11267

UNIVERSIDAD NACIONAL (7
AUTONOMA DE  MEXICO e

/

Facultad de Medicina
Division de Estudios de Posgrado

o -"\_.Aa

11 @ A i £ 60 [ lnvestigacién

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA GLUTATION
REDUCTASA DE Rhodospirillum rubrum o

T E s I S
Que para obtener el Grado de
MAESTRO EN CIENCIAS BIOMEDICAS (8icwwicn)
presenta:
CARLOS ALBERTO LIBREROS MINOTTA

México, D. F. 1992



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Abreviaturas

Resumen

Introduccion

Objetivoes

Materjal y Metodos
Resultados

Discusién y Conclusiones
Perspectivas

Referencias

Pag.

11
12
32
59
71
72



Bis-Tris

COASSG
DEAE
DTNB
EDTA
FAD
GSH
GSSG
GR

Km
Kmapp
NADPH

wap (p)*

NADH

Mes
Mops
SDS
Tris
Vmax
Vmaxepp

ABREVIATURAS.

Bis-(2~hidroxietil) imino-tris-(hidroximetil)
metano.

Disulfuro mixto de la coenzima A y el glutatién.
Dietilaminoetil.

5,5’ ditiobis { 2 &cido nitrobenzoico).
Etilendinitrilotetracetato disédico.

Flavina adenina dinucle6tido (forma oxidada}.
Glutatién (forma reducida).

Glutatién (forma oxidada).

Glutatién reductasa.

constante de afinidad.

constante de afinidad aparente.

Nicotinamida adenina dinuclestido fosfato (forma
reducido) .

Nicotinamida adenina dinucleétide fosfato (forma
oxidado).

Nicotinamida adenina dinucleétido (forma
reducida).

Acido N-morfolinocetano sulfénico.

Acido N morfolinopropano sulfénico.

Dodecil sulfato de sodio.

Tris (hidroximetil) aminometano.

Velocidad maxima

Velocidad maxima aparente.



RESUMEN

La glutatién reductasa (NADPH [H] : GSSG oxidorreductasa EC
1.6.4.2.) ha sido extensamente caracterizada en eucariotes; sin
embargo, existe poca informacidén para la enzima de procariotes. En
el presente trabajo se reporta la purificacién a homogeneidad y
propiedades generales de la glutatién reductasa de la bacteria
Rhodospirillum rubrum. El1 protocolc de purificacién, partiendo de
un extracto libre de cromatéforos incluyé: 1) fraccionamiento
salino en sulfato de amonio, 2) cromatografia de intercambio
iénico en DEAE-Sephacel, y 3) cromatografia de afinidad en 2’,5’',
ADP-Sepharosa 4B. La enzima purificada mostré una actividad
especifica de 102 U x mg_‘ y un espectro de absorcién tipico de
una flavoproteina con 3 picos m&ximos a 274, 365 y 458 nm con una
relacién de absorbancia Awo/Asss de 7.61. La composicién de
aminodcidos de la preparaci6n pura mostré un alto contenido de
residuos de glicinas y argininas. La titulacién de la proteina con
5,5’- diticbis (2-&cido nitrobenzoico) mostré un total de 2 grupos
tioles 1libres por subunidad, uno de 1los cuales es accesible
solamente en condiciones desnaturalizantes. La enzima nativa
presenté un punto isoeléctrico de 5.2. Los valores de Km, para el
NADPH y el GSSG a pH 7.5, fueron de 11 uM y 60 uM,
respectivamente. La actividad de reductasa dependiente de NADH (2%
de la calculada con NADPH) alcanzd un 6ptimo a pH 7.5. La enzima

reconccié el disulfuro mixto de la Coenzima A y el GSSG, aunque



con una afinidad baja (Km = 3.2 mM). Las determinaciones de peso
molecular en condiciones nativas y desnaturalizantes, sugieren gue
la enzima es un dimero constituido por subunidades probablemente
idénticas con un peso molecular de $4400 Da. Otros parémetros
fisicoquimicos de la enzima son: coeficiente de sedimentacién de
5.71 S; radio de Stockes de 4.2 nm; coeficiente de difusién de 51

! Y un volumen parcial especifico de 0.724 cm:’g", los cuales

um’s”
también son consistentes con una molécula de 110000 Da.

Los resultados obtenidos se discuten a la luz de un reporte
previo (61) con enzima parcialmente pura, en el cual se sugiere
que la glutatién reductasa de Rhodospirillum rubrum es un

monSmero.



INTRODUCCION

El glutatién (L-y- L = glutamil cisteinil glicina), un
compuesto de naturaleza peptidica, es probablemente el tiol de
bajo peso molecular mis abundante en casi todas las células (1).

El glutatién en su forma reducida (GSH) participa, directa o
indirectamente, en varios fenémenos biolégicos importantes, tales
como: a) substrato de un gran nimero de enzimas (por ejemplo: la
glutatién peroxidasa, giutatién s transferasas, algunas
transhidrogenasas, etc.); b) participa en la estabilizacién de las
proteinas, actuando cataliticamente en el rearreglo de disulfuros
formados incorrectamente durante el plegamiento proteice; c)
funciona principalmente como reductor de los procesos de oxido
reduccién del metabolismo celular (2); &) actGa como regulador
metabblico activando y desactivando enzimas; e) participa en 1la
proteccién de la célula contra radiaciones ionizantes (3,4)}; f) en
el transporte de aminodcidos a través de la membrana celular
(5,6), vy g) detoxifica a la cé&lula de una variedad de compuestos
electrofilicos potencialmente nocivos.

Como resultado de los procesos en los cuales participa, el
glutation se oxida dando lugar a la formacién de su respectivo
disulfuro (GS5G); por ejemplo, el GSH intracelular se convierte a
G5SG por 1la glutatidén peroxidasa, la cual cataliza la reduccién
del H202 y otros peréxidos. El1l GSH también se transformaa GSSG por
transhidrogenacién y al reaccionar con radicales libres. Adenis,

se ha reportado la conversifén extracelular de GSH a GSSG; 1la



reaccién requiere de Oz y permite la formacién de Ha0z.

De acuerdc con lo mencionado anteriormente, 1la célula
necesita de -un sistema regenerador de GSH, toda vez que la
acumulacién de su forma oxidada originarfa, a 1la postre,
consecuencias letales para la célula. En principio, la necesidad
de dicho sistema sugeriria una distribucién universal en todos los
seres vivos.

Hopkins y Elliot (7) descubrieron en higade de rata una
enzima capaz de reducir el disulfuro del glutatién (GS5SG). En
1932, Rall y Lehninger reportarcen, en el mismo tejide, una enzima
implicada directamente en 1la reduccién del glutatién oxidado
(GSSG}, la glutatidn reductasa (8).

La glutatién reductasa (GR) [NADPH (H): GSSG oxidorreductasa
E.C.2.6.4.2 ] es una flavoproteina que cataliza la reduccién por
el NADPH del glutatién oxidado (GSSG) , de acuerdo a la siguiente
reacecién :

GSSG + NADPH + HY «—— 2GSH + NaDP™

La enzima es integrante de una clase importante de
flavoproteinas, las disulfuro oxidorreductasas, las cuales a pesar
de que sus substratos varian ampliamente, comparten un mismo
mecanismo catalitico. Otros integrantes de esta clase son la
dihidrolipoamida deshidrogenasa (9,10), la tiorredoxina reductasa
(11), y la mercfirico reductasa (12). Todas estas enzimas son
proteinas diméricas con peso molecular alrededor de 105000 Da y

con un FAD en su sitio activo.



Los estudios de secuencia alrededor del sitio active, revelan
una considerable homologia entre la dihidrolipoamida
deshidrogenasa, la glutatién reductasa, y la mercirico reductasa,
sugiriendo que estas enzimas son producto de wuna evolucidn
divergente a partir de un ancestro comfin (12-14). Por otro lado,
la tiorredoxina reductasa no muestra homelogia con alguna de 1las
otras, por lo que, probablemente esta enzima sea el resultado de
una evolucién convergente (11).

La glutatién reductasa se encuentra ampliamente distribuida
entre bacterias, hongos, plantas, protozoarios y mamiferos
(15,17), pero no es universal. No se ha detectado en dos especies
de arqueobacterias (18). En tripanosomdtidos, 1la glutatién
reductasa es sustituida por la tripanotién reductasa (19,20).

La célula, a través de la glutatién reductasa mantiene un
nivel alto de GSH con una alta relacidn de [GSH}/[GSSG] , que
alcanza valores desde 20 a 1000 (21), lo que probablemente es la
base para el control del crecimiento y otras actividades celulares
(22=-25). También se ha sugerido’ que la glutatién reductasa ha
participado, d&e una manera crucial, en la adaptacién evolutiva al
oxigeno atmosférico (18). La alta relacién ([GHS)/ [GSSG),
mantenida por esta enzima en condiciones de estado estacionaria,
en células estrictamente aerSbicas, probablemente no difiera de la
relacién [TIOL)/ (DISULFURC] presente en las células que vivieron
bajo una atmésfera reductora hace mads de 2 billones de afios
(26,27). De ahl que, en ausencia de un mecanismo de proteccién, el

oxigeno atmosférico podria haber causado una completa desaparicién



de los tioles intracelulares (21).

Debido a las funciones importantes realizadas por el GSH en
el metabolismo celular, la glutatién reductasa ha sido purificada
hasta homogeneidad a partir de diversas fuentes. Estas incluyen
bacterias (28-33), hongos (34-36), plantas (37,38) y animales
(39~55), y sus propiedades moleculares han sido caracterizadas y
estudiadas detalladamente en Escherichia coli, levadura del pan,
higado de ternera y eritrocitos de humano (15,16). Se ha observado
que la glutatién reductasa aislada de una variedad de fuentes
{Tabla I), desde bacterias hasta células de mamiferos, contiene al
FAD como grupo prostético y muestra una gran similitud en sus
parametros cinéticos y fisicos. No obstante, en ciertos organismos
la enzima presenta propiedades significativamente diferentes a las
de otras fuentes: 1) la forma predominante de la GR en la
cianobacteria Spirulina maxima (33) es un tetramero; 2) la enzima
de leucccito humano tiene un peso molecular de sélo 19000 Da; 3)
aunque se reporté inicialmente a la glutatién reductasa de higado
y eritrocitoc de conejo como monémeros de 60000 Da, estudios
recientes son m&s consistentes con una estructura dimérica,
semejante a la de otras especies; 4) las propiedades cinéticas y
fisicoguimicas no usuales reportadas para la GR de eritrocito de
conejo (49) afn estidn por confirmarse; 5) la GR de Chromatium
vinosum tiene una Km alta para el GSSG (7 mM) y prefiere al NADH
como coenzima en lugar del NADPH, (como es el caso para la enzima
lipoamida deshidrogenasa). Esto apoya la idea de que Chromatium

podria ejemplificar un estado primario en 1la evolucién del
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TABLA I

Propiedades cinéticas y mcleculares de la glutatidn redvctasa

de diversas fuentes.

Peso molecular Subunidades  Peso aclecular In (ud)
del oligbaero aubunidad GSSC  NADPH
104,000 2 53,000 210 9.4
96.000 2 47,000 120 a.s
109,600 2 33,000 . 16.0
63,000 6 8.4
103,000 2
105,000 2 52,400
103,000 2
105,000 2 55,000
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metabolismo del GSH (31,56,57)

Otra caracteristica de la glutatidén reductasa es el alto
grado de especificidad que exhibe por el NADPH (26), (excepto en
el caso de la enzima de Chromatium vinosum (31), especifica para
el NADH). La preferencia por el NADPH sobre el NADH en las enzimas
de humano y E. coli, ha sido discutida a la luz de la estructura‘
tridimensional de la enzima (23,58). Los valores de Km para el
NADPH, (de 3 a 20 uM), son similares para la GR de diferentes
fuentes (Tabla I).

Por otro lado, existe un cierto ntmero de compuestos que se
unen al sitio del GSSG de la glutatién reductasa, y que, sirven
como substratos de la enzima altamente purificada. En este
sentido, cabe sefialar al disulfuro mixto de la coenzima A y el
glutatién (CoASSG), que ha sido estudiado. La GR de una variedad
de fuentes {40,49,59,60) cataliza la reduccién del CoASSG a una
velocidad del 10% comparada a la del GSSG. Por otro lado, se ha
postulado una reductasa especifica para el CoASSG (18), pero su

existencia ha sido controversial (33,60).
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OBJETIVOS

De acuerdo a lo mencionado anteriormente y a la importancia
de esta proteina en el mantenimiento de un estado redox 6ptimo
para el buen funcionamiento del metabolismo celular, resalta el
hecho que se conoce poco de la glutatién reductasa en procariotes;
ademds, ésta presenta propiedades poco usuales que la hacen objeto
interesante de estudiar. De este modo, nos hemos propuesto los
siguientes objetivos a desarrollar en el presente trabajos

a) Purificar hasta homogeneidad la GR de Rhodospirillum
rubrum y obtenerla en cantidades relativamente altas.

b} caracterizar las propiedades cinéticas y moleculares de la
proteina.

c} Comparar nuestros resultados a la.luz de un reporte previo
de la GR de esta misma fuente (purificacién parcial), en donde se
sugiere que esta enzima es un monémero de peso molecular de 63000
Da (61). Este resultado llama considerablemente la atencién, ya
que por estudlos cristalogrificos de la GR de eritrocito humano
(62), se conoce que esta enzima presenta 2 subunidades, y que el
sitio de unién del GSSG estd formado por residuos de 1los 2

monémeros, es decir, que el mondmero como tal es inactivo.
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MATERIALES Y METODOS

cultivo de las bacteria

Se utilizé la cepa silvestre de la bacteria fotosintética
Rhodospirillum rubrum en todos los experimentos. La cepa se obtuvo

del Dr. A. Croffs, de la Universidad de Bristol U. K.

Medios de cultivo.
Los cultivos de esta bacteria se crecieron en medio s6lido y

liquido.

a) Medio s6lido:

En un volumen final de 1 litro se disuelven:

Extracto de levadura........e.s..+,3 g

Peptona de gelatina.......c.......2 @

Agar bacteriolégico...............12 @

El medio se esterilizé en el autoclave durante 15 minutos en
frascos de tapa con rosca de 15 a 20 ml de volumen, conteniendo

solamente 10 ml de medio.

b) Medio ligquido.
El medio 1liquido se preparé de acuerdo al método de
Cohen~Bazire y col (1957), el cual es una modificacién del método

propuesto por Hunter (1950).

12



La preparacién ' del medio " requirié “de .‘las siguientes

soluciones:

i) Base concentrada. Un volumen de.2 ‘litros.contiene:

N (CH2COOH)3esseivnsaess20°g

MgSO4.7H20. ... 000....28,9.0
CaCl2.6H20.cvuavrsrenssB8.7 Qg
{NHs)s Mo7024.4H20...0.185 g
FeS04:7H20 00 0ees044.0.195 9
Solucién de metales...100 ml
Se ajusta a pH de 6.8

La solucién de metales que se utiliza contiene:
EDTA.versassreressense2.5 9
FeS04.7H20............5.0 g

ZnS04.7H20. ... veseeell.0 g
MNSO4s.seesvesvarassselsBd g
MnCl2.4Hz20....v:00...1.37 g

CuS04.5H20..... veee.0.392 g
Co(NO3)2.6H20.......0.248 g
Na2B407.6H20........0.177 g

HzS04.......4 gotas {aprox)

La soluci6n se afora a 1 litro con agua destilada, y se

ajusta el pH a 6.8.
ii) KH2PO4, 136.08 g para 1 litro de agua destilada, y se

ajusta el pH a 6.8.
iii) Acido succinico, 100 g para 1 litro de agua destilada, y

se ajusta el pH a 6.8.
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iv) (NH4)250s, 100 g para 1 litro de agua destilada.

v} NaCl, 50 g para 1 litro de agua destilada.

vi) Acido L-glut&mico, 25 g para 250 ml de agua destilada.

vii) Acido L-aspdrtico, 5 g para 250 ml de agua destilada y
se ajusta el pH a 6.8.

Finalmente el medio liquido contiene, por cada 12.5 litres,
las siguientes cantidades de las soluciones mencionadas:

Base Concentrada....250 ml.

KH2POK.ovoveecuneses250 ml.

Acido succinico.....250 ml.

(NH4)2504..........62.5 ml.

Nacl.......cc..000..125 ml.

Acido L-glutémico....25 ml.

Acido L-aspartice....25 mi.

Peptona de gelatina.12.5 ml. Tt

Acido nicotinico....12.5 ng. :

Tiamina.............6.25 mg.

Biotina............0.125 mg.

El medio se ajust6 a un pH de 6.8 y se esterilizé en el
autoclave durante 1% minuteos. Cuando el medio estd caliente, se
forma un precipitado que se disuelve a temperatura ambiente. E1

medio es transltcido y de un color amarillo claro.
Siembra de bacterias.
Las bacterias se sembraron en placa con inéculos dilufdos,

con el fin de obtener colonias separadas de las cuales se tom6 una
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muestra de inéculo para sembrarlas por puncién en frascos con
medio liquido. Las bacterias se incubaron durante 12 horas en 1la
obscuridad, para que el crecimiento respiratoric de las bacterias
consumiera el oxigeno molecular presente. Posteriormente las
bacterias fueron expuestas a focos con filamentos de tugsteno de
40 watts colocados a 30 cm de distancia de los frascos Yy a una
temperatura de 30°C.

Una vez formado el cultivo bajo condiciones fotosintéticas,
éste puede conservarse viable para resiembras durante varios
meses. La produccién de grandes cantidades de bacteria se lleva a
cabo en cultivos liquidos de la siguiente forma: se le agrega
medio liquido a los frascos gque contienen el medio s6lido y se
agitan para desprender 1las colonias; los frascos se guardan
nuevamente en obscuridad durante 7 horas, y posteriormente se
exponen a la luz a 30°c. Después de siete dias, se obtiene el
cultivo fotosintético, el cual es vaciado en matraces de 100 ml
con medio liguido, agregando la cantidad suficiente para no mojar
el tapén de hule estéril, pero dejando la menor cantidad de aire
posible. Luego se repite trasladande el cultivo a un frasco de 1

litro y posteriormente a uno de 9 litros.

Cosecha de bacterias.

Se procediéd a cosechar el cultivo a los siete dias
aproximadamente, cuando éste alcanzd la fase logaritmica tardia.
La curva de crecimiento se obtuve con un fotocolorimetro

Klett-summerson con filtro rojo.
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La cosecha se realizé por centrifugaciones sucesivas del
medio de cultive a 8000 x g durante 15 minutos, obteniéndose las
pastillas de bacterias, las cuales fueron lavadas dos veces en un
amortiguador de MOPS 50 mM y KCl 10 mM pH 7.5, y se centrifugaron
a 8000 x g durante 15 minutos eliminando asi los residuocs del
medio. Las pastillas son pesadas y registradas como peso hGmedo y

guardadas en un ultracongelador Revco a -70°C.

Extracto libre de cromatéforos.

Las bacterias se resuspendieron en un amortiguador de
Tris~HCl 25 mM pH 7.5 en relacién 1:10 (peso : volumen), luego se
homogeneizaron y se les agregd MgSOs y ADNasa en proporcién de 1
mg por cada 100 g de peso hamedo de bacterias. Se sonicaron en
volGmenes de 15 ml durante 2 minutos en un sonicador tipo M.S.E. a
la maxima potencia y en un bafioc de hielo a 0°C (Scholes y col,
1969) . La solucién se centrifugd a 20000 x g durante 20 minutos,
para eliminar las células sin romper, c¢&psulas, etc, gue quedan en
el precipitado.

Finalmente, se toma el sobrenadante y se centrifuga a 100000
X g durante 80 minutos, obteniéndose el sobrenadante o extracto
crudo libre de cromatéforos del cual se purifictd la enzima. El
extracto fue donado por el Dr. Heliodoro Celis del Instituto de

Fisiologia Celular.
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Reactivos

Todos los reactivos, esto es, NADPH, GSSG, CoASSG, etc.; las
proteinas usadas como estdndar de peso molecular, el DEAE Sephacel
y la adenosina 27,5’- bifosfatc - Sepharosa 4B, fueron obtenidos
de la Compafifa de Productos Quimicos Sigma (St. Luis, MO ). Los

anfolitos fueron obtenidos de Pharmacia-LKB Biotecnology, Suecia.

Ensayo de la actividad enzimatica de la glutatién reductasa.

La actividad enzimitica de la glutatién reductasa se
determiné siguiendo la desaparicién de la absorbancia del NADPH a
340 nm y a temperatura ambiente, usando un espectrofotémetro
Beckman modele DU SERIES 70. La mezecla de reaccidn contenia, en un
volumen final de 500 pl, 1.0 ug de enzima, 200 uM de NADPH y 1.0
mM de GSSG en amortiguador de fosfato de potasio 100 mM (pH 7.5 A
25°C) conteniendo 1 mM de EDTA. Se registr6é por espacio de 1
minuto la desaparicién en absorbancia a 340 nm en ausencia de
glutatién oxidado (GSSG) y se dié inicio a la reaccién agregando
cantidades variables de éste dltimo. La unidad de actividad
enzimatica se define, como la cantidad de enzima requerida para
oxidar 1 umola de NADPH por minuto a pH 7.5 y 25°C.

Las actividades especificas se expresaron como unidades de
actividad enzimatica por miligramec de proteina.

Pambién se determiné la actividad de CoASSG reductasa en las
mismas condiciones mencicnadas arriba, usando como substrato
diferentes concentraciones de COASSG.

Todos los datos de velocidades iniciales se ajustaron a 1la

17



ecuacién de Michaelis-Menten usando el programa de computacién
ENZFIT y se graficaron en forma de dobles-reciprocos para
confirmar si las graficas eran lineales. Los valores de las
pendientes y de las intersecciones en la ordenada de los gréaficos
secundarios se obtuvieron por regresién lineal. Los parametros
cinéticos se estimaron de los datos experimentales, segGn las
ecuaciones correspondientes al mecanismo PING PONG, y se expresan

de acuerdo a la notacién y nomenclatura de Cleland (63).

Determinacién de la concentraciédn de proteina.

La concentracién de proteina se estimd por la técnica de
Bradford (64), usando como referencia la glutatién reductasa de
Spirulina maxima (33). Se determiné la concentracién de 1la
proteina pura (95%) usando el coeficiente de extincién molar (El%)
de 9.47 a 271 nm y pH 7.5, reportado para la glutatién reductasa

de Spirulina maxima (33).

Electroforesis en geles de poliacrilamida.

La proteina purificada se sometié a electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes en geles de 80 X 80 X 2.7 mm, con
un gradiente de poro lineal, obtenido al variar la concentracion
de acrilamida (desde 4 a 30 %) y con un entrecruzamiento constante
del 4 t (65). Las electroforesis se llevaron a cabo a 5°C, ya sea
en un amortiguador que contenia 90 mM de Tris, 80 mM de &cido
bérico y 2.5 mM de EDTA (pH 8.35), o bien en un amortiguador de

fosfato de sodio 100 mM conteniendo 1 mM de EDTA (pH 7.0). las
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electroforesis se corrieron a un voltaje constante de 125 voltios
durante toda la noche ( aproximadamente de 14 a 16 horas).
sSimultineamente se corrieron proteinas de referencia con pesos
moleculares desde 29000 a 240000 Da.

Las electroforesis de la proteina en condiciones
desnaturalizantes (en presencia de SDS )} fueron realizadas de
acuerdo a Weber y Osborn (66) en geles cilindricoes de 5 mm de
didmetro y 8 cm de longitud ( T = 8 %, € = 2.6 % ). Las
electroforesis se llevaron a cabo a corriente constante de 8 mA
durante 6 horas en amortiguador de fosfato 50 mM conteniendo 0.1 %
de SDS (pH 7.0 a 25°C). También se llevaron a cabo electroforesis
bajo condiciones desnaturalizantes de acuerdo al método
discontinuo de Laemmli (67) en geles planos de 180 x 140 X 0.7 mm
(T = 11.4 %, C = 2.6 % ) preparados en amortiguador de Tris S50
mM, 384 mM de glicina conteniendo 0.1% de SDS (pH 8.3). Las
electroforesis se corrieron a voltaje constante de 120 voltios
hasta que el frente del colorante estuviera de 1 a 2 cm arriba del
fonde del gel. Simultidneamente se corrieron protefnas de
referencia con pesos moleculares desde 17000 a 68000 Da. Los geles
fueron tefildos con azul de Coomassie R-250 y destefiidos por

difusidn.

Isoelectroenfoque.
Se realizaron isoelectroenfoques analitico y preparativo de
la GR. El1 isocelectroenfoque analitico se llev6 a cabo en geles de

poliacrilamida de 125 x 125 x 2 mm ( T = 6 §, C = 4 % ), usando un
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aparato LKB de electroforesis horizontal modelo Multiphor 2117 .
Las electroforesis se corrieron a potencia constante de 30 watts
durante 3 horas a 4°C. Se usaron anfolitos desde pH 3.0 a pH 10 y
de pH 4 a pH 6 diluidos 1:15 en agua destilada. Simulténeamente se
corrieron proteinas de punto isoeléctrice conocido; el gradiente
de pH se determiné cortando el gel en fragmentos de 0.5 cm y
colocéndolos en 500 il de agqua destilada en contacto con un
electrodo para pH.

El electroenfogue preparativo se llevé a cabo en gel de
Sephadex IEF de 260 X 125 x 2 mm, usando el Multiphor 2117 de LKB.
Las electroforesis se corrieron a potencia constante de 30 watts
durante 5 horas a 4°C, usando anfolitos desde pH 3.0 a pH 10.0
diluidos 1:15. El1 gradiente de pH se determiné al colocar en
contacto el electrodo de pH, con las 30 fracciones obtenidas al
aplicar sobre el gel una rejilla de fraccionamiento.
Posteriormente, la proteina fue removida del gel por elucién
agregando, a cada fraccién, 2 ml de amortiguador de fosfato de
potasio 100 mM ( pH 7.5 a 25°C) conteniendo 1 mM de EDTA, seguido
por actividad en las condiciones ya descritas ( ver ensayo de la

actividad enzimAtica).

Estimacién del peso y del radio molecular de la protefpa
pativa por filtracidpn molecular.

El comportamiento cromatogridfico de la glutatién reductasa de

Rhodospirillum rubrum nativa se estudié en una columna de

Sephadex G - 150 (1.6 x 70 cm), equilibrada con amortiguador de
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fosfato de potasio 100 mM conteniendo 1 mM Qe EDTA (pH 7.5). Los
perfiles de elucién fueron obtenidos del registro continuo de la
absorbancia del eluido a 280 nm. Se calcularon el radio de Stockes
Yy el coeficiente de difusidén por los procedimiento de Laurent y
Killander (69) y Potschka (65), respectivamente, usando proteinas
de referencia de constantes fisicas conocidas.

El radio molecular de la glutatién reductasa se calculéd

usando la ecuacidén clésica (70):

r =[%%x] 173
donde:
r = radio molecular,
M = peso molecular,
v = volumen parcial especifico,
# = nfimero de avogadra.
También se cdlculo la relacién friccional a partir del radio

de Stokes y del radio molecular usando la ecuacién (71):

i3 a
fo 3]
[3:2.3
donde:
a = radio de Stokes,

M = peso molecular,

» = volumen parcial especifico,

=
W

nGmero de avogadro,

21



f/fo = relacién friccional.

Espectro de absorcién.

El espectro de absorcién de la glutatién reductasa (95% pura)
se registré después de dializar exhaustivamente contra
amortiguador de fosfato de potasio 100 mM (pH 7.5) conteniendo 1
mM de EDTA. Se usdé una cantidad de proteina de 1.25 mg y se
registré la absorbancia desde los 220 nm hasta los 500 nm, usando

un espectrofotédmetro Beckman modelc DW SERIES 20Q00.

Determinacién de grupos SH libres.

El nGmero de grupos tiol libres de la GR se determiné con el
reactivo de Ellman (DTNB) en un espectrofotémetro AMINCO DW 2a
UV-VIS. La mezcla de reaccién contenia, en un volumen final de 500
ul, 2 mM de DTNB y 3.2 uM de proteina en Tris-HCL1 100 mM (pH 8.0)
conteniendo 1 mM de EDTA. La determinacién del nfimero total de SH
libres se 1llevé a caboc adicionando SDS al 0.08% (p/v). La
produccién del &cido S-tio-2~-nitrobenzoico, que es igual a 1la
cantidad de tiocles libres, se seguié midiendo el aumento de la
absorbancia a 412 nm y su concentracién se calculdé usando el

coeficiente de extincién molar de 14.14 (72).

Estudios de ultracentrifugacién.
Todos los experimentos de sedimentacién en gradiente de
densidad se llevaron a cabo a 45000 r.p.m. (290000 X g) en una

ultracentrifuga Beckman modelo LK-65 (rotor SW 50.1) durante 13
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horas a 4°C.

El peso molecular, al igual gque el coeficiente de
sedimentacién, se determinaron por ultracentrifugacién en
gradientes 1lineales de sacarosa (5 a 20%), preparados en
amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 7.0 conteniende 1 mM
de EDTA. Simult&neamente se corrieron varias proteinas dae
referencia. Luego se procedié a analizar el contenido de los tubos
de nitrocelulosa, por puncién del fondo de éstos y colectando
fracciones de 80 ul aproximadamente.

El peso molecular se cdlculo de acuerdo al gridfico de Rendén
et al (73) y el coeficiente de sedimentaci6én de acuerdo a Martin

and Ames (74).

Estudios del efecte de la urea e hidrocloruro de guanidina.

La actividad enzimatica de la proteina se ensay6é cubriendo un
intervalc amplio de concentracién de urea (0 M a 6.0 M) o
hidrocloruro de guanidina. La solucién de urea 8 M se prepar6 en
un amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 7.5 conteniendo 1
mM de EDTA. Andlogamente, se prepard una solucién de hidrocloruro
de guanidina 3 M. La mezcla de reaccién contenfa, en un volumen
final de 500 ul, 4 ug de protefna, 200 pM de NADPH en fosfato de
potasio 100 mM pH 7.5 conteniendo 1 mM de EDTA, y ésta se incub&
en presencia de las diferentes concentraciones de vurea o
hidrocloruro de guanidina. La desaparicién de la absorbancia a 340
nm se registré durante 1 minuto a 25°c en ausencia de GSSG y se

dié inicio a 1la reaccién agregando 1 mM final de glutatidn
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oxidado.
También se llevaron a cabo estudios de ultracentrifugacién en

presencia de urea 1.5 M y 3.0 M.

Composicién de aminoigidos.

La composicién de aminodcidos se realizé en la Unidad de
Quimica de Proteinas de 1la Universidad de Yale, usando un
analizador de amino&cidos 7300 modelo Beckman con una columna de
intercambio catiénico.

La preparacién previa de 1la muestra se realizé de 1la
siguiente forma: 1) se precipité a la proteina (500 ug) en &cido
tricloroacético al 5% (p/v), 2) se resuspendi6 en urea 8 M y
NH4HCO3 0.2 M (pH 8.0), 3) se le adicioné ditiotreitol (DTT) 5 mM
y se incubé durante 1 hora a 30°C, 4) luego se 1le agregd
iodoacetamida 10 mM y nuevamente fue incubada en la obscuridad
durante 1 hora a temperatura ambiente y 5) se dializé 3 veces
{(cada una durante 16 horas) contra agua. La hidrélisis de 1la
proteina se realizé a 150°C durante 2, 4 y 6 horas.

El contenido de triptofanos fue determinado
espectrofotométricamente después de disolver 1la proteina en
cloruro de guanidina 6 M de acuerdo al método de Harold Edelhoch
{75) . lLas treoninas y serinas fueron estimadas por extrapolacién a

tiempo cero.
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Estudios de pH.

Se analizé la velocidad maxima aparente (Vmaxsp) come
funcién del pH (a 25°C), abarcande un intervalo de pH desde 6.0 a
9.0, Los amortiguadores usades, a una concentracidén final de 100
mM y conteniendo 1 mM de EDTA, fueron los siguientes: Mes (pH 6.0
- 6.5), imidazol (pH 6.5 - 7.0), fosfato (pH 7.0 - 7.2 - 7.4 - 7.5
- 7.6 - 7.8y 8.0), Tris (pH 7.5 - 8.0 y 8.5) y Bis-Tris (8.5 -
9.0).

A cada concentracién de ién hidrégeno se realiz6 una cinética
de saturacién, variando la concentracién de GSSG entre 10 y 1000
uM a una concentracién saturante de NADPH (200 pM). AnAalogamente,
se llevé a cabo una cinética de saturacién variande 1a
concentracién de NADPH entre 4 y 200 uM a una concentracién
saturante de GSSG (lmM). Los pardmetros cinéticos Vmaxep Y
Vmaxapp/Kmspp fueron determinados para GSSG y NADPH, y sus

respectivos logaritmos se graficaron contra su correspondiente pH.

Estudios Qe velocidad inicial.

El estudio de 1los patrones de velocidad inicial con 1la
glutatién reductasa de Rhodospirillum rubrum, se llevd a cabo en
fosfato de potasio 100 mM conteniendo 1 mM de EDTA (pH 7.5) a
temperatura ambiente (25°c) . Se cubrié un intervalo de
concentraciones de G5SG (20 a 1000 pM) manteniendo concentraciones
fijas de NADPH (8 a 200 pM). Andlogamente, y usando las mismas
concentraciones, se cubrié un amplio intervalo de concentraciones

de NADPH manteniendo concentraciones fijas de GSS5G. Ademis, se
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modificé el orden en el cual se adicicnaron los substratos, con el

propdsito de observar el efecto en las velocidades iniciales.

PURIFICACION DE LA GLUTATION REDUCTASA DE Rhodospirillum

rubrum

Preparacjén del extracto crudo libre de cromatéforos.

La preparacién del extracto crudo libre de cromatéforos se
encuentra explicado detalladamente al inicio de la secciétn de
Materiales y Métodos.

Todos los procedimientos se llevaron a cabo a temperatura
ambiente, excepto el fraccionamiento salino, las didlisis y las

centrifugaciones, las cuales se realizaron a a°c.

Fraccionamiento salino en sulfato de amonjoc.

Se determiné en qué porcentaje de saturacién de sulfato de
amonio precipité la proteina. Se fraccioné de 0 a 10, de 10 a 20,
de 20 a 30, y asi sucesivamente de 10 en 10 hasta alcanzar un 90%
de saturacién. Cada una de las diferentes fracciones se
recuperaron por centrifugacién en una centrifuga Sorvall {(Rotor
GSA) a 13180 x g durante 20 minutos. Los respectivos precipitados
se resuspendieron en un volumen de 3 ml de amortiguador de fosfato
de potasio 100 mM pH 7.5 conteniendo 1 mM de EDTA y se dializaron
contra un volumen total de 1 litro (con tres cambios de 250 m}
cada B8 horas) de amortiquador arriba mencionado. Finalmente a cada

una de las diferentes fracciones se le determiné su actividad
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especifica (fiqura 1}.

Cropatografia de intercambio iépico en DEAE - Sephacel,

Las fracciones con mayor actividad especifica obtenidas del
fraccionamiento salino con sulfato de amonio, - esto es, desde 30%
a 60% de saturacién -, se mezclaron y dializaron contra un volumen
total de 2 1litros de amortiguador de imidazel 25 mM (pH 6.0)
conteniendo 1 mM de EDTA (con 3 cambios de 500 ml cada 8 horas),
Esta fraccién dializada se aplicé a una columna de DEAE - Sephacel
(2.6 > 10 cm), previamente equilibrada con el mismo amortiguador

de imidazol a un flujo de 53 ml X hora"l( 10 cm x hora™!

). La
columna fue lavada con la misma soluciédn de imidazol (15 volGmenes
de columna aproximadamente), hasta que la absorbancia a 280 nm fue
menor gue 0.01. La elucién de la enzima se llevé a cabo mediante
un gradiente 1lineal de NaCl (0 a 0.5 M) preparade en el
amortiguador de imidazol, y en un volumen total de 200 ml. La
glutatién reductasa eluyé a una concentracién de 0.25 M de NaCl;
ge juntaron las fracciones de aproximadamente & ml gue contenian
la mayor actividad de glutatién reductasa y se dializaron contra
un volumen total de 2 litros (con tres cambios de 500 ml cada 8

noras), de amortiguador de fosfato de potasio 100 mM (pH 7.5)

conteniendo 1 mM de EDTA (figura 2).
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Cromatografia de Afinidad en 2/,.5’, ADP - Sefarosa 4B.
La fraccién dializada se aplicé a una columna de 2‘,5’,ADP -
Sepharosa ~ 4B ( 1.6 x 1.5 cm ), la cual fue previamente

equilibrada con el mismeo amortiquador de fosfato a un flujo de 8

1 1

ml x hora ' (4 cm x hora '). La columna fue lavada con la misma
solucidén de fosfato { 15 voluimenes de columna aproximadamente ),
hasta que la absorbancia a 280 nm fue menor de 0.0l1, La enzima se
eluyé al aplicar un gradiente lineal de NADPH (0 a 50 uM),
preparado en el mismo amortiguador de fosfato y en un volumen
total de 20 ml. Bajo estas condiciones, la glutatién reductasa
eluyd a una concentracién de 38 pM de NADPH aproximadamente; se
colectaron fracciones de 900 ul y se mezclaron aguellas fracciones
que contenian la mayor actividad enzimatica (ver figura 3).
Posteriormente, la fraccién resultante se dializé exhaustivamente
contra el amortiguador de fosfato durante 24 horas, la cual se

concentré por inmersién del tubo de didlisis en una solucidn Qde

glicerol al 70%.
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RESULTADOS.

Purificaciébn de 1la glutatién reductasa.

Durante la purificacién de la enzima, la actividad especifica
de la proteina aument6é de 0.08 a 102 U X mg-‘ con una recuperacién
del 69% y un factor de purificacién de 1159 veces.

La tabla II resume los resultados del proceso de

purificacién.

Criterio de pureza.

Con el propésito de evaluar el grado de pureza de la proteina
se tomaron en cuenta los siguientes criterios: 1) cromatografia de
la proteina en condiciones nativa y despaturalizante, y 2)
isocelectroenfoque.

La densitometria de los geles obtenidos por los
procedimientos cromatogrdficos , ~ en condiciones nativa y
desnaturalizante - , mostraron 2 bandas, la mayor corresponde a la
GR revelando una pureza de un 95% (fiquras 4a y 4b).

El iscelectroenfoque de la proteina nativa a diferentes
intervalos de pH, 3 a 10 y 4 a 6, dié solamente una banda de

actividad con un méximo a pH de 5.2.

Estabilidad.
La enzima obtenida a concentraciones de hasta 1 mg x ml_',
fue estable hasta por 1 afio y conservé el 100% de la actividad

enzimatica cuando se almacend a =-20°C en presencia de glicerol al
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70%.

Especificidad de substrato.

con el objeto de observar céme es afectada la actividad
enzimdtica de la enzima por sus substratecs, se llevax:on a cabo
determinaciones de la actividad enzimAtica en presencia de GSSG,
CoASSG y NADPH. Bajo las condiciones experimentales abajo
mencionadas, las cinéticas fueron hiperbélicas con respecto a
NADPH, GSSG y CoASSG.

A concentracién fija y saturante de NADPH (18 veces la Km},
la enzima exhibié una Km aparente para el glutatién oxidado de
60.4 X B uM (Eiguras S5a y 5b). Bajo las mismas condiciones
experimentales, la Km aparente calculada para el CoASSG fue de 3.2
mM (figuras 6a y 6b). Las velocidades miximas calculadas para GSSG
y CoASSG, fueron de 102 y 5.07 unidades, respectivamente, con una
relacién de Vmax aparente de 20.1.

La Knm aparente para el NADPH, a una concentracién fija y
saturante de GSSG (17 veces la Km), fue de 10.8 L, uM (figuras 7a
Yy 7b) obteniéndose una velocidad maxima similar a la calculada
para el GSSG. Al igual que para el NADPH, la enzima mostrd un pico
de mdxima actividad a pH 7.5 para NADH, la cual fue 42 veces menor

a la calculada para NADPH.

Determinacidén del peso molecular.
La glutatién reductasa de Rhodospirillum rubrum presenté un

peso molecular de 54400 ¥ (1100} y de 110000 ¥ (18230) en
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condiciones desnaturalizantes Y no desnaturalizantes,
respectivamente (figuras 8 y 9).

La cromatografifa de filtracién en gel de la proteina di6é un

peso molecular de 122500 ¥ (11000) similar al observade por

electroforesis no desnaturalizate (figura 10a). El radio de Stokes

Y el coeficiente de difusién calculados fueron de 4.2 t 0.15 nm y

s1.2 ¥ 2.7 un?s™!

(figuras 10b y 11, respectivamente}. A partir de
un peso molecular de 110000 Da, se calculd una relacién friecional
de 1.33.

Por estudios de ultracentrifugacién, se obtuvoe un peso
molecular de 92000% {7500) Da de acuerdo al grdfico de Rendén et
al (73) y un coeficiente de sedimentacién de 5.71 pS {0.25) S segln

el método de Martin y Ames (74). (figuras 12a y 12b).

Propiedades espectrales y contenido de FAD.

El espectro de absorcién de 1la glutatién reductasa de
Rhodospirillum rubrum 95% pura, en amortiguador de fosfato de
potasjio 100 mM (pH 7.5) conteniendo 1 mM de EDTA y libre de
nucleétidos contaminantes, exhibié tres picos de absorcién con
maximos a 273.5, 364,5 y 458 nm (figura 13). Las relaciones de
absorbancia Azsof/A«ss y  Adss/Awse  fueron de 7.61 y 0.957,
respectivamente.

Basado en el coeficiente de extincién molar de la glutatién
reductasa de Spirulina maxima reportado por Rendén et al (33) y
considerando el coeficiente de absortividad molar de 460 nm

reportado para FAD unido a proteina (35), se calculd6 una relacién
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TABLA II

PURIFICACION DE LA GLUTATION REIWCTASA DE Rhodaspirillua rubrum.

PROCEDIMIENTO VOLUMES {mi)} Unidades Totales Proteina Total dad Espec{fic Purificacidn
(n (U ag™) (23] {veces)

EXTRACTO
CRUBO 116% 218 7683 0.088 100 1
FRACCION

SULFATO DE
AMONIO

30-60% 62 233 568 0.510 99.2 8.7
INTERCAMBIO

TONICO EN

EAE-S 4“0 198 09 0.950 84.3 10.8

AFISIDAD EY .
‘. ADP- .
SEPHAROSA 48 1.82 1624 1.6 102 8.9 1159

a5




FIGURA 4.

ELECTROFQRESIS EN GELES DE POLTACRILANIDA DE LA
PURA. A) CONDICIONES DESNATURALIZANTES. SE APLICARON 10
PROTEINA. B} CONDICIONES HNATIVAS, St APLICARON 25 Ha bE
LAS ELECTROFORESIS SE LLEVARON A CABO EN LAS

DESCRITAS EN MATERIALES y METODOS.
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FIGURA 8.

DETERNINACION DEL PESO MOLECULAR DE 1A SUBUHITAD DE LA
CLUTATION REDUCTASA DE R, rubrum POR ELECTROFOAESIS N S8, SE
APLICARON 5.6 fit] 4 PROTEINA A LA ELEC . EL
EXPERIMENTAL ESTA DESCRITO 2] NATERIALES ¥ HETODOS . Las FPROTEIHAS
o CALIBRACION FUERON: a) “TRANSFERRINA (78000); b)) BSA 168000) ; d)
19C, CADENA PESADA 150000} ; o) OYOALBUMIMA (450003 ; (3] AKHIDRASA
CARBONITA (30000} ; 9) 136, CADEMA LIGERA 1250003 y n MIOGLOBINA
(17000) . L FLECHA IHDICA [FY MOVILTDAD RELATIVA oE A GR DE

R. rubrum.
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FICURA 9.
cALCULO DEL PESO HWOLECULAR HATIVO DE LA GLUTATION REDUCTASA
bE R, rubrum MEDTANTE ELECTROFGRESIS o GRADTENTE DE PORG, SE
APLICARON 5.6 M DE PROTEINA. EL PROCEDINIEXTD EXPERINENTAL ESTA
DESCRITO m WATERIALES A KETODOS, LAS PROTEINAS DE CALIBRACION
FUERON: a) FERRITINA (440000} by CATALASA $240000) § <) BSA,
DINERG (135000} ¥ -) BSA, HONOMERO (650001, La FLECHA INDICA L

MO¥ILIDAD RELATIVA DE LA GR OE R. rubrum.
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FICURA 10.

CORPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO bE LA CLUTATION REDUCTASA DE R.
rubrum ponr FILTRACION HOLECULAR 0w SEPRADEX c-150, Ay
DETERNIMACION DEL LSO MOLECULAR; i3] CALCULD DEL. RADIO oE STORES.
L4aS PROTEINAS nE CALIBRACION FUERONM: a) MNIOCLODINA {17000} ; b)
ANHIDRASA CARBONICA (30000} ; <) OVOALBUMINA (45000} ; ) FOSFATASA
ALCALINA {86000) 3 (3] 1t {150000); q) CATALASA {260000} b4 h)

TRANSFERRINA (78000). EN LAS GRAFICAS A Y D LA FLECHA IMDICA LA GA.
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FIGURA 12,

COMPORTAMIENTO DE LA SLUTATION REDUCTASA be R, rubrum
SEDIMENTACION POR CGRADIENTE oE DENSIDAD. " PROCEDINIENTO
EXPERIHENTAL ESTA DESCRITO m MATERIALES ] XETUDOS. "
DETERNINACION DEL PESO MOLECULAR; 8 cALCLD DEL COEFICIENTE oL
SEDEMENTACION. Las PROTEINAS oE CALIBRACION FUERON: " MIOGLOBINA
(170003; B OVUALBUNINA 4500033 o) 19 (150000; E) cLUCOSAMTNA
ISOMERASA  DE  E. coli 1800003 ¥ F)  CATALASA  (240000). B Plm ¥
LA FLECHA {C)  CORRESPONDE A LA GR EN  1AS  GRAFICAS 4 Y 8§,
RESPECTIVAHENTE,
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ABSORBANCIA

LOKEITYD DE GKDA (am)

FICURA 13,

ESPECTRO  DE  AHSORCIGN  OE LA GLUTATION  REDUCTASA  DE R, rubrum
PURA. SE  REGISTRO  ALREDEDOR O 1.5 wg/ml DE  PHOTEINA  COMO  SE
DESCAIBE EN MATERIALES ¥ METODOS.
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de 0.65 mol de FAD por mol de subunidad.

Nimero de SH libres.

El nfimero de grupos SH lihres en la glutatidn reductasa de
Rhodospirillum rubrum determinados con el reactivo de Ellman (72),
en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes, fue de
0.9 y 1.989 de SH por mol de subunidad, respectivamente (figqura

14).

Estudios del efecto de la urea.

La protelna exhibié una inhibicién gradual de la actividad

enzimitica conforme se aumentd la concentracién de urea (figura
15). La actividad enzimdtica de la proteina disminuyé
aproximadamente a la mitad en presencia de urea 1.5 M y fue
totalmente inactivada a una concentracién de urea 3.0 M, mientras
gue con hidroclorure de guanidina la inactivacién total se
alcanzé a una concentracién de aproximadamente 0.7 M.

Por la técnica de ultracentrifugacién en presencia de urea
1.5 M, los perfiles de actividad (50% menor comparada con el
control) y de proteina obtenidos, fueron mnuy similares a los
perfiles de actividad y proteina de la enzima en ausencia de
urea. Por otra lado, de la ultracentrifugacién en presencia de
urea 3.0 M, no se observd actividad enzimatica y el perfil ae
protefna tambi&én fue muy similar al perfil obtenido para la enzima

en ausencia de urea.
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FICURA 14.

DETERMINACIOM oE Los TI0LES LIBRES E (¥} GLUTATION REDUCTASA
or R. rubrum EN CONDICIONES NATIVA ¥ DESHATURALIZANTE. 1A FLECHA
™DIcA 0 MONEWTO oE u ADICION DEL SOS. £ PROCEDINIENTO

EXPERIMENTAL SE EXPLICA EN MATERIALES Y METODOS,
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composicién de aminocacidos.

A partir de la composicién de aminoacidos, y de acuerdo al
método de McMeekin y Marshall (76), se calculd un volumen parcial
especifico de 0.724 cm’g ‘. El contenido del nimero de triptofanocs

~ determinado de acuerdo al método de Harold Edelhoch (75) = fue

. /
de 5.

La composicién de amino4cidos de la glutatién reductasa de
Rhodospirillum rubrum se muestra en la tabla III. Para fines
comparativos también se incluye la composicidn de aminoacidos de
varias glutatién reductasas de diferente fuente.

La tabla IV resume las propiedades fisicas y quimicas de la

glutatién reductasa pura de Rhodospirillum rubrum,

Estudios de pH.

La enzima exhibié un pico maximo de actividad a pH 7.5 para
GSSG y NADPH, siendo muy similar tanto en Tris como en fosfato
(figuras 16a y 17a). A valores de pH 6.0 y 6.5 la enzima mostré
inhibicién por substrato, tanto con GSSG comoc con NADPH (figura
18) . Ademis, en ambos casos la enzima presenté un comportamiento
histerético simultaneo con la inhibicién.

) Las constantes de ionizacién para el complejo enzima-GSSG,
calculadas al variar el GSSG, fueron 6.96 y 8.08 para el lado
&cido y basico de la curva, respectivamente. El pH &ptimo obtenido
a partir de estos valores fue de 7.5. Por otro lado, las
constantes de ionizacién para el complejc enzima-NADPH, calculadas

al variar el NADPH, fueron 6.95 y 8.5 para el lado Acido y bisico
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Aminofcido
wol de subunidad

Aspirtico
Glutdaico
Sertna
Histidina
Glietna
Treonina
Arginina
Alanina
Tiroaina
Metionina
Yalina
Fentlalanina
lsoleucina
Laucina
Lisina
Prolins
Triptofano
Ciseefna

TABLA (11

de de 1a gl & de

B, rubrum y deotrax tuentes.

Anabaens sp, S. maxims E. roli R, rubrus Eritrocite Erttrocito
- - de cerdo  de humano

&1 42 9 3] 19 a
a &7 3 38 %8 %]
43 9 16 0 39 21
8 1n 2 7 [T 13
59 a7 [} 49 u“
19 3 20 30 28
29 89 1
3
3
[
49
13
31
34
19
23
A
3
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Higado de
terners

Higado de
© ratdn

41
43
3z
14
50
35
14
&1
11
10
&8
19
24
36
n
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TABLA IV

Constantes cinéticas y moleculares de la glutatién reductasa de
Rhodospirillum rubrum.

Picos maximos de absorcién (nm) : 274,365 y 458
Azg0/Adse 7.61 .
Aaes/Aase v 0.957
Peso molecular nativeo (Da) 110000
Peso molecular de la subunidad (Da) 54400
Nfimerc de subunidades . 2

Radio de Stokes (nm) - 4.2
Coeficiente de difusién (Dzo,w) (um’s™’) 51
Coeficiente de sedimentacién (S) 5.71°

Km para NADPH, pH 7.5 [uM] 11

Km para GSSG, pH 7.5 [uM] 60 :

Km para CoASSG, pH 7.5 (mM] 3.2
Nmero de recambic (kp) (s '} 92.5
Punto isceléctrico (pI) 5.3

pH 6ptimo (NADPH como reductor) . 7.5
NGmere de residues de la subunidad 521
Volumen parcial especifico (em’g ') 0.724
Relacién friccional (£/fe) 1.33
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de la curva, respectivamente. E1 pH 6ptimo calculado a partir de
estos valores fue de 7.7. Ademas, el perfil de los gridficos de pH
contra el logaritmo de la relacidn Vmaxapp/Kmapp, tanto para GSSG
como para NADPH, muestran que en la regién basica existe uno o

varios grupos que se desprotonan (figuras 16b y 17b).

Estudios de velocidad inicial.

No se observé ninglGn efecto en las velocidades iniciales al
variar el orden de adicién del GSSG y el NADPH.

La figura 19a muestra la gr&fica de dobles reciprocos de la
concentracidén variable de GSSG contra la velocidad inicial, a
concentraciones fijas de NADPH. Como se puede observar, el
resultado es una familia de lineas paralelas en el intervalo de
concentracién usado. Los reqrificos de las intersecciones sobre la
ordenada y sobre la abscisa contra la concentracién de NADPH
también fueron lineales (figura 19b). La Km calculada para NADPH,
a partir de los regraficos fue de 6.52 uM, y la Vmax de 0.1486
umoles x min™.

Por otro lado, la figura 20a muestra la grafica de doble
reciprocos de la concentracién variable de NADPH contra la
velocidad inicial, a concentraciones fijas de GSSG. Al igual que
en el caso anterior, el resultado es una familia de 1lineas
paralelas en el intervalo de concentracién usado, siendo también
lineales los regraficos de las intersecciones sobre la ordenada y
la abscisa contra el reciproco de la concentracién de GSSG

(figura 20b).

52



Log Ymaxapp « 10

«
=4
.
-
9=
=
=20 TN
0.5 =
=
- et A A >
7.0 R 5.0
N
L
FIGURA 16.
EFECTO DEL el EN L ACTIVIDAD BE LA GLUTATION REDUCTASA bE R.
rubrum A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE GSSG HANTENIENDG CONSTANTE
LA CONCENTRACION nE HADPH. LA ACTIVIDAD DE LA ENZIva SE BETERHINO
coma ESTA DESCRITA EN HMATERIALES ¥ METODOS. A) PERFIL DEL oG DE
LA VYmaxapp N FUNCION DEL PH; 8) PEAFIL DEL LoG Vmaxapp/Ksapp EN

FUNCION DEL pH.
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FIGURA 17. :

EFECTO DEL pH En LA ACTIVIDAD bE La CLUTATION REDUCTASA e R.
rubrum A DIFERENTES CONCEMTRACIONES DE RADPH Y MANTERTENDO

A C DE G556, LA ACTIVIDAD DE 1A EMZINA SE

OETERMIND  €OMO  ESTA  DESCRITA  EN  MATERIALES Y NETODOS, A} PERFIL
DEL Loc E 1A Vmaxapp EN FUNCION DEL. [ a) PERFIL DEL LoG

Yasxapp/kmapp EM FUNCION DRl pH.
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FIGURA 18,
EFECTO  DEL  pH  EN (A INHIBICION  POR  WADPH LA GLUTATION
REDUCTASA gt R, rubrum. SE  DETERNING A ACTIVIDAD CONCENTRACION
CONSTANTE  DE  6SSG (M)  COMO  SE  DESCAIBE KN  WATERIALLS

SIABOLOS: ( ) pHs6,0; & ) pHa6.5i ( ) pHeT.0 ¥ ( ) pHa7,5.
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FICURA 19.

PATRONCS ~ OF  VELOCIGAD  IWICIAL  DE LA GLUTATION  REMCTASA  DE  R.
rubrum.  ta ACTIVIDAD  SE OUTERMINO  COMO  ESTA  DESCRITA  EN  MATERIALES
Y  NETODOS. a)  cuFlco  OF  DOBLE  RECIPAOCOS  DE LA VELOCIDAD  EW
FURCION oe LA CONCENTRACION  VARIABLL O €556, tas CONCEMTRACIONES
DE MAUPH FIJAS FUZROM (@) 8 M (O) 12 ux; (&) 25 M4 (A) 0 M.
N ESTE GRAFICO SE  OMITE LA CONCENTRACION DE 200  KM.  B)  REGRAFICO
or DoBLE RECIPROCOS oE "y CONCEKYRACION o »aoPH CONTRA o
Vmaxapp.
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FIGURA 20.

PATRONES bE VELOCIDAD INICIAL  DE LA GLUTATION  REDUCTASA o R.
rubrum. LA ACTIVIDAD SE DETERNING cono ISTA PESCRLTA o MATERIALES
v NETODOS. a) GRAFICO DE  DOBLE  RECIPROCOS DE LA VELOCIDAD INIETAL
= FuNcIo¥ oE 5] COKCENTRACION VARIABLE DE KADPY. tas
COMCENTRACIONES DE  GSSG FIJAS FUERON: (@) d0 N (0) &0 ux; (A)
100 MH; (A} S00 uM ¥ {(0) 1000 Mn. B) REGRAFICO DE DORLE  RECIPROCOS
DE LA CONCENTRACION DE GS5G CONTRA LA Vmaxapp.
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La Km.calculada para GSSG, a partir de los regraficos fue de 78.7,

UMy la Vmax de 0.1503 gmoles x min .
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El objetivo principal del presente trabajo, fue el de
purificar hasta homogeneidad la glutatidn reductasa de
Rhodospirillum rubrum para su posterior caracterizacioén cinética y
molecular. Los resultados obtenidos se discuten a la luz de un
reporte previo (61) con la enzima parcialmente pura, en el cual se
sugiere que la glutatién reductasa de Rhodospirillum rubrum exhibe
una estructura monomérica.

La enzima fue practicamente purificada hasta homogeneidad
(95% de pureza), partiendo de un extracto libre de cromat&foros
mediante el siguiente protocole de purificacidén: fraccionamiento
salino en sulfato de amonio, cromatografia de intercambioc iénico
en DEAE - Sephacel y cromatografia de afinidad en 2/, S’, ADP -
Sepharosa 4B. Este Ultimo paso representé la etapa decisiva en el
esquema de purificacién empleado, ya gque fue la etapa en la cual
se logré el mayor incremento en la actividad especifica y ademis
marcé la diferencia con el esquema de purificacién previamente
reportado para la enzima de Rhodospirillum rubrum (61). En nuestra
opinién, el presente procedimiento es notablemente mis eficiente
para la purificacién de la glutatién reductasa de Rhodospirillum
rubrum debido a las siguientes razones: 1) el rendimiento final de
nuestra preparacién es mds alto (68,9%) que el rendimiento del 26%
reportado previamente por Boll; 2) el producto final de nuestra
preparacién fue una enzima pricticamente pura, con una pureza

aproximada de un 95%; 3) la actividad especifica de la enzima
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purificada fue de 102 unidades x mg-‘, que es de hecho muy
superior a aquella de 2.9 unidades x mg—'l reportada previamente
(61). La actividad especifica reportada en el presente trabajo es
relativamente baja en comparacién a la actividad especifica
reportada de otras fuentes (tabla V).

Por un lado, se podria pensar que la actividad especifica
relativamente baja de nuestra preparacién, fuese consecuencia de
la pérdida gradual del cofactor FAD bajo las condiciones
experimentales en las cuales se llevd a cabo la purificacibén de la
enzima. Sin embargo, la actividad de la enzima no aumenté al
adicionar diferentes concentraciones de FAD a la mezcla de ensayo;
adem&s, 1la relacién de absorbancia Azo/Ass de 7,61, es mnuy
similar a la de la enzima altamente purificada de otras fuentes
(tabla 1I). Estos datos sugieren que bajo estas condiciones
experimentales, la flavina se encuentra fuertemente unida a 1la
proteina y, por enda, la actividad especifica relativamente baja
de nuestra preparacién, no es consecuencia de la pérdida gradual
del grupo prostético durante el procedimiento de purificacién.

Por otro lado, otra causa de la baja actividad podria ser la
inactivacién de la proteina por degradaciédn proteolitica durante
2l almacenamiento de los extractos. No obstante, la purificacién
de la enzima a partir de extractos recién obtenidos no representé
un aumento en la actividad especifica.

De acuerdo con ello, es probable que la actividad especifica
relativamente baja gue nosotros reportamos, sea el resultado de la

purificacién de la enzima en una etapa del crecimiento donde la
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actividad es baja "per se".

Al igual que la glutatién reductasa de otras fuentes, la
enzima de Rhodospirillum rubrum mostré una alta especificidad por
el NADPH a pH 7.5 ¥y 25°C. En contraste a la glutatién reductasa de
Chromatium vinosum, - la cual es especifica por NADH ~- en
Rhodospirillum rubrum se encontré poca actividad de reductasa
dependiente de NADH a pH 7.5 y 25°C; ademds, la enzima de
Rhodospirillum rubrum no mostrdé actividad de reductasa dependiente
de NADH ni a pH 8.0 o pH 5.5, (como es el caso para la enzima de
hojas de espinaca (37) y de higado de rata (40), respectivamente).
Una caracteristica importante de la glutatién reductasa de
Rhodospirillum rubrum, es que las actividades con NADPH y NADH
alcanzaron un éptimo a pH 7.5, en contraste con reportes previos
en donde la actividad m&xima con NADH se encontré a valores de pH
mads &cidos en relacién con aquella encontrada con NADPH.

La glutatién reductasa de Rhodospirillum rubrum exhibié poca
actividad por el disulfuro mixto de glutatién y <Coenzima A
(COASSG) a pH 7.5 ¥ 25°C. Cabe sefialar que en reportes previos, se
ha reportado que la actividad reductora del <CoASSG alcanza un
mdximo a pH 5.5. S5in embargo, como consecuencia de la poca
afinidad de la enzima por el CoASSG (en comparacién con el GSSG) y
por su costo tan elevado, no fue posible determinar la actividad
con este disulfuro a valores de pH Acidos.

La tabla V ilustra la comparacién de los parametros cinéticos
de la glutatién reductasa purificada de diversas fuentes, tanto

para GSSG como para CoASSG. A excepcién de la cianobacteria
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Spirulina maxima, donde se reportd una relacién alta de actividad,
no se observé diferencia significativa entre procariotes vy
eucariotes. Aungue no se ha propuesto ningfin papel metabdlico para
el CoASSG, se conoce gque éste inhibe a un namero de enzimas
(77-79). También cabe seflalar que en E. coli, bajo ciertas
condiciones metab&licas, una fraccién importante de la reserva de
CoA estd en forma de CoOASSG (80).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, y en ausencia de un
mecanismo reductor del CoASSG, toda la CoA presente en la célula
se acumularia en forma de CoASSG., Lo anterior sugiere que en
presencia de CoASSG, el organisme en cuestién estaria en la
necesidad de desarrollar uno o mds mecanismos para la reduccién
del CoASSG. De hecho, se ha propuestc que in vivo el COASSG es
reducido por 1la accién combinada de una tioltranferasa y la
glutatién reductasa (60).

Por otro lado, ya se ha demostrado la presencia de GSH y
CoASH en R.rubrum (57), y por ende es factible la formacién del
CoASSG. Lo anterior sugiere que probablemente la actividad de
CoASSG reductasa en la glutatién reductasa, sea un mecanismo
alterno para regular el nivel intracelular del compuesto
mencionado.

Como puede verse en la tabla V, el CoASSG también es reducido
poer la glutatién reductasa de higado de rata (40,81) y levadura
del pan (60,82) a pH 5.5; al igual que en R. rubrum, éste
representa un substrate déhil comparado con el GSSG. La baja

actividad de 1la glutatién reductasa hacia el CoASSG puede
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TABLA V

Comparacién de los parametros cinéticos de la Glutatién
Reductasa de diferentes fuentes hacia
el GSSG y el CoASCG

° .
PROCARIOTES V& (C55G) VR (CoASSC) Km(CSSG) La{CoAS5G) C55G/CoAS5C
r. coLl. 6.7 5.7 @is U - 12 1.7
S, MARIMA. 238.0 3.0 Y 1o o 3300 - ™.0
. RUBRUM. 102.0 s67.0 201
EUCARIOTES. ’

LEVADURA. 2600 20.8 §8.6° . v 2000 9.1
(S, CEREVICIAE) .

HIGADO DE RATA 207.0 1.0 Lo T g T 12.2
CUERPO CILIAR. 40.0 12.0 : 85.0 1010 3.3
DE BOVINO. .o 20.0 98.0 1320 6.2

“Km en M.
*vm en A Abs x min~'.

explicarse si se considera la estructura cristalina del complejo
enzima-CoASSG (83), donde el grupo disulfuro del compuesto COASSG
no estd localizado OGptimamente con respecto al sulfuro de 1la
cisteina nGmero 58 de la GR de eritrocito humano, lo cual se debe
al gran area de contacto que forma la Coenzima A con la superficie
de la proteina que evita que su disulfurc adquiera la orientacién

correcta. La poca informacién disponible acerca de la actividad de
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CoASSG reductasa en la glutatién reductasa purificada de otras
fuentes, no permite asegurar gque 1la baja actividad de CoASSG
reductasa sea una caracteristica general de estos organismos.

El peso molecular de la glutatién reductasa nativa de R, rubrum
se determind alrededor de 110000 Dba. Por otre 1lado, por
electroforesis en SDS, se determindé un peso de 54400 para la
subunidad, lo cual corrobora consistentemente que la enzima nativa
es un dimero con subunidades probablemente idénticas.

Nuestra estimacidén del pesc molecular de 110000 Da coincide
eon el valor reportado para la glutatién reductasa de otras
fuentes. Por otro lado, huestro valor calculado Qaifiere
considerablemente del valor de 63000 Da reportado previamente por
Boll (61), quien sugiere que la glutatién reductasa de
Rhodospirillum rubrum es un monSmero. Este Gltimo datso resulta
contradictorio. En este sentido, cabe sefialar gque una de las
t&cnicas utilizadas por Boll para evaluar el peso molecular de la
protefna, fue la sedimentacién en equilibrio. Esto resulta
sorprendente, ya gue la caracterizacién reportada por diche autor
se hizé con una preparacifén parcialmente pura, y el anilisis de
una proteina mediante dicha técnica requiere un gradc considerable
de pureza.

Ademis, es poco probable encontrar monémeros con actividad de
glutatién reductasa, toda vez que por estudios cristalogrificos de
la glutati6on reductasa de eritrocito humano (62), se concce gque el
sitio de unién del GSSG estd formado por aminodcidos de las 2

subunidades, lo cual implica que el monémero como tal no debe
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tener actividad reductora del GSSG.

El espectro de absorcién de 1la glutatién reductasa de
Rhodospirillum rubrum presentd 3 picos de absorciédn con maximos a
274, 365 y 458 nm, los cuales son tipicos de una flavoproteina. El
contenido de flavina de nuestra preparacion fue de
aproximadamente '1 mol por mol de subunidad, de ahi que la molécula
de enzima dimérica contiene probablemente 2 moléculas de flavina.
Ambos, tanto el espectro de absorci6tn como el contenido de
flavina, fueron similares a 1los reportados para la enzima
altamente purificada de otras fuentes (tabla I).

La composicién de amino&cidos de nuestra preparacién, en
comparacidén a la reportada de otras fuentes de procariotes y
eucariotes (tabla III), mostré un alto contenido de glicinas y
argininas, y un nGmero relativamente l;ajo de lisinas y cisteinas.
De la tabla I observamos gque el punto isoeléctrico calculado para
la glutatién reductasa de R.rubrum, es relativamente alto
comparado con el reportado para otras glutatién reductasas de
procariotes, le cual probablemente sea resultado del alto
contenido de argininas de nuestra preparacién. Sin embargo, a
pesar de ello, el punto isoeléctrico de la enzima de R, rubrum es
relativamente bajo si 1lo comparamos con el reportado para
eucariotes, 1o cual probablemente se expligque por el alto
contenido de 1lisinas en eucariotes; ademas, si consideramos el
contenido de aspartico entre los diferentes organismos (tabla IV},
observamos que éste es ligeramente mayor en la proteina de R.

rubrum, lo cual también puede contribuir al caracter mas &cido del
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punto isoeléctrico de la enzima de R, rubrum comparado con el
reportado para la glutatién reductasa de eucariotes.

con respecte al contenide de cistefnas, la composicién de
aminodcidos revelé un total de 4 cisteinas. Este valor es bajo
comparado con el contenido de este aminodcido en la enzima de
mamiferos. Por ejempleo, se conoce por estudios cristalogrificos de
la glutatién reductasa de eritrocito humano (62), que ésta posee
10 cisteinas por subunidad, 7 de las cuales se encuentran en forma
de tioles y las otras 3 formando puentes disulfuro.

De la nisma manera como se presenté para la enzima de
Spirulina sp (84), la titulacién de los grupos SH libres con el
DTNB, sugiere que la protelna de R, rubrum posee, en condiciones
nativas, un residuo de cisteina por monfmero parcialmente cculto,
ya gue la reaccién de la enzima con el reactivo de Ellman fue
lenta. En condiciones desnaturalizantes, la enzima exhibié otro
residuo de cisteina por monémero el cual se encuentra totalmente
oculte en condiciones nativas.

Por otro lado, la actividad de reductasa de la enzima de R.
rubrum se inhibié totalmente con reactivos para sulfhidriles, lo
cual sugiere fuertemente que la actividad enzimdtica depende de
los tioles libres (-SH ). Esto Gltimo confirma los resultados
obtenidos sobre la titulacién de los -SH libres de la enzima con
el DTNB, que revelan un total de 2 tioles libres y 2 cisteinas no
reactivas por subunidad.

De acuerdo a ello, lo mis probable es que la enzima de R.

rubrum presente un enlace disulfuro en el sitio activo reducible
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por el NADPH, lo cual coincide con el mecanismo de reaccién
propuesto para la glutatién reductasa de eritrocito humano o de
otras fuentes.

Otra caracter{stica importante de nuestra preparacién, es la
alta sensibilidad a la urea en comparacién con otras glutatién
reductasas. La enzima de R. rubrum se inactiva totalmente a una
concentracién de urea 3 M, mientras que la actividad catalitica de
las enzimas de Phycomyces blakesleeanus (85) y de higado de conejo
{(43), no es alterada en presencia de urea 8.0 M. Los resultados de
las ultracentrifugaciones en presencia de urea 1.5 y 3.0 M,
indican que la inactivacién total de la enzima a 3.0 M de urea no
se debe a un cambio de la estructura cuaternaria de la proteina,
sino que probablemente es consecuencia de un cambio conformacional
local de la proteina.

De acuerdo con esto, la alta sensibilidad de la enzima de R.
rubrum se puede interpretar como resultado de un cambio de 1la
estructura terciaria de la protefna, que probablemente afecte el
sitio de fijacién de los substratos, el sitio catalitico o ambos.
Lo anterior es consistente con el comportamiento de algunas
proteinas ante el efecto de la urea, las cuales se inactivan por
cambios conformacionales sutiles que afectan el sitio catalitico
de éstas (86,87). Por otro lado, la mayor sensibilidad de 1la
proteina al hidrocloruro de guanidina en comparacién a la urea, se
puede explicar por el hecho de que el hidrocloruro de guanidina
hace mas hidrofébico el medio en el cual se encuentra la proteina,

y por ende, se altera la estructura terciaria de la enzima
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causando la pérdida de la actividad catalitica. Al igual que la
urea, el hidrocloruro de guanidina también afecta la actividad de
las proteinas, provocando pequefios cambios conformacionales que
alteran el sitio activo y/o la unién de los substratos (88).

Los estudios del efecto del iédn hidrégeno revelaron que a
valores de pH &cidos (6.0 y 6.5), la enzima exhibié inhibicién por
GSSG y por NADPH dependiente de la concentracién del ién
hidrégeno. Adem&s, la enzima mostrd un fenémeno histerético muy
interesante el cual, podria ser objeto de estudio.

El gréifico de Dixon-Webb (89), esto es, la dependencia del
logaritme de la velocidad méxima aparente ( log V maxapp ) en
funcién del pH, ilustra un 6éptimo a pH 7.5 tanto para el GSSG como
para el NADPH. Sin embargo, con el ajuste de los datos a las
ecuaciones de Dixon, se calculé un pH 6ptimo de 7.7 para NADPH,
ligeramente mayor al calculado experimentalmente, lo cual puede
ser resultado del error intrinseco que acompafa a los datos
experimentales.

Por otro lado, el perfil de los gréficos de la relacibn log (
Vmaxapp/Kmapp } en funcién del pH, tanto para el GSSG como para el
NADPH indican que,en la reglén basica, la enzima libre presenta
uno o varios grupos que se desprotonan causando la pérdida de la
actividad catalitica. Lo anterior sugiere que dichos grupos
ionizables, a pH alcaline, no se encuentran en la forma iénica
apropiada para mantener la arguitectura del centro active, fijar
los substratos , o catalizar la reacciébn. De los perfiles de los

grificos se puede observar que tanto para NADPH como para GSSG, el
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punto de inflexidn de las curvas es muy similar. En ese sentido,
es probable gque se trate del mismo grupo implicado para unir los
substratos, catalizar la reaccié6n, o ambos.

Con lo gue respecta al mecanismo cinético, los estudios de
los patrones de velocidad inicial revelaron que el mecanismo
cinético de la enzima de R. rubrum es PING PONG, de acuerdoc con la
nomenclatura y notacién de Cleland (63). Los patrones de velocidad
paralelos observados en nuestro estudio, son consistentes con el
mecanismo propuesto previamente por varios autores (35,36).

Sin embargo, en el caso de las enzimas de higado de rata
(40) y 1levadura (90), los patrones de inhibicién por Nappt son
dificiles de explicar en términos de un mecanismo de PING PONG
simple. Dichos estudios revelaron un mrecanismo de PING PONG a
bajas concentraciones de substrato y un mecanismo secuencial a
concentraciones altas de substrato.

De acuerdo con esto, nuestro estudic del mecanismo de
reaccién con base en los patrones de velocidad inicial no es
concluyente, y se requiere un estudio adicicnal de los patrones de
inhibicién por producto, para obtener mayor informacién sobre el
mecanismo de reaccién.

Para concluir, la tabla I muestra que la glutatién reductasa
de Rhodospirillum rubrum exhibe propiedades cinéticas vy
moleculares que coinciden con las reportadas de otras fuentes,
principalmente con Escherichia coli y eritrocito humano gue estén
ampliamente caracterizadas. Desafortunadamente no contamos con la

secuencia de la enzima de R. rubrum; sin embargo, desde un punto
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de vista funcional, 1o anterior"shgieve Qque la glutation vaductasa

ha 'sido conservada “en la evolucion.



de vista funcional, lo anterior sugiere. que la gluta;ién reductasa

ha sido conservada en 1la ‘evolucién:
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo se puede ampliar en el futuro realizando
un andlisis detallado de las propiedades mas importantes de esta
enzima. En forma paralela iniciariamos un estudio comparativo mis
completo con la glutatién reductasa de otras fuentes.

Entre otros, sobresalen los siguientes aspectos:

1) Analizar el fenSmeno histerético de 1la enzima al
variar los siguientes pardmetros: el pH, la fuerza ib6nica y 1la
concentracién de proteina.

2) Realizar el estudio de los patrones de inhibicién por
producto a altas y bajas concentraciones de substrato, con el
propésito de obtener informacién adicional acerca del mecanismo
cinético de la enzima.

3) Alternativamente, se realizaran experimentos de
modificacién quimica con inhibidores irreversibles dirigidos al
sitio activo, para determinar los pKa de los grupos de la enzima
implicados en la catilisis y/o en la unién de los substratos.

4) La glutatién reductasa de Rhodospirillum rubrum es muy
sensible al hidrocloruro de guanidina y a la urea en comparacién a
la GR de otras fuentes. Por esto, se realizardn estudios de los
cambios estructurales que sufre la proteina ante la acciébn de

dichos desnaturalizantes por medio de dicroismo circular.
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