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INTRODUCCIOU 

El glutati6n, un compuesto de natura­
leza pept!dica, ha demostrado ser una mo­
lGcula extremadamente versátil, descmpe-­
ñando una gran variedad de funcionas de 
vital importancia para el metabolismo ce­
lular. Dentro de dichas funciones desta-­
can aquellas involucradas en la protec--­
ci6n contra radiaciones ionizantes (1,2), 
eliminaci6n de agentes clectrofílicos no­
civos a la c~lula (3) 1 transporte de meta 
bolitas a través de membrana (4,5), así -
como el mantenimiento de un estado rcdox 
adecuado para el buen funcionamiento de 
la célula (3). 

En todos estos procesos, es quizá el 
sulfhidrilo del glutati6n la parte más ac 
tivamente involucrada en ellos (principal 
mente a travGs de intercambios tiol-disul 
furo con otras moléculas), a tal grado -
que el glutati6n reducido (GSH) es sustra­
to de un gran número de enzimas (Gluta--­
ti6n paroxidasn, Glutati6n-S-transferasas, 
Glutati6n-insulina transhidrogenasa, etc.). 
Ahora bien, como resultado de estas reac­
ciones, el glutatión sufre una oxidación 
en la cual se convierte en su forma disul 
furo (GSSG). Parecería entonces, de acuer 
do con lo mencionado hasta ahora, que en­
aueencia de un sistema regenerador de GSH, 
la acumulación de su forma oxidada condu­
cir!a eventualmente a la total paraliza-­
ci6n de las actividades celulares. De es­
te modo, la necesidad de tal sistema suge 
rir!a, en principio, su distribución uni= 
versal en todos los seres vivos. 

En 1952, partiendo de extractos de te 
jidos animales, Rall y Lehninger (6) fue= 
ron capaces de obtener una actividad re-­
ductora del GSSG -dependiente de NADPH­
que desde entonces ha sido denominada Gl~ 
tati6n reductasa {NADPH:GSSG oxidorreduc­
tasa E.C.l.6.4.2.). A la fecha, esta enzi 
ma so ha reportado y purificado a partir­
de un gran número de organismos, que van 
desde procariotes (7-10), hongos (11,12), 
plantas (13-15), invertebrados (16,17) 
hasta mam!feros (18-~2}. 

En la Tabla I se resumen las propieda 
des de esta enzima en aquellos organisr:10S 
donde ha sido caracterizada con detalle. 
Se incluyen también algunas fuentes en don 
de, si bien incompletamente purificadas -
y/o caracterizadas, exhiben ciertas propi!_ 
dades que pueden considerarse poco usuales 
para esta enzima. El análisis cuidadoso de 
estos datos revela una notable similitud 
tanto en propiedades estructurales como c,! 

- l 

néticas independientemente de la fuente de 
extracci6n. Así, en la gran mayoría de los 
casos, la enzima es un d!mero constituido 
por subunidades idénticas - tanto en tama­
ño como en composición - con un peso mole­
cular aproximado da 100 000. El pH 6ptirno, 
aunque varía en un rango amplio, oscila a!_ 
rededor del valor neutro, y la presencia 
de FAD como grupo prostético le confiere a 
la enzima un espectro de absorci6n en el 
rango visible típico de una flavoprote!na. 

Sin embargo, es evidente que en algunos 
casos la enzima muestra propiedades que se 
desvían notablemente de los valores usuales. 
Así, en el caso de los procariotcs estudia­
dos, Rhodoapi1•il-lum rubrum (10) parece pe-­
seer una glutatión reductasa monomérica, ya 
que el peso molecular reportado para el ali 
g6mero (63 000}, cae en el rango observado 
para el protómero de la enzima en otras 
fuentes. Desafortunadamente no se conoce la 
composición de subunidados de la misma y la 
preparación obtenida no se purific6 hasta 
homogeneidad. Chromatium vinosum (B), por 
otra parte, presenta una enzima con afini-­
dad anormalmente baja por GSSG, ya que la 
Km obtenida para dicho sustrato cae en el 
rango milimolar y no micromolar como es 
usual para la misma. 

En el caso de los eucariotas la enzima 
parece ser, en general, más homogénea que 
en los procariotes, si bien es posible oh-­
servar algunas situaciones particulares. 
Oogus y Tezcan (26) reportan que en los le!:!_ 
cocitos humanos la glutatión reductasa cxis 
te como un hexámero constituido por subuni-= 
dadas de 19 000, mientras que en cloroplas­
tos de espinaca (13) la enzima, aunque de 
naturaleza dimér1ca, presenta subunidades 
con un peso molecular mucho mayor de lo es­
perado. 

De particular interés, por otra parte, 
ha sido el estudio de la especificidad de 
esta enzima hacia el disulfuro, ya que si 
bien el GSSG es claramente el sustrato prin 
cipal, existen evidencias de que la gluta--:" 
ti.Sn reductasa es también capaz de reducir 
otros compuestos, que incluyen a los disul­
furos mixtos de glutatión y cisteina, gluta 
tión y pantetina, as! como el sulfonato de­
glutati6n, cistina e incluso DTNB (32}. A 
pesar de que la actividad relativa hacia e.!. 
tas sustancias es notablemente inferior 
cuando se le compara con aquella correspon­
diente al GSSG, es evidente que la enzima 
tiene el potencial de reconocer y reducir 
otros disulfuros con estructuras radicalme!!, 
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te distintas al GSSG(como es el caso del 
DTNB), Dentro de la serie de compuestos e~ 
sayados, destaca el disulfuro mixto de 
Coenzima A y glutatión (CoASSG) , ya que ü 

pesar de ser un sustrato secundario para 
la enzima, los niveles de actividad exhi­
bidos por esta Última hacia el CoASSG son 
notablemente mayores que con respecto a 
cualquier otro disulfuro probado (32). 

En relación con esto Gltimo, se ha pro 
puesto que la actividad responsable de la­
reducción del CoASSG radica en una proteí 
na f!sicamente distinta de la glutatión -
reductasa. Aa!, Ondarza et al (33) han re 
portado que en la levadura Saadhai•omycee -
oePevisiae las dos actividades son resuel 
tas mediante la t&cnica de electroenfoquC, 
presentando puntos isoeléctricos clararnen 
te distintos. sin embargo, estas observa= 
ciones han sido refutadas por Carlberg et 
al (34), quienes sugieren que es la misma 
qlutati6n reductasa la responsable de re­
ducir al CoASSG, ya que el cociente de ac 
tividades permanece constante durante to':' 
do el proceso de purificaci6n, afirmando 
además la imposibilidad de separar ambas 
actividades en base a puntos isoeléctri-­
cos. Por otra parte, en extractos de h!ga 
do de rata ambas actividades muestran el­
mismo punto isoeléctrico {35). Desafortu­
nadamente no se dispone de informaci6n pa 
recida en ning(tn procariote, si bien los­
datos disponibles mencionados líneas arri 
ba permiten plantear un modelo en el cual 
ambas actividades residían originalmente 
en proteínas diferentes (y por ende codi­
ficadas por genes independientes) que en 
el transcurso del pro~eso evolutivo se fu 
sionaron en una proteína com11n. -

De acuerdo con lo anterior se postula 
la siguiente hipótesis: si en tejidos de 
mam!fero las dos reductasas parecen mostrar 
una proporción similar de residuos ~cidos 
y b&sicos, imposibilitando as! su separa-­
cidn, mientras que en levadura - un euca-­
riote primitivo -se observan puntos isoelé~ 
tricos distintos, parecería entonces que 
mientras más primitivo sea el organismo, d!_ 

berán existir mayores diferencias entre am­
bas enzimas {de acuerdo a lo señalado en el 
párrafo anterior) y por conniguiente su se­
paración física debe facilitarse. 

As!, durante la primera fase del traba­
jo, se procedi6 a rastrear la existencia 
de una actividad reductora del CoASSG en d.!_ 
versos procariotes a fin de disponer de una 
fuente adecuada de enzima con objeto de po­
ner a prueba la hip6tesis anterior. Fuá pre 
cisrunente en esta etapa cuando comenz6 a ob 
scrvarse que en algunos organismos era praC 
ticamente L~posible detectar, no ya la actT 
vidad de CoASSG rcductasa, sino incluso la­
misma GSSG rcductasa, enzima que supuestamo.!l 
te debía tener una distribuci6n universal, 
Ademti's, durante el proceso de purificación 
y caracterizaci6n de la enzima extraída de 
la cianobacteria Spi1uZina ma.xima, se puso 
de manifiesto que presentaba algunas propia 
dadas poco comunes. De acuerdo con ello, fÜé 
necesario trabajar con dos hipótesis adicio 
nales durante el desarrollo del presento tr!!_ 
bajos 

a) Si la glutatión reductasa es una enzima 
cuya distribución depende de las particula­
ridades metabólicas y/o ambientales de los 
distintos organismos, entonces, dependiendo 
de cuSl sea la fuente de extracción, la acti 
vidad enzimática mencionada deberá estar ó -
no presente. 
b) Si las propiedades estructurales y cin! 

ticas de la enzima obtenida de procariotes, 
difieren en algún aspecto de aquellas de la 
enzima correspondiente a eucariotes, enton­
ces, lu enzima de Spiiulina ma:i:ima deberá 
exhibir alguna característica inusual, 

De este modo, aunque el objetivo inicial 
de este trabajo tenía como meta el dilucidar 
la posible existencia de una reductasa del 
CoASSG , físicamente independiente de la glu 
tati6n reductasa, se consider6 interesante -
evaluar, simult&neamente, las dos hipótesis 
anteriores, 
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Key wonls: Oisulfide reductase - Glutatldone - Atmo­
spheric oxygen - Microblal evolution - Prokaryotes· 
eukaryotes 

•A grcat ~rt of thls work was carrlcd out by R.N. Ondarza, 
durlng hls sabb:illcal leave at Scripps fnstltution oí Oeeanos:· 
raphy, La JoUa 

••Redpient of a ¡ranl b)' lhe Centro de Jnvcs!Jaacl !-nen Qulhtl­
ca Aplicada al Saltlllo, Coahulla, Mexfco 

O/fPrl"I rquestl to: R.N. Onduza, Olivar de Jos P;idrcs "941, 
Col. OllYar do Jos Padre1, 01780 Me1dco, D.F .. Mexleo 

lntroduction 

lt is a generally accepted idea that the primitivo Earth 
possessed a reduclng atmospherc that slowly changed to, 
an Qxfdizlng one due to the oxigenic activity of the 
ílrst photosynthetic organlsms (Mlller and Orgel 1974: 
Broda 1975). lf wc accept this hypothesls, lt Js of 
interest to conslder the effect produced by this change 
on the cquillbria bctwcen thlols and dlsulfldes, which is 
rlependcnt on the partlal pressure of hydrogcn. This 
value was calculated by Urey J 952 and Mlller and Orgel 
1974 far the prlmltlve atmosphere to be approxlmately 
10·3 atm and has slnce dccreased to about 5 x 10·7 atm 
in the present ntmosphere. Because of the instabllity 
and relatively facile reactivily of thlofs towards oxygen, 
thc accumulation of oxygen in the ntmosphere must 
havc had adverse conscquenccs far the thlol dependent 
components of cells in particular far sulfhydryl enzymes 
(Fahey 1977). One of the mechanlsms which muy have 
played an important role to malntaln a reduced state 
within cclls adapting to more aeroblc envlronments is 
the actlvity of the enzyme glutathlone reductase whlch, 
in gram negative bacteria and various other prokaryotes 
and eukaryotes, maintains a hlgh GSH/GSSG ratio 
through the followfng reaclion: 

a) GSSG + NADPH + H+ ~ 2 GSll + NADP+. 

Anothcr potentlally important system involves 
CoASSG reductasc wlch catalyzes the reactlon; 

b) CoASSG + NADPH + 11+ ~CoASH +GSH + NADP+ 

Thls enzyme and its mixed disulfide substrale have 
been the subject of a variety of studies in our laboratory 
(Ondarza et al. 1965, 1969, 1970 and 1974), 
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It was recently reportcd that various aerobic and 
anaerobic gram posltive bacteria and sorne anaerobic 
gram ncgatlve bacteria tack glutathionc, whereas facul· 
tatlve and aeroblc gram negatlve bacteria do produce this 
thiot (Fahey et al. 1978). Thesc findlngs suggest that 
glutathione metabolism evolved aftcr thc divergcncc of 
gram positive and gram negativc bacteria. Coeniymc A, 
on the other hand, as far as lt is presently known, Is a 
universal constltuent oí cclls. Organisms lacklng GSH 
should also lack glutathlonc reductase and CoASSG­
reductase, but mlght exhiblt dJsulfide reductase activity 
for other disutfides. To test thls we undcrtook a survey 
ar GSSG reductase and CoASSG reductase in a phylo· 
genetlcally dlverse group of organisms. The rcsults of 
this survey are the subject of thls paper. 

Experimental S«Uon 

Or¡anfsmr and Growth Condlt/onr 

Saccltaromyus unvlllar Aztec, provlded by Dr. Antonio 
Peña wo c:ult!Yated In cur laboratory as previously deM:rlbed 
by Onduu et al. 1969 and harvetted dwlna the logarithmlc 
stap; Spiuua olBtlcra (Splnach) wa1 purehascd at thc local 
aupet-muket (only lhe 1reen k:aves were uUUied); Arov~ fou,. 
c10ydt1 1.Henoquen) whlch pows ln thc culllvated fields In 
Yucatan (Mo:lco), wu klndly provlded as a juicc by Dr. Luis 
del C.StWo-Mora; Chlamydomoruu rtlnhanltll írom tbe asexual 
loprithmlc powth phue wu klndly íumbhcd by Dr. Manuel 
Robcrt¡ the marine dlatoms, Cylindrotlt•ca fusiformfs (photo· 
synthellc) and Nltnchla atba (non photosynthetlc) were grown 
and coUected rrom the loprithmlc 1tqe and klndly provldcd 
by Prof. Bertjamln Volcanl¡ Dun111ftlta 1er1/oftcta grown in local 
tea water, ltnllhed by Dltratlon and harvcsted al la1e expo· 
nenUal 1tqe, wu prepued thtough the collaboratlon or Prof. 
Jamn A. Mathewson¡ Codlum :sp. wu Jocally collccted from the 
cout oí Callfomla and klndly provlded by Dr. Francl1 Kno\ltles; 
Rhodosplrlftum rubrum supplled by Dr, Hcllodoro Cclb, was 
pown In out laboratory accordlng to Cohen-8.ulre and Sbtrom 
1957 and harvestcd durina the Jogarlthmlc 1tqe; Rl1odospúiflum 
141lufp1t1, an obliaatory halophlllc l)'nlhetlc orpnlsm w:u 
¡rown accordin¡ to Goleckl 11nd Drcws 1980 In a mineral acetate 
1lutamlc add medlum supplemcnte¡l wlth 8% NaCI :il culy 
loprlthmlc 1tqc and klndly supplled by Dr. T.E. Meye1;S'pln1· 
llNI "'"''"" a blue .. rcen bacteria which grow1 undcr alcaline 
cond1tlon1, wu coUectcd wlth a nytal nylon net ítom the open 
culture ol the Sou. Texcoco Company at Lakc Tcxcoco (Mc­
xlco)wu klndty prorided by Dr. Carlos Gomel·Lojero;Dcml/o· 
Plbrlo 1~l1M'l1 (chemosynthetlc, sttict anaeroblc) and Qortrl· 
dlatlfl t41ft4'1Pontm, (íenncntatlvc, sltict anaerobe, thennophllc 
al 55º C) were pown ln euly statlonary and ldndly pteparcd by 
Dr. Robot Butch: Mtthanosarclna bark~rl 1train Fuwo htrict 
anaerobo) wu obtalned durina the lo¡arlthmlc phase under 
UophlUzed rorm and kindly prcpared by Dr. Claudc llalchlklan: 
H•lobacttrlum haloblum, 1upplled by Dr. Walter Stocken\ui 
and Dr. Bubara Javos, wat ¡rown In our laboratory 1nd al 
Scrlppl lnstitutlon oí Oceanopaphy at La Jolla, in the medlum 
delCribed by Bro11.·n 1963 wlth 1% pcptone oxold In the basal 
Wt IOIUtion by Scghal and Glbbon1 ( 1960) and harvcsted durina 
the ttationuy 1ta¡e; F.1cherlch/a oo/l s1rainli (X88 and KKI004l 
u•d In thb study wcre obtalned thanks to the courtesy or Dr. 
Jarnn A. Fuch1, and 1rown to !he statlonary stage, In Uquld 
medium u dcscrlbed by Davls and Mln¡ioll 11950). 

f:xtraclfo11 l'roccJurcs 

Al) mlcroorganbnis such as Saccharomycu cur1•fliat, Clilamy· 
domonas rclnhardtll. Rhodosplrl//um rubn1m, Rhodorplrlllum 
1a/exlgtnr, Sp/rulina max/ma, Dttulfovlbrlo vulgari1. aortridium 
tartarli•orum, /oftthanosarc(11a barktrl and Eschtrlchla colf, were 
brokcn In the eold by the Ribi cell fo1ctlonalor at 16,000 psi In 
pho1pha1e buffer 0.07 (pll 6.8) wilh a minute amount of DNAse 
wlth MgCI.,. Cy/f11drl'11 ... ,.,, fu;s/formls and N1t:1chla ;Iba were 
broken wltfi the YcJa ccll pre'5 at 3,SOO psi. 

The cxtractlon procedurc for 1/11/obacterlum ha/ohlum was 
done wllh the J:rench Preu (we are \ndeblcd to Dr. Lewin for 
the use oC thhl In an approxlm111cly botonic solutlon oC 20 mM 
TRIS·llCI (pll 7.S) contalnlng 3 M KCI, l.26 M NaCI, 81 mM 
MgS04. 7 1120. 1Ju11alit<//a tcrt/o/tcto was broken by osmotic 
1hock. Splnac~a o/cracca and the Algae Codlum 1p. were mlnced 
In a Warlng blendor. Asove fourcroyde:s was rcceived as a cold 
Ju\cc Crom the lndUillY. 

Ali extracts (excepl as \ndlcatcd) werc Cractlonated with 
ammonlum sulfate belween 40 to 60% saturatlon and dlalyzcd In 
buffer TRIS·llCJ (pll 7.S) 1 mM EDTA, beíorc use. Cyllndro· 
thtca {uJl/ormlr, Nltuch/a alba, OoJtrld/um tartarfrorum and 
Dt:sul/ul•lbrlo a•u/gorfs extracts wcre meuurcd in the crude fcnn 
but prevlously d\:ilyzcd. E1chtrifh/a col/ X88 and KK1004 
wcre fractlonatcd wlth ammonium sulph11tc bctween 60-100%. 
and dialyzed. 

t'n:ymatfc ~111ays 

GSSG· and CoASSG-glulathlonc reduclng actlvites werc mea• 
1ured 11~ rcportcd by Ondarza 1970. 

GSSG. A rolutlon of GSSG (Sigma, free acld, grade 111) 16 mM 
adjusted wlth 0.1 M NaOll (pH 7.0). was utlllzed for the estima· 
tlon ofGSSG·rcductase actlvlty. 

CoASSG. A 1olutlon oCCoASSG (Sl¡ma, mhed dlsulflde 1odlum 
ult) (pll S.S) 16 mM was utillzed for the elllmatlon ofCoASSG 
1educt1ue actlvity, 

Mtnadlont. (:!·mcthyl·l, 4-NAPllTllOQUINONE) wu a glft 
provldcd by Dr. James Mathewson. 

GSSG·Reductast. 11 was measured In 0.1 M phosphate buffer 
(pll 7) wlth 1 mM EDTA and ISOµ moles of NADPll In a final 
volume or 1200 ~l. The ftnal conccntntlon oC GSSG In the 
euvette was :app1011;\mately 0.8 mM. The reactlons wcre followed 
al 340 nm In a Pye Unicam SP 1800 1pcctrophotometer at 
room tempcrature. 

ro~tSSG-R .. ·ductase. Similar conditlon1 u for GSSG reductasc 
wcre used but with S mM sodlum pho1phate burfer (pll S.S) 
and 1 mM EDT A. CoASSG was 11pproxlmately 0.S mM. 

NADll·RMuctast. Was measurcd accordlng to Lanyl 1969. In 
the case of Dcsulforlbrlo 11ul1:arli, aourldlum tartar/vorum, 
Methanosarclna barkerl and Eschtrlchhl ro/l, were uscd me­
nadlone asan clecuon 11cceptor, In 0.05 M TRIS·mlllealc buffer 
(pH 8) In thc pre~ncc or KCN (2 JI molcsfml) and NADH 
(0.2 JI mole1/ml), 

llalobactcrlum ha/obfum extracts \\'ere mcnsured ln thc s11me 
condltion1 bul wlth 4 M Naa. 

The inltlal vclocltles ar thc reactions wcre measurcd 11nd 
caJculatcd In unlts accordlns to Wcbb 1964. 
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Protdn ~fnirunmenti 

The prolcln eontent oí lhc vulou1 fmcllons was c1tlmatcd b)' 
the method or Lowry et 11. 19.51, usins bovinc serum 1Jbumln as 
standard. 

Results 1nd Disc:uuion 

Tables 1 and 2 show that Glutathlone·reductase is pres· 
ent In meanlngful amounts in ali eukaryotes und pro· 
karyotes, except in the strlct anaerobcs and the archac· 
bacteria Halobaclerium halobium and Alethanosarcina 
barkeri. CoASSG Is absent in sorne eukaryotcs and 
prokaryotes, but we do not know up to now if this is 
duo to the stage of growth, slncc In thc case of Rltadas· 
plrlllum tub"'m we have found changes during ccll 
growth .In CoASSG-reductase whlch has the mnxlmum 
1ctlvily al the loprithmlc stage. 

lfowever, In accordance wlth our hypothcsis, prim· 
ltlve organisms such as the extreme halophlllc Jlalo· 
bacterium lullobium or the mcthanogen ftlethanosarci· 
"" barkeri and the strlct anaerobes such as Clostrldlum 
tarlarivorum (thermophlle 55° C) and Desu/fovibrio 
llU/garis should lack the two disulfide-reductases. (See 
Table 2). 

In order to rule out the posslbility that the actlvitles 
were not detectable due to unfavorable condltions 
during the extracllon and measuremcnt, we mat.le 
extracl of Ha/obacterium ha/obium, at dlfferent NaCI 
molaritles, dlfferent pff's and used NADH as a cofactor, 
but In ali cases, we .werc unable to de1ec1 any dlsulfide· 
reductase actlvitles. As a control, we measurcd NADH­
reductase activlty uslng menadionc as an electron ac. 
ccptor, whlch has bcen already eslablishcd in /Jalo· 
bacterlum cutirubrun1 by Lanyi J969. As can be seen in 
Table 2, the two strlct anacrobes, nnd the two archae· 
bacteria, have appreclable amounts of tltls enzyme. 

The absence of the enzymc Glutathione-reductase in 
some organisms like the ones J~scribcd above, is nol 
surprising slnce other authors (Fuchs and Warner 1975; 
Apontowell and Oerends 1975) have found Escherfch;a 
co/I glutalhione-tleficlent mutants whlch can grow 
normally. As it has been mentioned, Fahey et al. 1978 
a]so establlshed the fact that sorne gram posltivc bacteria 
and strict anaerobcs Jack glutathionc. 

In the relation to this, Loewen 1981 has studled 
sorne of the Escl1erich;a r:oll glulathione·deficlent 
mutants. with a very low level of glutathlone synthase 
(E.C.6.3.:?.3.) and of ,. Glut:unyl-cysteiPe synthasc 
(EC 6.3.2.::!) and found that these mutants cannot form 
CoASSG but instead produce respectively a mixed di­
sulílde formet.1 by Coenzyme A and -y glutamyl cystelnil 
t.llpeptidc and, in the sccond case, produces only a CoA 
dimer. 

In order to scc if these mutants also should lack 
GSSG·reductase and CoASSG-rcductase, we dccided to 
study one of these mutants. As can be scen in Table'::!, 
the mutant X88 whlch cannot synthctlze glutathione 
b~cause lt lacks glutathlone synthase, has very low 
activhy of Glutathionc-reductase and CoASSG·reduclasc 
is not present, although NADH-reduclase (mcasured as 
contr'll) appears in a good amount. The other mutant. 
the KK1004, wlth nonnal content of glutathlonc syn­
thase hase very high Glutathione·reductase and prcscnts 
CoASSG-reductase and NADH-reductase actlvitlcs. 

With the abovc resuJls we can conclude that nelthcr 
the substrate GSSG, nor the eruymc GSSG·reductasc, 
are any Jongcr universal as it has ~een clalmed, since 
sorne organisms can survivc without thesc molcculcs, 
and 1nay havc sorne other sys1ems In order to malntaln 
the reduccd state wilhin the ccll. 

11 Is worthwhile to mention that Arscott et al. (1982) 
lrnvc found cxtcnsive homology between nine tryptic 
peptldes obtalncd from plg heart lipoamlde dehydro· 
genasc and thc scqucnce of human crythrocyte gluta· 

Table l.IJSSG-rcduc11~ and CoASSG-reductuc aclivitlcs from vulous tuk11ryotcs 

So urce 

Ral livcr (Ondarz:i et al. 1974) 
&lcchoromyui cl!rer/1/ac CATCC> 
(Ondan:a et al. t 969) 
&ccluuomyces cererfs{ae (Aztcc) 
Splnacu olera,ea (Spin1chl 
Apre fourcroyder (ffenequcn) 
Chl4mydomumu nlnhardtil 
Cyllndrotheca fusil ormti (photosynthcl le 
marine dlatom) 
Nltuchla alba (non photo•)'nthetlc 
m1rlnc dlltom) 
Du1U!leUa tntfo~cta (green alg1c 
moderate halophyllc) 
Codlum sp. (marine ¡reen al¡ac) 

GSSG-rcducta~ 

mU/mg 

3.36 
1.17 

s.o 
10.0 
23 . .5 

104.5 
15.8 

77,4 

262.0 

41.6 
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CoASSG·rcductuc 
mU/mg 

0.77 
0.384 

12.0 
No activily delcclcd 

fl.11.5 
31.1 
No actlvily dctcclcd 

No actlvil)' dclcctcd 

15.0 

No 11c1lvlty dclcelcd 



Table 2. GSSG·rcductasc, CcASSG-n'iducta~c and NADll·Jeducta\c írcm Prokuyotcl 

So urce GSSG·rcductasc 
mU/mg 

Escherlchlacollx SR 4.6 

Eichulchla cotl KK 1004 113 

Eschnlchfa colf 114.5 
(Loewcn 1917) 

Rhodosplrl/lum rubnJm 
(pholoJynthctlc, purplc 10.8 
bacteria, facultativo anacrobic) 

Rhodorplrlllum 1atocl~m 
(photo1ynthctlc, purplc 
bacterla, racultatlvo anacrobic 12.0 
modcratc haloph!Uc) 

SplndlM maxlma 
(photosynthctlc, blue-arecn 158,2 (crudc) 
bacteria, modcrato halophlllc) 

lhmtfovlbrlo vufprls 
(chcmosynthctlc, No activlty dctectcd 
strlct anacrobc) 

aa1trldlum ranarlvatUm 
{thcrmophllic 55•C, No activi1y dclccted 
1trlct anaerobc, fermcntaltve) 

Mctlultt0,..dna bdlbrl 
htrict anacrobc) No actlvlty detcctcd 

Hatobacurlum ha/oblum 
Cphotosynthcllc, No actlvlty detected 
extreme halophiUc) 

thione reductase; the average homology found is 40%. 
One of the lipoamide dehydrogenase pcptides Is homol· 
ogous nol only with Gluta.thlonc-reductasc but also with 
the functlonal regions of the thlorcdoxin reductase, 
thc amlnoacldoxldase, lhe p-hydroxybenzoatc hydroxyl­
ase and thc lacta te dehydrogenasc family. Thclr findings 
offcr strong evldence for an cvolulionary relatlonshlp 
betwccn Upoamide dehydrogenue and ¡lutathione· 
reductasc. They also suggest that glutathJone reductase 
presumabty dlverged from lipoamide dehydrogenase 
during the oxygen build-up pcriod. 

According to our hypothesls, we think that disulfide 
reductues can serve as evolutionary markers, since the 
presence of ¡lutathlone·reductase in eukat)'otes and 
aerobic prokaryotes indlcate that these organ\sms could 
suivlve ln the oxidizlng atmosphere by syntheslzing 
disulfide reductases. Thc absence of Glutathione·re­
ductue and CoASSG-reductasc in Archaebacteria, 
(a new klngdom proposed by Woese et al. 1978; whlch 
lnclude methanogens, lhermoacldophiles and extreme 
halophltes), so as in strlct anaerobes, meaos that these 
organlsms became adapted to mlcrocnvironments which 
resemble prlmltive Earth conditlons. 

Acknowkd111m11nu, R•úl N. Ondan:a, cxprcucs hl1 gratltuda 
lo Dr. Andrcw Ben10n for thc amp\c í1tcilitlcs and use of hls 

CoASSG·rcducla\C NADll·rcduc1asc 
mU/mg mU/mg 

Mcasurcd but no 68 
actlvitf dctectcd 

6.0 94,2 

1.6 Not mcasurcd 

7.9 Not mcnurcd 

No activity dctcctcd Not mcasurcd 

No activltY dctcctcd Not mcuurcd 

No activlty dctected ' ' 
No activity dctccted 163 

No actlvltf dc1cclcd '·' 
No activity dctected IO.S 

laboralory, as we\I a11 hb suggestlons for thc prcsent work, and 
to Dr. WIUlam Nlercnbc11, Director oí Scripps lnstllutlon of 
Occanography for his klndncu and support. lle abo wlshe1 
to lh:mk Dr. Manuel Robcrt for revhlng the manu1erlpt. 
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Purificatlon, Propertles, and Oligomerlc Structure of Glutathione 
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Receh·t!d Septembcr 11, 1985, nnd In revieed form 1'~chrunry 28, 1986 

Glutathione rcductnsc [NAD(P)H:GSSG oxidoreductru1e EC 1.6.4.2) from cyanobac­
terium Spiruli11a 1naxitna was purified 1300-fold to homogencity by n simple thrcc-step 
procedurc involving nmmonium sulfate frnclionntion, ion exchnngc chromatography on 
DEAE-ccllulosc, nnd affinity chromatogrnphy on 2',5'-ADP-Sephnrose 4B. Optimum pll 
was 7.0 and enzymatic nctivity wns notnbly incrensed when the phosphate ion concen­
tration was increased. Thc cnzymc gave nn absorption spcctrum that was typical for a 
Havoprotein in that it had' threc pcaks with maximnl ahsorbnnce nt 271, 370, nnd 460 
nm and a Eb" of 23.3. K .... valuC!s \Vcrc 120 ± 12 µM nnd 3.5 ± 0.9 µU for GSSG and 
NADPH. rcspcctivcly. lilixed disulfidc of CoA and GSl-1 \\•ns nhio reduccd by thc enzymc 
under assay condiLions, but tite cnzyme hud a vcry lo\v uflinity (K .... 3.3 mM) for this 
substrate. Thc enzymc wns specific for NADPH. Thc isoelcctric point of thc nativc 
enzyme at 4ºC wns ·1.35 and thc amino ucid composition \Vas \'Cry similar to thaL prc­
viously rcportcd from other sourccs. Thc n1olcculur \Vcight of a subunit undcr dcnnturing 
conditions was 47,000 ± 1200. Anulyscii of purc cnzynte by n vnriety of tcchniqucs for 
molecular weight detcrmination rcvcalcd that, nt pH 7.0, tite cnzyme cxlstcd predom­
inantly as a tctrurncric spccics in equilibrium with n minor dimcr fraction. Dissocintion 
in to dlmers wns achicvcd at alkalinc pH (9.5) or in 6 M urea. Howcvcr, the equilibrium 
at neutral pl·I \Vas not altcrcd by NADPH ar by diHulfidc reducing rcagents. Thc Ji/, and 
n20,w of the oligomcric enzymc wcrc cstimutcd to be 177,000 ± 14,000 and 8.49 ± 0.5; for 
thc dimer, 99,800 ± 7000 und 5.96 ± 0.4, rcsr1ectivcly. Lo\v conccntrntions oC urea increnscd 
the enzymatic nctivity, hut thh1 increasc was not dueto changcs in thc proportions of 
both forms. e 1!186 Aca.l•mlcrra.•, lnc. 

Glutnthionc rcductnse [NAD(P)l-l:GSSG 
oxidorcductasc, EC 1.6.4.2.], an enzy1ne 
widcly distributcd in nature, hns been dc­
scribcd in cubaclcrin (1-3), fungi (4, 5), 
plants (6, 7), and animnls (l. 8-12). Despitc 
its npparcnt ubic¡uity, wc reportcd its ab­
sencc In archaebnctcrin (13). GR2 isolntcd 
Crom a variety of eourccs has shown re­
marknblc similnrity in molecular nnd kl-

1 To whom corrCBpondence ahould be addreaeed. 
• Abhrevlatlona uaed: GR, ¡rJutalhlone reducla!le (EC 

1.6.4.2); SOS, sodlum dodecyl sulfate; CoASSG, the 
mlxed dlaulftdc o( cocnzyme A nnd glutathlone. 

nctic propcrtics. In rcports whcrc the sub­
unit composition of diffcrent GR was glvcn, 
the active form of thc enzyrne was nlwnys 
found to be a dimcr of identical polypeptide 
chains (8, 10, 12). Ne\·ertheless, severa) au­
thors hnve reported the existcnce of a mi­
nor íraction of tetrameric protcin as a con­
scqucnce of the (ormation of interchaln di­
sulflde bonds (9, 14), Worthington and 
Rosemeycr (15) demonstrated that the in­
hibition of th is enzyme from human eryth­
rocytes by high NADPH concentrations 
can be explaincd by the aggrcgation of the 
dimer into a lesa active tctramer. Ii and 

0003·D861/86 $3.00 
Copyrl1h1 Cl 111116 hy Acad1mlc r,_., lnc. 
All tlahl• ol nproducdon In 1ny torrn ._.rv..i. 
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Sakai (16) reported that GR from cleaving 
sea urchin eggs becomes lnactivc nftcr mo· 
lecular aggregntion. Serrano et al (17) re· 
centJy deacríbed the puriflcatlon and prop· 
ertics otGR from n cyanobacterium of thc 
gcnus Anabacna.. Thc enzymc from this 
sourcc ls also a dimer, but diplays sorne 
unusual properties, mainly a very tow iso­
electric pH andan absolute specificity for 
NADPH. 

In thc coursc of our prcvious studies of 
GR from díffcrcntsourccs (13), we ob~erved 
that thc enzymc from the cyanobactcrium 
Spirulina ma:cinta presente sorne distinc· 
tive propertics, espcciaHy a high molecular 
weight. In thís paper, wc rcport thc puri· 
ftcation and characterization of GR from 
S. 11u1xima and \\'C demonstrate that this 
enzymc exists mainty as a stable tetramer 
that aeems to be its active physiolo¡.dcal 
form. 

MATERIALS ANO MEtHODS 

Alnlerioltt.. Ali biochemlcals w&r& obtn\nc-d rrom 
Sia:ma Chemkal Cnmpany. Elt..-<:lrotocusing ampho• 
lytes (Pharrnalyte1) were producta ot Pharmnda Blo­
techrwl()jl)', Sw!lden. Ali othf!r chemlcal1 wcre ur an­
alytlcal &rade. Spirulina ma.rima, from an o¡wn t•ul· 
ture taken from l.ake Text-o<'o, Mbleo, w~ 11 R:ift o( 

Soaa Texcuco Company, Méitko. The harv1.>11lcd eclls 
were thoroughly wuhl.'d with distl\led water In o. 65· 
µm nylon net {Nyt.al, Swltterltand) and storcd íro1en 
at-4l>ºC. M!eTUM:op\cexnmlnatlonro\'eal~d that th\11 
matcrinl wa.11 (ref.>o( olher m\eroorl(anism11o. 

.. !nuy qf ~1:um0Uc ndi11ifJ1. The11cth·lty or GR WU.11 
dctcrmint>d 11¡1CClrophotumetrleally in /1 doublc•bcnm 
r~ordlng spi.-ctrorrhotometer IP~;e Unlenm SP·lBOO/. 
A lypl~l reaetlon mlxturerontalned 0.1.J mM NADl'll 
ami 1.2 mM OSSG in 0.1 M t1.odlum pho11,1hntc buffer 
(pH 7.0) l'ontuinina- 1 mM SOTA mnnl V<llumn of0.5 
mi}. Thc decreaee In nbsorhan~ ttt 340 nm wa11 re· 
cordcd for 1or2 min h1 the absencc o( GSSG; there· 
alter, t.his aubstrale wa11 ndded lo atnrt thl\ renction. 
A unlt of em~yme nctlvity Wll<¡ dt'llncd as thc atn{)Unl 
orenzyme requlrcd to t"C:Ylli:tc 1 µmol of NADPH per 
mln at pll 7 .O and ZGºC. CuASSG red11ctnae netlvlty 
was mcWtured unc:ler the 11nme condiUon11 by uslna 
varled nmountaotCoASSG ll.!t11ub11tratl'. Kfnetlcdnta 
were fitted to lhc Mlchaelh1-Aftmlrn equal\on by ualng 
C!l'lu.nd's Hy¡>er pruaram (18). S¡~iflc actlvitlea rn• 
JKltted were c:ulculated from true mndm:al velodtlcs. 

Protein uua11a. Protcin Wttt determlned by the 
mcthod o( 1..owr.v ( 19) or by tho Coomuitlc G dye~ 
blndina technlque ot Urnd(ord (20), w\th bo,.ine serum 
albumhJ u11..-d 0.11 atnndarJ. Thu concentrntluns o( the 

puro cn'Zyme 11olutlons Wl'rc calculnted from sb.tor• 
bance nt 2'11 nm ín a 50 mM Trllf·HCI buffer (pf{ 7.5) 
contnlnlng l mM EDTA. 

l'nl¡¡ul'rl/Útmit/e ucl ekdn4lllDrl'-a{'.lL ElcctrophoMCl'I 
umlor nondennturinl( eondltlons wtire performed in 
80 X 80 X 2.7•mm Jl'.l'l &lnbs wlth n linenr poru gradlent 
o\Jtalnetl by varyin¡:i: the conrcnlrnt\on CJf the mono­
mera from 4 to 30%,with a eonstant crnssl\nkage of 
4% (211. Samplc!J o( Rix protclns wlth molnulnr 
wel.ithts rrum 2(1,000 to 240,000 were run eimulta­
noou11ly a.ael4ndard!I. Elcttruphore!K'll werv ¡>erformed 
al 5"C eithlll; In 90 mM Trls-80 mlol bork acid bulJ1:r 
(pll B.:l.'l) or In 0.1 M sodium phoa¡,hnte bufttlr (pH1.0) 
at 12.'l V lor 14 lt' l(i h. Bll!CtrophorNea in theprl!Sencc 
uf SOS were curricd out in lGO X 160 )( 0.75·mm trel 
slPhfl In Jihnsphate·SDS buffer at-rordinR lb Weber 
and 011horn (22). Plve 11roteina, frum /t!, J7,000 to 
68,000, were run us moll'cullilor weh,iht mu.rkert. 

/1#)('/edricfoculfí110. The lsoele(:lrk point oí GR was 
1.fotermlned by preparntlve tsoclc:ctrk tocu1;IJtR In a 
11ul'ro11e denaity '!.'l'adienl In A. llO•ml LKB C1Jlumn 
cotitnlnimt amJ1holyte1, elther ¡1H rango 3 lo 10 or 4 
tn G, IK!th n.t ll concl'ntrallon oí 2.2 ¡t/100 mi acrordlna: 
lo 'Vlntl'r nnd Karl1J11011 lZ.1). Annl)'t\cal l11oelcetrk 
focu1h1~ wn11o carr\l'd out in polyacryJamlde gnl (T 
.,.6%,C ... 2%)or ln Jto=.F·n1tnro11eln 125X125 X2-
mm )(el 11lalm In a Multlphor appAratus (LKB, Swed1m) 
with ¡1113 to 9 or 4 lo 6 ampholytes nt a final dl\utlon 
qf 1:15. 

Ultmcn1tri,(u¡¡qtio11 tJtu.dic.t. Sedlmentnllon coeffi­
l'icnts, as wdl ns molecular weh~ht•, wero delermincd 
hy ultraccntrifugatfon In llncnr 11ucrose denslty ¡tl'a• 
dlcntsln a L."J.f>5 BQl'kman (trcparathrc ultrncentrlfuRf: 
(S\V 50.1 rotor). Sucroae dcn11lty 1tradfontscontalnlng 
lhn 110lyacryiamide rnonomer11 werc !liso pre¡iared ae­
eordinn lo lhe proc:eduro d~eribed b)' Jolley ct al. (24), 
These grncU!!ntJ1 werc po\ymcrlzed a.ne! Nlained by 
at:andard methods. Molceulnr wl"ight.a Wl're ntlmated 
hll ck11crlbed e\sewhcre (25 }; 11edlmcn latlon cuefficlenta, 
n~ording to Martin and Ames (26). 

.. t111foo 1ici,{ a"nulytJl'& Amino ndd annlyaca Wtlrc 
currhid out In a Durrum 0·500 amino acld 11.nalyur. 
Sa.mpl11& from two dlJJ1•r1ml ent.yme prcparatlona were 
dlalyt.l'd 12 h aRalnat 500 vol of pur\fted water, and 
hydrclyuod nl llO"C In 6 N HC1 in vacuum·ll'aled lubes 
ror 20, 48, or 72 h. Cy,ttvinc and half·cyatlne wcre do­
tcrmlned ns i::yatcie aeld by Olfidallon of the ditferent 
eni;yrnc 11nmplcJ1 wlth performlc add (27) and hydro· 
\ys\9 ror 2<J h ut 11o•c In 6 1i1 HCI contftlnlna' 0.5'l. 
phenol. 1'r:;pt()¡1han was detcrmlned b)' h)'dro1y•l1 
wlth l?·mercaptoelhancaulfonlc neid, accordlna to 
l'enke et. nL (281. A!I rcsulls rciported are nverqes 
from lwo lndl'pcndent analysCB. 

RESULTS 

GR pur(ficaticm. All opcrntíons describcd 
in this section were performed at 4ºC. 
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The frozen cells "''ere suspended in 0.1 M 
sodium phosphate buffer (pH 7.0) contain­
ing 1 mM EDTA (buffer A) in a ratio oí 2 
ml per gram oíwct bacterial cells. The sus­
pension was subjected to ultrnsonic oscil­
lations and centriíuged nt 25,000g Cor 15 
min, and the precipitate was discardcd. 
Solid ammonium sulfate was addcd to the 
eupernatant (pH 6.8) to rcach a 50% sat­
uration. The mixture wae stirred 30 min 
and centrifuged al 20,000g Cor 20 min. Thc 
precipitate was discarded and solid am­
monium sulfate was added to thc super­
natant with continuous stirring to givc 90% 
eaturation. After centrifugation, thc prc­
cipitate was dissolved in a mininial volume 
of25 mM Tris-HCI buffer (pH 7.5) contain­
ing 1 mw: EDTA (buffer B) and was dialyzed 
two times (6 h each) ngainst 200 vol -oí the 
same buffer. 

The dialyzed enzyme was ap¡•lied to a 
DEAE-Sephacel column (2.6 X 30 cm for a 
preparation starting from 500 g bacteria) 
previously equiHbrated. with buffer B. After 
the column was wnshed, the cnzymc was 
eluted by means of a linear NaCl conccn­
tration gradient (O to 0.3 M) prcpared in 
buffer B. The enzyme was recovercd in a 
single peak of nctivity at 0.16 M NaCI. The 
pooled fractions contalning thc enzyme 
were dialyzed against buffer A (250 vol for 
12 h) and applied to a column packed with 
adenosine 2',fi'-bisphosphatc Sepharosc-4D 
(2.6 X 3 cm) equilihratcd in lhe same buffer. 

After the colun1n was washed, the cnzymc 
was cluted by means oC a lincr concentra· 
tion gradient (O to 0.1 mM) oC NADPI-l. 
Fractions containing thc enzyme wcrc 
pooled, dinlyzed against 200 vol oC buffer 
A Cor 12 h, and conccntratcd by immcrsion 
of the dialysis sack in a conccntrated so· 
lution oí polyethylene glycol compound (.ftfr 
15,000 to 20,000; Sigma). Thc cnzyme was 
storcd írozcn at -20ºC. A typical purifi· 
cation proccdure is summarized in Table l. 

Gritería ofpurif.IJ. Thc cnzyme obtaincd 
was shown to he homogcneous by the íol· 
lowing procedurcs: SDS-polyacrylamide 
gel clcctrophorcsis, porc gradicnt poly­
acrylarnidc gel clcctrophorcsis oC the na ti ve 
protein al pH 9.5, clcctroíocusing in IEF­
agarose, and dcnsity gradicnt ultraccntri­
fu¡.tation. Sorne representativo gels are 
shown in Fig. l. 

6'tuUility. The purc cnzyme, cvcn at low 
concentralions (0.1 mg/ml), was atablo up 
to one ycar when stored frozen al -20ºC 
in huffcrs A or B; repeated Creezing and 
thawing had no cffcct upon the enzymc nc­
tivity. Heating the preparation nt 55ºC (pH 
7.0) Cor 10 min did not produce any signií· 
icant losa of activity, but the enzyme was 
rcadily inacth•atcd at higher temperatures. 

Kinetic puron1eters and substrate spccif­
icU.y. The enzymc reduccd GSSG and also 
hnd sorne nctivity toward the mixcd disul­
fide CoASSG, but ncithcr CoASS nor cys· 
tino at•tcd ns substrales al ali. The K,.. íor 

TABLE 1 

PURIFICATION PROCEllURE ~·on GLUTATlllONt Rr.llUCTAflF. FROM Spindi11a maxima 

Total Total Spcclílc 
volumc proteln actlv\t)·• 

Prot:cdure (mi) (msC) (unlta m•C'J 

Crude oxtract 932 27,103.0 0.18.1 
Crude extract (centrlrugcdl 817 21,468.0 0.2-1.5 
Ammonlum aulrato 152 GZ:l.O 2.rl30 
DEAE·rcllulot10 219 166.0 6..130 
Adcnoalne 2',ó'•blaphosphate-

Sephllt'OIHl 48 14 ª'' 238.000 

N°'e. Amounta rnted ror 300 g or blomllllll, wct Wch;i:ht. 
• Jn cachease, valucs were calculatcd írom thc corruapondlng V.....,, 
•Proteln In thls atcp Wlll cstlmntcd írom tho Eb~ Cor thc puro onzymc. 
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A e 
Fta. t. Purlty ot Gk prtipo.ration. (A) Palyacryl· 

amlde ¡e1 cl~trophareala or dcno.turcd eni:ymc 
(10 ~)In tho p.t't!Mlnce of SOS (T• lO'l:.,C • 2.6%}. 
(D) Ullracentf'lfugatlan In acrylamlde-contidnlng au­
croae den1lty arradhint (T .. B%,C • 3,6%). Protdn 
samples (l5 111d were 11ubjcctvd lo 290,00<lg (ar l4 h .ut 
4.ºC, Thearadlent mntvrial wus 1t0lymerir.cd nnd llum 
stalncd. {CI Electrolocuaing In 2~ IEF-o.guroao wllh 
Pburnalytes 3 to D (dlluted 1:25). Gala weru run nt 
s•c for2500 V h. An amount or 5 11it wero applied, In 
ali cues, gelll were sluhted by standard methoda ushuc 
CorJmuale brllllunt blue R dye, 

GSSG ata high fixed NADPH concentra­
tion in buffer A (20 times K,..) was 121 ± 12 
µM (SE} nt pH 7.0 and ZSºC. Undcr the 
samc conditions. a K.., oC 3.3 ±" 0.9 mM (SE) 
was calculated for CoASSG. The specific 
activities Cor GSSG nnd for CoASSG, re­
spectively, were 238 ± 8 and 3.0 ± 0.4 µmo1 
min-t mg-1 (SE), giving n V"'"" ratio oí 7fl. 
Ata hígh fixcd conccntrntion of GSSG (20 
timesK,.,), the Km (or NADPH \VM 3.5 ± O.!l 
,JiM (SE) in the same buffer. NADH could 
not substitute íor thc reducing p,ubst.ratc 
NADPH. The ordcr in which substratcs 
were addcd had no effect on the initial ve­
loeities. 

When V"'ru. \VtlB studied as n function of 
pH, a Sharp maximal value was ohtaincd 
nt pH 7.0 whcn cithcr GSSG or CoASSG 
was used as substrnte. V mas also incrcased 
with incrensed phosphatc buffer conccn-

trntion; thc rcsulting curve (data not 
shown) wnR hypcrbolic; nn ar1parcnt. acti~ 
vntion constant lar phosphntc wns calcu-
1ntcd to be 15 mM. 

Arrtino acid com11osiUon a11d npcctral 
111'0/X!rlíes. The amino ncid composition or 
GR írom S. n111xin1n is shown in Table II. 
From thesc results and nccording to thc 
methC>d of Mc]l·feekin and MarshaH (29), a 
pnrtial speclfic vol u me of 0.734 cms g-1 was 
cstimated. without taking into account thc 
Onvine coenzymc. Thc. ultravio1et-vlsible 
S(H!ctrum of the enzyme in buffer B wns 
typical for n flavoprotein, with ntaxima at 
271, 370, and 460 nm. From thc spectrnl 
data und the mnss of thc enzyme cnlculated 
from the amino acid analyses, the valuc of 
E},1_ nt. pH 7.5wua cstimated to be23.3. The 
molar nbsorptivily cocfficient, nssumlng a 
molecular wcight o! 192.000, was 4.46 X 106 

M-1 cm-1• Assuming that tho fin.vine coc.n­
zyme is F AD and taking in to nccount the 
molar absorptivity coefficicnt reported for 
protein-bound F AD nt 460 nm (30), a ratio 
of 1.06 mol Ha vine/mol cnzymc subunit was 
cnlculated. 

J.<irnileclnºc poinl. 'l'hc isoelectric focusing 
of thc nativccnzyme gave an homogcneoua 
pcnk with mnximnl activity at pH4.35 (av­
erage of two dcterminations nt two differ­
ent 111-l rn.ngcs, 3 to 10 and 3 to 6). 

/J..Jolecular uu!igltt and oliomneric struc­
turc. Thc suhunil moleculnr \veh~ht, as dc­
tcrn1incd by SDS-po1yncrylnmide gel ele<:­
trophoresis, was 47,000 ± 1200 (SD). The 
moleculnr weight oí the nativc protein. es­
timntcrl hy pore gradient gel electropho­
resís wns 92,000 ± 5000 (SD) nt pH 9.5 
(l<""ig. 3A). Approximatcly the same value 
(95,700 ::!:. 9000) \l.'ns obtained by ultraccn­
trifugntion of the enzyme in acryJamide­
cont.aining sucrose dcnsity grndíenta at pli 
vnlueR oí 5.2, 7.0, and B.S \vhich were po· 
lymerized nnd stained aftcr the run. Sed­
inicntntíon oC thc cnzyme in aucrose den­
síty ~radicnts preparcd in 0.1 M Tris-HCI 
buffer (pH 9.5) without acry1amide a1so 
cnvc a single protein peak íor which an BztJ •• 
oí 5.96 1: 0.4 (SD) and a molecular weight 
oC 98,000 ± 7000 (SD) werc calculatcd (Fig. 
2A). Gel filtratil>n chromatography of the 
cnz~·mc in a cnlíbrated column packed with 
UltrQgeJ AcA 34 (0.1 M Tria-HCI; pH 9.5; 
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TABLE 11 

AMINO Ac1n CoMPOSITION OP GLUTATllmNE ltEOUCTA!IE t'ROM Spiruli1m mil.rima 

Rc11lduc11 pcr subunit or 
molecular wclght 47,400" 

Amino :u:ld 20h 48 h 72 h Avcrngu~ Ncareat lntcgcr 

A" ·U.54 41.85 41.2.'i 41.fifi 42 
Th, 29.96 27.90 28.08 31.33' 31 .. , 27.71 25.27 22.62 29.:15• 29 
m, 46.96 46.85 46.03 46.lll " .... 7.72 0.96 0.29 6.99 7 
Gly 46.59 47.36 46.76 46.90 " Ala 44.40 42.95 43.81 43.7:¿ .. 
Val 32.5.'J 33.26 34.52 33.44 33 
Mot U.13 10.38 10.53 10.68 11 

"' 25.98 29,03 29.25 28.09 28 
¡,,, 31.96 34.70 :U..60 33.75 3.1 
Ty, 7.85 7.01 6.74 7.21l 7 
Pho 18.75 18.31 17.00 18.32 18 
HI• 10.79 11.37 11.47 11.21 ll 
Ly. 22.81 22.811 24.05 23.58 .. 
MR 18.3-1 18.24 l!U!7 18.28 18 

Cy" 6.40 6.40 • T.,,• 3.59 3.59 ' Total numberof amino acld11: 441 

• Excludlnii ftavlne. 
'Unlea otherwl1e lndleatcd. 
• Extrapolated to zero time. 
"Determlned In a aeparnte hydroly11ls as cystclc acid, wlth leuclnc uecd as Interna! rc(crcncc. 
1 0etermlnlld In a separate hydroly11!s wlth lcuclne uecd as lntcrnal rcrcrcncc. 

4ºC) aJso gavc a single symmetrical enzyme 
peak with similar molecular weight (data 
not ahown). However, whcn the enzyme 
was analyzed by sedimentation in the ul· 
tracentri(uge in sucrose density gradients 
at lower pH values, a second sedimenting 
zone appeared which had approximately 
twice the previous)y determined molecular 
welght. Thia peak was the predomlnant 
enzyme epeciea at neutral pH (Fig. 2B-D). 
The eedlmentation coefficicnt ot thie 
heaviercomponent was cetimated to be 8.49 
± 0.5 (SD) and the corresponding molecular 
welght to he 177,000 ± 14,000 (SO). This 
sedimentatJon pattern v.•as not changed by 
the,addltion or 0.1 mM NADPH, 5 mM 1-
mercaptoethanoJ, or 2 mM dithiothreitol. 
A similar pattern was obtained in pore 
gradlent polyacrylamide gel electropho· 
reses in buffer A (Fig. 3BJ and in gel fil-

tration chromatography in UJtrogcl AcA 
34 in the eame buffer (data not ehown). 

In order to dcmonatrate the reversible 
conversion of thcse two forma of aggre­
gntion oC thc enzymc when the pH was 
changed, the following cxperiment was 
performed. A 200·µg sample of enzYme 
which had been stored at pH 7.0 was di· 
alyzed for 24 h against 200 vol of 0.1 M Tris­
HCI buffer (pH 9.5) contalning 1 mM EDTA. 
A lOO·µg aliquot was then removed and ul· 
tracentrifuged at pH 9.6; a sedimentation 
pattern was obtained as a)ready described, 
the resultant profilc bcing identical to that 
oí Fig. 2A. The remaining 100 µa of the 
dialyzed enzyme sample was a¡rain dialyzed 
for 24 h against buffer A (pH 7.0) before 
being analyzed by ultracentrifugation by 
the same procedure. This sample gave a 
two·peak pattern similar to that in Fig. 20. 
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F10. 2. Sedlmentatlon pattcrn11 or GR at varloua 1111 
values. Proleln aamples (90 to 100 µg) werll Jayercd 
on 5 mi ora 5 to 20% linear 11ucroac denslty Kradlent 
and ultracentritu¡¡ed Cor 14 h at 290,000a and 4ºC, 
Then tubea were punctured at tho bottom and frac­
tlon• of tour dropa (about 125 ,il) were collectcd. Mo­
lecular wela:ht marken were run 11imultaneously and 
tho protoln pronlu wa11 determlned by thc 11roceduru 
ot Bradford (20). Standard protclns were myoglobln 
(notahown),ovalbumln (1). and l&G (2). Ali gradlcnl.B 
were mad11 In 0.1 M Trla-HCI buffer contalnlng 1 mM 
EDTA, wlth the exceptlon of D, which wns mnde In 
0.1 M aodlum phoaphate buffer. The bottom ot tho tubca 
11 ahown al the rlahl. (A) pH 9.5; (8) pH 8.9; (C) pJ-1 
7.9; (D) pH 7.o. 

E:.ffect, qf urea. Thc enzyme activity wns 
aesayed in the presencc of diffcrcnt urea 
concentrations (Fig. 4A). At 0.4 to 0.6 M 
urea, the enzyme activity wns nearly dou­
bled. Sedimentation experimente pcr­
formed at these same urea concentrations 
and pH values did notdemonstratc changes 
in the relative proportions of the two·pcak 

· pattern shown in Fig. 20. At higher urea 
concentrations, the enzymc was progrcs­
slvely inactivated and wae completely in­
activated in 4.0 M urea. Nevertheless, this 
inactivation did not corrclate with changes 
in the sedimentation pattern since, by ul­
tracentrifugation annlysis under thc same 
conditions, the two-peak pattern with the 
same molecular welghts as already dcter­
mined wu obtained (Fig. 4B). However, a 
elight increase in the frnction of the lighter 
component was evidenced, as compared 
wlth the sedimentation profile shown in 
Fig. 20. At intermediate (2.5 and 3.2 M) 

urca conccntrntions thc sedimentntion 
pattern \Vas nln1ost identical to thc one 
shown in Fig. 2D in apite of the evident 
changcs in thc observed enzymc activity. 
This nctivity profilc did not change alter a 
24-h pcriod of incubation in thc prcscnce 
oC difTcrent urca concentrations. Thc effect 
of 6 M urea \Vas assayed by gel filtration 
chromntography in Sephadcx G-150 equil· 
ibratcd with thC' urea solution prepared in 
50 mM Tris-1-ICI buffer (pH 7.5) containing 
1 mM EDT,\. Undcr these conditions, thc 

A 

' 
B 

Frr:. 3, Porc gradlcnt olcctrophoreae11 or GR In poly· 
acrylamlde and the corrcapondlnlit d1m1ltometry. (A) 
Gel prooqulllbrated and run in Trl11~HCI buffer (pH 
9.5) contalnlng 1 mM EDTA at 5ºC. (B) Gel preequll· 
lbrnted and run In O,J M sodlum pho1phate buffer (pH 
7.0) contnlnlne J mM EDTA at 5"C. In both case. an 
amount oC 15 ¡.ig protcln waa applied. 
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o, 
1 ' ' 

20 25 
URCA 1 WI FRACT!OH NUMB{R 

Fm. 4. (A) Effect o( urea on cnzyme actlvlty. The 
enzyme waa lncubatcd for 1 to 2 mln In the pre11ence 
ot NADPH and buffer A contalnln¡; urca at the ln­
dlcated concentratlons: the rcactlon waa startcd by 
addltlon of GSSG. Thc actlvlty Is ahov.n aa perecnt­
aa:es o( the value obt.alncd In control experimenta 
wlthout urea, Othercondltlon11 weni performed as de­
aerlbed under Materlals and Method1. Each polnt 
representa the averaae o( tour lndependent aa1ay1. 
(B) Effectof urea on tinzyme dlaaoclatlon. Glutathlone 
reduetue (loo 118) wu placed on 5 mi or a G to 30% 
aUCl'OH den1ity g:radlent prepared in 0.1 M 11odlum 
pha1phate buffer (pH 7.0) containing 1 mM EDTA and 
4 M urea. Ultraeentritul{ntlon Wl1R run for 24 h at 
290,000Q and 4ºC. Other condltlon11 and proteln 11tan­
dard11 were the samo aa descrlbed In Fli:. 2. 

enzyme eluted ns a single penk of M, 92,000 
(average of two determinations). 

DJSCUSSION 

In this Jlllper, we describe n thrcc-step 
procedure for the total purification oí GR 
from thc cyanobacterium S. 111axi1na. The 
enzyme was shown to be homogcneoUR ac­
cording to sr.veral critcria of purity and to 
have a specific acth·ity of 238 µmol min-1 

mg-1• The enzyme hadan absolute specif­
icity for NADPH, in contrast with GR from 
other sources that can aleo oxidize NADH 
(5, 6, 10). GR from anothercyanobacterium, 
Anabaena sp., is also absolutely specific for 
NADPH (17). The specificity of GR for di­
sulftde substrate has been studied for the 
enzyme from baker's yeast (31, 32) and rat 
liver (10, 33). Both enzymes are also o.ble 
to reduce CoASSG, a mi:xed disulftdA of un­
known function, the existenee of which was 
first reported by Ondarza (34). The GSSG/ 
CoASSG activity ratio for bakcr's yeast 
was reported to be 9.1 by Carlberg and 

Menncrvik (31); Ondnrza (33) and Carlberg 
and Manncrvik (10) rcported 12.2 and 7.45, 
rcspcctivcly, for the enzymc isolatcd from 
rnt liver. For thcse enzymes, the optimum 
pH for the reduction oí CoASSG is _more 
acidlc than le the corresponding optimum 
for reduction of GSSG. In S. ma.rinia, both 
activities wcre maximal at neutral pH, and 
the nctivity toward CoASSG is minimal. 
Throughout thc purification, thcrc was no 
evidence for the presencc of a ecpnrate re­
ductase in S. niaxinia which was specific 
for CoASSG. Unfortunately, since there 
are no reports of CoASSG rcductase activ­
ity in GR purified from other procaryotes, 
we cnnnot be surc thnt this low activity is 
a general chnracteristic of these organisms. 

The amino acid composition of our prep­
arntion was very similar to those reported 
for the enzymc from Anabaena ep. (17), 
Escherichia coli (1), yeast (1). and animal 
sources (9, 12). Exccpt for low content of 
proline nnd tyrosine reeiducs (Table 11), 
therc werc no grent variations. The acidic 
isoelcctric pH (4.35) of the GR from S. 
n1o:tinia is an unusual characteristic that 
it shares with GR from Anabaena sp. (4.02). 
To date, thcse values are the lo\vest re­
ported for any GR. However, the most 
striking chnracteristic of the Spindina en­
zymc \Vas its oligomeric structurc. Al­
though thc subunit molecular weight was 
in the range expectl.!d for a glutathione re­
ductnse, our resulta suggest thnt the oligo­
mcric enzymc cxisted mainly as a tetrnmer 
throughout a wide range of pH. This tet­
ramcr secms to be in equilibrium with a 
smnll dimcric component, with the tran­
sition bctween these aggrcgation states 
sufficiently slow to al1ow thcir scparation 
by diffcrcnt mcthods. The sedimentation 
pattcrn nt pH 7.0 did not change in the 
prcsence of N ADPH or thiol reducing re­
agcnts. This excluded the possibility of 
nn agg:i-egation of dimers mediated by 
NADPH as described by \Vorthington nnd 
Ro~cmeyer for GR from human erythro· 
cytcs (15) and also ruled out the associatlon 
or dimers by interchain disulfide brldges 
(9, 14). 

The tetrnmer wns fairly atable since up 
to 6 M urea was nceded to completely die· 
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sociate it into dimcrs. It is worth noting 
that the activation or lhe cnzyme al low 
urea conccntrations did not corrclnte with 
changes in the quaternary structure or thc 
protein, suggesting that this efTcct was 
merely coníormationa1. The existencc ora 
major tetrameric component and a minor 
dimeric írnction was ohserved in ultrnccn­
triíugation experimenta, In gel permeation 
chromatography, and in porc grndicnt gel 
elcctrophoreses. Becnuse the patterns ob­
tained with lhcse diffcrcnt techniqucs wcre 
quite similar, the poRsibility of nrtiíact duc 
to the well-known dissociu.ting cffect oí 
proteína by the hydrostatic pressurc 
(tenths oí kilobars) during ultrnccntriíu­
gation (35) can be discardcd. Thc dissocin­
tion ol GR írom S. maxi7na was strongly 
dependent upon pH, as was demonstratcd 
by experiments at differcnt pH values. 
These resulte indicatcd that charged 
groups on thc protein may be involved in 
the interaction between dimers and thnt 
these groups may chnnge thcir protonntion 
state at pH 8-10. 

An unexpectcd finding was the scdimcn­
tation of thc cnzyme as a single íorm with 
a Mr of 95,700 when it was analyzcd at pH 
7.0 in the prescncc oí acrylamidc mono­
mers. Howcvcr, undcr standard conditions 
at this samc pH value, thc GR from S. 
maxima predominantly existed as tctrn­
mer (Fig, 20), suggesting a dissociating ef· 
íect of ncrylamide upon the enzymc. In ex­
perimenta períf'rmcd in the prcscnce oí 
acrylamlde without polymerizing agcnls, 
a notable incrcasc in thc dimer fract.ion 
was observed. 

The experimente rcportcd herc did not 
clarify thc qucstion nbout lhc activity oí 
the enzyme in en.ch state of aggregatlon. 
Both forme assayed immediately arter 
their separation by scdimentation or by gel 
filtration chromntogrnphy appearcd active 
in the standard cnzyme nssays, but it 
should benoted that under these conditions 
the equilibrium between both species may 
be distinct. The kinetics of the conversion 
between the dimeric and tetrnmeric íorms 
o( the enzyme should give additional in­
formation about this structurnl transition 

and its possiblc sip;nificnnce on thc rcgu­
lntion oí GR írom S. 11u1xi1na. 
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DISCUSION 

La existencia de una actividad enzim5-
tica asociada con la reducción del 9luta-­
tión fué considerada durante mucho tiempo 
como un requisito esencial para el buen 
funcionamiento del metabolismo celular. De 
hecho, se llegó a pensar que la vida misma 
no seria posible sin el mantenimiento de 
un cociente elevado GSH/GSSG. Sin embargo, 
en 1975 Apontoweil et al (36) reportan el 
aislamiento de mutantes de Escherichia coli 
que, a pesar de ser deficientes en la bio­
s!ntesis del 9lutatión, presentan cinéticas 
de crecimiento normales, si bien muestran 
una mayor susceptibilidad a ciertos agentes 
qu!micos. Por otra parte, Fahey et al (37) 
analizan el contenido del tripéptido en to­
do un espectro de bacterias Gram-positivas 
y Gram-negativas, encontrando diferencias 
significativas entre ambos conjuntos, con 
el grupo Gram-nagativo exhibiendo las mayo 
res concentraciones. Sin embargo, el anae=­
robio DesuZfovibrio vuZgaria, a pesar de 
incluirse en la categor!a Gram-negativo, 
muestra niveles muy bajos de 9lutatión. Es 
interesante señalar que incluso dentro do 
una misma especie bacteriana los niveles 
de glutatión parecen variar dependiendo 
de las condiciones de crecimiento, siendo 
más abundantes durante la aerohiosis. As!, 
en Eacherichia coZi la concentración de gl.!:!_ 
tatión se incrementa cuatro veces (37) al 
pasar de anaerobiosis a aerobiosis (de 7 a 
27 µmol/g, respectivamente). 

En lo que respecta a los eucariotes, 
aunque la participación del glutatión en 
una gran variedad de procesos ha quedado 
claramente demostrada, se han reportado ca­
sos en donde el tripfiptido parece estar com 
pletamente ausente del metabolismo. En -
Entamoeba hiatolytiúa, por ejemplo, Fahey 
et al (38) han reportado la ausencia total 
del compuesto as! como de enzimas rolacion!!._ 
das, y los autores sugieren que , d<?bido a 
que este eucariote carece también de mito­
condrias, la adquisición de ambos - tanto 
del metabolismo del glutatión como de mito­
condrias - durante el proceso evolutivo se 
llev6 a cabo posiblemente de manera simultá 
nea. En este sentido, Meredith y Reed (39)­
reportan que las mitocondrias de hcpatocito 
de rata son incapaces de sobrevivir a la 
depleci6n de la reserva de glutatión mitoccn 
drial. -

En base a todo lo anterior, los resulta­
dos presentados en nuestro trabajo, acerca 

de la ausencia de glutatión reductasa en el 
grupo de bacterias conocido colectivamente 
como arqucobactorias (Archaebacteria, h'oese 
1978 (40)), parecen reforzar la idea de que 
la participación del GSH en el metabolismo 
no es un factor crítico para la sobreviven­
cia de la célula. 

La posibilidad de que nuestra falla para 
detectar actividad de glutatión reductasa 
en estas bacterias se debiera a condicio-­
nes de cultivo inadecuadas parece poco pro­
bable, ya que en el caso particular de 
Halobacte:r>ium halobium, los cultivos fueron 
crecidos con burbujeo constante de oxígeno 
- condiciones que deberían favorecer la pr~ 
sencia de dicha enzima - e incluso la cose­
cha fu~ realizada en diferentes estad!os del 
crecimiento. 

En este sentido existen evidencias de 
que la enzima no es inducible, ya que en 
aquellos microorganismos en donde se ha medí 
do, la glutatión reductdsa parece estar en -
todas las fases de crecimiento de un culti­
vo ~xénico. Loewen (46) ha reportado que en 
cultivos de Esallel'ichia coZi crecidos aerébi 
camerite, la actividad espec!fica de la enzi::­
ma se incrementa gradualmente hacia la fase 
estacionaria, llegando a ser el doble (121.6 
mU/mg) que al inicio de la fa~e logarítmica 
(60.6 mU/mg) 1 sin embargo, a pesar del evi-­
dente incremento en la actividad, la enzima 
siempre está presente. Es interesante mencio 
nar que el mismo autor observó que al cambiar 
un cultivo de la misma bacteria de condicio 
nea aerobias a anaerobias, la enzima perinan-; 
ce en un nivel constante, aproximadamente -
igual al que tenía al momento del cambio. 

Es posible generalizar, entonces, que la 
presencia de glutatión reductasa siempre so 
verá favorecida en organismos que vivan en 
ambientes donde las presiones parciales de 
oxígeno sean apreciables. En el caso de los 
tres grupos de arqueobacterias estudiadas 
(metan6genas, tcrrnoacidófilas y halófilas), 
podemos afi.r111ar que una car~cter!stica comGn 
a todas ellas lo es el habitar lugares en 
donde dichas presiones parciales son extrema 
damente bajas, siendo innecesaria, por lo -
tanto, la presencia de dicha enzima. 

Ahora bien, aunque en el presente traba­
jo no se evaluó el nivel de concentración 
del glutatión en ninguna arqueobacteria, 
Newton et al {41) han encontrado recientemcn 
te que dicho compuesto est~ totalmente auseñ 
te en seis especies de halobacterias1 en su-
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lugar, los autores encuentran niveles apr~ 
ciables de y glutamil-ciste!na, el dipépti 
do precursor del glutatión. Adem~s, en és= 
tas mismas bacterias parece existir una e!!. 
zi.ma cuya actividad de reductasa hacia el 
dipéptido mencionado es casi ocho veces ma­
yor que la correspondiente actividad sobre 
GSSG, reforzando así los resultados de nues 
tro trabajo. -

Cabe mencionar que los equivalentes re­
ductores utilizados por la enzima durante 
el ciclo catalítico son suministrados por 
la vía del fosfogluconato bajo la forma de 
NADPH. Dicha vía ha sido bien caracterizada 
en eucariotes heter6trofos y fotosintéticos 
funcionando en estos Gltimos en sentido in­
verso durante la fijaci6n de C02. Desafortu 
nadamente no se dispone de informaci6n so-­
bre la existencia de la vía mencionada en 
arqueobacterias, ya que sería interesante 
conocer la disponibilidad de poder reductor 
en estos procariotes as! como el posible 
grado de control ejercido sobre la gluta-­
ti6n reductasa. 

Dentro de los procariotes, el grupo de 
las cianobacterias constituye un caso par­
ticularmente interesante, ya que son las 
únicas bacterias fotosintéticas que gene-­
ran oxígeno durante el proceso de fijaci6n 
del C02 y, por consiguiente, la existencia 
de sistemas antioxidantes en estos organis­
mos parece una necesidad. En este sentido, 
la presencia de glutatión ha sido reportada 
en varias cianobacterias. En Nootoc rruacorum, 
Karni et al (42) encuentran una concentra-­
ción de O.G - 0.7 mM, mientras que en 
Synechococcua sp. Tel-or et al (43) repor-­
tan 3.2 mM. 

A pesar de que la presencia del gluta-­
ti6n en estos procariotcs es un hecho bien 
establecido, poco se sabe acerca de las cnzi 
mas participantes. Karni et al (42) reportañ' 
la existencia de glutati6n reductasa en célu 
las vegetativas y heterocistos de Noatoa -
nusco?Um, adjudicando propiedades diferentes 
a la enzima de ambas estructuras, esencial-­
mente en lo que respecta a su afinidad por 
GSSG y sensibilidad a iones zn++ ' sin emba!_ 
go, los mismos autores declaran su incapaci­
dad para detectar glutati6n peroxidasa. Por 
otra parte Serrano et al (9) han publicado 
recientemente la purificaci6n y propiedades 
de la glutati6n reductasa aislada de la cia­
nobacteria Anabaena sp •• La enzima compara­
da con aquella de otras fuentes (ver Tabla 
I) , no muestra mayores particularidades a 
excepción de una especificidad absoluta por 

ESU 
SAOR 

f(SIS 
DE Lll 

ft1J DaE 
BlBUDTECl 

Nl~DPH y un punto isoel€ctrico notablemente 
ácido. . . ·~-

La enzima de Spiru Z ina ,}rima, cuya p~ 
rificaci6n y propiedades se ieportan en el 
presente trabajo, comparte con aquella de 
Anabaena las do~_ características señaladas, 
aunque definitivamente el rasgo más inusual 
de la glut.:i.ti6n reductasa de SpiruZina 
maxima reside en su estructura cuaternaria. 
De hecho, durante el traliscurso de la caraE_ 
terización preliminar de la enzima, existi.! 
ron resultados radicalmente opuestos, ya 
que mientras el peso malee-lar obtenido por 
electrofor~sis en gradiente de poro sugería 
una estructura dimérica, los experimentos de 
filtración en gel apoyaban la idea de una mo 
lécula más compleja. La imposibilidad de -
coinciliar ambos resultados se debió esen-­
cialmentc a que la posici6n de la enzima en 
los cromatogramas se rastreaba por su acti­
vidad reductora y no por el perfil de pro-­
teína, de tal manera que el dímero, menos 
abundante, pas6 inadvertido durante mucho 
tiempo. Por otro lado, la inexistencia de 
tetr.1rnero en los geles de gradiente de poro, 
se dcbi6 a que el pH al cuál eran corridos 
(alrededor de 9.0) favorece completamente 
la aparici6n de la forma dimérica. La coe­
xistencia simultánea de ambos oligómeros se 
puso de manifiesto en los experimentos de 
sedimentaci6n en gradiente de sacarosa a pH 
neutro, en donde, al determinar el perfil de 
proteína, fué evidente que la enzima sedimen 
taba ba·jo dos formas de agregaci6n diferen-­
tes, siendo mús abundante la molécula tetra­
mérica. 

A primera vista, la existencia degluta­
ti6n rcductasa tetramérica no parece repre-­
sentar un hallazgo inesperado; de hecho, és­
te ha sido reportado en otros casos. Así, 
Worthington y Rosemeyer (44) Demuestran que 
la inhibici6n producida por NADPH sobre la 
enzima obtenida de eritrocito humano es de­
bida a la agregaci6n de la forma dimérica 
en un tetrmnero menos activo, mientras que 
Boggaram et al (27) reportan la a9re9aci6n 
de la enzima de eritrocito porcino debido a 
la ausencia de tioles en el medio. Un resul 
tado similar a este último es mencionado -
por carlberg et al {29) para la enzima de 
h!gado de ternera. Sin embargo, en el caso 
de la glutati6n reductasa de SpiruZina 
ma:x:ima, ni la adici6n de NADPH ni la presen 
cia de ditiotreitol lograron cambiar el pcr 
fil de sedimentaci6n obtenido sin estos -
agentes, minimizando la posibilidad de que 
el tetrámero observado fuese un artefacto. 
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Además, la notable estabilidad de la en­
zima frente a un agente disociante como 
la urea parece reforzar esta última idea, 
ya que se requiere urea 6 M para disociar 
el tetrámero en dímeros, mientras que con 
sólo 4 M la actividad enzimática es aboli 
da completamente, no habiendo una correl:i 
ción entre el grado de disociaci6n y la -
pérdida de actividad. En este sentido, ca 
be señalar que la glutatión reductasa de­
Anabaena sp. es disociada a monómeros en 
presencia de urea 6 M (9) , mientras que 
Zanetti (22) reporta una inhibición de só 
lo el 2\ para la enzima de hígado de con"é 
jo en presencia de urea a M. -

Los resultados reportados demuestran 
además, que ambas formas son fácilmente 
interconvertibles por ajuste al pH adecua 
do, sugiriendo que en el fenómeno de aso-= 
ciación-disociación estan en juego grupos 
ionizables. Queda por esclarecer la natu­
raleza química de dichos grupos, sus PKa 
as! como su posible dependencia de la tem 
peratura. Con relación a esto último, es­
interesante mencionar el hecho de que los 
experimentos de sedimentación fueron rea­
lizados. a 4ºC, mientras que los ensayos 
de actividad se verificaron a temperatura 
ambiente. Ser~ importante dilucidar el 
perfil de sedimentación de la enzima en 
este último rango de temperatura, ya que 
podría proporcionar iuformaci6n sobre 
cuál de los dos oligómeros es la forma ac 
tiva. Resultados preliminares en este señ 
tido permiten sugerir que es el tetrárnerO 
la fortn41 más activa, si bien no excluyen 
la posibilidad de que el dímero participe 
también en la reducción del glutati6n. 

Ahora bien, aunque ya se mencionó la 
interconversión reversible de las dos far 
mas de la enzima al pasar de un pH neutrO 
a uno alcalino y viceversa, en el presen­
te trabajo no se muestran evidencias defi 
nitivas de que exista un equilibrio entr; 
ambos oligómeros al mismo pH. Sin embargo, 
la posibilidad de resolver con bastante 
efectividad dímero y tetrámero mediante 
experimentos de transporte - sea electro­
forésis 6 sedimentación - sugiere, en prin 
cipio, que de existir interconversi6n a uñ 
pH dado, la velocidad con la cuSl se lleva 
a cabo es baja (45). La cuantificación de 
la cinética de interconversión es una meta 
importante .si se desea esclarecer el pro-­
blema de la actividad de ambas formas y, 
por ende, el posible significado fisiolGg_! 
co del fenómeno. 

Si analizamos las características de 
la glutatión reductasa de procariotes mas-
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tradas en la Tabla I, conjuntamente con 
los resultados del presente trabajo, curio 
samcntc observamos que, a excepción de -
EochaPichia coli,, las otras tres bacterias 
incluidas - al igual que Spirulina marima -
exhiben alguna propiedad que se desvía del 
valor "promedio" conocido para esta enzima, 
Esta observación, aunque aparentemente irr~ 
levante, apoya una de las hipÓtesis plante!!_ 
das al inicio del trabajo, es decir, que la 
glutatión reductasa de procariotcs presenta 
una mayor variabilidad que su contraparte 
eucariótica, si bien por el momento somos 
incapaces de da.r una explicación a dicho fe 
n6meno. En principio, la única cosa en ca--= 
mún que presentan estas bacterias es l.:i de 
ser fotosintéticas, 

Finalmente, con respecto al roconoci-­
miento del disulfuro mixto CoASSG por par­
te de la enzima, los resultados reportados 
parecen sugerir que la glutatión reductasa 
de Spi1ulina ma:r:ima muestra la mayor espe­
cificidad hacia este compuesto en compara­
ción con la enzima de otras fuentes en las 
cuilles se ha estudiado esta caracter!stica. 

Así, en la levadura Sacaharomyaes 
aerevioiae, se han reportado cocientes de 
actividad GSSG reductasa/CoASSG reductasa 
que van desde tres (33) hasta casi diez(34), 
mientras que en hígado de rata dicho cocien 
te oscila entre 7.5 (18) y 12 (35). Oesafor 
tunadamente el elevado costo del CoASSG, aÜ 
nado a la baja afinidad de la enzima por eT 
mismo (en comparación con el GSSG), no han 
permitido realizar estudios de este tipo 
utilizando concentraciones saturantes del 
disulfuro mixto. En Spiru.lina ma:r:ima, el 
cociente de actividades enzimáticas es tan 
alto como 79, y esto es particularmente sis_ 
nificativo considerando qlle se trata de una 
relación de velocidades m.íximas. Parecer!a 
entonces que en esta cianobacteria la gluta 
tión reductasa es notablemente específica -
por su sustrato. La comparación con la en­
zitna de otros procariotes en este sentido 
no es posible, ya que además de que solo 
so ha purificado hasta homogeneidad en 
Eacher>ichia aoli y Anabaena sp., en ningún 
caso se da información respecto a su activi 
dad sobre CoASSG. -

Cabe señalar asimismo, que en Spirulina 
maxima ambas actividades presentan un máxi­
mo a pH 7.0, contrastando con reportes pre­
vios donde se observó un desfasamiento de 
las dos actividades reductoras, de tal mane 
ra que mientras el óptimo para la reductasa 
del GSSG es de pH 7. O ( tanto en Saaaharomli. 
ceo aer>evisiae como en hígado de rata ) , el 
m.íximo correspondiente a la CoASSG reductasa 



en estas misr:ms fuentes oscila alrededor 
de pH 5~5 (lB,33}. 

Durante la determinación del punto 
isoeléctrico de la enzima, se rastreó la 
supuesta CoASSG reductasa independiente. 
Sin embargo, con los niveles de sustrato 
que so utilizaron, no fué posible ubicar 
la ni siquiera en la zona correspondien'=' 
te a la GSSG reductasa. Esto último, au­
nado a la ausencia de actividad en extrae 
tos crudos, parecen descartar la hipóte-­
sis planteada al comienzo de este traba­
jo. 

Los resultados anteriores, junto a 
la falta de evidencia en favor de una re 
ductasa para el CoASSG - independiente -
de la GSSG reductasa - sugieren que en 
SpizuZina ma:r:ima hay una sola proteína 
(posiblemente con un único sitio activo) 
involucrada en la reducción de ambos di-

su!furos, con una afinidad y eficiencia ca­
talítica notablemente mayor hacia el gluta­
tión oxidado, Queda por aclarar la posible 
existencia del disulfuro' mixto en cianobac­
terias, a fin de esclarecer si la actividad 
reductora presente en la glutatión reductasa 
desempeña un papel fisiológico 6 es simple­
mente carencia de especificidad absoluta por 
el sustrato. 

Es interosante mencionar que la enzima 
aislada a partir de una célula anucleada 
como el eritrocito, es incapaz de reconocer 
al mencionado disulfuro mixto, siendo que 
la enzima de eucariotes es, en promedio, só 
lo un orden de m~gnitud más activa sobre -
GSSG respecto al CoASSG. Esto, aunado a la 
poca actividad de CoASSG reductasa del pro­
cariote Spiiutina ma:i:ima, plantea una posi­
bilidad interesante, a saber, que el metab.2_ 
lismo de dicho compuesto est~ involucrado 
en algún proceso nuclear. 
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