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PEROXIDASAS

Los primeros conocimientos sobre las peroxida-
sas datan del afio 1855 cuando Schoenbein (citado por Paul, 1963)
observé que los extractos de algunas setas y de tejidos animales
‘eran capaces, cuando se ponian en contacto con el aire, de provo
car el desarrollo de un color azul en las soluciones de guayacol
semejante al producido por algunos oxidantes quimicos; igualmente
estos extractos eran capaces de utilizar los perdxidos de hidroge
no para realizar la oxidacidon del guayacol. Schoenbein supuso que
estos extractos eran capaces de activar el oxigeno uniendose a él
y descomponiéndolo en oxigeno atémico con gran poder de oxida-

cibn.
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Bertrand (1897, citado por Paul, 1963), propu-
so la teoria de que las oxidasas, nombre con el que se denomina-
ban a todos estos preparados, eran enzimas formados por una pro-
tefna unida a una molécula de manganeso que podian activar el ox{

geno del aire mediante la siguiente reaccidn:

Proteina — MnO + 02 ~————>  Proteina — MnO2 + O

La teoria de Bertrand fue posteriormente recha-
zada por Chodat y Bach (1903, citados por Paul, 1963) los cuales
observaron que al gunos de sus extractos eran incapaces de acti-
var el oxigeno molecular incluso en presencia de Mn. Por lo -
tanto ellos supusieron que en los extractos habia dos enzimas que
daban lugar a una reaccidén acoplada: una oxi genasa la cual activa
ba el oxigeno molecular a perdxido y una peroxidasa la cual era -
capaz de utilizar el Peréxido de hidrbégeno. Finalmente Linossier
en 1898 (citados por Paul, 1963) consiguié a partir de leucocitos
un preparado de peroxidasas libres de oxidasas y demostrd que
aquellas eran unas enzimas capaces de reaccionar unicamente con
los perodxidos.

Los primeros extractos relativamente purificados
de peroxidasas fueron obtenidos por Sumner y Howell (1936, cita-
dos por Paul, 1963) a partir de la savia de higuera; un afio més
tarde Keilin y Mann (1937, citados por Paul, 1963) obtenian la -

peroxidasa de rabano picante basandose en las experiencias de

Bach y Chodat (1903, citados por Paul 1963) los cuales habian -
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observado que las raices de esta planta eran muy ricas en peroxi-
dasa. |

En aflos sucesivos se han identificado y purifica-
do un gran numero de peroxidasas a partir, tanto de fuentes vége-
tales y animales como de microorganismos, estudiandose sus carac-

teristicas estructurales y de funcionamiento,

Estructura

El comienzo de los estudios sobre la estructura
y composicién quimica de estos enzimas data de 1931 cuando Kuhn
et al (citado por Paul 1963) observaron que en los preparados -
enzimdticos habia una proporcionalidad entre su actividad peroxida
sica y la absorcion en la banda Soret, lo que hacia suponer la -
presencia de grupos porfirinicos en la estructura de estos enzimas:
Keilin y Mann estudiaron a partir de f)eroxidasa de rdbano picante
el espectro de varios de sus derivados y cristalizaron e identi-
ficaron protoheminas a partir de estas preparaciones.

Theorell (1942) cristalizé por primera vez la pe-
roxidasa de rabano picante y en 1943 este mismo autor junto con -
Rkeson cristalizaron la lactoperoxidasa que fue posteriormente -

cristalizada en estado mas puro por Polis y Shmukler en (1953).
Siguiendo técnicas semejantes a las utilizadas por estos se han -
aislado peroxidasas de una gran variedad de vegetales; caben des-
tacar la de patata (Kondo y Morita, 1952), haba (Morita, 1954), -
nabo (Yamazaki et al, 1956) , rébano (Morita y Kondo, 1954, Morita

27




y Kameda, 1957) y germen de trigo (Tagawa et al, 1959 y Tagawa
y Shin, 1959).
Las peroxidasas son enzimas que catalizan la -

oxidacién de compuestos reducidos del tipo A H,_ por los perdxidos

2
y pueden asi ser consideradas como una especie de deshidrogena-
sas.

La especificidad de todas las peroxidasas para
con su susirato es muy alta, solo el perdxido de hidrogeno y al-
gunos perdxidos monosustituidos como los perdxidos de metancl y
etanol pueden actuar como sustratos; sin embargo, una gran varie
dad de sustancias quimicas pueden actuar como donadores de hidrd
geno en la reacciéon, de modo , que la especificidad de las pero-
xidasas para con €stos es muy amplia, pudiendo actuar como tales
tanto donadores naturales como el ferrocitocromo ¢ reducido v el
triptéfano, como diversos compuestos orgéanicos los cuales pueden
ser oxidados en presencia de un sustrato adecuado; sin embargo, ~
algunas peroxidasas como la citocromo c peroxidasa de levaduras
y la triptéfano pirrolasa de higado actdan casi Unicamente sobre
un solo tipo de compuestos oxidables, citocromo ¢ y triptdfano, -
respectivamente, mientras que las peroxidasas de plantas son mu-
cho menos especificas en cuanto a los compuestos oxidables.

Actual mente los enzimas con actividad de peroxi
dasa mas conocidos los podemos clasificar de la forma siguiente:
a) Peroxidasas que contienen hierro en su molécula.

b) Peroxidasas flavoproteicas.
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a) Entre las peroxi dasas que contienen hierro cabe distinguir las
que tienen un grupo protohemo en su molécula y las que poseen -
grupos hematinicos de color verde o verdo peroxidasas.

Las primeras incluyen todas las peroxidasas ais
ladas de plantas, algunas peroxidasas procedentes de animales, co-
mo la triptéfano pirrolasa y la yodo peroxidasa y muchas peroxida-
sas aisladas de microorganismos. Todas ellas se caracterizan por
ser inactivadas por la azida sddica y por los cianuros pero a di-
ferencia de las oxidasas no se inactivan por el CO.

Entre las mas conocidas se encuentra la peroxi-~
dasa de rabano picante que es una hemoproteina de peso molecular
40000 daltons y un PI de 7,2. El porcentaje de hemina es de 1,34
y a la molécula proteinica van unidos varios carbohidratos. Varios
autores‘ Theorell (1942), Jermyn y Thomas (1954) Paul (1958) y -
Tagawa y Shin (1959) han separado distintos componentes con idén
tico espectro y actividad enzimatica caracterizados como isoenzi-
mas.

La triptéfano pirrolasa, se ha aislado de higado

de mamiferos y de distintas especies de Pseudomonas adaptadas

a crecer en triptdfano.
Cataliza la oxidacién del triptéfano en presencia

de H_O, a formil kinurenina segin la siguiente reaccién:

2.2
! -—R —C—R
—3
ALH * % N
M N—C—H
H H
L-triptéfano N-formilkinurenina
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Segin Gordon y Rydziel (1959) la actividad enzi-
matica en el higado se encuentra en la fraccién sedimentable a -
11000 xg de un homogeneizado celular; su aparente necesidad de
H202 y su inhibicién por la catalasa han hecho pensar que este -
enzima sea una peroxidasa, aunque otros autores, entre ellos -
Tanaka y Knox, (1958) la han clasificado como una oxigenasa.

La yodo peroxidasa fue estudiada por primera -
vez por Serif y Kirkwood (1958) en la saliva de las glandulas sub

maxilares de rata. Es capaz de catalizar la yodacidén de la tiro-

sina y de otros aceptores de acuerdo con la ecuacidén siguiente:
- *
AH + 1 + H + HO, 6 —s> Al + 2H.O

De las peroxidasas con hierro en su molécula -
descritas en microorganismos las mas importantes son la citocromo
¢ peroxidasa de levaduras, (Altschul et al, 1940), que fue el pri-
mer miembro aislado de este grupo, y la citocromo c¢ peroxidasa -

de Pseudomonas fluorescens purificada por Lenhoff y Kaplan (1966).

Esta Gltima no pudo ser separada del citocromo c, el cual domina
completamente en su espectro, ni reacciona con los fenoles ni con

el citocromo ¢ de mamiferos lo que hace pensar que esté completa-

mente saturada de citocromo ¢ de Pseudomonas .

Las vefdoperoxidasas poseen grupos hematinicos
de color verde, y han sido aisladas de animales. La primera que
se aisldé fue una mieloperoxidasa aislada por Agner (1941) y purifi-

cada aflos después por él mismo (Agner, 1958) a partir de leuco-
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citos neutrdfilos de una infeccidén purulenta; tiene un peso molecu-
lar muy elevado, del orden de 149.000, y su punto isoeléctrico -
igualmente es muy alto, por encima de pH-10.

Su contenido en Fe es del 0.074% y no posee carbo-
hidratos unidos a su molécula.

La otra verdoperoxidasa mas conocida es la lactope-
roxidasa aislada y cristalizada por Theorell y Rkeson (1943) su -
peso molecular es menor que el de la anterior, del orden s o3&
93000 segun distintos autores, su punto isoeléctrico tambien . -
muy alto del orden de 9.6 ; su contenido en Fe es de 0.07 corres—
pondiendo a un atomo de Fe por molécula.

b) El otro gran grupo de peroxidasas corresponde a aqueilas cuvo
grupo prostético lo constituyen flavinas; entre ellas las mas -ono-

cidas son la peroxidasa de Streptococcus y la glutatidn peroxi-

dasa aislada de eritrocitos. Los estreptococos son microorganis-
mos que carecen de peroxidasas clasicas y de catalasa, & pesar

de ello estos microorganismos no acumulan perodxido de hidrdgens

en su metabolismo. Dolin en 1957 purificd a partir del Streptococcus
faecalis un enzima capaz de descomponer el perdxido de hidrégenc,
este enzima resultd ser una peroxidasa cuyo grupo prostétice

FAD y cuyo dador fisioldgico de hidrégeno es el NADHH,, siendn mu-
cho menos sensible a los cambios de pH que las hemoperoxidasas.
El mecanismo de la reaccidén de descomposicidén del HZOZ implica -
la formacioén de un complejo ternario flavoproteina - NADH- HOOH.

La glutation peroxidasa, fue descrita por Mills en -

1957 en individuos acataldsicos y en los cuales la vida media de
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la hemoglobina de sus eritrocitos es igual al de los individuos -
normales.

Este enzima no es sensible a la azida sddica ni al
cianuro lo que hizo suponer desde el principio que fuera una flavo-
proteina.

El compuesto fisioldégico que actia como donador de
hidrogeno de este enzima es el glutation -SH (GSH) el cual se -
oxida a GS-SG.

Todas las peroxidasas de plantas purificadas poseen
el grupo hemo como grupo prostético mientras que casi todas las -
peroxidasas de animales son verdoperoxidasas variando el grupo
prostético de unas a otras.

Esta gran heterogeneidad en la composicién, estruc-
tura y caracteristicas fisico quimicas de las peroxidasas probable-
mente esté relacionada con su variada funcibén bioldgica, ya que

pueden intervenir no solamente en la descomposicién de H_C_ pro-

2 2 ¢
ducida en las células y cuya acumulacién resulta toéxica para las
mismas, sino tambien en otras muchas funciones; habiéndose llega-
do incluso a sugerir que un enzima con actividad de peroxidasa pu-

diera tener otros centros activos capaces de desarrollar oiras

actividades enzimaticas.

Cinética de la reaccién de las peroxidasas con el agua oxigenada

La adicién de agua oxigenada a un extracto de pero-
xidasa de rabano picante (HRPO) da lugar a una interaccién entre

el enzima y el sustrato que se refleja en los cambios de color ob-
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servados en el enzima; asi la adicion de un ligero exceso de agua

oxigenada a la peroxidasa da lugar a un cambio de color de marrén
a rojo palido atribuido a la formacién de un compuesto conocido -
como 'compuesto II'". Cuando las preparaciones enzimiticas estan
muy purificadas primeramente aparece un compuesto color verde -

oliva conocido como ''compuesto 1 ".

A concentraciones mas elevadas de agua oxigenada -
aparece un color verde brillante atribuido al compuesto 111; finai-
mente en condiciones en que el compuesto 11l se mantiene, despues
de una prolongada exposicién al agua oxigenada aparece un color -
verde atribuido a un compuesto 1V, Este representa un cambio -
irreversible de la molécula del enzima probablemente por un ata-
que del agua oxigenada sobre el anillo porfirinico.

Los compuestos, I Il y 11l son reversibles y la -
peroxidasa puede volver a su estructura primitiva si a la mezcla -
se le aflade una sustancia oxidable capaz de actuar como donador
de electrones (AHZ)'

Las relaciones entre estos compuestos pueden ser

esquematizadas de la siguiente forma:

HRPO
;\H‘Z I l H202
Compuesto 11 ~ Compuesto 1
AH
2
AH2 HZOZ
Compuesto 111 — Compuesto 1V.
H202
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Por tanto la reduccidén de una molécula de agua oxi-
genada va seguida de dos etapas sucesivas de oxidacidén cuyas cons

tartes de reaccidén estan definidas en las siguientes ecuaciones:

K
HPRO + HOOH Kl > Compuesto I

-1
Compuesto 1+ AH,—XK5 5 Compuesto 11+ AH + 1,0
Compuesto 11+ AH, Ky -~ HPRO + AH + H,O

La velocidad de formacidén del compuestc [ varia
con el sustrato utilizado, asi K1 depende del sustrato pero no se
afecta por modificaciones en el grupo prostético del enzima.

Los valores de las constantes de segundo orden K2

y K‘ dependen de la naturaleza del agente reductor (AHQ) ; con

3

muchos agentes reductores el valor de X_, es muy pequefio con re-

3
lacion a Kl y de esta forma la reaccién entre el compuesto 11 y
el agente reductor actla como limitante de todo el sistema; por -
tanto en las reacciones colorimétricas de valoracidn es necesario

establecer unas condiciones para que estén equilibradas las cons-

tantes Kl y K3.
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Valoracién de las peroxidasas

Como ya hemos dicho, de acuerdo con Chance (1949)
la especificidad de todas las peroxidasas para con su sustrato es
muy alta; sin embargo su especificidad hacia los donadores de elec
trones es mucho mas amplia. Esto ha hecho que aunque la medida
de la actividad de las peroxidasas se pueda hacer midiendo la velo-
cidad de desaparicién del sustrato o la velocidad de oxidacidén dei
donador de electrones hayan sido estas ultimas medidas las méas uii-
lizadas en la valoracidn.

Como donadores de electrones en el sistema percxi-
dasa-perdxido de hidrdégeno, se han descrito una gran cantidad de
sustancias tales como mono y polifenoles, aminofenoles, diaminas,
leucobases, indofencles, aminoacidos con grupos reactivos, acido
ascorbico, etc. Todos estos ensayos estan basados en un cambio
de color del donador al oxidarse.

La formacién de productos de oxidacién coloreadcs
por parte de oxidasas y peroxidasas fue empleada, durante el siglo
XIX para su estudio cualitativo. Los métodos cuantitativos para la
valoracién de estos enzimas no fueron introducidos hasta el siglo
XX cuando se comenzd el aislamiento y purificacién de los mismos,
ya que hasta entonces ni siquiera se habia hecho una clara distin-
cién entre las oxidasas y las peroxidasas; asi muchos de los méto-
dos en los que se creia valorar peroxidasas lo que se estimaba en
realidad eran oxidasas, e incluso muchas reacciones de oxidacién

supuestas especificas de éstas, eran dadas tambien por las
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primeras debido a la presencia de trazas de HZOZ en el medio.

Actualmente se ha comprobado que casi todas las -
sustancias que actdan como donadores de electrones en el sistema
peroxidasa-peréxidb de hidrdgeno, son también en mayor o menor
grado oxidadas por el oxigeno mclecular en presencia de oxidasas,
y por lo tanto interfieren en la medida de aquellas.

Hasta hoy se ha prestado muy poca atencién a esta
interferencia; Bokuchava (1948) sugiridé utilizar una atmdsfera iner-
te, pero esto no excluye la posibilidad de produccién de 02 por los
tejidos o por los enzimas presentes en los extractos celulares es-—
pecialmente la catalasa; otra solucién propuesta consiste en la utili-
zacién de inhibidores especificos de la oxidasa, tales como el mond
xido de carbono, o bien la determinacién de la concentracidn de
sustrato residual evitando asi la interferencia con la oxidasa en
cuanto al donador de electrones se refiere; sin embargo, hay que -
tener en cuenta que muchas oxidasas producen agua oxigenada y -
que la catalasa si esty presente puede producir una destruccién -
del sustrato no atribuible a la actividad de la peroxidasa; en este
caso la actividad de la catalasa puede ser inhibida o el agua oxi-
genada sustituida por otro sustrato como el metanol -OO-H.

Como inhibidores de la catalasa usados para la valo-
racién de la peroxidasa en homogeneizados celulares se han descri-
to los siguientes:

Balls y Hale (1933, citados por Maehly, 1954), Ban-
croft y Elliott (1934, citados por Maehly, 1954) introdujeron el uso

del pirogalol, mientras Morris y Lineweaver (1946) utilizaron el -
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guayacol en sus valoraciones; Bokuchava et al (1948) en sus estu-
dios sobre la oxidasa del té utilizaron el pirogalol en presencia -
de 1 M de NO3 Na consiguiendo una inhibicién de la catalasa del -
98% al 100% sin afectar la actividad de las peroxidasas. Finalmente
Margoliash et al (1960) y Margoliash y Novogrodsky (1960), demos-
traron que el 3-amino-1, 2, 4-triazol produce al ser inyectado en
ratones una inactivacién irreversible de la catalasa hepéatica, e igual
mente Chance (experimentos no publicados) ha utilizado la  avii:
sédica como inactivador de la catalasa aunque ningunc de ellos bn
estudiado el efecto que estas sustancias tienen sobre la peroxidasa.
sélo - Morita (1954) ha comprobado el efecto inactivador de estz
Gltima sobre las peroxi dasas de haba y rabano.

En cuanto a la utilizacién para la valoracidn d= lz
peroxidasa de otros sustratos distintos del agua oxigenada, Chance
(1949) demostrd que aunque los perdxidos de hidrégeno monometila-
dos pueden actuar como sustratos de la catalasa y de la percxida-
sa, no pueden actuar como donadores de electrones frente a la ca-
talasa lo cual permitié a Smith (1954) medir la peroxidasa de extra
tos de levadura en presencia de catalasa utilizando metanol ~-O-0-H
como sustrato.

Entre los donadores de electrones mas frecuentemen
utilizados para la valoracién de las peroxidasas mediante las medi-
das espectrofotométricas de aparicién de color en los productos -
oxidados, caben destacar en primer lugar el guayacol. Esta sus-
tancia fue usada por primera vez por Lepinois (1899, citado por

Maehly, 1954) habiendose hecho desde entonces muchas modificacio~
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nes al método inicial que en esencia consiste en la oxidacién del
catecol monometilester a tetra guayacol por el agua oxigenada en
presencia de peroxidasa. Esta oxidacién da lugar a la aparicidn de

un color rojo ladrillo que comienza a desaparecer pocos minutos -

despues de su formacidn,

OCHg ?c Hy

‘ @

?H ! !
4@,0__0'_‘3 + 4H202 peroxndasa

I + 8 H2O
OCH3 O!"HB

guayacol tetraguavacol

Otro donador de electrones ampliamente wuiilizade en
la valoracién de las peroxidasas es el pirogalol. La oxidacidn de
este compuesto por el agua oxigenada en presencia de peroxidasa
da lugar a la purpurogalina, sustancia de color naranja para la que

Barltrop y Nicholson (1948) propusieron la siguiente férmula:

Omm-n H
OH OH 1 (5
HO\ ! HO
peroxidasa
+ 3 H,0, ——— > O + §HO + COy
HO” HO
pirogalol purpurogalina
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A partir de 2 moles de pirogalol se forma un mol de

purpurogalina y se desprende un mol de COQO,; la medida de cual-

.
quiera de los dos productos puede servir como base para un ensa-
yo cuantitativo de la actividad en peréxidasa.

La determinacién colorimétrica de la purpuro galina
fue introducida por Willstdtter y Stoll en 1917 (citados por Maehly,
1954) en un publicacién clasica en la cual definieron una unidad -
de actividad de peroxidasa, el Pz (Purpurogallinzahl), como el -
nimero de miligramos de purpurogalina formada por la accién. de -
1 mg de peroxidasa durante 5 minutos a 20°C, en un medio con 5 g
de pirogalol y 50 mg de agua oxigenada, en 2 litros de agua.
Igualmente estos mismos autores introdujeron la unidad de peroxi-
dasa Pe (Peroxydasseinheit) que es el nimero de gramos de purpu-
rogalina producidos por el peso total de una preparacioén enzimati-
ca bajo las condiciones antes mencionadas.

Posteriormente se comprobd que el Pz de una mis-
ma preparacién enzimtica muestra amplias variaciones dependiendo
de las condiciones experimentales tales como el pH, concentracion
de agua oxigenada, y del volumen y concentracién del tampdn.

Asi Chance (1949, 1953) demostrd que la purpurogalina se forma

a una velocidad alta incluso después de que el compuesto 11 haya
desaparecido. El valor de K3 calculado para la cinética de desa-
paricién del compuesto 11 es considerablemente mayor que el obte-
nido para la velocidad de aparicién de la purpurogalina. Por tanto

es evidente que la determinacidén del nimero de purpurogalina no -

refleja la actividad en peroxidasa de una muestra sino una mezcla

39




mas compleja de reacciones. A pesar de ello la actividad en pero-
xidasa de una muestra ha sido tradicionalmente expresada en uni-
dades Pz aunque debido a la poca reproducibilidad, este método

ha sido desplazado por el del guayacol u otros mas facilmente re-
producibles como es la valoracidén con o-dianisidina como donador
de electrones (Bjorksten, 1968 y Heimann y Wisser, 1968). Para
propdsitos especiales se han utilizado otros donadores tales como
la leucobase del verde malaquita, Czyhlarz y Furth (1907, citados
por Maehly, 1954); el acido ascédrbico, Chance (1949), Nelson y
Dawson (1946),y Purr (1950); la mesidina Chapman y Saunders
(1941); citocromo ¢ Altschul et al (1940} Chance, (1951) y George
(1953); la bencidina Madelung (1911, citado por Maehly, 1954); la
fenolftaleina, dehidrovainillina, el acido paraminobenzoico, la dihi-

drofenilalanina etc.
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CITOCROMO C PEROXIDASA

La citocromo ¢ peroxidasa de levaduras, o ferroci-
tocromo ¢ peréxido de hidrégeno 6xido reductasa (E. C. 1. 11. 1.
5.), cataliza la reaccién del ferrocitocromo ¢ a ferricitocromo c

en presencia de perdxido de hidrogeno segiin la siguiente reaccidn:
}{202 + 2 ferrocitocromo ¢ ——> 2 ferricitocromo ¢ + 20H (1)

Este enzima fue descrito por primera vez por Alts—
chul et al (1940). Estos investigadores lo identificaron primero -
como una citocromo ¢ oxidasa soluble de levaduras, pero dos afios
mas tarde obtuvieron una preparacién purificada del mismo y com-
probaron que reaccionaba estequiométricamente con el agua oxigena-
da, dando un complejo de color con un espectro de absorcién seme
jante al del compuesto 11 de la peroxidasa de rabano picante (Abrams
et al 1942). Esta preparacién era muy inestable y se inactivaba du-
rante la dialisis y el almacenamiento a la vez que estaba contami-
nada c:én hematina enzimaticamente inactiva.

Desde entonces, muchos investigadores se han dedi-
cado al estudio de este enzima asi como a la purificacién del mis-
mo. Entre los pioneros en este campo cabe destacar a Chance -
(1949, 1951, 1952), George (1953) y Nicholls (1965, los cuales
llegaron a la conclusién dé que este enzima es semejante a las de-
més peroxidasas que poseen grupo hemo en su molécula diferen-

ciandose tnicamente en cuanto a su especificidad por el donador
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de electrones. En 1965 Yonetani y Ray (1965) describieron un nue
vo método cromatografico para su purificacién y obtuvieron una -
preparacion altamente purificada de la citocromo ¢ peroxidasa; al
afio siguiente el propio Yonetani et al (1966) consiguid cristalizar
este enzima mediante dialisis isoeléctrica, Independientemente -
Ellfolk en 1967, obtuvo tambien una preparacién cristalizada de la
citocfomo c peroxidasa. Estas preparaciones cristalizadas del -
enzima han permitido estudiar sus caracteristicas moleculares y -

sus propiedades funcionales.

Estructura

La citocromo c percxidasa tiene un pesc moeiecular
que segun Ellfolk (1967) en base a su constante de sedi mentacidn
3.55 S, constante de difusién 9.44 F y volumen especifico —
0.733 ml/g, es de 34.100 daltons.

Este enzima tiene cano grupo prostético wa protgpariivi-
na I1X ferrica la cual no estd unida covalentemente al apoenzima,
sino que, de acuerdo con Leonard y Yonetani (1974), esta unidn se
realiza por medio de fuerzas hidrofébicas en dos etapas sucesivas
en las que el atomo de hierro y las cadenas laterales de acido -
propidnico son esenciales (Asakura et al 1974).

El apoenzima es una proteina acida cuyo punto -
isoeléctrico para el Gnico enzima descrito es de 5.0 a 5.2 y esta
constituida por 272 aminoacidos. |

Al contrario de otras peroxidasas vegetales, la ci
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tocromo c peroxidasa carece de hidratos de carbono unidos a su
moleécula.

Yonetani (1967) consiguié disociar de forma rever
sible al holoenzima en protohemo y apoenzima, el cual posteriormen
te unid con otras porfirinas y metaloporfirinas para formar holo-
enzimas sintéticos que contiene grupos prostéticos distintos del na

tfural.

tituyeron el hierro del grupo hemo por manganeso obtuvieron ung -

i

citocromo ¢ peroxidasa artificial activa; sin embargo, cuando esta
misma sustituciébn se hizo sobre la mioglobina o la hemoglobina se
obtuvieron proteinas artificiales incapaces de transportar oxigeno
(Yonetani y Asakura , 1969, Yonetani et al 1970, Waterman y -

Yonetani, 1970). Por el contrario, segin Hoffman y Petering {1970)
y Yonetani y Yamamoto (1974), la sustitucién de hierro por cobal-
to produce mioglobinas y hemoglobinas activas capaces de transpor
tar oxigeno, y citocromo c peroxidasas artificiales inactivas (Yone
‘tani et al, 1974). Estas observaciones indican que la naturaleza

quimica de la apoproteina y el modo de su interaccidbn con el gru
po prostético controlan las caracteristicas fisicas y quimicas de -
éste en la holohemoproteina.

En el caso de la citocromo ¢ peroxidasa, ;Como -
se realiza esta interaccidén? Las observaciones de Yonetani y Asa
kura (1968), Asakura y Yonetani (1969) y Asakura et al (1969), re
velan que la modificacién quimica de las cadenas laterales del gru-

po vinilo situadas en posiciones 2 y 4 del anillo tetrapirrodlico -
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no afectan a la afinidad de éste por el apoenzima ni a la actividad
enzimatica del holoenzima; por el contrario la modificacién de las
cadenas laterales de 4cido propidnico situadas en posiciones 6 y
7 producen una gran reduccidn tanto en la actividad enzimética,
como en la afinidad por el apoenzima.

Sin embargo, en la hemoglobina y la mioglobina -

Rossi-Fanelli et al (1964) y Sugita y Yonegama (1971), pusieron -

de manifiesto que la modificacion de las cadenas laterales o«
propidnico del grupo protohemo en posicidén 6 y 7 no iiens eizcic
apreciable sobre la afinidad por el oxigeno de estas 2 hemoproter-

nas, mientras que la modificacicn de las cadenas en posicion 2 v

4 si influyen. Puesto que segOn Kendrew (1962) v Perutz (1%

las 2 cadenas de &cido propidnico en posicién & y 7 del pioi

estarian dispuestas hacia el exterior en las moléculas de wi

bina y hemoglobina, puede esperarse que el grupo hemo de ia cito

cromo ¢ peroxidasa esté embebido en direccidn opuesta, es s
que las cadenas laterales en posicidn 2 y 4 estan expuesias al

exterior mientras que las cadenas de acido propidnico en posicién
6 y 7 se orienten hacia el interior de la molécula en la citocromo

c peroxidasa, segin el siguiente esquema:




Este esquema ha sido propuesto por Yonetani (1976),
ahora bien, Poulas et al (1978) postubn que las cadenas de écido
propidnico en posicidén 6 y 7 estan orientadas hacia la superficie

de la molécula en igual forma que en otras moléculas hemoprotei

nicas.
La reaccién entre la protoporfirina 1X y la apoci-
tocromo ¢ peroxidasa se realiza segin Asakura et al (1974) en -

dos etapas que pueden ser descritas en la siguiente forma:

Protoporfirina IX + Apocitocromo ¢ Peroxidasa -——> Intermediario
.

A + ; ; ;
Intermediario + H -——> Complejo Proteina~ Porfirina

La primera reaccién es muy réapida y supone la -
unién de la porfirina con el apocitocromo c, la segunda es mas
lenta y va asociada a un cambio conformacional de la proteina.

El atomo de hierro es esencial no sdlo para acele
rar esta segunda reaccion sino tambien para estabilizar la nueva
forma de la proteina.

El atomo de hierro del grupo hemo estd unido a -
los 4 atomos de nitrdgeno del anillo tetrapirrdlico. El quinto li-
gando a que esta unido el atomo de hierro es segln Yonetani et -
al (1972), un atomo de nitrdégeno probabkemente de una histidina,
y la sexta posicion de coordinacidén estd ocupada normalmente por
una molécula de agua y a ella se pueden unir el sustrato y sus -

analogos asi como inhibidores del enzima tales como fluoruros,
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cianuros y la azida sddica. (Schombaum y Chance 1976, Yoneta-
ni 1976).

La composicién en aminoacidos del apoenzima ha -
sido determinada por Ellfolk (1967) y es la siguiente:
ser glu , ala

, val__, )
pro val,,, met

A 3 ? ] b ’ ] "

SPypr ey S8y, Bllgyr PPOIgy Bl oy AlAg 6
i ? ? i 4 " b4 i H | 2 < b 1 : t i 3
11eu8 leu23 tulz fen 16 11521 hls5 arg9 cis, trig
—(CONHZ) 29.

La diferencia entre (4cido aspartico, + acido glu-
tdmico-amidas) y (lisina + histidina + arginina) que son respecti-
vamente (42 + 27 - 29) y (21 + 5 + 9) da una diferencia de 3 gru
pos acidos de méas, lo que justifica el punto isoeléctrico acido -
de la apoproteina.

Esta composicion en aminoacidos revela ciertas di

ferencias respecto a la composicidn de las peroxidasas de plan-
tas, tales como la peroxidasa de rabano picante, la de rabano -
japonés o la de pifta. Las peroxidasas de plantas muestran un -
caracter coman en su composicién con otras proteinas vegetales,
como es su bajo contenido en lisina; por el contrario el conteni-
do en lisina de la citocromo c¢ peroxidasa de levaduras es més -
bien alto; igualmente el contenido de ésta en tirosina y triptdfanc
es relativamente alto en comparacion con las peroxidasas de plan '
tas lo cual explica la baja relacidén existente entre las absorcio-
nes a 407 y 280 nm encontrada para la citocromo ¢ peroxidasa
cristalizada. Asi, mientras el valor dado para la relacién -
/A280 en la citocromo ¢ peroxidasa cristalizada oscila entre

A
407
0.7 y 1.2, en la peroxidasa de rdbano picante los valores son de
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3.04, 2.92 y 3.31, y para la peroxidasa de rabano japonés son de

3.28 y 3.35 segiin los distintos autores.

Actividad enzimatica

La reaccion de la citocromo ¢ peroxidasa sigue el
mecanismo general de los enzimas con 2 sustratos, con los que
reacciona en un orden obligado segin las siguientes ecuaciones:

K1
E+ S5 — ES (2)

l — 1

K,

ES1 + 82 — ESlS2 &)

ES.S, —> E+ P A

En las que E es el enzima, S1 es el perdxido de
hidrégeno, 52 es el ferrocitocromo ¢ y P es el ferricitocromo c.

Puesto que S1 posee dos equivalentes de oxidacién y S, un equi-

2
valente de reduccidn, la estequiometria de la reaccién es la ex-
puesta en la ecuacién (1) de la pagina 4l . La formacidén del com-
plejo enzima-perdxido de hidrbgeno (ESI) es practicamente irre-
versible, de forma que la constante de discciaidn K-l es insigni
ficante con relacién a K,, siendo esta Gltima mayor que la corres

1
pondiente a la peroxidasa de rabano picante y segin Chance (1949
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- -1 )
del orden de 107 a 108 M ! seg . Asi pues la formacién del

complejo ’ES1 es muy rapida no habiéndose detectado intermedia-
rios. En ausencia de reductores o del citocromo ¢, el compuesto
ES1 es muy estable siendo su velocidad de descomposicién esponta
nea del orden de 10"-5 seg _1. Esto se debe a que en la forma-
cién del compuesto ES1 se ha roto la unidén 0-0 del agua oxige-
nada lo que hace irreversible la reaccidn.

Por otra parte la constante de asociacion dei

complejo ES1 con el ferrocitocromo ¢ es del orden de
seg— lo que representa una de las velocidades de interaccion -
mas rapida existente entre dos proteinas.

La citocromo ¢ peroxidasa, como se menciond anfie -
riormente, es inhibida por una serie de reactivos que se unen al
grupo ferrihemo, tales como fluoruros, cianuros o azida sddica;
por el contrario no es inhibida por el mondxido de carbono lo -
que indica que la formacidn de la forma ferrosa del enzima no -
estd implicada en su accién catalitica.

La actividad de la citocromo ¢ oxidasa puede ser
diferenciada de la accién de la citocromo ¢ peroxidasa utilizando
mondxido de carbono que inhibe selectivamente la accidn de la -
primera., Como donadores especificos de electrones de la reaccién
se ha utilizado ferrocitocromo ¢ de corazdédn de caballo o ferroci-
tocromo ¢ de levaduras; otros donadores de electrones como el -
acido ascdrbico, el guayacol o el pirogalol son oxidados, segin
Chance (1951), mas lentamente que el citocromo ¢. Finalmente -

segin Yonetani y Ray (1965) los ferrocitocromos b, b de

59 ¢
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mamiferos asi como la mayoria de los ferrocitocromos c¢ de bac-

terias no son oxidados por este enzima.

Interaccién entre la citocromo ¢ peroxidasa y el citocromo c

El conocimiento de la forma de interaccidn entre
la citocromo ¢ peroxidasa y el citocromo c es de gran interés no
sblo para conocer el mecanismo de la reaccidén catalizada por ia
citocromo ¢ peroxidasa sino también porque puede ayudar a
aclarar el mecanismo general del transporte electrbénico en los —
sistemas bioldgicos, tales como mitocondrias o microsomas, pues-—
to que una cuestion no aclarada todavia es si es necesario el -
contacto directo entre los dos grupos prostéticos para el proce-
so de transferencia de electrones en las reacciones bioldgicas.

Beetlestone (1960) ha estudiado la cinética de la
reaccién entre el ferrocitocromo c y la citocromo ¢ peroxidasa
~-H,0

272°
velocidad de reaccion es independiente de la relacién inicial de

Esta reaccion es de primer orden y la constante de la -

ferri y ferrocitocromo ¢ . La velocidad de reaccién es inversamen
te proporcional al citocromo ¢ totaly es mas baja cuanto mas al-

ta es la fuerza ibnica; de acuerdo con este uUltimo efecto, Beetle—

‘stone concluyd que los sitios reactivos del citocromo ¢ y de la -

peroxidasa poseen carga de signo opuesto, ocupando cada uno un
drea aproximada de 58 cuadrados. Puesto que el punto isoeléc—
trico del citocromo ¢ de mamiferos es 10,05, puede deducirse que

el sitio activo de la peroxidasa esta cargado negativamente debido
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probablemente a la presencia de grupes carboxiks libres de la pro
teina o de los dos carboxilos del grupo hemo.

Yonetani y Ray (1966) han propuesto la formacidn
de un complejo reversible tipo Michaelis—Menten entre el enzima
y el citocromo ¢ (Ecuacion 3); la interaccién entre ambas protei~
nas podria deberse fundamentalmente a atracciones de tipo elec-
trostatico ya que la citocromo ¢ peroxidasa y el citocromo ¢ son
respectivamente proteinas acidas y basicas. Este supt‘msm
confirmé mas tarde por el hecho de que varios policationes que
se unen reversible o irreversiblemente a la citocromo ¢ peruni-
dasa inhiben la actividad enzimatica al competir con el ferrociio-
cromo ¢ (Yonetani y Ray, 1966, Mochan y Nichotls, 19710,

Posteriormente Mochan (1970) y Nicholls v ¥o chan

(1971) demostraron que el citocromo ¢ y la citocromo ¢ peroxid
forman un complejo reversible que puede ser detectado por croma
tograffa en columnas y utilizando un citocromo ¢ modificado qui-
micamente pudieron demostrar que las fuerzas elecirostaticas jue-

gan un papel preponderante en la formacién de este cow

Sin embargo Kang et al (1977) han descriic dos lu-
gares de unién del citocromo sobre la peroxidasa lo que se re-
fleja en una cinética bifasica de oxidacién del sustrato . tno e
estos lugares tiene alta afinidad por el sustrato y corresponde -
probabl emente al radical libre,y otro tiene baja afinidad y ccrres
ponde al hierro (IV) del hemo.

De los resultados obtenidos mediante resonancia -

magnética nuclear y fluorescencia por Gupta y Yonetani (1973) y
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Leonard y Yonetani (1974), se deduce que la citocromo ¢ peroxi-
dasa interacciona con el ferrocitocromo ¢ en un drea adyacente al
radical metilo en posiciébn 8 del grupo porfirinico de éste. Con -

esta orientacién, el contacto directo entre los dos grupos prostéti-
cos es impedido por la cadena polipeptidica del citocromo ¢ y en
consecuencia el grupo hemo de éste estd a considerable distancia,
superior a 25 R , del grupo hemo del enzima, lo que excluye una
transferencia de electrones a través de un contacto directo de los
grupos prostéticos. Por lo tanto,la posibilidad de que la transfe-
rencia de electrones se realice a través de la cadena polipeptidi-

ca debe ser seriamente considerada.

Biosintesis de la citocromo ¢ peroxidasa

La citocromo c peroxidasa se encuentra fundamen
talmente en las células de levadura crecidas en aerobiosis.

Chantrenne en (1955) y Avers (1967) demostraron
que la biosintesis de este enzima en cultivos de levadura que habian
crecido en anaerobiosis se podia inducir mediante la aireacién de
los mismos.

Igualmente Chantrenre (1955) observé que en las
razas normales de levadura, este enzima se encuentra en parte uni-
do a particulas subcelulares que sedimentan a 10000 xg y en -
p‘arte en forma soluble en el citoplasma; por el contrario en las
particulas subcelulares aisladas de mutantes deficientes respirato-

rios no pudo demostrar la presencia de este enzima incluso cuando
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estos fueron aireados varias horas. A pesar de ello la aireacién
de estos mutantes también inducia, aunque en menor cantidad la -
biosintesis del enzima, que se localizaba de forma soluble en el
citoplasma.

Estos resultados llevaron a Chantrenne a propo-
ner la existencia en levaduras de dos tipos de peroxidasas: una a
la que llambé peroxidasa de la benzidina, se encontraria asociada
a las particulas sedimentables no siendo sintetizada por las mutan
tes ''petite', la otra llamada peroxidasa de citocromo se encon-
traria disuelta en los extractos celulares y es sintetizada por las

mutantes 'petite 'y por las levaduras normales. Ambos tipos de -
peroxidasa son inducibles por el oxigeno del aire.

En las células de levadura crecidas en condicio-
nes de anaerobiosis Chantrenne (1955) y Sels (1958) observaron -
que carecian totalmente de actividad enzimética. Sin embargo Lin-
denmayer ySmith (1964) no encontraron diferencias apreciables en
la actividad de la citocromo c peroxidasa de células de S.cerevisiae,
crecidas en aerobiosis o anaerobiosis.

Finalmente Avers (1967) observdé que en los culti
vos anaerobios la actividad enzimitica disminuia de 4 a & veces tan
to en las razas normales como en las ‘'petites' pero que nunca ile-
gaba a hacerse totalmente nula.

Estas aparentes caitradicciones pueden ser debi-
das a que,como han demostrado Avers(1967), Sels y Cocriamont

(1968) yRogers y Stewar (1973b),la citocromo ¢ peroxidasa tiene -

un umbral para el oxigeno, durante la induccién aerobia de cultivos

52



anaerobios, mucho mas bajo que el de otros enzimas de la cade-
na transportadora de electrones y por tanto su induccién se pro-

~ duce incluso en presencia de muy bajas concentraciones de oxigeno.
| Hoy estd fuera de dudas que la citocromo c pero
xidasa y otros enzimas respiratorios hemoproteicos son inducibles
en las levaduras por el oxigeno. Ahora bien en cuanto a la biosin
tesis de estos enzimas, algunos se sintetizan de 'novo' a partir
de aminoicidos durante la fase de adaptacidén al oxigeno, mientras
que otros como el isocitocromo c, se activan segin Sels et al
(1965), Fukuhara y Sels (1966) y Fukuhara (1966) durante la fase
de induccidn a partir de precursores macromoleculares a los cua-
les se les une el grupo hemo o un precursor del grupo hemo.

Este Gltimo tipo de induccién llamado por Sels y Cocriamont (1968)
induccién por conversién, se puede aplicar tambien a enzimas co-
mo la citocromo ¢ peroxidasa y a la catalasa de un mutantes ais-
lado por Berte y Sels (1979). Segln estos autores los apoenzimas
se sintetizarian incluso en condiciones de anaerobiosis siendo por
lo tanto constitutivos y a ellos se uniria el grupo hemo para for-
mar el holoenzima en condiciones inductoras.

En el caso concreto de la citocromo c¢ peroxida-
sa Sels y Concriamont (1968) han demostrado la unién directa en
extractos libres de células, entre la apocitocromo ¢ peroxidasa,
existente en levaduras cultivadas en anaerobiosis, y el grupo hemo,
para originar citocrome ¢ peroxidasa activa., La eficacia de esta -
‘uniébn se aumenta considerablemente si a la mezcla se le aflade ci-

tocromo ¢ de corazdn de caballo. Estos mismos autores encon-
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traron  que aunque el holoenzima obtenido era relativamente
estable, en algunas experiencias aparecia un alto grado de inac
tivacion del mismo; esta inactivacién se impidid cuando se utiliza-
ron preparaciones purificadas por DEAE celulosa en las cuales se
separd el apocitocromo ¢ de uno o varios agentes degradantes pro-
bablemente de naturaleza proteolitica. El papel de estos agentes en

i,
i

la inactivacién de la citocromo ¢ peroxidasa "in vivo" no ha zide
por ahora investigado.

Como demostracién de que la biosintesis d¢ la
citocromo ¢ peroxidasa en cultivos anaerobios de levadura inducidos

por aireacién no requiere de la sintesis de proteinas ciioplasiati-

cas, Sels y Cocriamont (1968) han realizado esta inducidn @ -

presencia de cicloheximida, lo que parece demosirar gue «f
enzima se forma por la simple unidén entre la apoproteina previa-
mente sintetizada y el grupo hemo.

A pesar de que durante muchos aflos se ha ira-
bajado para demostrar que la formacién adaptativa de lcs cnzimas

hemoproteinicos en células eucariotas puede ser consecusnciz  de

la adicién del grupo hemo a apoproteinas, solamente en

diante técnicas inmunoldgicas , que las célutas de S.cerovl

crecidas en anaerobiosis sintetizan polipéptidos (apoproteinas) elec
troforética e inmunologicamente indistinguibles de los holoenzi mas

correspondientes obtenidos a partir de células crecidas en aerobio
sis; asi Djavadi-Ohaniance et al (1978) han demostrado la presen—
cia de una apoenzima que se corresponde con la citocromo ¢ pero-

xidasa de los cultivos en aerohiosis,



Hasta ahora no se ha aclarado como el oxigeno
dispara la formacién de la citocromo ¢ peroxidasa activa en célu-
las crecidas en anaerobiosis. Slonimski et al (1963) propusieron
la hipbtesis de que el primer suceso en la adaptacién de las célu
las al oxigeno seria la transformacién del apoisocitocromo c, que
actuaria como represor, en su forma activa de isocitocromo c;
esto podria explicar las experiencias de Sels y Cocriamont (196%8)
en el sentido de que la citocromo ¢ que parece ser el sustrato na-
tural de la citocromo c peroxidasa, tendria "in vivo'' una funcidn
reguladora en la conversién de ésta de apoenzima a holoenzima -
bajo condiciones de aerobiosis. Su mecanismo de accidn podria -
ser de varias formas:

a) El citocromo ¢ se une en algin lugar de la apocitocromo ¢ pero
xidasa originando una apoproteina libremente accesible al hemo.

b) El mecanismo de recombinacién se desbloquea dnicamente cuando
el citocromo ¢ ha modificado la configuracién espacial de la apo-
proteina nativa.

Otra explicacidn quizds mas verosimil podria ser
seglin Falk et al (1953) y Hsu y Miller (1970) que el oxigeno es
necesario para la sintesis, o intervenga en la conversién, del co-
proporfirinégeno 111 en protoporfirina X; este modelo sin embargo
no explica segiin Yoshida et al (1974) porqué las células de le-
vadura crecidas en anaerobiosis contienen citocromo b cuyo gru-
po prostético muy probablemente sea la ’protoporfirina IX; sin em-

bargo Poulson y Polglase (1974), han demostrado que las células
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de levadura crecidas en anaerobiosis son capaces de sintetizar -
pequeflas cantidades de protohemo. Aunque la eficacia de esta via
anaerobia es muy inferior a la aerobia seria suficiente para expli

car los bajos niveles de citocromo b_, las trazas de citocromo c

5
peroxidasa y de otras hemoproteinas, presentes en las células.
Esta incapacidad de sintetizar enzimas hemoproteinicos activos como
consecuencia de una ausencia de sintesis del grupo hemo estaria -
de acuerdo con la observacién de Charalampous (1974) de gue las

levaduras crecidas en anaerobiosis excretan al medio de cultivo

coproporfirina 111, el precursor inmediato del protoporfirinogenolX.

Otra forma por la que se podria regular ia |
sintesis de la citocromo ¢ peroxidasa seria segin Charaianipous -
(1974), que la combinacidén del grupo hemo con la apocitoccrome ¢
peroxidasa fuera inhibida por la presencia de varios intermediarios
de la sintesis del grupo hemo, las cuales se acumularian en el cre

cimiento anaerobio de las levaduras.

Localizacién de la citocromo ¢ peroxidasa

La citocromo ¢ peroxidasa muesira una cievada
actividad catalitica y una especificidad selectiva hacia =l ferroci-
tocromo ¢ como donador de electrones en presencia de agua oxi-
genada, esto hace pensar que la citocromo ¢ peroxidasa sea un -
enzima funcionalmente unido al sistema respiratorio de las ievadu-

ras y que juegue un papel tan importante como la citocromo ¢ oxi-

dasa en el metabolismo del oxigeno de estos microorganismos.
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Las primeras investigaciones sobre la localiza-
cién intracelular de este enzima, hechas por Chantrenne (1955) y
Lindemayer y Smith (1964), llevaron a la conclusién de que al me-
nos parte de él no tenia una lacalizacidén mitocondrial, sino que
se encontraba soluble en el citoplasma.

Cuando se utilizaron métodos més suaves para
el aislamiento de mitocondrias, como el utilizado por Yonetani y

Ohnishi (1966) partiendo de esferoplastos de S. carlsbergensis -

obtenidos con helicasa y crecidos en aerobiosis, se comprobd que
este enzima tiene una localizacién exclusivamente mitocondrial sin
embargo ellos no pudieron demostrar la localizacidén exclusivamente

mitocondrial de la citocromo c¢ peroxidasa en S.cerevisiae atri-

buyéndolo a la imposibilidad de obtener mitocondrias intactas de -
esta especie por su mayor fragilidad; tampoco pudieron detectar -
la presencia de este enzima en mitocondrias intactas obtenidas de
diversos tejidos de animales y plantas superiores lo que hace supo
ner que este enzima tiene una localizaci én mitocondrial exclusiva-
mente en levaduras.

Dadas las caracteristicas fisioldgicas particula-
res de las levaduras capaces de crecer en aerobiosis y en anaero-
biosis, y la existencia de mutantes 'petite" con citocromo ¢ pero-
xidasa pero carentes de una cadena transportadora de electrones -
funcional, hace dificil el establecer la localizacién intracelular de
este enzima ya que los investigadores todavia no estan de acuerdo
en cuanto si las levaduras crecidas en anaerobiosis poseen 0O no

mi tocondrias; asi mientras Tustanoff y Bartley (1964a) y (19%64b),
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Wallace y Linnane (1964) y Lukins et al (1966) opinan que las le-
vaduras en anaerobiosis carecen de mitocondrias y que durante -
la aireacién las mitocondrias aparecen '"de novo' como consecu-
encia de la transformacién de vesiculas membranosas situadas en
el citoplasma, otros han intentadoc demostrar mediante observaciones
de ultraesiructura y experiencias bioquimicas la presencia de pro-
mitocondrias (Schatz 1965) o mitocondrias totalmente formadas -
(Morpurgo et al 1964) en levaduras crecidas en anaerobiosis.

Avers (1967) mediante técnicas citoquimicas v -
separaci on de distintas fracciones celulares por centrifugacién di-
ferencial ha demostrado que en las razas silvestres crecidas en -
aerobiosis casi toda la citocromo ¢ peroxidasase encuentra localizada
en las membranas mitocondriales y solo una pequefla cantidad pue-
de estar unida a vesiculas membranosas situadas cerca de la mem
brana plasmatica pero no formando parte de ella; por el contrario
en las razas silvestres crecidas en anaerobiosis y en los mutantes
"petite' la mayor parte de la actividad enzimética estd localizada
sobre estructuras membranosas del citoplasma y sdlo una pequefla
parte sobre membranas mitocondriales.

Otra dificultad a la hora de determinar la ioca-
lizacién de la citocromo c peroxidasa en el interior de las leva-
duras radica en el hecho ya observado por Yonetani y Ohnishi
(1966) de la facil liberacién de este enzima del interior de las mi-

tocondrias purificadas, especialmente en S.cerevisiae , por tanto

los enzimas hemoproteinicos inducibles por el oxigeno en levaduras

pueden ser clasificados de acuerdo con su integracidn estructural
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en las mitocondrias en dos tipos:
a) Enzimas implicados en el transporte de electrones y fi rmemente
unidos a las estructuras mitocondriales y cuya biosintesis es inhi~
bida por los agentes que impiden la biogénesis de las mitocondrias,
el cloranfenicol por ejemplo (Huang et al 1955) ; su sintesis re-
quiere la integridad de toda la informacion genética contenida en el
ADN mitocondrial (Mounolou 1967 y Fukuhara 1967).
b) En el segundo grupo se incluyen el citocromo c y a la citocro-
mo ¢ peroxidasa, las cuales son fdcilmente liberadas tras la ro-
tura de las mitocondrias, y la catalasa la cual estd descrita como
un enzima que se encuentra en la célula en forma particulada y en
forma soluble en el citoplasma (Ortega et al, observaciones no -
publicadas).

Esta facilidad de solubilizacidén de la citocromo
¢ peroxidasa puede ser debida a su localizacién en el interior de
las mitocondrias. Erecinska et al (1973) han estudiado la distri-
bucién de una serie de enzimas en el interior de las mitocondrias

de S.cerevisiae . Partiendo de la suposicidén de que algunos en-—

zimas como.la malato deshidrogenasa estd localizada en el interior
de la matriz de las mitocondrias y otros como la succinato citocro-
mo c¢ reductasa estdn fuertemente unidos a la membrana interior de
las mitocondrias, la simple rotura de éstas por presién osmbtica
liberara al medio porcentajes distintos de actividad de cada uno de
estos enzimas. Por este procedimiento camprobaron que se libera ~
mayor porcentaje de citocromo c peroxidasa que de malato deshi-

drogenasa y practicamente nada de succinato citocromo c reductasa;
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se puede afirmar por tanto que la citocromo c peroxidasa encuen-
tra una tendencia mayor que la malato deshidrogenasa a salir de
las mitocondrias lo que ha llevado a estos autores a proponer que

al menos parte de la citocromo c peroxidasa de S.cerevisiae se

encuentra situada entre las membranas interna y externa que rodean
a las mitocondrias.
Sin embargo, las observaciones realizadas por

Williams y Stewart (1976) en células de S. cerevisiae crecidas

en un quimiostato con bajas concentraciones de glucosa, demues—

tran que la citocromo c peroxidasa en las razas silvestres o
localizada en su mayor parte en el espacio intracristal de ias mi-
tocondrias aunque alguna actividad pueda tambien estar asociads
con el espacio periférico intermembranoso; en los mutantes ‘peti-
tes'" é€sta actividad enzimatica estd localizada en unas esiraciuras
aparentemente membranosas cuya forma varia desde vesiculas muy
largas y probablemente discontinuas semejantes a las observadas

por Avers (1967), a formas que parecen ser promitocondrias, con
una membrana interna y otra externa semejantes a las observadas
por Kellerman et al (1971).

La localizacién intramitocondrial de ia citocrome
¢ peroxidasa no estd aun bien establecida aunque una localizacidn
en el espacio intracristal estaria de acuerdo con el hecho de que
al menos en animales el citocromo c, que parece ser su susirato
natural, puede estar wubicado en este mismo espacio, lo que -
facilitaria la reaccién del enzima con su donador de electrones;

ahcra bien Yonetani y Ray (1966) y Gibson y Greenwood (1963) han
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comprobado que la velocidad aparente de oxidacién del citocromo
¢ por la citocromo ¢ peroxidasa es mas lenta que por la citocro
mo ¢ oxidasa lo que sugiere que o bien el citocromo ¢ esta en las
mitocondrias preferentemente orientado hacia la oxidasa o que el
equilibrio de distribuci én de éste en forma reducida entre la oxi-

dasa y la peroxidasa, estd favorecido hacia la citocromo ¢ oxidasa.

Papel fisioldgico de la citocromo ¢ peroxidasa

El sistema respiratorio de los organismos y con
cretamente la deshidrogenacion del FADH2 a FAD en las mito-
condrias, produce agua oxigenada a una velocidad constante, que
depende segin Chance (1971) del estado metabdlico de las mismas.
Este agua oxigenada es altamente tdxica para los sistemas biold-
gicos por lo que estos han desarrollado varios enzimas capaces de
destruirla, tales como la catalasa y posiblemente también la cito-
cromo ¢ peroxidasa.

El verdadero papel fisioldgico de la citocromo ¢
peroxidasa en levaduras no ha sido definitivamente establecido pe-
ro como hemos dicho anteriormente podria formar parte del siste-
ma encargado de eliminar el agua oxigenada producida en las mi-
tocondrias acoplando esta descomposicién con la oxidacién del ci-
tocromo ¢ hacia el cual muestra una elevada actividad molecular;
de esta forma el sistema formado por este enzima y el perdxido -

de hidrégeno podria servir como un camino alternativo del flujo de
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electrones en las mitocondrias evitando el paso por la citocromo
¢ oxidasa.

La demostracidén de este papel fisioldgico para -
la citocromo ¢ peroxidasa ha sido abordado por las més sofistica-
das técnicas experimentales.

Los primeros estudios espectroscdpicos realiza-
dos por Beetlestone (1960) en la peroxidasa de levaduras de-
mostraron que la citocromo c¢ peroxidasa era capaz de uiilizar réa-
pidamente los perdxidos a la vez que se producia una simuitanea -
oxidacidn intracelular del ferrocitocromo ¢. La reaccidn se podia
estimular por la adicidén de glucosa y se inhibia por la Antimicina
A. Esta rapida utilizacién de los perdxidos posiblemente sca cau-
sada por una reaccidén intracelular entre el complejo citocromc ¢
peroxidasa - H202 con el ferrocitocromo c, acoplada con la via -
metabodlica usual de utilizacion de la glucosa.

Erecinska et al (1973) han comprobade que la -
cantidad de agua oxigenada que difunde desde mitocondrias purifi-
cadas de levadura al medio de incubacidén es insignificante en re-
lacién con la velocidad de segregacién de agua oxigenada obser-
vada en las mitocondrias de animales; esto podria indicar que la -
citocromo ¢ peroxidasa de levaduras es capaz de destruir el agua
oxigenada formada en el interior de las mismas antes de que difun-
da fuera de estos organulos y efectivamente "in vitro'" han compro-
bado que en un sistema formado por mitocondrias intactas, alrede-
dor del 90% del citocromo c puede ser oxidado por la citocromo

¢ peroxidasa, lo que significa que en la mitocondria todo a la ma-
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yor parte del citocromo c es asequible al enzima; ademds, en -

condiciones anaerobias y en presencia de etil perdxido de hidrbge-
no el - ZP es incorporado en el ATP para originar ATP marcado.
Si esto sucediera asi "in vivo" la célula obtendria una doble ven
taja ya que la des truccidén de una sustancia tbéxica, producida -

durante la respiracién como es el HZOZ’ se acoplaria con la cade-
na transportadora de electrones a nivel del citocromo ¢ lo cual -

permitiria la formacion de dos de las tres moldculas de ATP

que se forman en ésta.
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OBJETO DEL TRABAJO






De acuerdo con lo expuesto en las paginas anteriores,
puede concluirse que tanto la estructura de la peroxidasa de -

S.cerevisiae (citocromo ¢ peroxidasa) como la cinética de la reac

cidén mediatizada por ella han sido objeto de numerosos estudios y
en consecuencia puede considerarse que se conocen bastante bien.

‘ No ocurre asi, sin embargo, con el papel fisiolégico
que desempefla en esta levadura , su localizacién intracelular en
la misma, la coexistencia o no de isoenzimas, y sobre todo los -
procesos relacionados con su biosintesis y la regulaciéon de la mis-
ma.

Es por ello que el trabajo expuesto en esta Memoria
tiere por objeto contribuir al esclarecimiento de algunos extremos
relaci onados con los puntos citados.

Con este fin y tras una serie de experiencias previas
encaminadas a poner a punto un método Sptimo para la valoracién
de peroxidasa en homogeneizados y fracciones subcelulares de -

S.cerevisiae , se ha estudiado su cinética de liberacién y solubi-

lizaciébn ,  su localizacién intracelular y la posible existencia -
de isoenzimas con dicha actividad.

De otra parte se ha estudiado también la influencia -
de diversos factores ambientales sobre la regulaciéon de la biosin-

tesis de este enzima, tanto en estirpes normales como en mutan-
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tes "petite" citoplasmaticas y, finalmente, aunque de forma par-

cial, los fundamentos genéticos de la citada regulacién.
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MATERIAL Y METODOS






1. MICROORGANISMOS.

Las experiencias de esta tesis doctoral se han lle-

vado a cabo con estirpes de Saccharomyces cerevisiae cuyas carac

teristicas se exponen a continuacién.

1.1. Estirpes utilizadas en las experiencias de regulacién de la sin=
e

tesis, localizacién e identificaci é4n de enzimas con actividad de

peroxidasa.

K-2: homotélica, prototrofa, [Z_}_l_9_+] . Aislada a partir de mosto de
vino (Extremera, 1978).
K-2-1: homotalica, prototrofa, [1_‘_1‘5)__—] . Mutante espontdnea de la es
tirpe K-2 (Extremera, 1978).
2 +:‘ diploide, prototrofa,[_@_l_o_ﬂ . Obtenida por cruces entre una -
estirpe [r_[_n_?j y otra [;j_xg-] con marcadores complementarios.

Xp-9: haploide, oL, his3, tri, ,[rho—] . Mutante espontanea de la -

estirpe X-3 , aiclada en ruestro laboratorio.
Bx-11: haploide, &, tri_, hiss, [rho_]. Mutante obtenida a partir de
la estirpe X-3 por tratamiento con bromuro de etidio segln —

la técnica de Slonimski et al, (1968).
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1.2. Estirpes utilizadas en las experiencias genéticas

1.2.1. Estirpes haploides de partida

. + . .
X-3: 0, Lr;i_l, bl§_3’ [rho] . Seleccionada en nuestro laboratorio en

razon de su estabilidad para el marcador his, (Gonzélez , 1974

3
F1.27: a, _a}g_gl, l_i_sz, [gp_c_)_+] . (Gonzilez, 1974).

R-6: a, .‘19‘31’ lis [xj_o_] . Mutante acatalasica y aperoxidasica

2’
obtenida en nuestro laboratorio por tratamiento de la estirpe

F1.27 con radiacidén ultravioleta (Gonzéalez y Montoya, 14977).

1.2.2. Cigotos obtenidos en cruce entre las estirpes X-3 y R-0

16-5, 2g y 3p: prototrofos vy [_ghgﬂ Obtenidos en el transcurso de

este trabajo.

1.2.3. Descendencia haploide procedente de los tres cigotos obteni~

dos en cruce entre las estirpes X-3 y R-6

Descendencia procedente del cigote 16-5:

1-1: ade

17 ==
1-2: £§2, !_1_i_§3.
1-3: _g_(igl, _l_i_sz, tril.
L=t [1_i_§_3.
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2-1:
2-2:
2-3:
2~4:

4-2:
4-3:
4-4:

7-1:
7~2:
7-3:
7-4:
8-1:
8-2:
8-3:
8-4:

: ldis
5-2:
- 5-3:

ade,, lis,, tri , his,.
Prototrofa.
3931’ .1_}_52’ I}_’_‘l'
his .
==3
Descendencia procedente del cigoto 2g:

_‘3.(1?1’ .l.l,§2’ ‘t.ﬂi'
9.(19.1’ E.r;}l'
1_1_§2’ .}.‘li:;’
his .
UL

2’ 24¢; -
tri_.
3991 ? __?__11_53.
.1_1§2’ .tfll’ bl§.3‘

Descendencia procedente del cigoto 3p:

l_ifz’ t_r_il.’ _}}El\?,‘
ade), lis,.
ade, , his .
t i L4
=

vﬁgf.l’ yfz’ .}.1_1_5.3
tri, .

3991’ L‘i-s,:;

lis,, tri,.

Todas estas estirpes poseen el fenotipo [r_lgﬂ y

han sido obtenidas en el transcurso de este trabajo.
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2. MEDIOS DE CULTIVO

A continuacién se detallan los medios empleados en
el desarrollo de las experiencias. Estos han sido preparados y -

esterilizados de acuerdo con las técnicas usuales en Microbiologia.

2.1. Medios de conservacibén y crecimiento

Medio NG: empleado para cultivo y conservacidn -
de levaduras, ha sido descrito por Lindegren et al (1958).

Presenta la siguiente composicidn:

Sulfato magnésico 1g
Fosfato monopotasico 2 g
Sulfato amdnico 3¢g
Peptona 36 g
Extracto de levadura 4 g
Glucosa 10 g
Agua destilada 1000 ml
pH final 4.5

Para utilizarlo en forma sbélida se afladieron 20 g-
de agar por litro.
Medio NL: igual al anterior, pero con lactato séd_i_

co a concentraciéon de 20 g/l como unica fuente de carbono.
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2.2. Medio de conjugacién (MC)

Se ha empleado una modificacién del medio de Fowell

(1969) con la siguiente composicidn:

Glucosa 50 ¢
Extracto de levadura 10 g
Peptona 5¢
Agua destilada 1000 ml

2.3. Medios de esporulacion

Para inducir la esporulacién de estirpes diploides
se han utilizado dos medios, uno de preesporulacidn y otro de es-
porulacion.

~

2.3 .1. Medio de preesporulacion (MPE)

Empleado para la obtencién de cultivos de alta den-
sidad celular y bptimas condiciones fisiolégicas. Es una modificacitn

del descrito por Fowell (1969), con la siguiente composicidn:

Glucosa 5¢g
Extracto de levadura g
Agar 2.5¢
Agua destilada 1000 ml
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2.3.2. Medio de esporulacidén (ME)

Se utiliza para favorecer la formacioén de ascas.
Se ha empleado el medio de Rousseau y Halvorson (1969), cuya com

posicién es :

Glucosa 0.1 ¢
Extracto de levadura 0.25 ¢
Acetato potasico 2g

Agua destilada 100 mi

Una vez esterilizado el medio se deja enfriar hasta
una temperatura ligeramente inferior a 45°2C, entonces se le afiade
tetraciclina en solucidén esterilizada por filtracién hasta una concen
tracién final de 2(}ug/m1, con el fin de evitar contaminaciones bac—

terianas.

2.4, Medios minimos

Los medios mini mos sélidos se caracterizan por es-—
tar constituidos sblo por un sustrato inerte (agar) , una fuente de -

\
carbono y una solucién base conteniendo las vitaminas y sales mine

rales necesarias para el crecimiento de las'levaduras. En estos -
medi 0os sdlo pueden crecen las estirpes protoirofas, por lo que se
han empleado para la seleccidén de cigotos de dicho tipo y para la -
comprobacién del genotipo de las estirpes aﬁxfftrofas, mediante la-

adicién en cada caso de los nutrientes adecuédos (aminoacidos, -
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base plirica o pirimidinica ) de acuerdo con la técnica descrita en
el apartado 2.4.2 de este mismo capitulo.

Se ha utilizado el medio de Wickerham (1946) de la
casa Difco (Bacto Yeast Nitrogen Base) que es una solucién de vi-
taminas y sales minerales. Se prepara disolviendo 13.4 g en -
100 ml de agua destilada, con lo que se obtiene una solucién 20 -

veces concentrada que se esteriliza por filtracién y se conserva -

en nevera a 42,

2.4.1. Medio MG

La composicidn es la siguiente:

Glucosa 2 g
Agar purificado 2.5 ¢
Solucién madre de vitaminas

y sales minerales 5 ml
Agua destilada 95 ml

Para preparar el medio se suspende el agar purifi-
cado en agua destilada, se affade la glucosa y se esteriliza en au-
toclave. Posteriormente se deja enfriar hasta 60° y se le aflade -~
el 5% de la solucion de medio minimo 20 veces concentrada. El -

medio se agita suavemente para homogeneizarlo y a continuacién se

reparte en cajas de Petri.
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2.4.2. Medios minimos suplementados

El medio MG puede ser suplementado con aminoaci-
dos, bases puricas o pirimidinicas, permitiendo asi el crecimiento
de estirpes auxotrofas para dichos requerimientos.

Los correspondientes compuestos se disuelven em -

agua destilada a concentracidén de 2mg/ml y se esterilizan por fil-

traciébn. Para suplementar al medio minimo deber enconmame 100 ve
ces diluidos, o sea a una concentracidn final de Znyg/"mi. La incor-
poracion al medio se lleva a cabo a la vez que se afiade ia solucidén

madre de vitaminas y sales minerales.

2.5. Solucién para la induccidén de la biosintesis de peroxidasa

El medio de induccidn fue el utilizado por Palome-
que et al (1979) para la induccién de catalasa.

Su composicidon es la siguiente:

Sulfato magnésico 1g

Fosfato monopotasico 28

Cloruro sbdico 6 g ‘
!

Agua destilada PO i

Esta solucién de sales minerales va adicionada de
una fuente de carbono fermentable como la glucosa al 0.5% o no .-

fermentable como etanol o lactato sddico al 1%.
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3. CURVAS DE CRECIMIENTO DE LAS ESTIRPES DE
S.CEREVISIAE

Se han emjead dos procedimientos para seguir la evo-

lucién del crecimiento de las estirpes de levadura utilizadas.

3.1. Determinacidn de la densidad Jptica de los cultivos

A fin de conocer la dindmica del crecimiento de las
estirpes empleadas en este trabajo, con objeto de establecer las con
diciones del cultivo en las que era conveniente valorar el contenido
en peroxidasa de las células, se obtuvieron las curvas de crecimien
to de las mismas en medio liquido NG.

La técnica empleada es la que se describe a conti-
nuacién.

Para obtener una curva pairén, es necesario norma
lizar el inbculo de partida de forma que la inoculacién inicial sea
siempre igual en cada caso . Para ello se partié de cultivos en -
medio sblido NG de las estirpes a ensayar, con los que se inocula-
ron tubos con § ml de medio NG liquido, que se incubaron en agi-
tacion durante 24 horas a 282, tiempo en el que se ha alcanzado ya
la fase de crecimiento estacionario .

A partir de estos cultivos, se tomaron muestras de
0.5 ml con las que se inocularon matraces Erlenmeyer de 100cc -

conteniendo 10 ml de medio NG que se incubaron a 289 en agitacion.
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