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COMPB_ETA. rLA INFORMACION 



Fe de erratas 

El pie de figura en la página 43 se lee: "carriles 16-18 .... ." Y debe decir ... 
carriles 6-8,fracciones 12-16 correspondientes a la 17{3- HSD, en un pH 

alrededor de 5.1. 

En la página 37 se lee 1x1°3 ••••• Y debe decir 1x103 ••• 

En la página 20, tabla 2 se lee g24 donde no debe decir nada. 
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Rnumen. 

La 17P-es1rlldiol deahidrogenasa está constituida por dos subunidades idénticas que 

i'*'-=túan ·de ~a no covlllente, cada una con 327 residuos de aminoltlcldos y una masa 

molecular de 34 854 Da. en este traba¡o se estudió la transición de la proteína del estado nativo 

al desnlllur.ilzado inducido por urea. Los cambios fueron examinados por actividad catalltica, 

tlllraclón c:romaeoarMlca. y entrecruamiento con glutaraldehldo seguido de electroforesis en 

SOS . Loa resultados muestran que a concentraciones relativamente bajas de urea (menores de 

3M), los cambios se relacionan con un estado expandido de la enzima, que coincide con su 

in8Ctlvaci6n ., 1a formación de especies polim6ricas, en este nivel estos cambios son reversibles. 

A concentraciones de urea de entre 3-5 M la enzima es agregada e inactivada irreversiblemente. 

Finalrnenelt a concentraciones mayores de 5 M · de urea. se lleva se obtiene el monómero 

deanllluralizado resultado de la disociación. 

B hecho de que la desnaturalización por urea de la 1713-estradiol deshidrogenasa 

promueva la transición de un dlmero nativo a un estado agregado y finalmente al monómero 

desnaturalizado, sugiere que el estado nativo de la protelna es estabilizado casi exclusivamente 

por inlllracciones hidroróbicas en la interfase de las subunidades y no por fuerzas de naturaleza 

covalenta. 



llllraduccl6n. 

La propiedades funcionales de las prollelnas dependen de su estructura tridimensional, es 

decir, la es1ructura y arreglo espacial del esqueleto polipéptidico en su estado nativo funcional. Todas 

esUIS estructures se construyen de secuencias de residuos de aminoácidos particulares en cadenas 

polipeptidices que se pliegan para alcanzar dicho estado. 

El plegmWento de prollelnas se reflent a la capacidad de generar, de secuencias lineales, 

dominios compKtos con estructuras tridimensionllles especificas. Los dominios así plegados pueden 

servir como módulos para construir estructuras mas complejas(1 ). 

P•a abordar el problema de plegamiento en protelnas es necesario conocer los principios de 

estructura y los ntquerimientos del plegamiento que hacen que lleguen a sus estados nativos 

funcion•s. Esto se debe principalmente a que la vla por la cual se pliega una cadena polipéptidica y 

llega a su estlldo ftnal, refleja la jerarqula estructural: dada una secuencia de residuos de aminoácidos, 

y las intwacciones que sufre, puede dar lugar a los elementos estructurales secundarios y super 

secundarios, los que a su vez dar*1 dominios estructurales que se pliegan independientemente; y la 

unión de estos dominios formarán la estructura terciaria. En el caso de la formación de una estructura 

cuMern.,.., loa monórr.ros, ya estructurados con la estructura terciaria nativa, adquieren su estado 

ftnal de menor energla por diversas reacciones de asociación(1 ). 
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E'-"fa• E8trvctureles. 

Linderstrom-Lang y sus colaboradores fueron los primeros en reconocer los niveles 

estructurales de organización en primaria, secundaria, y terciaria en una protefna (2). dichos elementos 

se pueden, definir de la siguiente manera: 

Estructura primaria. Este nivel estructural se refiere a la secuencia de residuos de 

aminoillcidos, y sus caracteristicas. El esqueleto polipéptidico consiste de una serie de enlaces 

transplanares con una disposición especifica mostrada en la figura 1. 

Figure 1. Disposici6n del enlec:e peptidico 
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La longitudes y IMtgulos de estos enlaces se han obtenido a partir de estudios de cristalografía 

en oligoi.,..,tidos pequeftos; la nomencl.tura de los éngulos dihedros, es decir donde es posible la 

llDrSión entre la uniones en el enlace pepldico es mostrado en la figura 2 (2-4). 

Debido • c•actar p.cial de doble enlllce del enlace peptidico, sOlo es posible la torsión de las 

uniones N-C. y Cm-C: los 6ngulos 'I' y cj>; que representan giros con respecto a las uniones sencillas y 

son ,,__lidos por impedimento esMrico. Asl, las estructuras regulares en las protelnas están 

3 



c•acterizadas por la torsión de estos ángulos y pueden involucrar un número variable de residuos para 

la formación de los diferentes motivos estructurales. 

La interacción de la estructura del esqueleto y la secuencia de residuos de aminoácidos es vital 

en la detlnninación del plegamiento, pues hay aminoácidos que pueden participar en la formación de 

motivos estructurales precisos; tal parece ser el caso de la prolina, que esta involucrada en algunos 

giros de la cadena polip6ptidica. 

Estructura secundarja. En este nivel, la formación de los motivos estructurales recae 

principalmente en la formación de los puentes de hidrógeno, la existencia de tales entidades es 

generalmente Inferida de las posiciones de los álDmos de Oxigeno y Nitrógeno, en general un puente 

de hidrógeno es lineal y de 2.8 a 3 A de longitud. En ausencia de estos puentes las interacciones 

electrostálic:as pueden dar un efecto estabilizador significativo. Conforme la estructura tridimensional 

se va adquiriendo, se asume que las porciones de la cadena polipéptidica naciente (estructura 

secundaria) pueden servir como sitios núcleo p•a el plegamiento; asf la estructura secundaria se 

puede dellnir como la conformación local del esqueleto polipéptidico en patrones regulares de 

plegamientl>; como. las a-h61ice, y las estructuras 13 (2). 

Sin embargo, examinando las estructuras ya conocidas, es claro que las distorsiones de las 

h61ices-a y las cac:lenas-13 se dan con frecuencia, debido a la tendencia de formar una estructura 

compacta con un mlnimo de espacio vaclo. Estas irregularidades no inter11eren con el problema de 

plegamiento, ya que, no afectan las caracterfsticas relevantes de los elementos de la estructura 

secundaria; a saber: la naturaleza dipolo de las h61ices; la complementaridad antipática y el empaque 
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de .-regios regulares de la cadena polipéptidica; y su papel como "semillas" en la formación de la 

estructura(1 ). 

Hay otras estructuras ·no repeli1ivas" que conectan hélices a y cadenas p; pueden ser 

.itainente organizadas, extensiones irregulares bien definidas, ó, regiones muy desordenadas 

causadas por la flexibilidad de las conformaciones alternativas tomadas por la protelna en solución o en 

cristal. Ademá de los extremos N- y e-terminales de la cadena polipéptidica, las cuales casi siempre 

muestran una gran movilidad (1). 

Estructura wcilria. La estructura terciaria de una protelna esta basicamente determinada por la 

localizaclOn de segmentos estructurales a y J3 a lo largo de la cadena polipéptidica; por su arreglo 

topológico en el espacio, por ejemplo la formación de la estructura 1) super secundaria; y por el 

ensambllje de estos motivos, generando asl los 11) dominios(1,2,4). 

1) Estructura super secundaria. En el proceso para alcanzar la estructura tridimensional final, 

de una cadena polipéptidica, las extensiones de estructura secundaria se asumen como sitios de 

nucleación en el plegamiento de las protelnas; asl el siguiente nivel de complejidad sera la estructura 

supersec:undaria, a la cual podemos definir como plegamientos recurrentes que consisten de una serie 

de elementos de estructura secundaria, que aún no comprenden la estructura terciaria completa o el 

dominio. Como las interacciones gruesas son las responsables de la formación de estos elementos, las 

estructuras super secundarias son dificiles de predecir. Obviamente estan favorecidas por razones 

cinffc• diwante el proceso de plegamiento, y por razones energ6ticas en la protelna plegada, 
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especialmente debido a la distribución antipática de las cadenas laterales hidrofóbicas y cargadas a lo 

l•go de los elementos estructurales simples (1,2). 

11) Dominios. Los dominios son subestructuras compactas en las protelnas, en general se 

asume que representan unidades autónomas de plegamiento con una relación mlnima de 

superficie/volumen resultando en glóbulos con la mayorla de las interacciones (1 ). Los dominios son de 

gran Importancia funcional; ya que los sitios activos de muchas enzimas pueden residir en diferentes 

dominios o en las interfases entre estos. Desde el punto de vista del plegamiento los dominios son 

considerados como unidades cooperativas; basados en esta idea pueden ser considerados como los 

principales intermediarios en el proceso de plegamiento. Los dominios en un polipéptido están 

espacialmente sep•ados uno del otro o al menos forman un glóbulo compacto o corazón de residuos; 

y tienen alguna función especifica, corno la unión de un nucleótido o de algún polisácárido. El sitio 

activo de una molécula puede ser la interfase entre dominios, lo cual permite la función simple de cada 

uno para jum..e y formar una molecula mas compleja (1,2). 

Etructyra cy•m.;a. La estructura cualemaria se refiere a la disposición de las unidades 

polipéptidicaa en una protelna; describe la estequiometrfa y geometrfa del ensamblaje macromolecular 

de rnonómeros, es decir, en este nivel la asociación, puede ser considerada corno un principio 

estructural ge...-al (1,4). 
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Elp......,...._ deproteinn. 

La adquisición espontánea de la estructura tridimensional y la capacidad para formar 

estructura de mayor complejidad, son caracteristicas primarias de la cadena polipéptidica. El 

mecanismo detallado de estos procesos, aún no está bien entendido . Las protefnas son sintetizadas 

por un proceso en el cual los aminoKidos son afladidos, uno por uno, por el amino terminal de las 

cadenas. El plegamiento de tales cadenas puede ocurrir espontáneamente, sin la necesidad de 

información adicional que la contenida en la secuencia de aminoácidos y sus alrededores; asl podemos 

referirnos al plegamiento de protelnas, como el proceso involucrado en la conversión de una cadena 

polipéptidica recién sintetizada (o desnaturalizada), a la conformación tridimensional de la protelna 

nativa(5). 

De ea manera podemos referirnos al problema del plegamiento en términos de cómo es que 

una protelna adopta su conformación nativa. En teorla una secuencia podrla adoptar miles de 

conformaciones posibles, sin embargo, de todas esas opciones sólo elige una: esto se conoce como la 

paradoja de Levinttlal, quien postula que hay un número astronómico de conformaciones disponibles 

en un estado desnaturalizado de protelnas, una búsqueda por todas estas conformaciones tomarla una 

ellemidad, de este modo se sugiere que hay un número limitado de vfas por los que puede pasar una 

protelna anws de alcanzar su estructura nativa, ¿Qué es lo que determina que ocurra de esta manera? 

¿Qué mecanismos dirigen la relación entre una secuencia de aminoácidos y la estructura · 

tridimensional?(6). 
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Ciertos pasos del plegamiento son catalizados in vivo por enzimas y otras proteínas {como las 

chaperonas moleculares); sin embargo la transición entre la conformación nativa y la desnaturalizada 

puede llevarse a cabo in vitro; por tanto se puede decir que la adquisición y la estabilidad de estas 

estructurllS está entonces sujeta a la secuencia lineal de residuos de aminoácidos (5) y a las 

condiciones del disolvente mas que a aspectos ajenos a ella, sin embargo, el mecanismo por el cual se 

adquiere ta estructura nativa deja aún muchas interrogantes. Por otro lado hay evidencias que indican 

que las protelnas no se pliegan al azar, sino que pasan por un número limitado de estados 

conformacionales que finalmente desembocarán en la estructura tridimensional definitiva; establecer las 

vlas comunes de plegamiento, de tal manera que se contara con una especie de código de 

plegamiento, es un problema que no se podido resolver (1 ). 

Para responder cómo una estructura de ·una dimensión", representada por la secuencia de 

residuos de aminoácidos genera la-estructura tridimensional correspondiente, hay que tomar en cuenta: 

1) la determinación de un "código de plegamiento•, 2) la elucidación de la relación estructura-función, y 

3) el plegamiento y reconocimiento de las subunidades que forman la molécula{1 ). 

Una de las metodologlas que se ha aplicado en el estudio del plegamiento es la 

desnaturalización(6,7-9), que persigue el fin de encontrar transiciones cruciales en las vías de este 

proceso. La desnaturalización se propone como un fenómeno que se lleva a cabo cooperativamente, 

es decir, al aumentar la concentración del desnaturalizante, cambia la proporción de protelnas en 

estado nativo y desnaturalizadas. (7). Además se ha encontrado que en muchas protelnas la 

estructura y la función cambian de m-.-a simultanea. 
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De esta manera, podemos definir a la desnaturalización como el deterioro cooperativo y 

generalizado de la estructura nativa, sin cambios significativos en la estructura covalente (a excepción 

de los puentes disulfuro). El número de confórmeros posibles en este estado es muy alto y el 

replegamientlo en muchas ocasiones, aunque no siempre, es posible. 

El plegamiento de la cadena polipéptidica naciente y la renaturalización de las proteinas 

desnaturalizadas comienzan de estados iniciales poco o nada definidos, esto puede ser muy importante 

con respecto al plegamiento debido a que la vla de formación de la estructura(a partir de la cadena 

polip6ptidican.:iente) puede depender de un estado como el desnaturalizado (hebra al azar). 

La protelna desnaturalizada representa una parte de confórmeros rápidamente convertibles en 

otros de energla similar, aunque es importante subrayar que casi todos los intermediarios son 

inestables con relación al estado nativo, por lo que uno de los modelos mas aceptados en el 

plegamiento de protelnas es el que postula únicamente dos estados: el nativo y el desnaturalizado(1,6); 

sin emb•go hay la existiencia de otros modelos en donde se postula la existencia de conformaciones 

~ales mas o menos precisas durante el plegamiento. 

El plegamiento de protelnas constituye uno de los problemas centrales de la Biologla: se sabe 

que la secuencias de residuos de aminoácidos determina la estructura tridimensional y que el cambio 

conformacional del estado desnaturalizado al nativo puede ocurrir de forma espontánea. Cuando se 

comprenda la relación entre la secuencia y la estructura tridimensional se podrian disenar proteinas 

nuevas que realicen funciones de interés industrial o terapéutico. · Conviene también senalar que la 

rnawan• de los estudios de esta lndole están hechos en proteinas monoméricas, a pesar de que la 

rna,orfa de ellas son oligómericas lo que aconseja equilibrar el balance antes de generalizar las 
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conclusiones. Entendel" los factores que determinan el plegamiento de proteínas tiene. por 

consiguientB, una gr11n importancia científica, basica y aplicada. 

L• 17-Hidroxlestel"oide deshidr"Ogenasas son un grupo de enzimas dependientes de 

nucleótidos de piridina, que catalizan la interconversión estereoespecífica de los grupos hidroxilo y 

carbonilo de _cler1os esteroides. Debido a que la modificación química en el C-17 de los estrógenos y 

andrógenos puede afectar" su actividad biológica, estas enzimas juegan un papel muy importante en la 

acción de los esteroides, motivo POI" el cual son muy estudiadas. 

La actividad de estas enzi!"as está ampliamente distribuida en tejidos humanos, de hecho no 

sólo esta presente en tejidos esteroidogénicos corno ovarios, testículos, placenta, o a tejidos sensibles 

a hormonas como útero o próstata; su actividad se ha encontrado en hígaao, nftón, piel, y sangre de 

muchas especles(10, 11 ). La especiftcidad al nucleótido de piridlna puede varia!" entre los tejidos de una 

misma especie y en1re los mismos tejidos de diferentes especies. 

Qulmice de loa Eateroicln. 

Los esllroides son un grupo de llpidos que tienen como· base de su estructul"a química un 

hidrocarburo clclic:o U.nado ciclopentanopemidrofenantreno (o anillo esteroide) que consta de 17 

Momos de cartlono dispuestos en forma de tres ciclohexanos y un ciclopentano. Los anillos se 
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nombrM de la A a la D (tlg.3). la designación tt indica que uno de los sustituyentes esta orientado 

hacia abliC> del plano del anillo, y p indica una orientación por encima del mismo plano. Las diferencias 

confonnacion-. les c:ontleren dif9ntntes actividades biológicas a los este«>ides. 

L• hmmonas eateroides pueden ser clasificadas conforme a su estructura qulmica o a su 

actividad biológica princip.i. Con baSe en su actividad biol6gica. las hormonas esteroides se clasitlcan 

en seis grupos: ES1rógenos (eS1ilroides sexuales femeninos), andrógenos (esteroides sexuales 

femeni._), progestinas (progesterona), mineralocor1icoides (aldosterona), glucocorticoides (cortisol), y 

la vlmmina D y algunos metabolitos derivados esta(1,25-Dihidroxivitamina 03). Los acidos biliares 

tambi6n est*I relacionados estructuralmente con el colesterol, y constituyen asl, un septimo miembro 

de lafamllia de los 4tlWOides (12). 
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Las hormonas asteroides naturales tienen una función esencial en la regulación de muchas 

funciones biOlógicas; su sintesis se lleva a cabo en algunas glándulas de secreción interna. Tanto los 

precursores asteroides como los intllnnediarios son secretados por estas glándulas y convertidos a su 

forma activ• en diversos tejidos . 

Las honnone esteroides son producidas a partir del colesterol, por medio de una serie de 

reacciones enzimMic:u. El colestllrol se obtiene de varias fuentes: Tomado de la circulación 

sangulnea. tornado a partir de reservas intracelulares o formando parte de membranas celulares, ó, 

sintltlizado de nollO a partir del metabolismo c~lular. La utilización de estas diversas fuentes depende 

del tipo celular y ele las condiciones fisiológicas prevalecientes. Los anillos básicos de su estructura 

pueden esta sujetos a un amplio espectro de modificaciones estructurales (introducción de 

sustituyentn hidroxilo o carbonilo. insaturación, sustitución de algún anillo, etc). De hecho para que se 

realice la biosintesis de estas hormonas, se requiere de la presencia de algunas enzimas esenciales, 

que realizan tales modificaciones (12). 

La biosinteis de hormonas esteroides requiere de un paso básico que es la conversión del 

colesterol • pregnenolona, estructur• de 21 carbonos; consiste en la ruptura de la unión entre los 

carbonos 20 y 22 eliminándose asi la cadena lateral. La pregnenolona es el intermediario fundamental 

de todas las clases de esteroides hormonales producidas en tejidos esteroidogénicos, con esta 

hormona se inician las vias básicas a través de las cuales se sintetizan todos los estll!roides 

hormonalrnentB activos. 

12 
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Loa andrógenos son estltroides de 19 carbonos (C10), son producidos, en el hombre en los 

•stículos, y por la mUjer en ovarios y placenta. En su bioslntesis la pregnenolona puede ser 

tr..isformMla a progesmona por la enzima 313-HSD: si se utiliza esta última se origina la vía 

denominada L\4 (ó 4-en) , y la utilización de la pregnenolona la vla denominada L\5(ó S.n), que 

tin.imentit pueden d• lug• a la tesmterona (12, 13)(tlg.4). 
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Los estr6genos son esteroides de 18 carbonos (C1a), en hombres se produce en testlculos y en 

la mu;er en ovmios (follculo y cuerpo lútleo) y placenta (unidad fetal). Se ha visto que la bioslntesis de 

estrOgenoa ocurre de 4-androstendiona y testosterona, por medio de Intermediarios 19- hldroxilados, a 

enona y estrlldiol (tlg.5). 

Hmy b•tMtlt evidencia que indica que los niveles relllllvos de honnonas asteroides de .la forma 

C-18 y C-19 son reguladas in silu por la oxidoreducción reversible en el oxigeno de C-17. Estas 

....cc:ionea son clltaliuda por una o mas enzimas piridln-nucleótido dependientes(14), como la 1713-

estradiol deshidrogenasa. Otro complejo enzimMco Importante en estas reacciones es la aromatasa, 

una ollidaul que tiene como funciOn principal la de hidroxil• sustralos liposolubles haciéndolos mas 

solubles, t.mbi6n rompe la uniones C-C y tiene la capacidad de hidroxilw en C-19, eliminar el grupo 

metilo unido a C-1 O y conferirte al anHlo A una estructura aromllltica. 
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L• 17P-estradiol deshidrogenasa (1713-HSD) es una enzima soluble que se encuentra en la 

placenta humana; cataliza la interconverslón de 1713- estradiol y estrona (flg.5). y fue descrita por 

Langer y Engel en 1958(15). 

Se ha postulado que tiene un papel fundamental en la regulación de la concentración tisular del 

estradiol, mediante la conversión de estrona a estradiol o el metabolismo de estradiol a estrona. 

Actualmente, se han identificado cuatro tipos de 1713-HSD (14,16,17). La 1713-HSD tipo 1, 

originalmente hallada en placenta, se encuentra tambi6n expresada en ovario y glándula mamaria, es 

una enzima soluble con 327 aminoácidos, tiene una ligera preferencia por la reducción, ·puede utilizar 

NAD(H) ó NADP(H) corno cofactor, y es más afln a los estrógenos que a los andrógenos (tabla 3). La 

1713-HSD tipo 11, fue obtenida de placenta y próstata, se expresa también en hfgado, intestino delgado, 

~ndometrio, riftón, páncreas y colon; es una enzima microsomal de 387 aminoácidos, cataliza su 

reacción principalmentllt hacia la vfa oxidllliva, y utiliza preferencialmente NAO• como cofactor. La 1713-

HSD 111, por otro lado, sólo ha sido detectada en testfculo, es una enzima de 310 aminoácidos, cataliza 

su reacción principalmente en sentido reductivo, usa preferentlltmente NAOP(H) como cofac10r y puede 

actuar sobre andrógenos. Milis recientemente se ha propuesto una 1713-HSD IV(17), homóloga a la 

1713-HSD de endometrio de porcino, consta de 736 aminoácidos, se cree que tiene una estructura 

mutlidominio con similitudes a enzimas que catalizan la 13-oxidación de los ácidos grasos (la trifuncional 

hidr.ras.deshidrogenasa-epimerasa de Canclída tropicalis) y la protefna FOX2 de Sachammyces 

cwwvis- (Tabla 1). 
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Enzima Tamñi(aa) 

17p-HSOI '327 

17p-HSDll ~7 

17p-HSD 111 310 

17p-HSD IV 736 

-",~ \., .'' ~:·: ;,·~.f'"_) .. ~l~o•" -

Masa imlecular 

(KDa) 

34 

43 

35 

80 

y'!J. 

LQizm 

tim 

Ovsio, ¡Wnta 

Lociización 

SIJlcelula-

Citosol 

Mejor sustáO 

Estrona, estraiol 

Encbnetrio, Microsomas T estosterooa, 

pacenta,hi¡¡aOO 8llJadd 

Testiculo Microsomas Anciosttrdona, 

asb'OOa 

Ubicua mxim.as Estúi 

Tlllll1.17p.HinxitltnicM..,......Hllnlnll. 

Km(µM) 

8.6, 

5.9 

0.4, 

0.2 

0.2, 

0.4 

Mejor cdacta 

NAflPH 

NAf)• 

NAflPH 

NA!)' 

RBción 

OxkB;ión = railcciOO 

Oxidil:ión = l9IWiirl 

Oxmión ( redJcción 

Solo oxidación 



El descubrimiento de similitudes, por el alineamiento de la secuencia de aminoácidos con otras 

enzimas (como la 11p-HSD)(18,19) han llevado a la ubicación de esta enzima dentro de una 

superfamlli• de protelnas, cuyo sitio de reconocimiento pudo haber evolucionado de otro dominio 

ancestral con reconocimiento a polloles como rfbitol o glucitol(18). 

Asl pues, la 17P- estradiol deshidrogenasa (17P-HSD 1), es un miembro de la superfMlilia, 

recientemente propuesta, de las alcohol deshidrogenasas de cadena corta (SCAD)(19-21); cuyos 

miembros llClúan sobre diversos sustrMos, y la caracterfsllca común p.-ece ser la conversión de 

ciertas moltculas a un estado activo o inactivo. Esta superfamilia integra enzimas con alrededor de 250 

residuos de amino41cidos que funcionan independientltmllnte de iones memi (Tabla 2). AJ parecer todas 

la enzlmaa de esta familia poseen cinco dominios mas o menos bien conservados, de los cuales sólo 

dos se reconocen funcionalmente: El dominio que se une al cofactor y otro que es parte del sitio activo. 

En la 17P-HSD 1, uno de los trn dominios restantes no se encuentra, sin embargo la parte 

correspondientl p.-ece formar parw del sitio activo; la carencia de eslll se puede deber a divergencias 

evoluliv• (tlg.6)(19,20). 

La 17P..HSD 1 es una protelna cllm6rlca compuesta de dos subunldades idtntieas (Tabla 3), 

cuya eRuclura prtnwta ha sido deducida completame"'8 a partir de cDNA (22), clUlllza la 

1"'8rconver'llOn de 17P-es1radlol y ea1rona (tlg.5) (Tabla 4, A); puede utllizs al NAO y/o NADP como 

cofactDr(23) pero, muestra dlt'erencia en las velocidades de reducción de estos nucleótidos dat11a 4, 

8), .....,.. v.m eatlr'OldeS pueden funciorls como suatr_,.(24-21), la enzima llene una absoluta 
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F8ftllle. Alcohol desllicirogen•••· 

Superf8ftllla. Alcohol duhlclrogenn•• de cadena cotta. 

Estructul'll MCUnclerie. Proteina aJp. 

E9'r'UctUr• olgomtrtce. Dtmero c:On subuniclecles ld6nticn. 

Punto 1Mel6ctrtco (pi). 5.1 

Amlno6cldo9 por •ubunkled. 327 

.... molecui.. por subunided. 3',853 

VOiumen eepeclllco pweial (cclg). 0.7H 

Coeflcienta de ~n (Sa. .• ). 5.245 

Radio ele MDk• (nm). 3M 

Trtpmtanos por subunldad. 1 

"-1 .......... 0.4 

2l. 



A) 

E......_(vmteble) Coeuatrllk»(conatente) Km(µM) Activid8d npeclfic8(U 

B) 

....... , 
t7p eatredlol NAD 7.0 7.2 

17P eñedlol NADP 2.0 2.9 

Eatrone NADH 1.2 7.0 

Eatrone NADPH 0.71 

Co•ntnlo (vmteble) Eateroide (Con.Unte) Km(µM) 

NAO Eatrediol 30 

NADP Eatredlol t 

NADH Eetrone • 
NADPH Eetrone 0.1 

T.,.._ Con..,... ciMllC89 de euatrllliO• (A) y coeuetntoe(B) de I• t7P-ntredlol 
clnlliclrogeneH. 
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11ftHSDHUN1A -"ª'-----·.· C D E 
= 

F 
29:: 

11'1HSDRAT1A = ::?•~ 

110HSDRAT1b 261 

178HSDHUN )28 

aTLDEll· ======:==e::==== 249 

19HPllDEH 266 

DHDDSll = JOO 

TOLDll:ll 275 

AP27 ===== 244 

CTLDEH 259 

1t1t•ri:xa = 278 

266 

GLUDEK -----==== 2U 

2DllHSD === = ==:=:..:.= 254 

ACT%J:I =====·---· 261 

AACoAllED =====-=-==== 246 

"""ª 254 

DrADll 254 

o so 100 150 200 250 JOO J50 400 

Figura l. Representación eaquemMica de loa dominios conservados (A-F) en la familia de las 
ak:ollol deahldrogena111 de cadena corta. Loa dominios eaün representados por 
ensanchamientos en el esquema. Los números a la derecha se refieren a la longitud de las 
secuencias Individuales. Las llbr-iaclones utilizadas fueron:. 11 JJHSDHUM1 a, 11 p-
Hldroxiesteroide deahldrogenaaa de humano; 11JJHSDRAT1a, 11JJ-Hidroxiesteroide 
dahidrogenaaa de rata; 11 pHSDRA T1 b, fonna corta de la 11 p-Hidroxiesteroide deshidrogenasa 
de rata; 17jJHSDHUM, 171J-Hidroxiesteroide deshidrogenasa de humano; RTLDEH, ribitol 
dnhidrogenaaa: 15HPRDEH, 15-Hidroxiproataglandina deshirogenasa: DHDDEH, dihidrodiol 
deshidrogenaaa; TOLDEl;i, cia-tolueno dihidrodiol deshidrogenasa: AP27, proteína de adipocito 
sin función conocida; GTLDEH, glucitol deshidrogenasa;. RHBFIXR, proteina fixR de 
Bradyrhizobium japonicum; 7aHSD, 7<.r-Hidroxiesteroide deshidrogenasa: GLUDEH, glucosa 
dahldrogenaaa; 20jJHSD, 20jJ-Hidroxieateroide deshidrogenasa; ACTlll, producto genico de 
S'79ptomyce1 coeficolor; AACoARED, acetoacetil coenzima A reductasa; NodG, Producto genico 
de la bacUrla fijadora de nitrogeno Rhizolllum meliloti; DrADH, alcohol deshidrogenaaa de 
~-
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especitlcid.ct estereoqulmica por el grupo 17J3-hidroxllo. Los sustratos más reactivos son aquellos que 

tienen un Millo aromático A o B. 

1713-estradiol + NAD+(NADP•) ~ estrona + NADH(NADPH) +H• 

H..ui ahora, es la única enzima, involucrada en el metabolismo de esteroides de origen 

humano, que puede ser obtenida en cantidades suficientes para llevar a cabo estudios estructurales. 

Recientemente, su estructura tridimensional ha sido resuelta por cristalografla de rayos X a una 

resolución d9 2.20A (27,28) (fig.7). 

:;:·:···· .. 

1 

F19Wa 7. Estructura de 1a 11p...erac11o1 dnllidrogenna. 
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En cuanto a su estabilidad. los primeros trabajos de Jarabak et al (23), mostraron que esta 

enzima es ripidamente inactivada a temperaturas menores de 11 ºC en soluciones acuosas. Según 

eS1e estudio, i. inactivaclón en frlo de la 1713-HSD se previene parcialmente con la adición de NAO·, 

NADP•, otros piridln nucleótidos, 1713-estradiol, altas concentraciones de aniones polivalentes (fosfato y 

sulfMI>), y cieftos alcoholes. El glicerol a concentraciones mayores del 20%, previene la p6rdida de 

actividad por mucho tiempo. Además, esta desn.turalizaci6n parece involucrar cambios en la forma de 

la enzimll y en su estado de agregación(16,2C). 

' A pes.- de ser una enzima estudiada se carece de estudios de plegamiento en esta enzima, 

por lo cual un estudio de esta indole resulta francamente enriquecedor en su concicimiento y al 

problema de plegamiento. 

Objl!jvo ....... 

-Estudis los cambios del estado de agregación de la 1713- estradiol deshidrogenasa ( 1713-

hidroJ.iestllroide deshidrogenasa tipo 1) durante la desnaturalización inducida por urea. 

Qbjltiyps particul¡us. 

- Determim.- si hay reversibilidad en la desnaturalización de la 1713- estradiol deshidrogenasa. 

-Esablecer un esquema tenmlivo de la desnaturalización seguida por esta enzima. 

25 



......... .,MModo •• 

Oescripcjón di fos Exeeriroentps. 

P•a obtener m6s información acerca de la estabilidad y las propiedades fisicoquímicas de la 

17p-HSD de placenta humana. se estudió la conducta de desnaturalización por urea, a través de los 

cambios en la actividad enzimática, comportamiento hidrodinámico en cromatograffa de filtración, y 

elecllofontsis de geles de poliacrllamida. 

P•a nuestra purificación, empleamos las siguientes técnicas: 

-Precipitación con Sulfato de Amonio ((NH.)2 so.). Cuando las sales se presentan a altas 

concentraciones inducen la precipitación de muchas proteínas. La precipitaciOn ocurre por la 

neutraliUICión de las c.-gas superficiales de una proteína por la sal, reduciendo así la efectividad 

qulmica de esta y disminuyendo la concentración efectiva del agua. Asl la concentraciOn necesaria de 

sal, para causar la precipitación de una protelna. esta relacionada al número y distribución de cargas, y 

de grupos pol-s no iOnicos en la superficie de la proteína, y a los residuos hidrofóbicos 

expuest1Ds(30). 

La precipitación con (NH.)2SO. presenta varias, ventajas: a saturación tiene la suficiente 

molaridad p.-a causar la precipitaciOn de la mayorla de •1 proteínas, y presenta una densidad (1.235 

gcm3-) que no interfiere con la sedimentación de las proteínas precipitadas por centrifugación. 

Concentrado previene o limita el crecimiento de bacterias y hongos, y en solución protege a la mayorla 

de las protelnas de la desnaturalización (30,31). 
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-TrlltsnientlO con calor. El calentamiento es un proceso de desnaturalización selectiva; en este 

tipo de técnicas. se hace uso de condiciones extremas con el fin de desnaturalizar probtlnas no 

deseadas; el objetivo de estas técnicas es elegir una condición que no afecte significativamente a la 

protelna de interés, pero si a las no deseadas. 

-Cl'OlnMografla de intercambio iónico. Esta técnica esta disenada especlflcamente para la 

sep.-ación de compuestos iónicos o ionizables. El intercambio iónico supone dos eventos separados: 

La unión de la protelna a las cargas fijas de la resina y la elución o desplazamiento de la proteína de 

estos grupos. El primer evento involucra una interacción elec1rostátlca emre los grupos cargados de la 

resina y los de la proteína, la unión implica el reemplazo de iones no fijos por la proteina. La elución, en 

cambio involucra el desplazamiento de la proteína de los grupos fijos cargados por un nuevo "agente" 

con mayor afinidad por las cargas fijas que las protelnas, la cual se vuelve entonces un "ion" no fijo. La 

allnidad con la cual una protelna se une a un intercambiador iónico depende de la naturaleza y 

concentración de otros iones presentes en la solución. Debido a la competencia entre estos iones por 

los sitios de unión del in'9rcambiador, estas uniones son también altamente dependientes de pH (por la 

variación de las cargas netas debidas a este). 

-Crommgrafla de afinidad. Esta técnica toma ventaja de una o mas propiedades de la 

mol6cula a purificar, principalmente las interacciones reversibles especificas entre macromoléculas. En 

esta técnica, una molécula especifica llamada ligando, tiene alta afinidad por una protelna a la cual se 

une, dando un muy alto grado de selectividad en la separación y purificación de mok!lculas 

biológicas(4,30-31 ). 
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P•• detlennin• la pureza de la enzima se utillz•on las siguientes técnicas: 

-Electroenfoque. El electroenfoque es un proceso basado en la movilidad de una proteina 

dentro de un campo eléctrico. debido a su punto isoeléctrico. Todas las proteinas tienen un pH que 

depende de I• carga neta: la c•ga neta esta detlllrminada por la secuencia de residuos de aminoácidos 

de la protein• y el pH del medio. Cuando la proteina es electroenfocada a trav6s de un gradiente de pH 

estllblecido, migrara, hasta alcanzar el pH donde la carga neta de la proteina es cero, ahi se detendrá y 

se dice que esUI enfocada. Los anfolitos (pequena moNlculas cargadas) se utilizan para establecer el 

gradientlt de pH. Cuando el voltaje es aplicado a un sistema de anfolilDs y proteinas. todos los 

componenas migran a sus respectivos punlDs isoeléctricos: los anfolitDs establecen r¡!¡pid.,.nte el 

gradiente de pH y lo mantienen por bmstante tiempo, permitiendo que las protelnas· se enfoquen 

lentamente en el gradiente. 

P•• 1r-.. de determinar los estados de agregación de la prolleina en presencia de urea se 

emplearon I• siguientes técnicas: 

-Desnllluralizaci6n. La urea es un agente caotrOpico cuyo mecanismo de acción todavla no es 

bien conocido. sin embargo, es uno de los agentes mas utilizados en los estudios estructurales por 

desnaturaliz.ción. La evidencia sen•a a una mejor solubilización de los residuos de aminoacidos no 

polares por p- del agua, es decir, se debilitan las interacciones hidrof6bicas(32). 
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Otro efec:to que tiene este agente a altas concentraciones, es la casi total desnaturalizaci6n de 

las prollllnas, pues s61o permanece estructura secundaria residual; con base en esto los estados 

desnaturalizados se asumen como conformaciones de hebras al azar, y se considera que este estado 

es ideal, ya que los ángulos de rotación alrededor de cada enlace del esqueleto polipéptidico, y las 

cadenas lalerales tiene completa e igual libertad de plegamiento. 

-Renaturalización. Generalmente, la actividad biológica requiere de la estructura tridimensional 

en estado nativo, en el caso de las enzimas esta actividad se refiere a la capacidad catalltica. Esta 

c•acteristica ha sido a'l'IPliamente explotada p•a caracterizar los estados de plegamiento en dos 

direcciones: 1) la comp•ación de la estructura nativa y el producto de la reconstitución después de los 

experimentos de desnllluralizaci6n-renaturalización, y 2) la determinación del tiempo para la formación 

de la estructura. 

En el caso de este tipo de desnaturalización (donde el agente se va agregando) la reactivación 

de la enzima se evalúa después de la dilución o diálisis del mismo, en nuestro caso emplearnos el 

primer mModo. 

Filtración molecular. La filtración molecular es una técnica en la que el fraccionamiento está 

basada en el tarnallo relativo de las moléculas. El principio básico es sencillo: la resina consiste de 

pequellas esferas entrecruzadas que actúan como redes de distinto tamallo, y por las cuales sólo 

pasan cier1D elementos. Asl el movimiento de un soluto que pasa por la resina depende del flujo de la 

fae móvil y del movimiento Browniano de las moléculas del soluto el cual causa la difusión dentro y 

fuer• de la fae estacionaria (resina). La separación en la columna de filtraci6n depende de la 
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capacidad diferencial que tiene la muestra de pasar por los poros de la resina. Las moléculas muy 

grandes no pasan por estos poros y se mueven a través de la columna rápidamente. Las moléculas 

pequellas, pueden pasar por los poros y, por lo tanto se mueven más lentamente pues interactúan en 

mayor proporción con la resina. De esta manera la velocidad de elución es decreciente, con respecto 

al tamallo molecular. 

Entrecruzamiento. Con el entrecruzamiento con agentes bifuncionales, tales como el 

glutaraldehldo, se puede obtener una "fijación" rápida de los oligómeros inte.rmediarios. El subsecuente 

anMsis por geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio(SDS-PAGE) es utilizado 

para medir la distribución de tales confórmeros durante el proceso de plegamiento y analizarlo. Se 

emplea el glutaraldehldo por las siguientes razones: una reacción rápida y completa con residuos 

accesibles de )sina; la estabilización rápida por la reducción con borhidruro de sodio (NaBH.); la 
~. 

reacción con e;\ glutaraldehldo no solo es como monómero, sino también como un polimero 

heterog6neo, lo que permite enlazar a todos los grupos reactivos y fijar un estado preciso; y, la 

optimización de la reacción para minimizarse a un entrecruzamiento interpartfcula. Asf el 

entrecruzamiento con este agente permite la detección y evaluación cuantitativa de los 

intennedi.nos{9,34) (ftg.8) . 

Glut•raldehido 

Figun l. Reacción del glut.raldehldo. 
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Pyri!lc@CjóD: 

-Homogenizaclón. En este paso se utilizan placentas frescas. las cuales son inmediatamente 

disec:tada de los principales vasos, tejido conectivo y membranas fetales. La porción restante, 

correspondiente al trofoblasto, se mezcla en un amortiguador de fosfatos 5mM, pH 7, 20% (v/v) de 

glicerol, 1mM de EDTA, y 0.01% de azida de sodio (medio A); en una relación de 2:1. Esta mezcla se 

homogeniza.en un polytron. El homogenizado asl preparado se centrifuga a 10 000 xg durante 30 

minutos, en una centrifuga Sorvall RC-58 y un rotor GSA; una vez hecho esto el sobrenadante se 

colecta y el precipitado se desecha. 

-Precipitación con Sulfato de Amonio ( (NH.)2SO.). En la precipitación de la 1713-HSD se utiliza 

(NH. )2SO,, esta sal se agrega lentamente a la solución con la enzima, obtenida en el punto anterior 

hata alcanz• un 50% de saturación. Durante este proceso el pH debe ser mantenido en 7, 

agregando hidróxido de amonio. Ya agregada la sal, se deja que la precipitación se lleve a cabo 

aproxim.damente dos horas, entonces se centrifuga a 10 000 xg durante 30 mio, utilizando el mismo 

equipo que en el punto anterior. El sobrenadante se descarta y el precipitado se resuspende en un 

amortiguador de fosfatos 5 mM, pH 7, 50% (vlv) de glicerol (medio B), en el que se puede almacenar. 

-Tratamiento con calor. En el caso de la 1713- HSD es recomendable, para este punto, obtener 

una cinco pl-ntas procesadas hasta el paso anterior, una vez que se tienen asl se colocan en 
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bolsas de cliMisis y se dializan contra cuatro litrOs de medio B, esta diálisis se hace a la par del 

calentamiento a 67-68ºC, mantleniendo una agitación constante, durante unas tres horas 

111>roxi~nte. Despu6s de que el calentamiento se termina, se continúa la diálisis contra medio A 

a 2-SºC durante 16-24 horas, con dos cambios de amortiguador. Finalmente el contenido de las bolsas 

se centrifuga a 10 000 xg durante 30 minutos. El precipitado se desecha y el sobrenadante se utiliza en 

el siguientlt paso. 

-Segunda precipitación con (NH.)250 •. Esta segunda precipitación, se hace corno se describió 

P•a la primera, sólo que en esta se resuspende en medio A y se dializa contra este, el producto se 

centrifuga a 40 000 xg durante 60 minutos en una centrifuga Beckman XL-90 y en un rotor 60 ti; de esta 

centrifugación se recupera el sobrenadante. 

-CromMC>grafia de intercambio iónico. Para la 17¡3-HSD, el sobrenadante obtenido en el punto 

anterior se pasa por una columna de 2.6 x 30 cm de DEAE-sephacel equilibrada con medio A. Una vez 

que la protelna se ha unido a la columna , se eluye con un gradiente lineal de KCI de O- 0.4 M, y se 

colecta en fracciones de 15 mi. El perfil de elución de la enZima se obtiene mediante el registro 

continuo de absorbencia a 276 nm, las fracciones que contienen a la enZima se localizan mediante 

medid• de actividad (fig.9). 
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-CromlllDgrafla de afinidad. Para la 1713- HSD. Las fracciones con enzima obtenidas de la 

columna de lntercmnbio iónico, se precipitan con (NH.)2SO. y se dializan como ya se describi6. Se 

centrifugan a 1 O 000 xg durante 15 minutos en la centrifuga Sorvall y en el rotor SS34. El sobrenadante 

se pasa por una columna de 2.6 x 5 cm de azul de cibacrom previ.-nente equilibrada con medio A, y se 

colecta en fracciones de aprox. 7.5 mi. P•• le eluci6n se practica un gradiente con NADP (0-30µM) de 

donde se obtiene la enzima pura(34g). El perfil de la elución de la enzima se puede obtener por el 

reglAo continuo de absorbencia de 276 nm. la fracciones con enzima se localizan por actividad. 

(tlg.10). 

P•a el ensayo de actividad, se mide la reducción de NAO por el 1713-estradiol siguiendo el 

incremento lineal Inicial de la absorbencia a 340 nm en un espectrofotómetro Cecil 5000 de doble rayo. 

El mediO de reacción fue preparado a un volumen final de 1 mi, con 0.5 mM de NAO y 5oµm de 1713-

estracliol en un amortiguador de fosfalD de sodio 50 mM. pH 7, y 1 mM de EDTA. 
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La detlenninación de la concentración de la protelna se hizo de acuerdo al mModo de 

Lowry(35). 

P•• evalu• la pureza de la enzima, se hicieron electroforesis en PAGE- SOS en condiciones 

desnllluralizantes, electroenfoque, y tlltrmción rnolecul•. P•a la elecboforesis se utiliza el sis'8ma de 

bUffer disc:onlinuo (36), en el cual se elaboran dos geles: el empacador con poliacrilamida al 4% y el 

sep•ador con poliacrilamlda al 11 %. 

-Elec1roenfoque prep•alivo. P•a el elec:troenfoque se utilizo una mezcla de anfolitos en un 

intervalo de pH de 3.3 a 7.28, para su elaboración se mezclaron 300 µI de anfolitDs(Bio-Lyte de Bio

Rad) de pH 3-5, 300 µI de anfolitos(Bio-Lyte de Bio-Rad) pH 4.5-5.4, y 4 mi de glicerol, llevados a un 

volumen final de 18 mi. Una vez formado el gradiente de pH, se corrió una muestra (1 mi) de la enzima 

durante 6 hrs, en un Rotofor preparative IEF cell de Bio Rad. P•a detectar la fracción donde se 

olltwo la PfQIBlna se practicaron geles de poliacrilamida en gradiente de poro (4-20%) en presencia de 

SOS en condiciones desnaturalizantea y se midió el pH de las mismas. 

-Desnlluralización de la enzima por urea. P•a los experimentos de inactivación, se tomaron 

muestra de la enzima (48 nM) y se incubaron en soluciones de urea a diferentes concentraciones (de 

0.5 a 8M) en un volumen final de 1 mi completado con el amortiguador de fosfMl>s 50mM pH7, 1mM de 

EDTA. durante.12 horas y a tlllmperatura ambienle. Transcurrido estlll tiempo se midió la actividad 

residual agr9g8ndo 30 µI de una 
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solución que contanla NAO y estradiol a una concentración cercana a la saturación (1 O Km) de la 

enzima. 

-Reversibilidad de la desnaturalización. La reversibilidad de la inactivación se siguió de la 

siguiente manera: Se Incubó a la enzima bli<> las mismas condiciones que en los experimentos de 

inactivación, pero ahora a un volumen final de 30 µI; despu6s de las 12 horas, las soluciones fueron 

diluidas agreg1111do 1 mi del amortiguador de fosfatos 50 mM pH7: Las soluciones diluidas fueron 

incubada ahl 24 horas mas. transcurridas las cuales se midió la actividad de la enzima. 

Filtración Molecular. Para detarminar el estado de agregación y la modificación dei los radios de 

SllOkes de la 17p-HSD, se utiliza una columna de sephacryll S-300 HR (con un intervalo de separación 

de peso molecular de 1x1°3 - 1.5x1Q6) de 5 x 200 mm, equilibrada con un amortiguador de 50 mM de 

fosfaeo de sodio pH 7, la concentración requerida de urea en el intervalo de 0.5 a 8 M y 0.5M de NaCI. 

Las mueS1ras de enzima (0.2 mg/ml) fueron incubadas por 12 horas en el amortiguador de fosfatos 50 

mM pH 7, con la concentración correspondiente de urea; de estas soluciones se aplicaron alicuotas de 

50 µI y fueron eluidas a una velocidad de ftujo de 10 ml/h a temperatura ambiente. El perfil 

cromamgrMco de la protelna fue registrado continuamente a una absorbencia de 276 nm. Para la 

calibración de la columna se emplearon protelnas de peso molecular y radio de SIDkes conocidos, 

como marcadores(37,38). 
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-Entrecruzamiento. El estado de agregación de la 1713-HSO en presencia de varias 

concentraciones de urea fue también determinada por entrecruzamiento con glutaraldehido, seguido 

por el anMisis en geles en gradiente de poliacrilamida de 4-20% en presencia de SOS en condiciones 

desnlllur.iizanws. La enzima se incubó de O a 8M de urea a intervalos de 1. 

El entrecruzamiento fue hecho mezclando 1 O µg de la protelna. incubada a las concentraciones 

requeridas de urea como ya se describió, con glutaraldehido (25% p/v) a una concentración final del 

1% en el amortiguador de fosfato de sodio 50mM pH7, en este medio se deja en incubación durante 2 

minutos, transcurridos los cuales se agrega Na8H4 para reducir la base de Shiff formada y dar un 

cociente mol• final de NaBH4/glutaraldehldo de 2. Después de 20 minutos de incubación a 

tlempetlllura ambiente la proteína fue precipitada con desoxicolato de sodio y acido tiicloroacético, 

redisuelto en 20 µI de amortiguador 0.15 M de Tris-HCI pH 8.8, con 1% de SOS y 50 mM de OTT, y 

analizados con electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SOS. 

Rnu..-a. 

-Purificación. la purificación hecha como se describe en el protocolo de este traba¡o, da una 

muestra de 10.08 mg de enzima pura que es estable por varios meses guadada a 4ºC; registra una 

actividad de 7.01 U mg- y un rendimiento del 18 %; compaada con el extracto inicial, la enzima se 

puritlc:ó en un factor de 3 450 veces (Tabla 5). 

38 



Proceeo ....,.... 1111 Unkledn U/mtl Purfficecl6n Rendlmienlo 
% 

,..._ ... la1dtn 29 6280 369 0.00203 1 100 

""Hllll .. dtn con 35 770 260 0.00950 4.6 70 
(llH.)180. 

c ............... 9.7 640 202 0.0325 16 55 

2- ""•c:lp ... citn con 41 78 143 0.0450 23 35 
(NHAO.h 

Ellucitn DEAE 4.3 80 123 0.359 177" 33 

Eluc:i6n ........ 0.21 48 72 7.01 3450 18 
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La enzima fue monitoreac:la continuamente después de cada paso, por actividad cllt.lllltica y 

.iectroforeSis en PAGE·SDS en condieiones desnaturlllizantes(fig. 11 ). 

Los crilllrios de pureza utilizados fueron: geles de electrofofesis en PAGE· SOS. flltrac:ión 

moleculs, y el electroenfoque de la enzima, los cuales mostraron los siguientes resultados: 

En los geles de elec1roforesis en PAGE-SDS, se obtuvo un peso molecular de 38 459 Da por 

subunidad de la enzima, esta determinación se hizo con la ayuda de los estand_.s de peso molecular 

utilizados en -cada corrida del gel. Estos est*'d_.s son polip6ptidos de peso molecular que cubren el 

il!WV*> de 10 000 a 200 000 Da (fig.12). 

-Electroenfoque. En esta técnica la enzima se de18ctó en una región correspondiente a un pH 

de 5.125, en las fracciones 14 y 16 de nuestro ensayo, lo que corresponde al punto isoeléctrico de la 

enzima pura (Fig. 13) 

Asimismo el espectro de absorción de la enzima pura se muestra en la figura 14. 

-F•ac:16n molecul•. En la columna de •aciOn, se obtuvo un pico en la zona de los 70 000 

Da, y un radio de Stokes de 3.46 nm, correspondientes con el dlmero de la enzima pura; esta 

dftlnninaci6n se hizo con base en las calibraciones previas con protelnas de peso mOlecular y radios 

de Stokn bien conocidos. 
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Figur• 11. PurlflcKl6n de I• 17fl·HSD, dur•nte los distintos procesos de purific.ci6n. Cllrril 1 y 
1, ~ de PHO molec:ulw; cllntl 2, extracto crudo de I• pl•cem.; cllntl 3, muestra de 
ln.-o a I• column• de DEAE; carril 4, muntra de ingreso a la column• de azul de cibacrom; y 
cantl 5, enztma pur•. Todos los c.m ... cont-n con un• cutidad de promina de 5µg en ~ 
c:arrtl. 
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-lnactivación de la enzima con urea y su reversibilidad. La incubación de la enzima en urea, 

muestra un decremento en la actividad residual conforme la concentración del desnaturalizante 

aumenta. Esto ocurre hasta 4M, después de esta valor la actividad se pierde completamente y ya no 

se recupera a mayores concentraciones. Por otro lado, cuando las concentraciones de urea se diluyen 

(35 veces) con amortiguador la actividad se recobra enteramente hasta aproximadamente 2.8M de 

urea; a concentraciones mayores una pérdida gradual e irreversible en la actividad de la enzima es 

observada hasta 4.5 M de desnaturalizante, a partir de entonces ya no se vuelve a observar actividad 

alguna (flg. 15). 

-Filtración molecular. Los perfiles de elución obtenidos de las muestras de enzima nativa y las 

tratadas con urea muestran un patrón de desnaturalización semejante al reportado por otros 

investigadores en presencia de otros agentes y/o caracterlsticas(8,9,20). En este caso la enzima nativa 

muestra un sólo pico cromatográfico que eluye en la zona correspondiente a un peso molecular de 

aproximadamente 69 000 Da y un radio de Stokes de 3.46 nm. Con 0.5 M de urea este pico se mueve 

hacia el área correspondiente a un peso molecular y radio de Stokes mayores (fig.16, A) , además 

aparece un nuevo pico que eluye con el volumen muerto o parte excluida de la columna, lo que sugiere 

la fonnacié>n de especies poliméricas a causa de la urea, con los incrementos de esta, se observan 

cambios en la proporción de estos dos picos, y el pico de la enzima nativa disminuye notablemente 

hacia 3M (fig.16,B), donde sólo se observa un pico en la zona correspondiente a la exclusión de la 

columna, este fenómeno se observa hasta 5M; la forma asimétrica del pico habla de la inclusión de 

protelna en diferentes estados de agregación. A partir de 6M de desnaturalizante, aparece un nuevo 

pico que da un radio de Stokes de 4.2 nm, que probablemente corresponde al monómero 

desnaturalizado, de acuerdo con los experimentos de entrecruzamiento con glutaraldehldo. 
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-Entrecruzamiento. El entrecruzamiento con glutaraldehldo como agente bifuncional permite la 

dMección y evaluación del estado oligómerico de la protelna. La enzima nativa entrecruzada muestra 

sólo una .,_.da, correspondiente a un j>eso de alrededor de 70 000 O en la electroforesis en geles de 

poliacril.mda en presencia de SOS, peso que corresponde al dlmero, es decir, la enzima en estado 

nlllivo. El ani!llisis de los geles en gradiente mostró la presencia del dlmero hasta 4M de urea, aunque 

se comienza a agregar desde 1 M y en 4M ya casi ha desaparecido. Hasta 6 M la presencia de 

-uregados es predominante, y es a partir de esta concentración que aparece una banda que migra a 

una zona correspondiente a aproximadamente 33 000 D. muy parecido al correspondiente al 

monómero de la protelna, esta banda predomina hasta 8M de urea. Hay que mencionar que los geles 

en estas concentraciones de urea (a partir de 6M) muestran otra banda que podrla ser el dlmero, pero 

que no muestra actividad (fig.17). 
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molecular (cnl 10). 



La purificación de la 1713-HSO de placenta humana se hizo en cinco pasos relativamente 

Mneillos, que incluyen el uso de una columna de intercambio iónico y el de una columna de afinidad, 

este mModo perm. obtener cantidades suficienllls de enzima que permiten realizar los estudios 

es1ructurales que se trlllaron en este trabajo. 

El uso de agenllls desnaturalizantes en los estudios de plegamiento de proteinas es un proceso 

bien documentado. sin embargo, en el caso de la urea el mecanismo de acción no es bien conocido, 

aunque muy probablemente su poder de desnaturalización resulta de una combinación de efectos. Por 

ejemplo, dos caracteristicas generales están bien establecidas: este reactivo disminuye las 

interacciones hidrOfobicas que mantienen junta la estructura, y además, interactúa directamente con la 

proteina. En el caso de muchas p~oteinas oligoméricas, los resultados de estos estudios han mostrado 

que los cambios en la estructura durante la transición enzima nativa/ enzima desnaturalizada están 

acompaftados, primero, por la disociación de sus subunidades. 

En esa trabajo se obtuvieron algunos datos que nos permiten profundizar en la conducta de 

desnllluraliución de la 17P-HSO de placenta humana inducida por urea (tabla 5). 

El anilllisis hecho muestra que la desnaturalización sigue un patrón bastante complejo, como es 

de esperarse para una proteina oligomérica. Durante este estudio se observan principalmente los 

CtmbiOs en la estructura cuallllmaJia, pues la naturaleza de esta es dependiente de la concentración 

de UIWa, ya que, la enzima tiene un delicado balance de fuerzas no covalentes que, a la exposición de 
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ciertas concentraciones del agente desnaturalizante se debilitan y rompen, logrando que la enzima se 

abra al menos parcialmente, lo que provoca la transición a conformaciones menos ordenadas que 

.naran el sitio activo de la enzima y causan la inactivación que, en muchos casos, puede ser reversible. 

De esta manera, con la evidencia que se obtuvo en los experimentos, se pueden encontrar los 

siguientes cmmbios conformacionales: En el intervalo que va de 0.5 a 3M de urea, donde la actividad 

de la enzima es inhibida gradual pero reversiblemente, una transición conformacional es simultánea 

con la presencia de una serie de especies oligómericas de mayor peso molecular que el dimero. Estas 

especies efuyen en el volumen de exclusión de la columna de filtración (sephacrYI s-300), es decir son 

tan grandes que la columna no alcanza a resolverlas. Además, las medidas hidrodinámicas de las 

muestras de enzima en este intervalo de concentraciones de urea muestra un incremento gradual en 

los radios de Stokes de las especies diméricas, hecho que sugiere un estado en el cual la 17{3-HSD se 

expande. Una hipólesis alternativa, que explique este incremento en los radios de Stokes, podría ser la 

existencia de un equilibrio rapido entre el dlmero y el tetrámero, en el que se favorece este último por el 

incremento en las concentraciones de urea; sin embargo, esta explicación se puede desechar con la 

evidencia en los experimentos de entrecruzamiento con glutaraldehldo, donde el tetrámero no aparece 

como forma predominante. 

Además de estos cambios conformacionales y oligoméricos, la actividad de la enzima se puede 

recuperar completamente hasta 2.8M de urea aproximadamente, por medio de la dilución de este 

agente, hecho que sugiere que estos cambios son reversibles. Es interesante notar que la pérdida de 

actividad residual no coincide con el decremento en la abundancia de la enzima dimérica, lo que podrla 
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indicar que algunos de los intermediarios poliméricos son al menos parcialmente activos, hecho que 

podrfa sugerir la presencia de un intermediario estable tipo glóbulo fundido. 

La siguiente etapa en la desnaturalización de la 1713-HSD, coincide con la inactivación 

irreversible de la enzima; que ocurre en el intervalo que va de 3 a 5M de urea. Esta transición no está 

acompaftada de cambios conformacionales muy grandes. De hecho, en estas concentraciones el perfil 

de filtración (sephacryl S-300) de la enzima esta caracterizada por un pico asimétrico que eluye en el 

volumen muer1D de la columna, y las especies diméricas no se detectan mas. Además la enzima 

entrecruzada muestra que en este intervalo la abundancia de agregados esta al máximo. La actividad 

de las muestras a estas concentraciones es nula y ya no se recupera, lo que indica que a este nivel el 

sitio activo esta irreversiblemente alterado y no funcional. 

Por último un nuevo estado se observa a concentraciones de urea mayores a 5M. En este 

estado una conformación completamente abierta es alcanzada, y se observa la disociación de las 

moléculas de alto peso molecular, como se puede ver en los experimentos de filtración y 

entrecruzamiento. De tal manera, se puede apreciar que a 6M de urea una nueva especie, con un 

radio de Stokes de 4.2, aparece. Su abundancia relativa se va incrementando gradualmente hacia 8M 

de urea; simultáneamente, en los perfiles de filtración, el pico correspondiente a los agregados va 

disminuyendo aunque no desaparece completamente. Esta nueva especie corresponde al monómero 

desnaturalizado, hecho que se basa en la evidencia mostrada en la electroforesis en SDS-PAGE. y 

después del entrecruzamiento, donde se encuentra una banda de proteína que da un peso molecular 

de 33 000 ± 2 800, de aqui es evidente que la proteína en este estado esta completamente abierta y 

monomérica. 
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En general sobre la desnaturalización de la enzima, se puede destacar primero: la presencia de 

varios intermediarios de desnaturalización, heterogeneidad similar a la obtenida en otros estudios (30). 

Y segundo, la existencia de un paso limitante en la reversibilidad de la reacción de desnaturalización, 

pues aunque el monómero obtenido por la incubación en BM de urea podría recuperar algo de su 

estructura secundaria y terciaria después de la dilución de la urea, el estado nativo nunca es 

recuperado, ya que, en un experimento adicional, se hizo la recromatografía en la columna de filtración 

y el resultado mostró un pico asimétrico que eluye en el volumen de exclusión, similar al pico obtenido 

con menonts·concentraciones del desnaturalizante y correspondiente a la enzima agregada. 

El efecto de la urea en la estructura cuaternaria de la 1713-HSD es contrastante con el 

reportado para otras enzimas (38-41). donde la disociación de subunidades y la posterior 

desnaturalización de estas parece ser el principal esquema de desnaturalización. Un modelo 

alternativo a este esquema puede armarse si se toman en cuenta los cambios de hidrofobicidad en el 

medio debidos a la urea. De esta manera a bajas concentraciones de urea (hasta 2.BM 

aproximadamente) hay un incremento moderado en la hidrofobicidad del medio que induce la pérdida 

parcial de la estructura nativa, exponiendo más área hidrofóbica y residuos de aminoácidos 

normalmente encubiertos; las especies resultantes son inestables bajo estas condiciones. lo que 

provoca la formación de los distintos oligómeros. como podemos ver con el entrecruzamiento y los 

perfiles de elución de la cromatografía donde parece haber una expansión de la enzima y comienza a 

aparecer el pico correspondiente a los agregados. 
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A concentraciones altas de urea, el incremento de la hidrofobicidad es muy grande y resulta en 

la disociación y apertura de la enzima, en este intervalo de concentraciones del desnaturalizante, el 

mon6mero abier1D parece ser la especie más estable. 

El hecho de que la agregación de la estradiol deshidrogenasa fue revertido sólo con el aumento 

de las concentraciones de urea, habla de la carencia de fuerzas covalentes en este esquema (a 

excepción de la estructura primaria). Así, las interacciones hidrofóbicas deben ser el eje principal 

durante la agregación de la enzima. El rendimiento y velocidad de la reconstitución dependen de la 

desnmturalizaci6n asi como de las condiciones de los disolventes durante la renaturalización. La 

principal reacción paralela que tiene que ver con la reconstitución es la formación de agregados 

generados por las interacciones moleculares débiles de los grupos que en la molécula nativa están 

involucrados en los contactos intramoleculares o interdominios. 

Con respecto a la causa del paso de irreversibilidad en este esquema. se debe buscar en la 

incapacidad de los agregados para regresar a la estructura del dímero nativo; en este sentido, se 

realizó un experimento adicional en donde una muestra de ta enzima incubada a 8M de urea como se 

describió en los métodos, se diatizó exhaustivamente, y mostró un perfil de elución, en la columna de 

tlllraclón, donde sólo se muestra un pico en el volumen excluido. similar al mostrado por la enzima 

agregada. 

Para profundizar en los resultados obtenidos en este trabajo se podrían deteminar los cambios 

en la estructura secundaria y terciaria utilizando técnica3 como. dicroísmo circular. fluoresencia 

intrínseca, y medidas de hidmfobicidad con ácido-1-anilinonaftaleno-8-sulfonico (ANS), a fin de 

correlacionar estos cambios con los ocurridos en el estado de agregación. 
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Concluelonn. 

Basados en la evidencia experimental, la transición enzima nativa/ enzima desnaturalizada de 

la 1713-HSD en urea se puede resumir de la siguiente manera. 

N <=:> A - A*<=:> M 

Urea: 0-3M 3-5M 5-8M 

Donde N es la enzima nativa en su estado dimérico; y A, la enzima agregada, eS1Ds dos 

estados son ºreversibles, tanto que por la simple dilución de la urea se puede recuperar la estructura 

nativa y su actividad; A*, es la enzima agregada a concentraciones de urea de 3-5M, en este estado la 

enzima se inactiva irreversiblemente. Asl aunque A y A* sean estados poliméricos de la enzima, el 

estado conforrnacional debe de ser distinto. M, es el monómero completamente desnaturalizado, 

resultado de la disociación 

El hecho de que la desnaturalización por urea de la 1713-HSD de placenta humana promueva la 

transición de un dlmero nativo a un estado agregado y finalmente al monómero desnaturalizado. 

l'Ugiere que el estado nativo de la protefna es estabilizado casi exclusivamente por interacciones 

hidrofóbic:as en la interfase de las subunidades y no por fuerzas de naturaleza covalente. 
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