicién de! compuesto II tras la adicién Je BSAd 4 uM. “om-
puesto IIi { ); compuesto Il {------) Condiciones: A: POD 1 uM; B: POD 2uM.
Tampon fosfato 50 mM pH 6.
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Figura I11.16.: Desaparicion del compuesto il tras adicion de KCN 1 mM. El nueve
espectio presenta caracteristicas cimilares a las del compuesto POD-KCN. Condiciones
idénticas a la de los espectroc anteriores




INFLUENCIA DE LOS D- Y L-AMINOACIDOS SOBRE
LOS SISTEMAS NADH-POD Y NADH-POD-BSA

En los experimentos presentados hasta ahora, se ha visto como el com-
ponente proteico de la molécula de BSA es capaz de modificar cuantitativa
v cualitativamente el proceso de oxidacion aerobica de NAD(P)H por ia pe-
roxidasa de rabano. El siguiente paso de nuestro trabajo de investigacion
seria tratar de identificar aquellas partes o estructuras dal componente pro-
téico que son responsables de los cambios mencionados. Con este fin se de-
cidio probar cudl seria el efecto de los D,L-aminodcidos aislados sobre los
sistemas NADH-POD v NADH-POD-BSA.

a) D- y L-aminoacidos y el sistema NADH-POD

La adicion de distintos aminodcidos al medio, produce también una se-
rie de cambios en la reaccion de oxidacion aerobica de NAD(P)H catalizada
por la peroxidasa, cuyas caracteristicas son muy parecidas a los producidos
tras la adicion de BSA. Estos fueron:

1%, Incremento de la velocidad de consumo de 0,

La capacidad de estimular e! consumo de O, del sistema NADH-POD es
variable dependiendo del aminodcido que se utilice. La tabla IT1.4. muestrael

incremento producido por diversos aminodcidos a una concentracion de 3
mM,

“Increm 1o de la velocidad de consumo
de ', en el sistema NADH-POD
Amirodcido (3 mM) (nmolQ,/min/nmol POD)

Histidina 25.8
Triptofano 18.2
Treonina 17
Aspartico

Glutamico

Fenilalanina

Asparragina

Serina

Leucina

Isoleucina

Valina

Alanina

Metionina

Glicina

Tabla 1114,
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Todos los aminoacidos probados, excepto glicina, ejercen un efecto es-
timulatorio que varia, en términos generales, en funcion de las caracteris-
ticas de sus cadenas laterales (R). Asi, los aminodcidos con una cadena la-
teral polar, cargada o no (histidina. treonina y aspdrtico) o bien voluminosa,
pero apolar (triptofano, fenilalanina) son capaces de ejercer un estimulo
mayor que los de cadena lateral apolar alifatica (leucina, isoleucina, e’
mieniras que glicina no muestra ninguna capacid. ' de estimulacion.

Es llamativo que el efecto estimulador de los aminodcidos no .6lo es
menor que el de las distintas clases de DS A en conjunto, sino que idemas
es preciso utilizar concentraciones mucho mas elevadas para obter 2rio. Se
volverd a analizar este punto una vez e se havan mostrado los re ultados
de los experimentos realizados sobre la influencia de los aminicidos
sobre €l sistema NADH-POD-BSA.

29) El efecto de los aminodcidos mas eficades en estimular a. sis-
tema MADH-POD es inhibido por aquellos que tienen ur» menor capac: ad
de estimulacion. Pero ademas. si una vez que el sistema se encuentra inj i-
bido, se incrementa 1 concentracion def aminoacido estimulador, 1a veloc -
dad de cor-umo de O, vu "ve a aumentar (figura [L17.).

i

| {j: 100 nmod

L]

histidina 3 n

y

gicina 1 mM

histidina6 mM
— /

~

Figura IIi.17.: Estimulacicn ¢ inhibicion del sistema NADH-PO{ por la adicién suce
siva de histidina 3 mM y glicina 1 ;M. Obsérvese la «.timulacién prod scida por un nue
va adicidén de histidina. Condiciones si...ilares al experimente anterior
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Como se muestra en este experimento, a pesar de que unos aminoaci-
dos tengan una mayor capacidad de estimular al sistema NADH-POD que
otros. todos ellos deben relacionarse con el mismo sitio del enzima, de tal
manera que el efecto inhibidor y su desaparicion parcial tras incremen-ar la
concentracion de aminodcido estimulador, seria el resultado de un fenémeno
competitivo entre ambos aminoacidos con una mayor y menor capacidad de
cstimulacion respectivamente. Por lo tanto, es preciso distinguir entre dos
fenomenos distintos: uno de ellos seria la capacidad de estimulacion del sis-
tema NADH-POD de cadaaminoacido, que como hemos mencionado depende
de las caracteristicas de la cadena lateral (R) (muy diferentes entre si ¢
incluso ausente como en el caso de la glicina) y el otro seria la capacidad
de rele:ion que todos ellos son capaces de establecer con el enzima, que
dependeria logicamente de una estructura molecular comun & todos ellos.

3%) Inhibicion del incremento de la velocidad de consumo de O, por
cianuro 1 mM

Esta inhibicion es de idénticas caracteristicas a la que se produce en
el caso de la BSA.

4®) Mayor produccion de H,0,. La relacion entre el consumo de
NADH, pioduccion de H,0, y consumo de O, se determind de la misma ma-
nera que para el sistema NADH-POD-BSA, salvo que en este caso se utilizo
histidina 3 mM. Los resuitades obtenidos se muestran en la tabla IIL5.

t (min) NADH H,0, 0,
(nmol) {(nmol) (nmol)

8,222
604 = 1.5

(**) 4 : 59309 66

Tabla II1.5.: Relacién entre el consumo de NADH, produccion de Hy0, y consumo de
02 en presencia de histidina 3 mM. Condiciones: POD 1M, NADH 0,5 Mm, tampén fos-
fato 50 mM, pH 6.azida 0,1 mM. Volumen final 2 ml. (*) Datos espectrofotométricos. (**)
Datos obtenidos con el electrodo de 02‘

La esquiometria de la reaccion NADH : H,0, : O, es en este caso 1:
0,77:0, 86 aproximadamente, y practicamente no vario cuando se utilizaror
concentraciones superiores de histidina. La capacidad de producciénde H,0,
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por otros aminoacidos fue menor y en relacion a su capacidad de estimula-
cion,

5°) Formacion del compuesto 11

También la capacidad de formacion del compuesto Il es paralela a la
capacidad de estimulacion de cada aminodcido. En condiciones adecuadas(p.
ej., histidina 3 mM) se produce el compuesto I con caracteristicas muyv
parecidas al formado en presencia de BSA (figura Iil.18), mientias que en
condiciones menos 6ptimas (histidina | mM) se prodiuce un compuesto inter-
medio entre el I1 v el Iil o bian no aparece (metionina 1| mM).

|

s\\)df

!

Figura 111.18.: Formacion del compuesto Il por histidina 3 mM
compuesto III ( ) que no se modifica en presencia de metionina I mM. Condiciones

igual que en experimentos similares.

6°) No e..istieron diferencias significativas entre las formas D- yL-de
los aminoacidos utilizados. Se intentaron otras condiciones experimentaies
para tratar de que el enzima pudiese discrimincur entre D- y L-aminoacidos
(pH, concentraciéon de NAD.{, presencia de cationes divalentes, adicion de
fosfolipidos, etc.) pero sin resultados satisfactorios.

7¢) Los aminodcidos no parecen ser catalizados por ¢l enzima, o por lo
nenosdesaminadosoxidativamente. Estose comprobd incubando D-L-alanina
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a una gran concentracion (10 mM) con peroxidasa en presencia y ausencia
de NADH. durante 4 horas. Posteriormente se midi6 piruvato, obteniéndose
un resultado negativo.

b) D- y L-aminodcidos en el sistema NADH-POD-BSA

Como se acaba de mostrar, la presencia de ciertos aminoacidos produce
cambios en ia reaccion del sistema NADH-POD muy similares a los produ-
cidos por BSA, y que estos cambios eran inhibidos por otros amino4acios
cuya capacidad para estimular al sistema es menor o nula. Se decidio com-
probar si los cambios producidos por BSA eran inhibidos también por la pre-
sencia de estos aminodcidos v establecer el tipo de inhibicion, con el fin de
establecer una reiacion entre ambos efectos y las estructures moleculares
responsables de ellos.

Preliminarmente se comprobo que !a adicion de metionina, glicina o
alanina a una concentraciéon 1 mM inhiben el consumo de O, del sistema
NADH-POD-BSA, v que inclusc los aminodcidos que mas estimulan al sis-
tema NADH-POD, como histidina, triptéfano y treonina son capaces de in-
hibir la accion de ia BSA cuando son utilizados a bajas concentruciones
(0,5 - 1 mM) (figura I11.19).

POD 0.5aM
MADH 1mM/

02 100 nimol

\/meliomna 1mM

Figura 111.15.: Inhibicién del efecto estimulador producido por BSA en el sistema
NADI-POD por la adicién de aminoacidos {metionina 1 mM). Condiciones como en ex-
perimentos anteriores.
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Para establecer el tipo de inhibicion relizado por los amincacidos se
utilizé el método de Dixon, que consiste en titular distintas concentraciones
de inhibidor a dos (o mas) concentraciones no saturantes de BSA (vease
Material v Métodos). Ademas de adaptarse mejor a nuestras condiciones ex-
perimentales, el métedo de Dixon es de gran sencillez y permite el cdlculo
de la constante inhibicion (Ki) graficamente. En la figura I11.20. se muestra
elresultado obtenido utilizando metioninacomo inhibidor delsistema NADH -
POD-BSAC e s

Figura U120 Método de Dixon utilizado para establecer el tipo de inhibicion del

sistema NADH-POD-BSAc por aminoéacidos, Coudiciones: POD 0,5 »M, NADH 1 mM,
BSAc 0,5 uM y 1 uM; D-L metionina 0,1; 0,15 y 0, 25 mM. Tampén fosfato 50 mM, pH
6,0; t® 25¢C.

La inhibicion realizada por metionina es de tipo competitivo y también
la realizada por otros aminodcidos como leucina, alanina y glicina. En la
tabla I11.6. se muestran los valores de las constantes de inhibicion.

Ki (mM,

Metionina 0,066
Leucina 0,3
Alanina 0,43
Glicina : 0,56

Tabla IIL.6.




Es notorio que, aunque los aminodacidos utilizados seun precisamente
aquellos que poseen la menor capacidad de estimular el consumo de O, del
sistema NADH-POD sean capaces de inhibira! sistema NADH-POD-BSAc
4 concentraciones relativamente bajas. Este hecho, y la necesidad de con-
centraciones altas de otros aminodcidos para estimular al sistema NADH-
POD, no son contradictorias sino que ademas, su analisis proporciona una
informacion importante para comprender cual es la base molecular de los
cambios cualitativos que se producen tras la adicion de BSA y aminodcidos.

INFLUENCIA DE OTROS SUSTRATOS PROTEICOS Y NO PRO-
TEICOS SOBRE EL SISTEMA NADH-POD

Ademas de la BSA, se han testado otras proteinas tales como insulina,
glucagon y lisozima, que se disponian con alto grado de pureza. De ellas,
s6lo Ia insulina dio resultados positivos, aunque la estimulacion del sistema
NADH-POD fue mucho menor que la BSAc conuna Vmax aproximada de
4 nmoles O,/min/nmol POD. Se pudo constatar también una inhibicion por
KCN y por D-L-metionina y una produccion mayor de H,0, porel sistena.

Los mejores rest Itados fuerun obtenidos con glutation oxidado (GSSG).
Esta molécula constituida por la oxidacion de dos moléculas de glutation
reducido, posee caracteristicas polipetidicas (Meister & Arderson, 1983) ¥
aunque de tamafio muy reducido, posee dos locus de carbonoa a nivel del
residuo cistina central (figura 111.21.).
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Figura I11.21.: Estructura molecular del glutz.i 1 oxidado. Los recuadros indican los
locus de carbono a
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Se vio que el glutation oxidado es capaz de estimular 2l sistema
NADH-POD con unas caracteristicas identicas 2 las de la BSA con una Vmax
aparente de 34.5 nmoles O,/min/nmol POD y una Km ap de 62,5 uM.

En presencia de glutation oxidado el sistema: a) s¢ inhibe por KCN
1 mM; b) se produce una estequiometria NADH : H O ‘0. de T 1:4;:6)
formauondeh.ompuesmII d)inhibict omompeutn'tporD L —mehomm(lx;
= 0,170 mM). Se comprobo si el glutation oxidado es reducido por ¢l enzima,
pero las determinaciones de glutation reducido resultaron negativas.

En el transcurso de los trabajos experimentales realizados se observo
que otras substancias de caracteristicas no proteicas eran capaces de esti-
mular también la velocidad de consumo de O, del sistema NADH-POD.

La presencia de EDTA a concentraciones inferiores a 10 .M acelera la
velocidad de reaccion mucho mas que los substratos de caracteristicas pro-
téicas o pseudo-protéicas, pero a diferencia de éstos, el sistema no se
inhibe por KCN, ni por D-L-aminodcidos, no se produce compuesto 11, etc.
El papel del EDTA podria estar en relacion con su papel de agente reductor
(Tyson et al.. 1972; Sligar et al., 1974) y participar en la formacion del
compuesto 11l y en la secuencia de reacciones en cadena como un radical
libre mds o bien catalizando de forma inespecifica la reaccion autocatalitica.

También se comprobé que la presencia de ATP (0,1 - 1 mM) estimula
el consumo de O, del sistema, pero, de igual manera que el EDTA, la esti-
mulacién no reune ninguna de las caracteristicas descritas para la estimula-
cion realizada por BSA, D-L-amincicidos y otros. Su papel efector podria
estar en relacion con la presencia de cationes divalentes que contaminan
frecuentemente las preparaciones comerciales de este producto. Se ha des-
crito que cationes divalentes como Mn** pueden acelerar las reacciones de
oxidacion aerobica de la peroxidasa (Akazawa & Conn, 1958). En este sen-
tido, se observé un gran efecto estimulador al afiadir insulina comercial al
sistema, pricticamente insensible al cianuro. Tras dializar la preparacion
comercial, en la que se eliminé del todo el componente no proteico, se ob-
tuvo la escasa estimulacion gue se ha mencionado, sensible al cianuro.




DISCUSION

La actividad enzimdtica clasica de la peroxidasa de rabano (donante:
H,0, oxidoreductasa E.C.1.11.1.7) consiste en la oxidacion del donante uti-
lizando H,0, como aceptor de los electrones que es entonces reducido a
H,O0. Sin embargo, la peroxidasa es también capaz de catalizar reacciones de
oxidacion en las cuales el O, es el acentor. Este proceso, conocido como
oxidacién aerobica, es también catalizado por otras peroxidasas (Klapper &
Hackett, 1963; Nakamuraz et al., 1969). Se ha propvesto un mecanismo auto-
catalitico y se ha sugerido que la peroxidasa cataliza la formacion de radi-
cales libres del donante; estos radicales son capaces entonces de reducir al
oxigenc molecular (Yokoia & Yamazaki, 1965). Sin embargo, la relacion en-
tre el donante, la peroxidasa y el O,, es decir los tres elementos que par-
ticipan en la reaccién es poco conocida. Ninguno de los tres componentes
involucrados son capaces de reaccionar entre si. Se ha asumido entonces
que la reaccion de oxidacion se iniciu por la formacion de H,0, a partir del
0, y del donante, en una reaccion mediada por radicales libres, o bien que
H,0, pueda formarse en minimas cantidades en la solucion de NAD(P)H
cuando ha pasado cierto tiempo desde su preparacion (Yokota & Yamazaki,
1965). El H,0, formado de una manera o de otra es utilizado entonces en la
peroxidacion del donante; este proceso da lugar a la aparicion de radicales
libres del donante, que reaccionan con el O, y se establece asi una reac-
cion autocatalitica cuyo resultado final es la oxidacion del NAD(P)H y re-
duccién del O, a H,O (Deng, 1969). El papel iniciador atribuido al H,0, se
apoya er. el papel estimulante del H,0, afiadido y del efecto inhibidor de la
catalasa. Pero si se realizan experimentos en los que se toma la precaucién
de evitar la formacion de H,0, de cualquier origen, es decir, afiadiendo
catalasa no solo al medio de reaccion, sino también a la preparacion de
peroxidasa y de piridin nucleétido reducido, de tal manera que no exista
ninguna posibilidad de participacion del H,0, en la reaccion, ésta ain se
sigue produciendo, aunque mds lentamente. Por este motivo, otros autores
(Ricard & Nari, 1967) han propuesto que en ciertas condiciones sea posible
la reaccion entre el donante y el enzima, que entonces reaccionaria con el
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O, formando un compuesto 111 dotado de reactividad. El potencial de oxido-
reduccion del NAD(P)H es suficientemente bajo para reducir alenzima, pero
hasta ahora no hay ninguna evidencia de la formaciéon de un complejo
POD... NAD(P)H, ni que el NAD(P)H pueda reducir al enzima{(Olsen, 1978).

En resumen, se puede decir que el proceso de oxidacion aerébica de
los piridin nucleotidos reducidos por las peroxidasas es un proceso poco
conocido, cuya significacion biologica estd aun por establecer. En términos
operativos, podemos describirlo como un proceso autocatalitico, en el que
intervienen diversas reacciones mediadas por radicales libres. El papel del
enzima en este proceso no es del todo conocido pero su accién es impres-
cindible para el comienzo y desarrollo de la reaccion.

Como tal proceso autocatalitico, hemos podidocontrastar experimental-
mente los siguiente hechos:

1 Dependencia irregular de la velocidad de la reaccion de la concentra-
cién de NAD(P)H. i

2 Necesidad de una concentracion critica de NAD(P)H para el comienzo
de la reaccion (30,3 mM).

3 No correlacion entre las velocidades aparentes de consumo de
NAD(P)H y de consumo de C,.

4 Produccion irregular de H,0, en relacion al consumo de O, y
NAD(P)H.

8§ Insensibilidad al KCN 1 mM.

6 Acumulacion del coi'npuesto 111

La presencia de BSA en el medio de reaccion, una vez que todo el
enzima se encuentra en forma de compuesto I'l, produce los cambios si-
guientes;

1. Estimulo de la velocidad de consumo de O, y de oxidzcion de
NAD(P)H dependiente de la concentracion de BSA, con cinética enzimatica
de Michaelis y saturacion. Esta estimulacion depende del componente protéi-
co, pues la BSA deslipidada produce ain mayor estimulo. Parece evidente
que 'a eliminacion de lipidos o desnaturalizacion térmica da lugar a una
elevacion de la velocidad de estimulacion y a un aumento de la Km. Aunque
los valores cinéticos de Vmax y Km deben ser considerados como aproxima-
tivos, indican en términos generales una pérdida de afinidad en la interac-
cion BSA-POD, sea a nivel del centro activo 0 cualquier otro centro del
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enzima. Estas variaciones de afinidad constituyen ademas un argumento a
favor de la formacion de un complejo POD-BSA y que ¢l efecto producido
por la BSA no es inespecifico.

2. Dependencia de la concentracion de NAD(P)H de la velocidad de
reaccion con cinética sigmoidal y saturacién de consumo de NAD(P)H y de
- 0, cuando BSA estd presente a una concentracion fija. Como se ha mencio-
nado previamente, el sistema NAD(P)H-POD necesita una congentracion
critica de NAD(P)H para que se produzca la reaccion de oxidacion. Esta
concentracion critica, propia de los procesos autocaliticos, no es necesaria
cuando BSA esta presente en el sistema, y la reaccion se inicia a cualquier
concentracion de NAD(P)H por debajo de la mencionada concentracion.

Por otra parte, la cinética sigmoidal sugiere que la peroxidasa se com-
porta en estas circunstancias como un enzima alostérico. Generalmente, los
enzimas alostéricos producen curvas de velocidad de naturalezasigmoidal. La
unién de una primera molécnla de substrato al enzima facilita la union de
una segunda molécula de substrato debido a que se producen cambios con-
formacionales que dan lugar a un incremento de la afinidad de union en
otros sitios vacantes del enzima. Este fenémeno es conocido como coopera-
tividad positiva o respuesta homotropica positiva y nroporciona un control
mucho mas sensible de la velocidad de reaccion por variaciones de la con-
centracion del substrato (Segel, 1975). En este caso concreto, el NAD(P)H
n~ seria solcmente un substrato sino también un modulador, que uniéndose a

1+ locus probatlemente no catalitico de la peroxidasa, induciria cambios
conformacionales en el enzima, cuyo resultado seria una mayor facilidad
para unir una segunda moiécula de NAD(P)H a nive!l del centro catalitico.
Hasta la actualidad no se dispone de ninguna evidencia de formacion de un
complejo NAD(P)H-POD (Olsen, 1978), pero cuando la BSA esta presente, el
comportamiento sigmoidal de la velocidad de la reaccion asi lo sugiere.

3. Produccion de H,O, con una estequiometria NAD(P)H : H,O,
O,de1:1:1. Cuando la BSA esta presente, las velocidades de oxldacmn
de NAD(P)H y de consumo de O, se igualan. El resultado es que por cada
molécula de oxigeno y de donante consumidas se produce una molécula de
H,0, de acuerdo con la siguiente reaccion

NAD(P)H + H* + O, NAD(P)" + H,0,

Lapr oduccnon ce regular H,0, vy la estequiometria NAD(P)H : H,0,:
Opdel:l:1 indican que el substrato NAD(P)H resulta comp!etameme
oxxdado a NAD(P)+ y no a su radical libre NAD(P)’, que es lo que sucede en
el sistema NAD(P)H-POD. Este hecho refuerza la idea, vista en el apar-
tado anterior, de que cuaado la BSA estd presente, el substrato NAD(P)H es
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capaz de unirse al enzima para constituir un complejo NAD(P)H...POD. De
esta manera. la oxidacion del substrato queda regulada por el enzima, lo Gue
da lugar a la no produccion de radicales libres y a la nroduccion sistematica
de H,0,.

4. Formacion del compuesto 1I. A los cambios ahora mencionados hay
que afiadir este hecho experimental no descrito previamente en el proceso
de oxidacion aerobica de los piridin nucleotidos por la peroxidasa. El com-
plejo 11, descrito exclusivamente para las reacciones de perox:dacmn estd
constituido por el enzima reducido con un electron mas H,O, (Fe?* - H 2Cy)
(Maehly, 1972). Laadicién de H,0, alsistema NAD(P)H- PODacelera la for-
macion del compuesto 111 (Yokota & Yamozaki, 1965) y ya mencionamos que
hacia desaparecer el compuesto 1l, previamente formado en presencia de
BSA, para aparecer de nuevo el espectro del compuesto I1I. Asi pues, des-
cartada la participacion de H,0, en la fo:macion del compuesto II, éste
debe ser el resultadode la mteracc:on POD-BSA. y probablemente pueda ser
atribuido a un hidroperéxido formado en el sitio activo del enzima en el que
interviene alguna estructura molecular correspondiente a la BSA.

5. Inhibicion por KCN. El cianuro, inactivo sobre el complejo 111, actua
sobre el complejo 1l formado en presencia de BSA. De la misma manera, el
comple jo enzima-cianuro necesita de la BSA para producirse. El resultado es
la detencion de los cambios producidos en presencia de BSA.

Con el conjunto de hechos mencionado es posible tratar de establecer
el mecanismode reacciondel sistema NADH-POD-BSA (figura I11.21.): 1%,
Una vez constituido el compuesto I11, se produce un complejo POD-BSA; 2°.
la interaccion entre ambos produce un cambio conformacional ern el enzima;
32_ este cambio conformacional induce la aparicion de uno o mas locus para
2l substrato NAD(P)H que es oxidado completamente en un proceso regulado
por el enzima para dar lugar al compuesto II; como se ha mencionado, este
compuesto sensible al cianuro, podria corresponder a un hidroperéxido in-
termediario en el que podria intervenir alguna estructura molecular corres-
pondiente a la molécula de BSA. 42, la entrada de una nueva molécula de
O, desplaza a este intermediario para dar lugar de nuevo al compuesto Il y
a una molécula de H,0,, y asi sucesivamente.

De acuerdo con este mecanismo, la reaccion de oxidacion aerébica del
sistema NADH-POD entendida como un proceso autocatalitico en el que la
participacion del enzima no es bien conocida, se transforma en un proceso
enzimatico altamente regulado en presencia de BSA y otras substancias de
caracteristicas protéicas como insulina y glutation oxidado.
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/ (C.11 NADH

2.\

Fe?*0,

(C.11) ‘

Figura Iil.21.: Mecanismos de reaccién propuesta para el sistema NADH-POD-BSA. Se
indican los lugares de actuacién de BSA y KCN. (Vénsc texto).

Con los datos experimentales que se poseen es posible sugerir a qué
nivel de la estructura molecular de la peroxidasa se lleva a cabo la interac-
cion con las substancias mencionadas. Parece evidente que los cambios que
se producen en el sistema NADH-FOD noson meramente cuantitativos, como
podria ser una aceleracion de la velocidad de reaccién producida por una
molécula efectora. La impresion general que producen los cambios observa-
dos, es que el sistema aislado NADH-POD es un sistema incompleto, con un
funcionamiento anémalo, al que es dificil proponer un papel biolégico. Al
aiadir determinadas substancias adquiere las caracteristicas de una oxidasa
verdadera. Es obvio que ni BSA ni lo otros pueden ser considerados substra-
tos del enzima, sino que actuarian en cierta manera supliendo su ausencia;
asi pues, podriamos considerarlos como pseudo-substratos.

Por otra parte, el cambio espectral producido por la adicion de estcs
pseudo-substratos, con aparicion del compuesto Ii no dependiente de H,0,,
sugiere una interaccion con el mismo centro acuvo del enzima, de 1a misma
manera que en los sistemas enzimdtices de monooxigenacion, la interaccion
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del substrato o pseudo-substrato da lugar a cambios espectrales debido a la
formacion de un complejo enzima-substrato a nivel del sitio activo del
enzima (Schenkman et al., 1966; Peterson, 1971; Massey & Henimerich, 1975).

Desde este punto de vista el conjunto tendria aun mayor sentido, pues
el substrato verdadero regularia la actividad del enzima. En ausencia de
éste. el enzima estaria en forma de compuesto Il inactivo, y solo en cu
presencia se produciria una transicion a compuesto II activo, de tal manera
que el propio substrato condicionaria la actividad o inactividad del enzima,
cvitdndose de esta manera un consumo indiscriminado de equivalentes de
reduccion y de O,.

Prof..ndizando aun mas, cabe preguntarse ahora cudles serian las es-
tructuras moleculares que participan directamente en el proceso de regula-
cion dei sistema NADH-POD. En este sentido es Ilamativo que el glutation
oxidado, sea capaz de reproducir exactamente los efectos de la BSA obser-
vedos al inicio de nuestros trabajos experimentales. El glutation oxidado fu-
elegido ¢ priori, ya que desde el punto de partida de la hipotesis propuesta
se supuso que esta molécula, portadora de dos locus de carbono o en con-
formacion B o similar deberia ser capaz de actuar sobre el sistema NADH-
POD. Pero en rigor no es posible afirmar que sean estas estructuras inole-
culares las responsables del efecto regulador.

Los experimentos llevados a cabo con D-L-aminodcidos tendrian mas
valor experimentai para la identificacion de las estructuras moleculares res-
poasables del efecto regulador. Aunque cada aminodcido ejerce un efecto
varible dependiendo de las caracteristicas de su cadena lateral (R), se puede
afirmar en genzral que también ejercen un efecto regulador sobre el sistema
NADH-POD, aunque para ello se necesiten unas conceitraciones mucho mas
elevadas respecto a BSA o GSSG.

Sin embargo, son capaces de ejercer un efecto inhibidor a concentra-
ciones relativamente bajas scbre el efecto regulador de la BSA (Ki metio-
nina : 0,066 mM) y del GSSG (Ki metionina : 0,170 mM), Ic cual estd indi-
cando que ocupan el centro activo del enzim2 aunque por alguna razon,
poseen uaa menor capacidud de ejercer una efecto regulador sobre el siste-
ma NAD(P)H-POD. Ya se analiz¢ que la base molecular de este efecto regu-
lader estd constituida probablemente por cambios conformacionales del en-
zima, resultantes de la forrnacion de un complejo enzima-substi ato/pseudo-
substrato. La razon por la cual los aminoacidos tiene una capacidad menor
de regulacion tendria su explicacion en la hipotesis de adaptacion inducida o
del enzima flexible (Koshland, 1963). Segun esta hipétesis, compuestos que
son quimicamente parecidos al substrato normal, pero que poseen grupos
menos voluminosos, a menudo fallan en re c~ionar, aunaue se adapten co-
rrectamente al sitio activo del enzima. Es: es debido a que el substrato
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induce un cambio conformacional en el enzima que es necesario para un
posicionamiento correcto de los grupos cataliticos. Andlogamente en este
~as0 con~reto, los aminoacidos serian capaces de ocupar el centro activo
del enzima pero por razones estéricas terdiian una capacidad meror de pro-
ducir tales cambios conformacionales, ¢e tal manera que sélo un numero
determinado del total de ocupaciones del centro activo se traduciria en una
cambio de conformacion; de aqui que para conseguir un efecto regulador, los
aminodcidos deban estar presentes a concentraciones mds elevelas y sin
embargo sean capaces de inhibir el efecto regulador de la BSA a concentra-
ciones bajas. Ademads, este efecto regulador nunca liegaria a ser del 100%,
puesto que siempre habria ocupaciones del centro activo que no se traduci-
rian en cambios conformacionales.

Asi pues, la posibilidad de ejercer un efecto iegulador no depend: tan
s6lo de formacion de un complejo enzima-substrato, sino que ademas, es
necesario gue este complejo se traduzca en un cambio couformacional del

enzima.

En orincipin, los experimentos llevados a cabo indict.. que tanto los
aminodcidos libre como la BSA compiten entre i para formar un complejo
enzima-substrato. Debe de haber por lo tanto. una relacion de identidad o
parecido entre las estructuras moleculares correspondientes a los D-L ami-
nodcidos v de la BSA que son reconocidas por €i centro active del enzima.
Insistimos de nuevo en que las caracteristicas de las cadenas laterales (R)
de los aminoacidos, bien libres o formando parte de la BSA son muy impor-
tantes para que el comple jo enzima-substrato se traduzca o no en un cambio
conformacional que es con gran probabilidad, la base molecular de los efec-
tos reguladores que se han detectado. Sin embargo, la estructura molecular
por la cual el enzima reconoce a un conjunto muy variado de aminodcidos,
debe ser comin a todos ellos y debe obligatoriamente ubicarse a nivel de
carbono a .

Por otra parte, los resultados obtenidos utilizando D- y L-aminoacidos
han sido parecidos, lo cual indicaria que solo una parte de la estructura del
carbono a es reconociua por el enzima, de tal m: >ra que la unica diferen-
cia entre la unién de un D- o0 un L-aminoicido seria un cambio de orienta-
cion del pequeiio hidrogeno « . La orientacién de este grupo seria muy
importante a efectos de catalisis, como se ha mencicnado en la parte Il
para el enzima D-aminodgcido oxidasa, pero no en el caso de la peroxidasa,
ya qe en este estudio experimental sélo hemos detectz:do fenomenos de
regulacion y no cambios cataliticos. Por otra parte 5 conocido que L-ami-
nogcidos tales como L-leucina, L-metionina L-fen:lalanina y L-norvalina
(Edlblacher & Wiss, 1944; Dixon & Kleppe, 1965; Rudie et al., 198) pueden
inhibircompetitis nentelacatalisisdeD)- ..inodcidosporelenzima D-ami-
nodcido oxidasa: s decir: son capaces de ocupar el centro activo del enzima
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aunque no sean catalizados.

"5 posible que en ciertas condiciones experimcntales también la pe-
roxidasa pudiera distinguir entre la. formas D y L, o bien que la sensibiii-
dad de nuestra metodolegia sea insuficiente para detector diferencias signi-
ficativas. Tambien es posible que un cuzima que ha sido arranca.  Je su
contexto celular, en donde se encuentra altamente organizado,y a continua-
¢ién purificado por procedimientos que no se caracterizan pr.ocisamente por
su suavidad, hava perdido parte de su estructura original y de sus propieda-
des de reconocimiento; y mds aun si estas supuestas propiedades no han sido
tenidas en cuenta previamente al proceso de purificacion.

Dado que la similitud estructural entre las estructuras de carbono
de los D-aminocdcidos v el carbono x de proteina en conformacion 8o simi-
lar, fue el punto de partida que establecimos en nuestro trabajo tedrico,
hubiera sido deseable que se hubiera establecido alguna diferencia ¢n los
formas D- y L- en el caso concreto de la peroxidasa, pero aun asi creenos
que existe una posibilidad razonable de sugerir que sean también las estruc-
turas de carbono « de BSA las responsables del efecto regulador de la ac-
tividad enzimatica de las peroxidasas.

En resumen: en este trabajo experimental se expone la relacion exis-
tente entre sustancias de caracteristicas proteicas y la actividad enzimatica
de la peroxidasa. Este hecho experimental no descrito previamente, podria
sugerir que los substratos reales de esta y otras peroxidasas y oxidasas pu-
dieran ser otras proteinas, ta. y como se ha propuesto en nuestros piantea-
mientos teoric 0s previos, estableciend: ~si un vinculo preliminar entre
nuestro trahajo teorico y de 2xperiment..ion que trataremos de ensanchar
en el futuro.
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i IIemoscomprn.\bndm.cnnuc>'1'nscondicinnesexperimenlalcs.lnsc:lmclc—
risticas de la reaccion de oxidacion nerobica de los piridin nucleoticos
por la peroxidasa de rabano. Este proceso puede ser definido como una
reaccion autocatalitica en lz que participan radicales libres del oxigeno
y del donante de electrones; el papel realizado por el enzima en este
proceso y el significado biol ygico de esta reaccion ne han sido estable-
cidos hasta el momento.

. La presencia de BSA en ¢l medio de reaccion produce cambios cuantita-
tivos y cualitativos, a la luz de los cuales se puede atirmar que la acti-
vidad de oxidocion aerdbica de la peroxidasa es transformada en una
actividad oxidasa verdadera regulada epzimaticamente.

. La parte responsable del efecto regulador es el componente protéico de
la BSA.

Otras proteinas probadas tales como insulina y sustancias de caracteris-
ticas peptidicas como el glutation oxidado son capaces de reproducir el
efecto regulador de la BSA sobre la actividad de oxidacion aerdbica de
la peroxidasa.

El papel adscrito a estas sustancias seria el de pseudosustrato, que
constituyendouncump!cjoen;_ima—pscudﬂsuslramcendicionarmcambins
conformacionales cue serian la base molecu.ar del efecto regulador.

Los cambios espectrales detectados sugieren que el complejo enzima-
pseudosubstrato se lleva a cabo en el centro activo del enzima, con
formacion de un hidroperoxido intermediario que posteriormente s¢ des-
compene a H,0,.

7. Los D-L-aminoacidos aislados son capaces también de ejercer unefecto
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regulador parcial sobre li actividad del enzima. Este efecto regulador
estaria condicionado por las caracteristicas de la cadena lateral (R) de
cada aminoacido, siendo probablemente la estructura de su carbonoa la
que es reconocida poi el enzima a nivel de su centro activo.

. Se ha podido comprobar que existe un fenomeno competitivo entre 1os
pseudosustratos proteices v los ~minvacidos en la ocupacion en el cen-
tro activo de ia enzima. Este hecho sugeriria en principio que las es-
tructuras implicadas en ¢l efecto regulador serian estructuras de car-
bono * de la BSA.
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