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RESUMEN 

La glutati6n reductasa (NADPH [H] : GSSG oxidorreductasa EC 

l. 6.4 .2.) ha sido extensamente caracterizada en eucariotes; sin 

embargo, existe poca información para la enzima de procariotes. En 

el presente trabajo se reporta la purificación a homogeneidad y 

propiedades generales de la glutati6n reductasa de la bacteria 

Rhodospirillum rubrum. El protocolo de purificación, partiendo de 

un extracto libre de cromatóforos incluyó: 1) fraccionamiento 

salino en sulfato de amonio, 2) cromatografia de intercambio 

i6nico en DEAE-Sephacel, y 3) cromatografía de afinidad en 2' ,5', 

ADP-Sepharosa 48. La enzima purificada mostró una actividad 

especifica de 102 U x mg -l y un espectro de absorción típico de 

una flavoproteina con 3 picos máximos a 274, 365 y 458 nm con una 

relación de absorbancia A2DO/ A4SD ele 7. 61. La composición de 

aminoácidos de la preparación pura mostr6 un alto contenido de 

residuos de glicinas y argininas. La titulación de la prote1na con 

5,5'- ditiobis (2-ácido nitrobenzoico) mostró un total de 2 grupos 

tioles libres por subunidad, uno de los cuales es accesible 

solamente en condiciones desnaturalizantes. La enzima nativa 

presentó un punto isoeléctrico de 5.2. Los valores de Km, para el 

NADPH y el GSSG a pH 7.5, fueron de 11 µH y 60 µH, 

respectivamente. La actividad de reductasa dependiente de NADH (2% 

de la calculada con NADPH) alcanzó un óptimo a pH 7.5. La enzima 

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



con una afinidad baja (Km= 3.2 mM). Las determina~iones de peso 

molecular en condiciones nativas y desnaturalizantes, sugieren que 

la enzima es un d!mero constituido por subunidades probablemente 

idénticas con un peso molecular de 54400 Da. Otros parámetros 

fisicoqu1micos de la enzima son: coeficiente de sedimentación de 

5.71 s; radio de Stockes de 4.2 nm; coeficiente de difusión de 51 

um2s -i y un volumen parcial especifico de o. 724 cm3g-1
, los cuales 

también son consistentes con una molécula de 110000 ca. 

Los resultados obtenidos se discuten a la luz de un reporte 

previo (61) con enzima parcialmente pura, en el cual se sugiere 

que la qlutatión reductasa de Rhodospirillum rubrum es un 

mon6mero. 



INTRODUCCION 

El glutati6n (L-~- L - glutamil cisteinil glicina), un 

compuesto de naturaleza pept1dica, es probablemente el tiol de 

bajo peso molecular más abundante en casi todas las células (1). 

El glutatión en su forma reducida (GSH) participa, directa o 

indirectamente, en varios fenómenos biológicos importantes, tales 

como: a) substrato de un gran nú.mero de enzimas (por ejemplo: la 

glutati6n peroxidasa, glutati6n S transferasas, algunas 

transhidrogenasas, etc.); b) participa en la estabilización de las 

proteínas, actuando cataliticamente en el rearreglo de disulfuros 

formados incorrectamente durante el plegamiento proteico; e) 

funciona principalmente como reductor de los procesos de oxido 

reducción del metabolismo celular (2); d) actúa como regulador 

metabólico activando y desactivando enzimas; e) participa en la 

protección de la célula contra radia~iones ionizantes (3,4); f) en 

el transporte de aminoácidos a través de la membrana celular 

(5,6), y g) detoxifica a la célula de una variedad de compuestos 

electrofllicos potencialmente nocivos. 

Como resultado de los procesos en los cuales participa, el 

glutatión se oxida dando lugar a la formación de su respectivo 

disulfuro (GSSG); por ejemplo, el GSH intracelular se convierte a 

GSSG por la glutati6n peroxidasa, la cual cataliza la reducción 

del H202 y otros peróxidos. El GSH también se transformaa GSSG por 

transhidrogenación y al reaccionar con radicales libres. Además, 

se ha reportado la conversión extracelular de GSH a GSSG; la 
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reacción requiere de 02 y permite la formación de H202. 

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, la célula 

necesita de - un sistema regenerador de GSH, toda vez que la 

acumulación de su forma oxidada originaria, a la postre, 

consecuencias letales para la célula. En principio, la necesidad 

de dicho sistema sugerirla una distribución universal en todos los 

seres vivos. 

Hopkins y Elliot (7) descubrieron en h1gado de rata una 

enzima capaz de reducir el disulfuro del glutatión (GSSG). En 

1932, Rall y Lehninger reportaron, en el mismo tejido, una enzima 

implicada directamente en la reducción del glutatión oxidado 

(GSSG}, la glutatión reductasa (B). 

La glutatión reductasa (GR) [NADPH (H): GSSG oxidorreductasa 

E.C.1.6.4.2 ] es una flavoprote1na que cataliza la reducción por 

el NADPH del glutatión oxidado (GSSG) , de acuerdo a la siguiente 

reacción 

GSSG + NADPH + H+ +----------> 2GSH + NADP+ 

La enzima es integrante de una clase importante de 

flavoprote1nas, las disulfuro oxidorreductasas, las cuales a pesar 

de que sus substratos var1an ampliamente, comparten un mismo 

mecanismo catal1tico. Otros integrantes de esta clase son la 

dihidrolipoarnida deshidrogenasa (9,10), la tiorredoxina reductasa 

(11), y la mercúrico reductasa (12). Todas estas enzimas son 

prote1nas diméricas con peso molecular alrededor de 105000 Da y 

con un FAD en su sitio activo. 
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Los estudios de secuencia alrededor del sitio activo, revelan 

una considerable hornolog1a entre la dihidrolipoamida 

deshidrogenasa, la glutatión reductasa, y la mercúrico reductasa, 

sugiriendo que estas enzimas son producto de una evolución 

divergente a partir de un ancestro común (12-14). Por otro lado, 

la tiorredoxina reductasa no muestra homolog1a con alguna de las 

otras, por lo que, probablemente esta enzima sea el resultado de 

una evolución convergente (11). 

La glutati6n 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 tripanosom&tidos, la glutati6n 

reductasa es sustituida por la tripanoti6n reductasa (19,20). 

La célula, a través de la glutatión reductasa mantiene un 

nivel alto de GSH con una alta relación 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 glutatión reductasa ha 

participado, de una manera crucial, en la adaptación evolutiva al 

oxigeno atmosférico (18). La alta relación (GHS] / [GSSG], 

mantenida por esta enzima en condiciones de estado estacionario, 

en células estrictamente aeróbicas, probablemente no difiera de la 

relación [TIOL]/ [DISULFURO] presente en las células que vivieron 

bajo una atmósfera reductora hace más de 2 billones de arios 

(26,27). De ah1 que, en ausencia de un mecanismo de protección, el 

oxigeno atmosférico podria haber causado una completa desaparición 
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de los tioles intracelulares (21). 

Debido a las funciones importantes realizadas por el GSH en 

el metabolismo celular, la glutati6n 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, 

hígado de ternera y eritrocitos de humano (15,16). se ha observado 

que la glutati6n reductasa aislada de una variedad de fuentes 

(Tabla I), desde bacterias hasta células de mamíferos, contiene al 

FAD como grupo prostético y muestra una gran similitud en sus 

parámetros cinéticos y físicos. 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 tetrámero; 2) la enzima 

de leucocito humano tiene un peso molecular de sólo 19000 Da; 3) 

aunque se reportó inicialmente a la glutati6n reductasa de hígado 

y eritrocito de conejo como mon6meros de 60000 Da, estudios 

recientes son más consistentes con una estructura dimérica, 

semejante a la de otras especies; 4) las propiedades cinéticas y 

fisicoquímicas no usuales reportadas para la GR de eritrocito de 

conejo (49) aün están 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 

podría ejemplificar un estado primario en la evolución del 



TABLA 1 

Propiedades Cinftiea.s 1 1110lec:.111are.11 de la 11lutatt6n ttductaaa 

de dher191111 Cuentes. 

Peso •olecular Subuntd4dea Peso 1101'cular [11 (uH) pi pH 6ptt.o 820,11 Radio de 
.. 1 0U16a.ero aubuntdad cssc HADPH Stobs 

(u) 

~U.· 104.000 53,000 210 9.4 4.02 9.0 .... 4.IJ 

§..:..~ 96.000 47 ,000 120 J.S 4.JS '·º S.96 

!.:..~ 109,600 55,000 •• 16.0 7.5 •• oo 

L.!.!!k!!:!. 63,000 56 ... 7.H.2 

Eritrocito 
de cerdo 

103,000 10 21.0 6.85 '·º .5.70 4.JO 

Eritrocito 105,000 52,400 .. h1111ano " 85.0 ... s.so 4,10 

~~~~!~.de 100,000 )01 21.0 6,10 7.0 s.so 4.JO 

Hhedo de 
rat6n 

105,000 55,000 107 ... . ... 7.2 6.13 4.18 



TA.BU l 

f/f
0 

Gru;-o lehcl6a de Absorbencia Dzo,v HA1l80e ele lehrencl• 
pro9tl:lco 

' -1 
Abeorkncie 

ue •t=I (~) 

1.33 FAD A274/A462• 6,36 A377/A462• 0,93 274, 377. 461 (ll) 

FAD 271, 370, 460 (13) 

A272/A450- 7.50 A355/A450- 0.97 212; 355, 450 (30) 

FAD (61) 

1.37 m A2B0/A462• 6,50 50,0 {ll) 

FAD A377/A463• 0,89 so.o ''°l 
1.39 FAD A280/Alo62• 6.50 49.6 (44) 

1.34 m A280/Alo6o- 6.80 A365/A460• 1.17 273~ 365, 460 - (39) 
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metabolismo del GSH (31,56,57) 

otra caracteristica de la glutati6n reductasa es el alto 

grado de especificidad que exhibe por el NAOPH (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 µM), son similares para la GR de diferentes 

fuentes (Tabla I). 

Por otro lado, existe un cierto número de compuestos que se 

unen al sitio del GSSG de la glutatión reductasa, y que, sirven 

como substratos de la enzima altamente purificada. En este 

sentido, cabe señalar al disulfuro mixto de la coenzima A y el 

glutati6n (CoASSG), que ha sido estudiado. La GR de una variedad 

de fuentes {40,49,59,60) cataliza la reducción 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 controversia! (33,60). 
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OBJETIVOS 

De acuerdo a lo mencionado anteriormente y a la importancia 

de esta protelna en el mantenimiento de un estado redox óptimo 

para el buen funcionamiento del metabolismo celular, resalta el 

hecho que se conoce poco de la glutatión reductasa en procariotes; 

además, 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 trabajo: 

a) Purificar hasta homogeneidad la GR de Rhodospirillum 

rubrum y obtenerla en cantidades relativamente altas. 

b) caracterizar las propiedades cinéticas y moleculares de la 

prote1na. 

e) comparar nuestros resultados a la luz de un reporte previo 

de la GR de esta misma fuente (purificación parcia1), en donde se 

sugiere que esta enzima es un monómero de peso molecular de 63000 

Da (61). Este resu1tado llama considerablemente 1a atención, ya 

que por estudios cristalográficos de la GR de eritrocito humano 

(62), se conoce que esta enzima presenta 2 subunidades, y que el 

sitio de unión del GSSG está formado por residuos de los 2 

monómeros, es decir, que el monómero como ta1 es inactivo. 

11 



MATERIALES Y METODOS 

~ !!g las bacteria 

Se utilizó 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 Qg cultivo. 

Los cultivos de esta bacteria se crecieron en medio sólido y 

liquido. 

a) Medio sólido: 

En un volumen final de 1 litro se disuelven: 

Extracto de levadura .••••••••••••• 3 g 

Peptona de gelatina .•••••••••••••. 2 g 

Agar bacteriológico ..•••.••••••••• 12 g 

El medio se esterilizó 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 liquido. 

El medio liquido se preparó de acuerdo al método de 

Cohen-Bazire y col (1957), el cual es una modificación del método 

propuesto por Hunter (1950). 
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La preparación del medio requirió dE! las siguientes 

soluciones: 

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

N (CH2COOH)3 •••••••••••• 20 g 

MgS0<.7H20 •••••••••••• 28.9 g 

cac12. 6H20 ••••••••••••• 8. 7 g 

(NH4)6 Mo102c.4H20 ••• o.10s q 

Feso •• 1H20 ••••••••••• 0.195 g 

Solución de metales ..• 100 ml 

Se ajusta a pH de 6.8 

La solución de metales que se utiliza contiene: 

EDTA ••• , •••••••••••••• 2.5 g 

FeSO.a.7H2Q .••••.•••••• 5.0 q 

znso •• 1H20 ••••••••••• 1i.o g 

Mnso ••••••••••••••••• l.54 g 

MnCl2. 4H20 ••••••••••• l. 37 g 

CUSO<. 5H20 •••••••••• O. 392 g 

Co(NOl)2.6H20 ••••••• 0.248 g 

Na28407.6H20 •••••••• 0.177 q 

H2SO• ••••••• 4 gotas ( aprox) 

La solución se afora a 1 litro con aqua destilada, y se 

ajusta el pff a 6.8. 

ii) KH2PO.a, 136.0B g para 1 litro de agua destilada, y se 

ajusta el pH a 6.8. 

iii) Acido succlnico, 100 g para 1 litro de agua destilada, y 

se ajusta el pH a 6.8. 
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iv) (NH4) 2SO•, 100 g para 1 litro de agua destilada. 

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

vi) Acido L-glutámico, 25 g para 250 ml de agua destilada. 

vii) Acido L-aspártico, 5 g para 250 ml de agua destilada y 

se ajusta el pH a 6.8. 

Finalmente el medio liquido contiene, por cada 12.s litros, 

las siguientes cantidades de las soluciones mencionadas: 

Base Concentrada •••• 250 ml. 

KH2P04 ............... 250 ml .. 

Acido succinico ...... 250 ml. 

(NHc)2SOc •••••••••• 62 .5 ml. 

Nacl. ••••••••••••••• 125 ml. 

Acido L-glutámico •••• 25 ml. 

Acido L-aspártico .••. 25 mi. 
Peptona de gelatina.12.5 ml. 

Acido nicotinico •.•• 12.s mg. 

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

Biotina •••••.•••••• 0.125 mg. 

El medio se ajustó a un pH de 6 .. a y se esterilizó en el 

autoclave durante 15 minutos. cuando el medio está caliente, se 

forma un precipitado que se disuelve a temperatura ambiente. El 

medio es translúcido y de un color amarillo claro. 

Siembra gg bacterias. 

Las bacterias se sembraron en placa con in6culos dilufdos, 

con el fin de obtener colonias separadas de las cuales se tomó una 
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muestra de inóculo para sembrarlas por punción en frascos con 

medio liquido. Las bacterias se incubaron durante 12 horas en la 

obscuridad, para que el crecimiento respiratorio 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 y a una 

temperatura de J0°c. 

Una vez formado el cultivo bajo condiciones fotosintéticas, 

éste puede conservarse viable para resiembras durante varios 

meses. La producción de grandes cantidades de bacteria se lleva a 

cabo en cultivos liquidas de la siguiente forma: se: le agrega 

medio liquido a los frascos que contienen el medio sólido y se 

agitan para desprender las colonias; los frascos se guardan 

nuevamente en obscuridad durante 7 horas, y posteriormente se 

exponen a la luz a 30°C. Después de siete d1as, se obtiene el 

cultivo fotosintético, el cual es vaciado en matraces de 100 ml 

con medio liquido, agregando la cantidad suficiente para no mojar 

el tapón de hule estéril, pero dejando la menor cantidad de aire 

posible. Luego se repite trasladando el cultivo a un frasco de 1 

litro y posteriormente a uno de 9 litros. 

Cosecha Qg bacterias. 

Se procedió a cosechar el cultivo a los siete dias 

aproximadamente, cuando éste alcanzó la fase loqar1tmica tard1a. 

La curva de crecimiento se obtuvo con un fotocolorimetro 

Klett-summerson con filtro rojo. 
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La cosecha se realizó por centrifugaciones sucesivas del 

medio de cultivo a eooo 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 eooo x g durante 15 minutos eliminando as1 los residuos del 

medio. Las pastillas son pesadas y registradas como peso hümedo y 

guardadas en un ultracongelador Reveo a -10°c. 

Extracto libre Q..g croma té foros. 

Las bacterias se resuspendieron en un amortiguador de 

Tris-HCl 25 mM pH 7.5 en relación 1:10 (peso volumen), luego se 

homogeneizaron y se les agregó MgS04 y ADNasa en proporción de 1 

mg por cada 100 g de peso húmedo de bacterias. Se sonicaron en 

volümenes de 15 ml durante 2 minutos en un sonicador tipo M.S.E. a 

la máxima potencia y en un baño de hielo a o" e ( Scholes y col, 

1969). La solución se centrifugó a 20000 x g durante 20 minutos, 

para eliminar las células sin romper, cápsulas, etc, que 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 cromat6foros del cual se purificó la enzima. El 

extracto fue donado por el Dr. Heliodoro Celis del Instituto de 

Fisiolog1a Celulare 
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Reactivos 

Todos los reactivos, esto es, NADPH, GSSG, CoASSG, etc.; las 

proteínas usadas como estándar de peso molecular, el DEAE Sephacel 

y la adenosina 2',5'- bifosfato - Sepharosa 4B, fueron obtenidos 

de la Compañia de Productos Químicos Sigma (St. Luis, MO ). Los 

anfolitos fueron obtenidos de Pharmacia-LKB Biotecnology, Suecia. 

~ .Q.g 1ª actividad enzimática Q.g .1ª. glutati6n reductasa. 

La actividad enzimática de la qlutati6n reductasa se 

determinó siguiendo la desaparición de la absorbancia del NADPH a 

340 nm y a temperatura ambiente, usando un espectrofot6metro 

Beckman modelo OU SERIES 70. La mezcla de reacción conten1a, en un 

volumen final de 500 µl, 1.0 µg de enzima, 200 µM de NADPH y 1.0 

mM de GSSG en amortiguador de fosfato de potasio 100 mM (QH 7.5 A 

25°C) conteniendo 1 mM de EOTA. Se registró por espacio de 

minuto la desaparición en absorbancia a 34 o nm en ausencia de 

glutati6n oxidado (GSSG) y se di6 inicio a la reacción agregando 

cantidades variables de éste último. La unidad de actividad 

enzimática se define, como la cantidad de enzima requerida para 

oxidar 1 µmola de NADPH por minuto a pH 7.5 y 2s 0

c. 

Las actividades especificas se expresaron como unidades de 

actividad enzimática por miligramo de proteína. 

También se determinó la actividad de CoASSG reductasa en las 

mismas condiciones mencionadas arriba, usando como substrato 

diferentes concentraciones de CoASSG. 

Todos los datos de velocidades iniciales se ajustaron a la 
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ecuación de Michaelis-Menten usando el programa de computación 

ENZFIT y se graficaron en forma de dobles-reciprocas para 

confirmar si las gráficas eran lineales. Los valores de las 

pendientes y de las intersecciones en la ordenada de los gráficos 

secundarios se obtuvieron por regresión lineal. Los parámetroa 

cinéticos se estimaron de los datos experimentales, según las 

ecuaciones correspondientes al mecanismo PING PONG, y se expresan 

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

Determinación Qg 1ª concentración Q.g proteillit:.. 

La concentración de prote1na se estimó por la técnica de 

Bradford (64), usando como referencia la glutati6n reductasa de 

Spirullna maxima (33). se determinó la concentración de la 

prote1na pura (95%) usando el coeficiente de extinción molar (E1
\) 

de 9.47 a 271 nm y pH 7 .s, reportado para la glutati6n reductasa 

de Spirulina maxima (33). 

Electroforesis g_n geles gg poliacrilamida. 

La proteína purificada se sometió a electroforesis en 

condiciones no desnaturalizantes en geles de BO x so x 2.7 mm, con 

un gradiente de poro lineal, obtenido al variar la concentracion 

de acrilamida (desde 4 a JO %) y con un entrecruzamiento constante 

del 4 % (65). Las electroforesis se llevaron a cabo a sºc, ya sea 

en un amortiguador que contenía 90 mM de Tris, 80 mM de ácido 

bórico y 2.s mM de EDTA (pH B.35), o bien en un amortiguador de 

fosfato de sodio 100 mM conteniendo 1 mM de EDTA (pH 7. O). 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). 

Simultáneamente se corrieron proteinas de referencia con pesos 

moleculares desde 29000 a 240000 Da. 

Las electroforesis de la prote1na en condiciones 

desnaturalizantes (en presencia de SOS fueron realizadas de 

acuerdo a Weber y Osborn (66) en geles cil1ndricos de 5 mm de 

ditimetro y 8 cm de longitud ( T = 8 %, C = 2.6 % ) , Las 

electroforesis se llevaron a cabo a corriente constante de B mA 

durante 6 horas en amortiguador de fosfato 50 mM conteniendo 0.1 % 

de sos (pH 7.0 a 25°C). También se llevaron a cabo electroforesis 

bajo condiciones desnaturalizantes de acuerdo al método 

discontinuo de Laernrnli (67) en geles planos de 180 x 140 X 0.7 mm 

( T = 11.4 %, e = 2.6 % ) preparados en amortiguador de Tris 50 

mM, 384 mM de glicina conteniendo 0.1% de SOS (pH 8.J). Las 

electroforesis se corrieron a voltaje constante de 120 voltios 

hasta que el frente del colorante estuviera de 1 a 2 cm arriba del 

fondo del gel. simultáneamente se corrieron prote1nas de 

referencia con pesos moleculares desde 17000 a 68000 Da. Los geles 

fueron teñidos con azul de Coornassie R-250 y destef\idos por 

difusión. 

Isoelectroenfogue. 

se realizaron isoelectroenfoques analitico y preparativo de 

la GR. El isoelectroenfoque anal1tico se llevó a cabo en geles de 

poliacrilamida de 125 x 125 x 2 mm ( T = 6 %, e= 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 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. Simultáneamente se 

corrieron proteinas de punto isoeléctrico conocido; el gradiente 

de pH se determinó cortando el gel en fragmentos de 0.5 cm y 

colocándolos en 500 µl de agua destilada en contacto con un 

electrodo para pH. 

El electroenfoque preparativo se llevó 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 ºe, usando anfolitos desde pH 3. o a pH 10. o 

diluidos 1: 15. El gradiente de pH se determinó al colocar en 

contacto el electrodo de pH, con las 30 fracciones' obtenidas al 

aplicar sobre el gel una rejilla de fraccionamiento. 

Posteriormente, la protelna fue removida del gel por elución 

agregando, a cada fracción, 2 ml de amortiguador de fosfato de 

potasio 100 mM ( pH 7.5 a 25ftC) conteniendo 1 mM de EDTA, seguido 

por actividad en las condiciones ya descritas ( ver ensayo de la 

actividad enzimática). 

Estimación del p_g§Q Y. del radio molecular Q_g ll proteiM 

~ ruu;: filtración molecular. 

El comportamiento cromatográf ico de la glutatión reductasa de 

Rhodospirillum rubrum nativa se estudió 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 l mM de EOTA (pH 7.5). Los 

perfiles de elución fueron obtenidos del registro continuo de la 

absorbancia del eluido a 280 nm. se calcularon el radio de Stockes 

y el coeficiente de difusión por los procedimiento de Laurent y 

Killander (69) y Potschka (69), respectivamente, usando prote1nas 

de referencia de constantes fisicas conocidas. 

El radio molecular de la glutati6n reductasa se calculó 

usando la ecuación clasica (70): 

=(J!:!v]", 
r 4rrN 

donde: 

r = radio molecular, 

M = peso molecular, 

v = volumen parcial especifico, 

N ~ nümero de avogadro. 

También se calculo la relaci6n friccional a partir del radio 

de Stokes y del radio molecular usando la ecuaci6n (71): 

f a 

fo [1MV] l/l 
4TIN 

donde: 

a = radio de Stokes, 

M = peso molecular, 

P = volumen parcial especifico, 

N = número de avogadro, 
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f/fo = relación fricciona!. 

Espectro gg absorci6fu.. 

El espectro de absorción de la glutatión reductasa (95\ pura) 

se registró después de dializar exhaustivamente contra 

amortiguador de fosfato de potasio 100 mM (pH 7.5) conteniendo 1 

mM de EDTA. Se usó una cantidad de prote1na de 1. 25 mg y se 

registró la absorbancia desde los 220 nm hasta los sao nm, usando 

un espectro fotómetro Beclunan modelo DW SERIES 2 000. 

Determinación gg grupos fil! libres. 

El número de grupos tiol libres de la GR se determinó con el 

reactivo de Ellman (DTNB) en un espectrafotómetro AMINCO OW 2a 

UV-VIS. La mezcla de reacción contenta, en un volumen final de 500 

µl, 2 mM de DTNB y J.2 µM de proteína en Tris-HCl 100 rnM (pH B.O) 

conteniendo 1 mM de EDTA. La determinación del número total de SH 

libres se llevó a cabo adicionando SOS al 0.08% (p/v). La 

producción del ácido 5-tio-2-nitrobenzoico, que es igual a la 

cantidad de tioles libres, se segui6 midiendo el aumento de la 

absorbancia a 412 nm y su concentración se calculó usando el 

coeficiente de extinción molar de 14.14 (72). 

~ !!g ultracentrifuqaci6~ 

Todos los experimentos de sedimentación en gradiente de 

densidad se llevaron a cabo a 45000 r.p.m. (290000 x g) en una 

ultracentrifuga Beckman modelo LJ<-65 (rotor SW 50 .1) durante 13 
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horas a 4 ºc. 

El peso molecular, al igual que el coeficiente de 

sedimentaci6n, se determinaron por ultracentrifugación en 

gradientes lineales de sacarosa (5 a 20\), preparados en 

amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 7.0 conteniendo 1 mM 

de EDTA. Simultáneamente se corrieron varias proteínas de 

referencia. Luego se procedió a analizar el contenido de los tubos 

de nitrocelulosa, por punción del fondo de éstos y colectando 

fracciones de SO µl aproximadamente. 

El peso molecular se cálculo de acuerdo al gráfico de Rendón 

et al (73) y el coeficiente de sedimentación de acuerdo a Martin 

and Ames (74). 

Est1...1dios Qtl efecto Qg !g rn !! hidrocloruro Q.g_ guanidina. 

La actividad enzimática de la proteína se ensayó cubriendo un 

intervalo amplio de concentraci6n de urea (O M a 6.0 M) o 

hidrocloruro de guanidina. La solución de urea a M se preparó en 

un amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 7.5 conteniendo 1 

mM de EDTA. Análogamente, se preparó una solución de hidrocloruro 

de guanidina 3 M. La mezcla de reacción contenía, en un volumen 

final de 500 µl, 4 µg de protelna, 200 µM de llADPH en fosfato de 

potasio 100 mM pH 7. 5 conteniendo 1 mM de EOTA, y ésta se incubó 

en presencia de las diferentes concentraciones de urea o 

hidrocloruro de guanidina. La desaparición de la absorbancia a 340 

nm se registr6 durante l minuto a 2sºc en ausencia de GSSG y se 

di6 inicio a la reacción agregando 1 mM final de glutati6n 
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oxidado. 

También se llevaron a cabo estudios de ultracentrifugación en 

presencia de urea 1.5 M y 3.0 M. 

Composición Q.g aminoácidos. 

La composición de aminoácidos se realiz.6 en la Unidad de 

Química de Proteínas de la Universidad de Yale, usando un 

analizador de aminoácidos 7300 modelo Beckman con una columna de 

intercambio catiónico. 

La preparación previa de la muestra se realizó de la 

siguiente forma: 1) se precipitó a la proteína (500 µg) en ácido 

tricloroacético al 5% (p/v) , 2) se resuspendió en urea 8 M y 

NH<HCOJ 0.2 M (pH B.O), 3) se le adicionó ditiotreitol (DTT) 5 mM 

y se incubó durante 1 hora a 30°C, 4) luego se le agregó 

iodoacetamida 10 mM y nuevamente fue incubada en la obscuridad 

durante 1 hora a temperatura ambiente y 5) se dializó 3 veces 

(cada una durante 16 horas) contra agua. La hidrólisis de la 

proteína se realizó a 150°C durante 2, 4 y 6 horas. 

El contenido de triptofanos fue determinado 

espectrofotométricamente después de disolver la proteína en 

cloruro de guanidina 6 M de acuerdo al método de Harold Edelhoch 

(75). Las treoninas y serinas fueron estimadas por extrapolación a 

tiempo cero. 
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Estudios ~ !2lh 

se analiz6 la velocidad máxima aparente (Vmax.o.pp) como 

función del pH (a 25°C), abarcando un intervalo de pH desde 6.0 a 

9.0. Los amortiguadores usados, a una concentración 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.B y a.o), Tris (pH 7.5 - a.o y a.5) y Bis-Tris (B.5 -

9.0). 

A cada concentración de i6n hidrógeno se realizó una cinética 

de saturación, variando la concentración de GSSG entre 10 y 1000 

µM a una concentración saturante de NADPH (200 µM). Análogamente, 

se llevó a cabo una cinética de saturación variando la 

concentración de NADPH entre 4 y 200 µM a una concentración 

saturante de GSSG ( lmM) • Los parámetros- cinéticos Vmaxt1pp y 

Vmaxapp/Km,,,pp fueron determinados para GSSG y NADPH, y sus 

respectivos logaritmos se graficaron contra su correspondiente pH. 

Estudios de velocidad inicial. 

El estudio de los patrones de velocidad inicial con la 

glutatión reductasa de Rhodosplr il lum rubrum. se llevó a cabo en 

fosfato de potasio 100 mM conteniendo 1 mM de EDTA (pH 7. 5) a 

temperatura ambiente (25°C). se cubrió un intervalo de 

concentraciones de GSSG (20 a 1000 µM) manteniendo concentraciones 

fijas de NAOPH (B a 200 µM). Análogamente, y usando las mismas 

concentraciones, se cubrió un amplio intervalo de concentraciones 

de NADPH manteniendo concentraciones fijas de GSSG. Además, se 
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modificó el orden en el cual se adicionaron los substratos, con el 

propósito de observar el efecto en las velocidades iniciales. 

PURIFICACION DE LA GLUTATION REDUCTASA DE Rhodosp1r1llum 

rubrum 

Preparación Q.tl extracto crudo libre ~ ctomat6foros. 

La preparación del extracto crudo libre de cromat6toros se 

encuentra explicado detalladamente al inicio de la sección de 

Materiales y Métodos. 

Todos los procedimientos se llevaron a cabo a temperatura 

ambiente, excepto el fraccionamiento salino, las diAlisis y las 

centrifugaciones, las cuales se realizaron a 4~C. 

Fraccionamiento ~ g.n sulfato gg, amonio. 

Se determinó en qué porcentaje de saturación de sulfato de 

amonio precipitó la protelna. Se fraccionó de O a 10, de 10 a 20, 

de 20 a 30, y asl sucesivamente de to en 10 hasta alcanzar un 90\ 

de saturación. Cada una de las diferentes fracciones se 

recuperaron por centrifugación en una centrifuga Sorvrtl 1 (Rotor 

GSA) a 13180 x g durante 20 minutos. Los respectivos precipitados 

se resuspendieron en un volumen de J 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 l litro (con tres cambios de 250 ml 

cada 8 horas) de amortiguador arriba mencionado. Finalmente a cada 

una de las diferentes fracciones se le determinó su actividad 
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especifica (figura 1). 

Cromatograf1ª ~ intercambio .i.6n.iQQ fil1 J?_fil\E = Sephacel. 

Las fracciones con mayor actividad especifica obtenidas del 

fraccionamiento salino con sulfato de amonio, - esto es, desde 30% 

a 60\ de saturación - se mezclaron y dializaron contra un volumen 

total de 2 litros de amortiguador de imidazol 25 mM (pH 6.0) 

conteniendo 1 mM de EDTA (con J cambios de 500 ml cada 8 horas). 

Esta fracción dializada se aplicó a una columna de DEAE - Sephacel 

(2.6 x 10 cm), previamente equilibrada con el mismo amortiguador 

de imidazol a un flujo de 53 ml x hora-1
( 10 cm x hora- 1

). La 

columna fue lavada con la misma solución de imidazol (15 volúmenes 

de columna aproximadamente), hasta que la absorbancia a 280 nm fue 

menor que O. 01. La e lución de la enzima ~e llevó a cabo mediante 

un gradiente lineal de Nacl (O a o.s M) preparado en el 

amortiguador de imidazol, y en un volumen total de 200 ml. La 

glutati6n reductasa eluy6 a una concentración de o. 25 M de NaCl; 

se juntaron las fracciones de aproximadamente 6 ml que contentan 

la mayor actividad de glutati6n reductasa y se dializaron contra 

un volumen total de 2 litros (con tres cambios de 500 ml cada 8 

horas), de amortiguador de fosfato de potasio 100 mM (pH 7 .5) 

conteniendo l mM de EDTA (figura 2). 
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Cromatograf 1-ª .Qg Afinidad gn ~ AQE. = Sefarosa g. 

La fracción dializada se aplicó a una columna de 2 1 ,5',ADP -

Sepharosa - 4B 1.6 x 1.5 cm ) , la cual fue previamente 

equilibrada con el mismo amortiguador de fosfato a un flujo de 8 

ml x hora -t ( 4 cm x hora -i) • La columna fue lavada con la misma 

solución de fosfato ( 15 volúmenes de columna aproximadamente ), 

hasta que la absorbancia a 280 nm fue menor de 0.01. La enzima se 

eluy6 al aplicar un gradiente lineal de NADPH (O a 50 µ.M), 

preparado en el mismo amortiguador de fosfato y en un volumen 

total de 20 ml. Bajo estas condiciones, la glutatión reductasa 

eluyó a una concentración de 38 µM de NADPH aproximadamente; se 

colectaron fracciones de 900 µl y se mezclaron aquellas fracciones 

que conten1an la mayor actividad enzimática (ver figura 3). 

Posteriormente, la fracción resultante se dializó exhaustivamente 

contra el amortiguador de fosfato durante 24 horas, la cual se 

concentró por inmersión del tubo de diálisis en una solución de 

glicerol al 70%. 
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RESULTADOS. 

Purificación f!g ..1-ª. glutati6n reductasa. 

Durante la purificación de la enzima, la actividad especifica 

de la prote1na aumentó de o.os a 102 U X mg-1 con una recuperación 

del 69% y un factor de purificación de 1159 veces. 

La tabla II resume los resultados del proceso de 

purificación. 

~gg~ 

Con el propósito de evaluar el grado de pureza de la prote1na 

se tomaron en cuenta los siguientes criterios: 1) cromatograf1a de 

la prote!na en condiciones nativa y desnaturalizante, y 2) 

isoelectroenfoque. 

La dcnsitometria de los geles obtenidos por los 

procedimientos cromatográf icos en condiciones nativa y 

desnaturalizante - , mostraron 2 bandas, la mayor corresponde a la 

GR revelando una pureza de un 95% (figuras 4a y 4b). 

El isoelectroenfoque de la prote1na nativa a diferentes 

intervalos de pH, 3 a 10 y 4 a 6, di6 solamente una banda de 

actividad con un máximo a pH de 5.2. 

Estabilidad. 

La enzima obtenida a concentraciones de hasta 1 mq x ml -i, 
fue estable hasta por 1 afio y conservó el 1oot de la actividad 

enzimática cuando se almacenó a -20°c en presencia de glicerol al 
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70%. 

Especificidad ~ substrato. 

Con el objeto de observar cómo es afectada la actividad 

enzimática de la enzima por sus substratos, se llevaron a cabo 

determinaciones de la actividad enzimática en presencia de GSSG, 

CoASSG y NAOPH. Bajo las condiciones experimentales abajo 

mencionadas, las cinéticas fueron hiperbólicas con respecto a 

NADPH, GSSG y CoASSG. 

A concentración fija y saturante de NAOPH (18 veces la Km), 

la enzima exhibió una Km aparente para el glutati6n oxidado de 

60.4 !. 8 µM (figuras Sa y Sb). Bajo las mismas condiciones 

experimentales, la Km aparente calculada para el CoASSG fue de J.2 

mM (figuras 6a y 6b). Las velocidades máximas calculadas para GSSG 

y CoASSG, fueron de 102 y 5.07 unidades, respectivamente, con una 

relación de Vmax aparente de 20.1. 

La Km aparente para el NAOPH, a una concentración fija y 

saturante de GSSG (17 veces la Km), fue de 10.a ± J µM (figuras 7a 

y 7b) obteniéndose una velocidad máxima similar a la calculada 

para el GSSG. Al igual que para el NADPH, la enzima mostró un pico 

de m6xima actividad a pH 7.5 para NAOH, la cual fue 42 veces menor 

a la calculada para NAOPH. 

peterminación Q.g.l ~ molecular. 

La glutatión reductasa de Rhodospirillum rubrum presentó un 

peso molecular de 54400 ± (1100) y de 110000 ± (18230) en 
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condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes, 

respectivamente (figuras a y 9). 

I.a cromatograf1a de filtración en gel de la prote1na dió un 

peso molecular de 122500 :!: (11000) similar al observado por 

electroforesis no desnaturalizate (figura lOa) • El radio de Stokes 

y el coeficiente de difusión calculados fueron de 4.2 ± 0.15 nm y 

51.2 ± 2.7 µm 2 s- 1 (figuras lOb y 11, respectivamente). A partir de 

un peso molecular de 110000 Da, se calculó una relación fricciona! 

de 1.33. 

Por estudios de ultracentrifugación, se obtuvo un peso 

molecular de 92000± (7500) Da de acuerdo al gráfico de Rendón et 

al (73) y un coeficiente de sedimentación de 5.71 ± (0.25) s según 

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

Propiedades espectrales ~ contenido 9.g FAD. 

El espectro de absorción de la glutati6n reductasa de 

Rhodospirillum rubrum 95% pura, en amortiguador de fosfato de 

potasio 100 mM (pH 7. 5) conteniendo 1 mM de EDTA y libre de 

nucleótidos contaminantes, exhibió tres picos de absorción con 

máximos a 273.5, 364,5 y 458 nm (fiqura 13). Las relaciones de 

absorbancia Azao/ Atsa y A.36&/ Atsa fueron de 7. 61 y O. 957, 

respectivamente. 

Basado en el coeficiente de extinción molar de la glutati6n 

reductasa de Spirulina maxima reportado por Rendón et al (33) y 

considerando el coeficiente de absortividad molar de 46.D nm 

reportado para FAD unido a proteína (35), se calculó una relación 
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TABLA JI 

PUIIFICACION DE U. CLUTATION RDIUCTASA DE Rhodontrtllu11 rubri.m. 

PllOCEDI!iIE.'ífO VOLU?1E.'i (d) 1Jnld11de!I Totale!I Proteln11 Tot11l Aethld11d E1ped!lca 
(IJ) (111) (IJ 1111~• ) 

EmACTO 
CRl:DO llf19 2'5 2683 0.088 

FRACCIOS 
SULFATO DE 
A!-IOSIO 
J0-60: ., 233 "' C.410 

1NTERCAH!IIO 
IOSICO E.'i 
DEAE-S 40 190 209 0.950 

AFISIDADO 
2'.5', ADP-
SEPHAROSA4B l.82 162.4 1.6 102 
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FIGURA 4. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE 

PURA. A) CONDICIONES DESNATUílALIZANTES. 
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de o.65 mol de FAD por mol de subunidad. 

H~ !!!l fil! libres. 

El número de grupos SH libres en la glutati6n reductasa de 

Rhodospirillum rubrum determinados con el reactivo de Ellman (72), 

en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizan tes, fue de 

0.9 y 1.989 de SH por mol de subunidad, respectivamente (fiqura 

14). 

Estudios del ~ Q.g 1ª. !!!:.filh 

La protelna e>Chibi6 una inhibición gradual de la actividad 

enzimá.tica conforme se aumentó la concentración de urea {figura 

15). La actividad enzim~tica de la protelna disminuy6 

aproximadamente a la mitad en presencia de urea 1.5 M y fue 

totalmente inactivada a una concentración de urea J.O M, mientras 

que con hidrocloruro de guanidina la inactivaci6n total se 

alcanzó a una concentración de aproximadamente 0.7 M. 

Por la técnica de ultracentrifugación en presencia de urea 

1.5 M, los perfiles de actividad (50% menor comparada con el 

control} y de proteína obtenidos, fueron muy similares a los 

perfiles de actividad y protelna de la enzima en ausencia de 

urea. Por otro lado, de la ultracentrifugación en presencia de 

urea 3.0 M, no se observó actividad enzimStica y el perfil de 

prote!na también fue muy similar al perfil obtenido para la enzima 

en ausencia de urea~ 

46 



2.0 
~ -E 

-- 1.5 .. 
-~ 

::a:: - 1.0 1 -e:> .... 
:::::. ..., 

o. 5 .... 

1 o 15 Z035 40 4 5 
TIE M P O Cm in) 

FICUIU 14. 
DaDUUK.t.CIOll tlE LIBRts DE U GLUUTlOll REOOCTASA 

R. rubrum toNDICIOllES lllTJ'O. Dt:slLl.1\IRAl.IZ.um:. n.tCKl 

U!DICA El. MO~ DI: U. ADICIO" DEL PAOCEDUllIHTO 
EXPERIMDl'U.L st EXPLICA EN ftAn:RUUS y m:rooos. 

47 



~ 

e 

,... 

1 D D 

5 D 

FICUR4 15. 

En:CTO DE 
ACTIVIDAD 

EXPRESADA 

0.5 

""-

1o1 
C.l.JJtATIOll 

tL 

lJ?S DESW.TURALIZAHTI:S. 

6 u-H CI [M} 
1.0 

2.0 3.D 
UREA !MI 

HIDROCLORURO DE CUAMlOIMA { • ) 

fU:DllCTASA DE R. rubrum. 
Dtl. VALOR OBTDUOO DI AllSENCU. 

O:PtRUIOITAt. IUTERULES Y 

48 



composición Q_g aminoácidos. 

A partir de la composición de aminoacidos, y de acuerdo al 

método de McMeekin y Marshall (76), se calculó un volumen parciaÍ 

especifico de 0.724 cm3g-1
• El contenido del número de triptofanos 

- determinado de acuerdo al método de Harold Edelhoch (75) - fue 
J 

de 5. 

La composición de aminoácidos de la glutati6n reductasa de 

Rhodosplrlllum rubrum se muestra en la tabla III. Para fines 

comparativos también se incluye la composición de aminoácidos de 

~arias glutati6n reductasas de diferente fuente. 

La tabla IV resume las propiedades físicas y químicas de la 

glutati6n reductasa pura de Rhodospirillum rubrum. 

Estudios gg ll.IL. 

La enzima exhibió un pico máximo 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 mostró 

inhibición por substrato, tanto con GSSG como con NAOPH (figura 

lB). Adem~s, en ambos casos la enzima presentó un comportamiento 

histerético simultáneo con la inhibición. 

Las constantes de ionización para el complejo enzima-GSSG, 

calculadas al variar el GSSG, fueron 6.96 y e.os para el lado 

ácido y b~sico de la curva, respectivamente. El pH óptimo obtenido 

a partir de estos valores fue de 7.5. Por otro lado, las 

constantes de ionización para el complejo enzima-NAOPH, calculadas 

al variar el NADPH, fueron 6.95 y 8.5 para el lado ácido y básico 
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TABLA IV 

Constantes cinéticas y moleculares de la glutati6n reductasa de 
Rhodospirillum rubrum. 

Picos mAximos de absorción (nm) 

A.2so/A&se 

AJ64/A•se 

Peso molecular nativo (Da) 

Peso molecular de la subunidad (Da) 

Nümero de subunidades 

Radio de Stokes (nm) 

Coeficiente de difusión (020,w) (µmªs-1
) 

Coeficiente de sedimentación (S) 

Km para NADPH, pH 7,5 [µMJ 

Km para GSSG, pH 7.5 (µMJ 

Km para CoASSG, pH 7.5 (mMJ 

NÚltlero de recambio ( kp) ( s -t) 

Punto isoeléctrico (pI) 

pH óptimo (NADPH como reductor) 

NWnero de residuos de la subunidad 

Volumen parcial espec1fico (cm3g-1
) 

Relación friccional (f/fo) 
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54400 
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de la curva, respectivamente. El pH óptimo calculado a partir de 

estos valores fue de 7.7. Además, el perfil de los gráficos de pH 

cpntra el logaritmo de la relación Vmaxapp/Kmapp, tanto para GSSG 

como para NADPH, muestran que en la región básica existe uno o 

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

Estudios Q.g velocidad inicial. 

No se observó ningún efecto en las velocidades iniciales al 

variar el orden de adición del GSSG y el NADPH. 

La figura 19a muestra la gr~f ica de dobles reciprocas de la 

concentración variable de GSSG contra la velocidad inicial, a 

concentraciones fijas de NAOPH. Como se puede observar, el 

resultado es una familia de lineas paralelas en el intervalo de 

concentración usado. Los regráficos de las intersecciones sobre la 

ordenada y sobre la abscisa contra la concentración de NADPH 

también fueron lineales (figura 19b). La Km calculada para NADPH, 

a partir de los regráficos fue de 6. 52 µM, y la Vmax de 0.1486 

iimoles x min -i. 

Por otro lado, la figura 20a muestra la gráfica de doble 

reciprocas de la concentración 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 lineas 

paralelas en el intervalo de concentración usado, siendo también 

lineales los regráficos de las intersecciones sobre la ordenada y 

la abscisa contra el reciproco de la concentración de GSSG 

(figura 20b). 
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La Km calculada para GSSG, a partir de los regráficos fue de 78.7, 

µM y la Vmax de O .1503 µmoles x min - 1
• 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

El objetivo principal del presente trabajo, fue el de 

purificar hasta homogeneidad la glutati6n reductasa de 

Rhodospirillum rubrum para su posterior caracterización 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 glutatión reductasa de Rhodospirillum rubrum exhibe 

una estructura monomérica. 

La enzima fue prácticamente purificada hasta homogeneidad 

(95% de pureza), partiendo de un extracto libre de cromat6foros 

mediante el siguiente protocolo de purificación: fraccionamiento 

salino en sulfato de amonio, cromatograf1a de intercambio i6nico 

en DEAE - Sephacel y cromatograf1a de afinidad en 2', 5 1 , ADP -

Sepharosa 48. Este último paso representó la etapa decisiva en el 

esquema de purif icaci6n empleado, ya que fue la etapa en la cual 

se logró el mayor incremento en la actividad especifica y además 

marc6 la diferencia con el esquema de purificación previamente 

reportado para la enzima de Rhodospirillum rubrum (61). En nuestra 

opinión, el presente procedimiento es notablemente más eficiente 

para la purificación de la glutati6n reductasa de Rhodosp1r1llum 

rubrum debido a las siguientes razones: 1) el rendimiento final de 

nuestra preparación es más alto (68,9%) que el rendimiento del 26\ 

reportado previamente por Boll; 2) el producto final de nuestra 

preparación fue una enzima prácticamente 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-1
, que es de hecho muy 

superior a aquella de 2. 9 unidades x mg-1 reportada previamente 

(61). La actividad especifica reportada en el presente trabajo es 

relativamente baja en comparación a la actividad especifica 

reportada de otras fuentes (tabla V). 

Por un lado, se podr1a pensar que la actividad especifica 

relativamente baja de nuestra preparación, fuese consecuencia de 

la pérdida gradual del cof actor FAD bajo las condiciones 

experimentales en las cuales se llevó a cabo la purificación de la 

enzima. sin embargo, la actividad de la enzima no aumentó al 

adicionar diferentes concentraciones de FAD a la mezcla de ensayo; 

además, la relación de absorbancia A2ao/A•sa de 7,61, es muy 

similar a la de la enzima altamente purificada de otras fuentes 

(tabla I). Estos datos sugieren que bajo estas condiciones 

experimentales, la flavina se encuentra fuertemente unida a la 

proteina y, por ende, la actividad especifica relativamente baja 

de nuestra preparación, no es consecuencia de la pérdida gradual 

del grupo prostético durante el procedimiento de purificación. 

Por otro lado, otra causa de la baja actividad podria ser ia 

inacti vación de la protelna por degradación protcolltica durante 

el a1macenamiento de los extractase No obstante, la purificación 

de la enzima a partir de extractos recién obtenidos no representó 

un aumento en la actividad especifica. 

De acuerdo con ello, es probable que la actividad especifica 

relativamente baja que nosotros reportamos, sea el resultado de la 

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

Al igual que la glutatión reductasa de otras fuentes, la 

enzima de Rhodospirillum rubrum mostró una alta especificidad por 

el NADPH a pH 7.5 y 2s
0

c. En contraste a la glutatión reductasa de 

Chromatium vinosum, la cual es especifica por NADH en 

Rhodospirillum rubrum se encontró poca actividad de reductasa 

dependiente de NADH a pH 7.5 y 2s
0

c; además, la enzima de 

Rhodospirillum rubrum no mostró actividad de reductasa dependiente 

de NADH ni a pH e. o o pH 5. 5, (como es el caso para la enzima de 

hojas de espinaca {37) y de hígado de rata (40), respectivamente). 

Una característica importante de la glutatión reductasa de 

Rhaáaspirillum rubrum, es que las actividades con NADPH y NADH 

alcanzaron un óptimo a pH 7.5, en contraste con reportes previos 

en donde la actividad máxima con NADH se encontró a valores de pH 

más ácidos en relación con aquella encontrada con NADPH. 

La glutatión reductasa de Rhodospirillum rubrum exhibió poca 

actividad por el disulfuro mixto de glutatión y Coenzima A 

(CoASSG) a pH 7.5 y 25°C. Cabe señalar que en reportes previos, se 

ha reportado que la actividad reductora del CoASSG alcanza un 

m&ximo a pH 5. 5. Sin embargo, como consecuencia de la poca 

afinidad de la enzima por el CoASSG (en comparación 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 comparación de los parámetros cinéticos 

de la qlutatión reductasa purificada de diversas fuentes, tanto 

para GSSG como para CoASSG. A excepción de la cianobacteria 
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Splrullna maxima, donde se reportó una relación alta de actividad, 

no se observó diferencia significativa entre procariotes y 

eucariotes. Aunque no se ha propuesto ningún papel metabólico para 

el CoASSG, se conoce que éste inhibe a un niimero de enzimas 

(77-79). También cabe senalar que en E. coli, bajo ciertas 

condiciones metabólicas, una fracción importante de la reserva de 

CoA estA en forma de CoASSG (BO). 

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, y en ausencia de un 

mecanismo reductor del CoASSG, toda la CoA presente en la célula 

se acumularla en forma de CoASSG. Lo anterior sugiere que en 

presencia de CoASSG, el organismo en cuestión estarla en la 

necesidad de desarrollar uno o más mecanismos para la reducción 

del CoASSG. De hecho, se ha propuesto que in vivo el CoASSG es 

reducido por la acción combinada de una tioltranferasa y la 

glutati6n 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 formación del 

CoASSG. Lo anterior sugiere que probablemente la actividad de 

CoASSG reductasa en la glutatión 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 

por la glutati6n reductasa de hígado de rata (40,81) y levadura 

del pan (60,82) a pH 5.5; al igual que en R. rubrum, éste 

representa un substrato débil comparado con e1 GSSG~ La baja 

actividad de la glutati6n reductasa hacia el CoASSG puede 
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TABLA V 

Comparación de los parámetros cinéticos de la Glu~ati6n 
Reductasa de diferentes fuentes hacia 

el GSSG y el CoASCG 

• . 
PROCIJ\I OTCS v.u;ssc1 Y•fCoASSCI lt!ICCSSCJ S..(CoASSCJ CSSC/CoASSC 

E. COLl. 66.7 s.1 41.S 123< 11.7 

s. K.UUU. :ua.o J.0 lill.O JJOO .... D 

R. RUDRUH. 102.0 507.0 60.D 3397'. 20.1 

EUC.lRIOn:s. 

LEVADURA. 260.0 28.6 se.o 20D 9.1 
IS. CEREVICIAEI 

HJCADO DE RATA 201.D 17.0 57.0 2JD 12.a 

CUIJU>D CILU.F:. 'º·º 12.0 as.o 1010 J.J 

DE BOVUKt. oc.o 20.D 98.0 1320 ... 
•Km •n JJM. 

•vm en /J. Abs x min-1
• 

explicarse si se considera la estructura cristalina del complejo 

enzima-CoASSG (83), donde el grupo disulfuro del compuesto coASSG 

no está localizado 6ptimamente con respecto al sulfuro de la 

ciste1na nWnero 58 de la GR de eritrocito humano, lo cual se debe 

al gran área de contacto que forma la Coenzima A con la superficie 

de la prote1na que evita que su disulfuro adquiera la orientaci6n 

correcta. La poca información disponible acerca de la actividad de 
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CoASSG reductasa en la glutati6n reductasa purificada de otras 

fuentes, no permite asegurar que la baja actividad de CoASSG 

reductasa sea una caracterlstica general de estos organismos. 

El peso molecular de la glutati6n reductasa nativa de R.rubrum 

se determinó alrededor de 110000 Da. Por otro lado, por 

electroforesis en sos, se determinó un peso de 54400 para la 

subunidad, lo cual corrobora consistentemente que la enzima nativa 

es un d!mero con subunidades probablemente idénticas. 

Nuestra estimación del peso molecular de 110000 Da coincide 

con el valor reportado para la glutati6n reductasa de otras 

fuentes. Por otro lado, nuestro valor calculado difiere 

considerablemente del valor de 63000 Da reportado previamente por 

Boll (61), quien sugiere que la glutati6n reductasa de 

Rhodospirillum rubrum es un mon6mero. Este Ci.ltimo dato resulta 

contradictorio. En este sentido, cabe sefialar que una de las 

técnicas utilizadas por Boll para evaluar el peso molecular de la 

proteína, fue la sedimentación en equilibrio. Esto resulta 

sorprendente, ya que la caracterización reportada por dicho autor 

se hiz6 con una preparación parcialmente pura, y el análisis de 

una protelna mediante dicha técnica requiere un grado considerable 

de pureza. 

AdemAs, es poco probable encontrar mon6meros con actividad de 

qlutati6n reductasa, toda vez que por estudios cristalográficos de 

la glutati6n reductasa de eritrocito humano (62), se conoce que el 

sitio de unión del GSSG está formado por aminoácidos de las 2 

subunidades, lo cual implica que el mon6mero como tal no debe 
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tener actividad reductora del GSSG. 

El espectro de absorción de la glutati6n reductasa de 

Rhodospirillum rubrum presentó J picos de absorción con máximos a 

274, 365 y 458 nm, los cuales son t1picos de una f1avoprote1na. El 

contenido de flavina de nuestra preparación 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 absorción como el contenido de 

flavina, fueron similares a los reportados para la enzima 

altamente purificada de otras fuentes (tabla I). 

La composición de aminoácidos de nuestra preparación, en 

comparación a la reportada de otras fuentes de procariotes y 

eucariotes (tabla III), mostró un alto contenido de glicinas y 

argininas, y un número relativamente bajo de lisinas y cisteinas. 

De la tabla I observamos que el punto isoeléctrico calculado para 

la glutatión reductasa de R.rubrum, es relativamente alto 

comparado con el reportado para otras glutati6n reductasas de 

procariotes, lo cual probablemente sea resultado del alto 

contenido de argininas de nuestra preparación. Sin embargo, a 

pesar de ello, el punto isoeléctrico de la enzima de R. rubrum es 

relativamente bajo si lo comparamos con el reportado para 

eucariotes, lo cual probablemente se explique por el alto 

contenido de lisinas en eucariotes; además, si consideramos el 

contenido de aspártico entre los diferentes organismos (tabla IV), 

observamos que éste es ligeramente mayor en la proteína de R. 

rubrum, lo cual también puede contribuir al caracter más ácido del 
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punto isoeléctrico de la enzima de R. rubrum comparado con el 

reportado para la glutati6n reductasa de eucariotes. 

Con respecto al contenido de cistelnas, la composición de 

aminoácidos reveló un total de 4 cistelnas. Este valor es bajo 

comparado con el contenido de este aminoácido en la enzima de 

mam1feros. Por ejemplo, se conoce por estudios cristalográficos de 

la glutati6n reductasa de eritrocito humano (62), que ésta posee 

10 cistelnas por subunidad, 7 de las cuales se encuentran en forma 

de tioles y las otras 3 formando puentes disulfuro. 

De la misma manera como se presentó para la enzima de 

Spirulina sp (84), la titulación de los grupos SH libres con el 

DTNB, sugiere que la protelna de R. rubrum posee, en condiciones 

nativas, un residuo de cistelna por monómero parcialmente oculto, 

ya que la reacción de la enzima con el reactivo de Ellman fue 

lenta. En condiciones desnaturalizantes, la enzima exhibió otro 

residuo de cistelna por mon6rnero el cual se encuentra totalmente 

oculto en condiciones nativas. 

Por otro lado, la actividad de reductasa de la enzima de R. 

rubrum se inhibió totalmente con reactivos para sulfhidrilos, lo 

cual sugiere fuertemente que la actividad enzimática depende de 

los tioles libres (-SH ) • Esto último confirma los resultados 

obtenidos sobre la titulación de los -SH libres de la enzima con 

el DTNB, que revelan un total de 2 tioles libres y 2 ciste1nas no 

reactivas por subunidad. 

De acuerdo a ello, lo más 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 reacción 

propuesto para la glutatión reductasa de eritrocito humano o de 

otras fuentes. 

Otra caracter1stica importante de nuestra preparación, es la 

alta sensibilidad a la urea en comparaci6n con otras glutati6n 

reductasas. La enzima de R. rubrum se inactiva totalmente a una 

concentración de urea 3 M, mientras que la actividad catalítica de 

las enzimas de Phycomyces blakesleeanus (85) y de hlgado de conejo 

(43), no es alterada en presencia de urea a.o M. Los resultados de 

las ultracentrifugaciones en presencia de urea 1.5 y J.O M, 

indican que la inactivación total de la enzima a 3.0 M de urea no 

se debe a un cambio de la estructura cuaternaria de la proteína, 

sino que probablemente es consecuencia de un cambio conformacional 

local de la proteína. 

De acuerdo con esto, la alta sensibilidad de la enzima de R. 

rubrum se puede interpretar como resultado de un cambio de la 

estructura terciaria de la proteína, que probablemente afecte el 

sitio de fijación de los substratos, el sitio catal1tico o ambos. 

Lo anterior es consistente con el comportamiento de algunas 

proteínas ante el efecto de la urea, las cuales se inactivan por 

cambios conformacionales sutiles que afectan el sitio catalítico 

de éstas (86,87}. Por otro lado, la mayor sensibilidad de la 

proteína al hidrocloruro de guanidina en comparación a la urea, se 

puede explicar por el hecho de que el hidrocloruro de guanidina 

hace más hidrofóbico el medio en el cual se encuentra la prote1na, 

y por ende, se altera la estructura terciaria de la enzima 
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causando la pérdida de la actividad catalítica. Al igual que la 

urea, el hidrocloruro de guanidina también afecta la actividad de 

las prote1nas, provocando pequeños cambios conformacionales que 

alteran el sitio activo y/o la unión de los substratos (88). 

Los estudios del efecto del ión hidrógeno revelaron que a 

valores de pH ácidos (6.0 y 6.5), la enzima exhibió inhibición por 

GSSG y por NADPH dependiente de la concentración del ión 

hidrógeno. Además, la enzima mostró un fenómeno histerético muy 

interesante el cual, podría ser objeto de estudio. 

El gráfico de Dixon-Webb (89), esto es, la dependencia del 

logaritmo de la velocidad máxima aparente ( log V maxepp ) en 

función del pH, ilustra un óptimo a pH 7.5 tanto para el GSSG como 

para el NAOPH. Sin embargo, con el ajuste de los datos a las 

ecuaciones de Dixon, se calculó un pH óptimo de 7.7 para NADPH, 

ligeramente mayor al calculado experimentalmente, lo cual puede 

ser resultado del error intrínseco que acompaña a los datos 

experimentales. 

Por otro lado, el perfil de los gráficos de la relación log ( 

Vma>eapp/Kmcpp ) en función del pH, tanto para el GSSG como para el 

NADPH indican quc,en la región básica, la enzima libre presenta 

uno o varios grupos que se desprotonan causando la pérdida de la 

actividad catalítica. Lo anterior sugiere que dichos grupos 

ionizables, a pH alcalino, no se encuentran en la forma i6nica 

apropiada para mantener la arquitectura del centro activo, fijar 

los substratos , o catalizar la reacción. De los perfiles de los 

gráficos se puede observar que tanto para NADPH como para GSSG, el 
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punto de inflexión de las curvas es muy similar. En ese sentido, 

es probable que se trate del mismo grupo implicado para unir los 

substratos, catalizar la reacción, o ambos. 

Con lo que 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 acuerdo con la 

nomenclatura y notación 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 h1gado de rata 

(40) y levadura (90), los patrones de inhibición por NADP+ son 

difíciles de explicar en términos de un mecanismo de PING PONG 

simple. Dichos estudios revelaron un mecanismo de PING PONG a 

bajas concentraciones de substrato y un mecanismo secuencial a 

concentraciones ~ltas de substrato. 

QQ acuerdo con esto, nuestro estudio del mecanismo de 

reacción con base en los patrones de velocidad inicial no es 

concluyente, y se requiere un estudio adicional de los patrones de 

inhibición por producto, para obtener mayor información sobre el 

mecanismo de reacción. 

Para concluir, la tabla I muestra que la glutatión redoctasa 

de Rhodospirillum rubrum exhibe propiedades cinéticas y 

moleculares que coinciden con las reportadas de otras fuentes, 

pcincipalmente con Escherichia coli y eritrocito humano que están 

aMpliamente caracterizadas. Desafortunadamente no contamos con la 

secuencia de lu enzima de R. rubrum; sin embargo, desde un punto 
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de vista funcional, lo anterior sugiei.·e ·que 'l." ~l\lt,;tt, \~\\ \'-P.,\\\~t.,A,, 

ha sido conservada en la evoluciOn. 



de vista funcional, lo anterior sugiere.que la glutati6n reductasa 

ha sido conservada en la evolución. 
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PERSPECTIVAS 

El presente trabajo se puede ampliar en el futuro realizando 

un análisis detallado de las propiedades más importantes de esta 

enzima. En forma paralela iniciarlamos un estudio comparativo más 

completo con la glutati6n reductasa de otras fuentes. 

Entre otros, sobresalen los siguientes aspectos: 

1) Analizar el fenómeno histerético de la enzima al 

variar los siguientes parámetros: el pH, la fuerza i6nica y la 

concentraci6n de protelna. 

2) Realizar el estudio de los patrones de inhibición por 

producto a altas y bajas concentraciones de substrato, con el 

propósito de obtener información adicional acerca del mecanismo 

cinético de la enzima. 

3) Alternativamente, se realizarán experimentos de 

modificaci6n qulmica con inhibidores irreversibles diriqidos al 

sitio activo, para determinar los pKa de los grupos de la enzima 

implicados en la catálisis y/o en la unión de los substratos. 

4) La glutatión reductasa de Rhodospirillum rubrum es muy 

sensible al hidrocloruro de guanidina y a la urea en comparaci6n a 

la GR de otras fuentes. Por esto, se realizarán estudios de los 

cambios estructurales que sufre la proteina ante la acción de 

dichos desnaturalizantes por medio de dicroísmo circular. 
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