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ENZIMAS GENERADORAS DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO:
MIELOPEROXIDASA

Lic. Onel H. Garcia Morales, Dra. Nayade Pereira Roche y Dra. Rosa M. Flores Sanchez
RESUMEN

La defensa del organismo esta mediada por las células del llamado sistema reticulo endotelial,
de las cuales los polimorfonucleares neutréfilos constituyen la primera linea de defensa
inespecifica. La mieloperoxidasa es la proteina més abundante en los neutréfilos y es la
Unica peroxidasa que cataliza la conversion del per6xido de hidrégeno y cloruro a 4cido
hipocloroso. Este es un potente agente oxidante que contribuye al mecanismo de defensa
contra los agentes infecciosos; sin embargo, puede ser capaz de actuar sobre las células del
hospedero en caso de activacién incontrolable o excesiva e inactivar factores humorales.
Dado el amplio espectro de reactividad, el acido hipocloroso es un mediador de daio
histico en numerosos procesos inflamatorios. Se presentan algunas caracteristicas fisico-
-quimicas, el mecanismo de reaccion, la biosintesis y la relacion de la enzima mieloperoxidasa
con diferentes procesos patoldgicos.

Descriptores DeCS: PEROXIDASA/metabolismo; PEROXIDASA/quimica;
NEUTROFILOS/enzimologia; ESPECIES DE OXIGENO REACTIVO.

La mieloperoxidasa (MPO, per6xido donde la enzima se encuentra localizada a

de hidrégeno oxidorreductasa, EC
1.11.1.7.) es una enzima ampliamente dis-
tribuida en el organismo y sus fuentes fun-
damentales las constituyen los leucocitos
(neutrofilos y monocitos) y los macréfagos
a pesar de que ha sido aislada a partir de
diferentes fluidos bioldgicos (saliva, liqui-
do sinovial y semen, entre otros)!y tam-
bién de diferentes tejidos (corazdn, riiidn,
piel, higado y placenta).*® No obstante las
fuentes mas empleadas son los neutrofilos,

nivel lisosomal, en los granulos azurofilos.
Constituye del 2-5 % de las proteinas
del neutrofilo,® con una concentracion
en sangre humana normal de alrededor
del 1 nM.."°

Esta enzima fue aislada por primera
vez por Agner en 1941, denomindndola
verdoperoxidasa." Posteriormente en 1958,
el propio Agner la purificé en forma cris-
talina y en 1977 Harrison tuvo igual re-
sultado."



CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

La MPO es una glicoproteina
tetramérica, constituida por 4 subunidades
formando 2 homodimeros. Cada uno de
ellos contiene una subunidad o (pesada)
de aproximadamente 59 kDa y una
subunidad B (ligera) de aproximadamente
14 kDa. El peso molecular de la enzima
se estima entre 130-150 kDa.' Las
subunidades pesadas se unen a través de
un enlace bisulfuro simple y a cada una de
ellas se le une covalentemente un grupo
prostético hemo.'>!* Estas subunidades son
las unicas glicosiladas y contienen entre 2-
4 % de carbohidratos."?

Se reporta que esta proteina es fuerte-
mente catidnica con un punto isoeléctrico
mayor de 10 y su pH 6ptimo es de 5.5113

El contenido de aminodcidos se carac-
teriza por presentar aproximadamente 1 150
residuos, que se corresponden con 573
aminodcidos cada homodimero. De ellos
466 forman la subunidad pesada y 107 la
subunidad ligera.'

El patrén espectrofotométrico mues-
tra un maximo de absorbancia a 430 nm,
con otros picos a 375, 575, 620 y 690 nm. ¢
Se reporta una relacién de absorbancia
430/280 nm entre 0,80 y 0,87 para una
solucion de esta enzima pura.'>!718

MECANISMO DE REACCION

Los neutroéfilos contienen 4 formas de
MPO, las cuales se denominan compuesto
I, compuesto II, compuesto III y MPO na-
tiva o férrica, con una similitud en su com-
posicién aminoacidica y actividad, asi
como en sus propiedades 6pticas. No obs-
tante se han observado diferencias en rela-
cién con la intensidad de absorcién a 430 nm
y 620 nm."” El sistema MPO-perdxido de

hidrégeno (H,0,) - haluro ha sido un siste-
ma bien estudiado (fig. 1).?' La MPO
reacciona con el H,O, proveniente de las
células fagocitarias activadas por contacto
con particulas extrafias, formando un com-
plejo enzima-sustrato con una fuerte capa-
cidad oxidativa (reaccion 1). Este comple-
jo se combina con el haluro, generalmente
cloruro, que se oxida para formar el 4cido
hipocloroso (HOCI) (reaccién 2). El com-
puesto I puede ser reducido a compuesto
IT por un exceso de H,0,. Por ejemplo,
concentraciones mayores a 20 UM lo trans-
forma parcialmente y mayores de 200 pM
completamente, o por la presencia de un
agente reductor (AH,) como por ejemplo
el ditiotreitol, cisteina, glutatién y
cisteamina (reaccion 3). Este compuesto
II, a pesar de ser bastante estable puede
reducirse a MPO férrica en presencia de
un agente reductor o el radical superdxido
(0,) (reaccion 4) o también puede oxidar-
se a compuesto III bajo concentraciones
elevadas de H,0, (2-3 mM) (reaccion 5).
Por otra parte la MPO nativa puede ser
oxidada por el O, a oximieloperoxidasa
(compuesto III) (reaccién 6).

Ademas puede funcionar como genui-
na oxidasa (fig. 2), de tal forma que va a
depender del oxigeno y no del H,O, como
co-sustrato para la oxidaciéon de compues-
tos.!8

En presencia de un agente reductor
(RSH), la enzima se reduce a la forma fe-
r70, que se oxida en presencia de O, para
dar lugar al compuesto III que tiene capa-
cidad oxidante.

El acido hipocloroso (reaccion 2) es
un potente agente oxidante que si bien con-
tribuye al mecanismo de defensa contra los
agentes infecciosos, puede actuar sobre las
células del hospedero lo que provocaria
inactivaciéon de a O -antiproteinasa,
entrecruzamientos de proteinas y reaccién
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Mecanismo catallitico
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Fig. 1. Mecanismo de reaccién de la mieloperoxidasa.
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Fig. 2. Funcidn oxidasa de la mieloperoxidasa.

con 4cidos grasos insaturados para formar
clorohidrinas, las cuales pueden desesta-
bilizar las membranas celulares. De aqui
que el HOCI es un candidato a causar
mucho del dafio mediado por neutréfilos
en enfermedades inflamatorias.' El HOCI
puede reaccionar con otra molécula de
H,0, y dar lugar al oxigeno singlete (reac-
cién 7) o reaccionar con aminas para for-
mar las N-cloraminas que son altamente
reactivas y presentan un largo tiempo de
vida media (reaccién 8).22

HOCI + H,O, - HC1 + H,0 + O, (reaccién 7)
HOCI + R-NH, - R-NHCI + H,O (reacci6n 8)
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Se han reportado diferentes drogas
como: la dapsone, benzocaina, primaquina
y famotidina, las cuales inhiben a la MPO
secuestrando a la enzima en forma de com-
puesto II;%2  por otro lado los
antihipertensivos como la hidralacina, ade-
maés de la indometacina y los salicilatos.?6-”
El cianuro y la azida de sodio también han
sido reconocidos como inhibidores de la
MPOQ, si bien no se conoce el mecanismo
por el cual la inhiben.

BIOSINTESIS

La biosintesis de la MPO es un proce-
so complejo que incluye la formacién de
una pro-enzima a partir de una pre-pro-enzi-
ma. La enzima activa se obtiene a partir
de la maduracién de la pro-enzima,*® que
tiene lugar en los lisosomas, en la fase
promielocitica de la diferenciaciéon del
neutrofilo.2°



William y otros propusieron un mode-
lo para explicar el proceso de biosintesis
de esta enzima (fig. 3).® El producto pri-
mario de la traducciéon del mRNA de la
MPO es un péptido simple de 80 kDa que
sufre ruptura co-traduccional del péptido
sefial y glicosilacion en 5 sitios (residuos
de Asparagina), resultando en una especie
de 92 kDa, que es rapidamente fragmenta-
da por glucosidasa I para generar la
apoproteina de 89 kDa. Esta especie es
localizada en el reticulo endoplasmico y
es extremadamente estable. Estos autores
especulan que el proximo evento es la in-
sercion del grupo hemo en la apopro-MPO,
que ha indicado ser un evento del reticulo
endoplasmico (RE) segun tincién especifi-
ca para peroxidasas. Posteriormente la pro-
-MPO es fosforilada, mas probable des-
pués de salir del RE porque los residuos
fosfomanosil son generados en un compar-
timiento pos-RE, pre Golgi. La pro-MPO
fosforilada tiene un tiempo de vida media
muy corto y es proteoliticamente proce-
sado a MPO madura en un compartimien-

to prelisosomal, liberandose el propéptido
de la pro-MPO intracelular.

ACTIVIDAD Y ENFERMEDAD

El incremento de la actividad de la
MPO se ha reportado en varios procesos
patoldgicos y estd asociada con un aumen-
to del riesgo al estrés oxidativo, como en
el caso de las enfermedades infecciosas (ge-
nerales o locales), las enfermedades
inflamatorias (artritis reumatoidea) y la
isquemia/reperfusion.

En estos casos se reporta un aumento
significativo de la actividad de MPO, en
proporcion directa al nimero de neutréfilos
infiltrados en el tejido, por lo que se puede
utilizar su actividad como indice de mi-
gracion leucocitaria y por lo tanto de estrés
oxidativo. %3

Enfermedades del sistema respiratorio

En la fibrosis quistica, la actividad
MPO estd aumentada proporcionalmente

Modelo propuesto para |a biosintesis de la MPO

,—Reticulo endoplasmico —| ,— Cis-Golgi-----------

GI|005|dac|0n Gluc05|dasa | Insercm
Hemo

CeH1206 K1
C

80 kda 92kda 89kda
ApoproMPO

N

69kda
proMPQ

K2 y K3 > >K1

Compartimento-- -Lisosoma
prelisosomal

Propeptldo ;ﬁ—fﬁ

o

Fosforilacion

P

v

MPO madura

Fig. 3. Mecanismo propuesto para la biosintesis de la mieloperoxidasa.
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al grado de obstruccion de las vias respi-
ratorias que presentan estos pacientes. La
enzima por la via de inactivacion de la
o -1 antiproteasa contribuye a incremen-
tar la actividad de la elastasa de los
neutr6filos sobre la elastina pulmonar, la
cual desempeiia una importante funcién en
la fisiopatologia de la enfermedad.*¢*

Con respecto al dafio pulmonar en pa-
cientes fumadores se reporta que en fuma-
dores inveterados hay un incremento de
acidos grasos saturados libres que afectan
el metabolismo oxidativo de los
polimorfonucleares. Se produce un aumen-
to de la actividad MPO y la produccién de
HOCI, con lo que se amplifica el dafio
oxidativo mediado por esta enzima en los
pulmones. 3#

Enfermedades del sistema circulatorio

La MPO es capaz de generar especies
reactivas que dafan lipidos y proteinas,**°
y parece contribuir a la aterogénesis a tra-
vés de las reacciones oxidativas que ésta
cataliza. El sistema MPO-H,O, al tener
como sustrato la L-tirosina produce el ra-
dical tirosilo, que es capaz de estimular la
peroxidacidn lipidica. Esta peroxidacion es
vital para la transformacion de las LDL en
particulas aterogénicas.*’

Enfermedades del sistema digestivo

Estudios en pacientes con cirrosis he-
patica y hepatitis cronica muestran niveles
aumentados de MPO. Cuando se acompa-
fan de esplenomegalia este ascenso es
mayor. El incremento es siempre mas evi-
dente en la primera entidad. Lo anterior
sugiere la funcién de la MPO en la
fisiopatologia del hiperesplenismo relacio-
nado con estas enfermedades.*
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Enfermedades del sistema hemolin-
fopoyético

La MPO se utiliza como indice de di-
ferenciacién entre las leucemias
linfoblasticas y mieloblasticas, por el au-
mento de la enzima en estas Gltimas.*

En los pacientes sicklémicos se repor-
tan aumentos significativos de MPO, con
una correlacion inversa a la concentracion
de hemoglobina, lo que sugiere que los
polimorfonucleares y el sistema de com-
plemento participan en los mecanismos
fisiopatoldgicos de la enfermedad.*

Se ha encontrado que el sistema MPO-
-H,0,-Cl es capaz de inactivar las c€lulas
infectadas por el HIV tipo 1.# En este
mecanismo se utiliza el H,O, elaborado por
las propias células infectadas sin necesi-
dad de H,0O, exdgeno. En estudios in vitro
se demostré que la actividad antiviral se
logra a concentraciones bajas de MPO, con-
centraciones mayores resultan citotoxicas.

Otras enfermedades

La funcién de la MPO en la
patogénesis de la catarata se demostr6 al
evaluar el efecto de la MPO sobre el cris-
talino de animales viejos, en los cuales se
produjo opacidad del lente.*’

Los niveles de lipoperéxidos (LPO) y
MPO en el vitreo de pacientes
vitrectomizados con retinopatia diabética
proliferativa se encuentran aumentados, lo
cual sugiere que la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ERO) y los meca-
nismos inflamatorios participan en la
patogénesis de la enfermedad.*® Estos ni-
veles se encuentran elevados en la retina
de pacientes con melanoma coroidal, lo que
evidencia su relaciéon con la retinopatia
asociada al tumor.*’



En los pacientes con trisomia 21 se en- ce un desbalance en la produccién de ERO en

cuentran bajos niveles de super6xido y una ac- los neutréfilos de esos nifios y hace que au-
tividad reducida de MPO, por lo que se produ- mente el dafio oxidativo en estos pacientes.*®
SUMMARY

Organism’s defence is mediated by cells of the so-called reticuloendothelial system, of which, nautrophils
polymorphonuclear, are the first line of nonspecific defense. Myeloperoxidase is the more abundant protein in
neutrophils, and is the sole peroxidase catalising hydrogen peroxide and chloride donversion to hypochlorous
acid. This es a powerful oxidative agent leading to defense mechanism against infectious agents; however, is able
to act on host cells in case of uncontrollable or excessive activation, and in the humoral factors inactivation. In
view of the ample spectrum of reactivity, hypochlorous acid is a mediator of tissue damage in many inflammatory
process. Authors present some physico-chemical features, mechanism of action, biosynthesis, and relation of
myeloperoxidase with different pathologic process.

Subject headings: PEROXIDASE/ metabolism; PEROXIDASE/ chemistry; NEUTROPHIS/ ensymology;
REACTIVE OXIGEN SPECIES.
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